Univerzita Palackého v Olomouci

Bakalarska prace

Olomouc 2017 Monika Suldkova



Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédecka fakulta
Katedra ekologie a Zivotniho prostredi

Cross-species amplifikace mikrosatelitii z Fadu tucnaci
a konzervovanych ptacich mikrosateliti u pelikana
skvrnozobého (Pelecanus philippensis)

Monika Sulikovia

Bakalarska prace
predloZena
na Katedre ekologie a Zivotniho prostredi
Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci

jako soucast pozadavki
na ziskani titulu Be. v oboru
Ekologie a ochrana Zivotniho prostredi

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

Olomouc 2017



© Monika Sulakova, 2017



Suldkova, M. (2017): Cross-species amplifikace mikrosatelith z Fadu tuGhaci
a konzervovanych ptacich mikrosatelitt u pelikana skvrnozobého (Pelecanus
philippensis) (bakalaiska prace). Olomouc: Katedra ekologie a zivotniho prostiedi PfF

UP v Olomouci.

Abstrakt

V této bakalaiské praci jsem se zabyvala hledanim polymorfnich mikrosatelita

u pelikana skvrnozobého (Pelecanus philippensis).

V teoretické Casti jsem se vénovala taxonomickému zatfazeni pelikana
skvrnozobého do systému ptakl, zméndm, kterymi tento systém v minulosti prochézel
a popsala jsem tad veslonozi (Pelecaniformes), celed’ pelikanoviti (Pelecanidae), rod
pelikan (Pelecanus) a nasledné biologii, ekologii a ochranu pelikana skvrnozobého. Dale
jsem se zaméfila na moznosti vyuziti molekularnich markert v ekologii, popis repetitivni
DNA s dirazem na mikrosatelity, jejich rozdéleni a zptisoby hledani mikrosatelitovych
lokust. Posledni ¢ést reserSe jsem vénovala popisu hleddni vSech dosud objevenych
mikrosateliti od druhli z fadu tuéiaci, EST mikrosateliti a konzervovanych ptacich

mikrosatelita.

V praktické ¢asti jsem na genomické DNA Sesti neptibuznych jedinct pelikana
skvrnozobého testovala cross-species PCR amplifikaci celkem 173 pard primerd (113
para primerti navrzenych pro 9 druhti tu¢nakd, 36 para primert pro amplifikaci 35 EST
mikrosateliti a 24 part primert pro amplifikaci konzervovanych ptacich mikrosateliti).
Vsechny pary primeria poskytly u pelikdna skvrnozobého polymorfni produkt, 14 z nich
bylo polymorfnich a u 6 nepifibuznych jedinci jsem nalezla 25 alel.

Budoucim testovanim na vice jedincich bude mozné zjistit popula¢né genetické

charakteristiky téchto mikrosatelitii.

Klicova slova: PCR amplifikace, cross-species, mikrosatelit, pelikan skvrnozoby, tu¢nak



Suldkova, M. (2017): Cross-species amplification of microsatellites from
Sphenisciformes and conserved avian microsatellites in Spot-billed Pelican (Pelecanus
philippensis) (bachelor thesis). Olomouc: Department of Ecology and Environmental

Sciences, Faculty of Science, Palacky University Olomouc.

Abstract

In this bachelor thesis | was looking for polymorphic microsatellites in Spot-billed
pelican (Pelecanus philippensis).

In the theoretical part | dealt with taxonomic classification of Spot-billed pelican
to the system of birds, changes by which it previously passed and | described order
Pelecaniformes, family Pelecanidae and genus Pelican, followed by biology, ecology and
conservation of Spot-billed pelican. I have also focused on the possibilities of using
molecular markers in ecology, the description of repetitive DNA with emphasis on
microsatellites, their distribution and ways of finding microsatellite loci. The last chapter
of the teoretical part | descripted all microsatellites discovered from the penguins, EST

microsatellites and CAM (Conserved Avian Microsatellites).

In the practical part | tested on the genomic DNA of six unrelated individuals of
Spot-billed pelican cross-species PCR amplification of a total number of 173 primer pairs
(113 primer pairs designed for 9 penguin species, 36 primer pairs for amplification of 35
EST microsatellites and 24 primer pairs for amplification conserved avian
microsatellites). All of the primer pairs amplified a polymorphic product, 14 of them were

polymorphic, and | found in 6 unrelated individuals 2-5 alleles.

Future tests on higher number of the individuals will determine the population

genetic characteristics of these microsatellites.

Key words: PCR amplification, cross-species, microsatellite, Spot-billed pelican, penguin
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1 Uvod

Pelikan skvrnozoby (Pelecanus philippensis) je asijsky druh pelikana, ktery je
podle IUCN fazen do kategorie t¢éméf ohroZeny, trend jeho soucasné populace je klesajici

a na fadé mist uz je vyhynuly.

Mimo jiné vlivem lidské ¢innosti dochazi k ruseni hnizdnich arealt, lovu, ztraté
mokftadil, nadmérnému rybolovu a znecistovani vodniho prostfedi. Na tyto disturbované
lokality jsou vazané unikatni druhy vodniho ptactva, které nejsou schopny se dostatecné
piizptsobit a pocet jedincu v jejich populacich se tudiz snizuje. V takto oslabenych
populacich v ramci zachrannych programi nésledné dochazi k umélé migraci, kdy je
jedna populace posilena populaci jinou a mtize dochazet k degradaci genetické informace.
Zaroven hrozi v zoologickych zahradach pafeni mezi pfibuznymi jedinci a nasledna
inbredni deprese. Pro testovani paternity mohou byt v takovém piipadé pouzity

mikrosatelitové markery.

V ramci své bakaléatské prace budu hledat polymorfni mikrosatelitové lokusy
u pelikana skvrnozobého, které by v budoucnosti mohly byt pouzity k urovani paternity
u mlad’at tohoto druhu. Analyza bude probihat pomoci cross-species PCR amplifikace
vSech dosud znamych part primert pro mikrosatelity z fadu tuc¢naci (Sphenisciformes),
EST mikrosatelity a konzervované pta¢i mikrosatelity u Sesti nepiibuznych jedinci

pelikdna skvrnozobého.



2 Cile prace

1.

Vypracovani reSerse na téma biologie, ekologie a ochrany pelikana skvrnozobého
a molekularné-ekologické vyuziti mikrosatelitii s diirazem na mikrosatelity znamé
pro ptaky z fadu tucnaci a konzervované ptaci mikrosatelity.

Shromazdéni dostupnych literarnich zdroju.

PCR amplifikace DNA pelikana skvrnozobého s vyuzitim Cross-species primert

pro ptaky z fadu tuc¢naci a konzervovanych ptacich mikrosatelita.



3 Literarni prehled

3.1 Taxonomicka klasifikace pelikana skvrnozobého

Systematické zatazeni pelikana skvrnozobého je nasledujici (del Hoyo et al.,

1992):
Rige: Zivo¢ichové (Animalia)
Kmen: strunatci (Chordata)

Podkmen: obratlovci (Vertebrata)

Ttida: ptéaci (Aves)

Podttida: letci (Neognathae)

Rad: veslonozi (Pelecaniformes)

Celed”: pelikanoviti (Pelecanidae)

Rod: pelikan (Pelecanus)

Druh: pelikan skvrnozoby (Pelecanus philippensis)

3.1.1 Rad veslonozi

Podle tradi¢niho systému na zakladé morfologickych a fyziologickych znakt
do fadu veslonozi patii 6 ¢eledi: anhingoviti (Anhingidae), factonoviti (Phacthontidae),
fregatkoviti (Fregatidae), kormoranoviti (Phalacrocoracidae), pelikanoviti (Pelecanidae)
a terejoviti (Sulidae). Druhy tohoto tadu spojuje charakteristika, ze jsou t0 velci vodni
ptaci s veslovacima nohama a vsechny 4 prsty maji spojené plovaci blanou. Pro tuto
skupinu je také charakteristicky roztazitelny kréni vak (Gosler, 1994). I kdyz se toto pojeti
systému zda byt molekularnimi metodami vice ¢i méné zménéno, stile se v mnoha
publikacich objevuje.

Prvni pokusy o upravu systému ptaka na zéklad¢ molekularnich dat probihaly uz
v osmdesatych letech. Vyrazné zmeénili usporadani dosavadniho systému ptakd na
zakladé DNA-DNA hybridizace Sibley et al. (1988). Podle tohoto systému je tfida ptaci
rozdélena na dv¢ infratfidy: Eoaves a Neoaves. Do Neoaves patii parvtiidy Picae,
Coraciae, Coliae a Passerac. Parvtiidu Passerae Sibley et al. (1988) ¢leni na nadiady
Cuculimorphae, Psittacimorphae, Apodimorphae, Strigimorphae a Passerimorphae. Do
nadiadu Passerimorphae patii fad meékkozobi (Columbiformes), kratkoktidli
(Gruiformes), pévci (Passeriformes) a brodivi (Ciconiiformes). Hlavni ¢lenéni tiidy ptaci

(Aves) je znazornéno na obrazku €. 1.



Obrazek ¢. 1: Hlavni ¢lenéni tiidy ptaci (Aves) (Sibley et al., 1988).
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Do tadu brodivi (Ciconiiformes) Sibley et al. (1988) fadi podiad Charadrii
a Ciconii, ktery se sklada z infrafadu Falconides a Ciconiides. Do infrafadu Ciconiides
jsou zafazené C&eledé tradi¢nich veslonohych a brodivych. Celed pelikanoviti
(Pelecanidae) zahrnuje rod pelikan (Pelecanus) a ¢lunozobce (Balaeniceps rex) a je
vyhodnocena jako sesterska skupina ¢apovitych (Ciconiidae). Fregatkoviti (Fregatidae)
zde jsou sesterskou skupinou celedi tu¢nakovitych (Spheniscidae), potaplicovitych
(Gaviidae) a buinakovitych (Procellariidae). Terejoviti (Sulidae) a anhingoviti
(Anhingidae) tu jsou sesterskymi skupinami a k nim sesterskou ¢eledi jsou kormoranoviti
(Phalacrocoracidae). Factonoviti (Phaethontidae) jsou oddéleni jako samostatna skupina,
jak je zndzornéno na obrazku ¢. 2.
Obrazek €. 2: Infrarad Ciconiides (Sibley et al., 1988).

Podicipedidae
14.9 (95) Phaethontidae
14.0 (112)
11.0 (5)
12.1 (30)

Sulidae
13.3 (323)

Anhingidae
Phalacrocoracidae

Ardeidae
12.4 (231) Scopidae
11.9 (67} Phoenicopteridae
11.5 (105) Threskiornithidae
11.1 (104) Ciconiidae
10.1 (82} Pelecanidae
10.9 (169) Freoatidae
10.7 (50) Spheniscidae
10.4 (78) Gaviidae
10.0 (47) Procellariidae

Hackett et al. (2008) srovnavali velké mnozstvi sekvenci jaderné DNA 169 druht

ptakt. Zahrnuté byly vSechny hlavni skupiny pévca a vétSina Celedi ostatnich ptakd.



Spole¢ny klad v ramci vodnich ptdkd podle této studie tvoifi brodivi, veslonozi,
trubkonosi, tu¢ndci a potaplice, jak je znazornéno na obrazku ¢. 3. Kompaktni skupinou
Jsou navzajem promichané fady brodivych a veslonohych. Vyjimku tvoti faetoni, ktefi
jsou od ostatnich veslonohych tpln¢ odd€leni. Tato promichana skupina se déli na dvé
Casti, kde v jedné casti jsou capoviti (Ciconiidae) a sesterskou skupinu k nim tvoti
promichani ostatni brodivi a veslonozi. Tato promichana skupina se opét déli na dvé Casti,
kde v prvni ¢asti je vétSina byvalych veslonohych v tradi¢énim pojeti, tedy anhingoviti
(Anhingidae) a kormoranoviti (Phalacrocoracidae) jako sesterské skupiny, ke kterym jsou
sesterskou skupinou terejoviti (Sulidae) a ke vSem témto tfem kladim jsou sesterskou
skupinou fregatkoviti (Fregatidae). Druhou ¢ast tvoii opét dvé skupiny, kde v prvni ¢asti
jsou volavkoviti (Ardeidae) a ibisoviti (Threskiornithidae) jako sesterské skupiny a ve
druhé ¢asti je kladivous (Scopus umbretta) jako sestersky druh ¢lunozobce (Balaeniceps
rex) a tyto dva druhy jsou sesterskou skupinou pelikant (Pelecanus).

Obrazek €. 3: Klad vodnich ptaki (Hackett et al., 2008).
Anhinga
Phalacrocorax

Ardea
Cochlearius
Eudocimus
Balaeniceps
Scopus
Pelecanus
Ciconia
Diomedea
Qceanodroma
Pelecanoides
Puffinus
Qceanites

Eudyptula
Gavia

Dalsi studie (Jarvis et al., 2014) analyzovala 48 druhti ptakt reprezentujicich cely
klad Neoaves. Podle této studie jsou do fadu veslonozi (Pelecaniformes) zatazeni
pelikani, volavkoviti, ibisoviti a kormorani, jak je znazornéno na obrazku ¢. 4 vpravo.
Velkym rozdilem z hlediska vodnich ptaka je oproti pfedeslym i naslednym studiim
zatazeni plamenakt (Phoenicopteriformes) a potapek (Podicipediformes) do kladu
Columbea, kam patii i meékkozobi (Columbiformes), stepokurové (Pteroclidiformes)

a mesitové (Mesitornithiformes).



Obrazek ¢. 4: Srovnani systému ptakt podle Pruma et al. (2015) a Jarvise et al. (2014) (Thomas,
2015).
Prum et al. Jarvis et al.
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Na rozdil od ptedeslé studie Prum et al. (2015) zkoumali sekvenéni data od 198
druhii zijicich ptaka ze 122 Celedi vSech 40 ptacich fada. V tomto novém pojeti systému
se objevuje termin Aequorlitornithes, cozZ je fylogeneticky klad zahrnujici vodni ptaky
s vyjimkou vrzbozobych, ktery méni dosavadni chapani systému téchto ptaki v tradi€nim
pojeti jejich fadu a nizsich systematickych jednotek a jejich vzajemnych systematickych
vztahtl. Viz obrazek €. 5 (a téz obrazek ¢. 4). Aequorlitornithes Prum et al. (2015) déli na
dvé sesterské skupiny. Prvni skupina zahrnuje plamenaky (Phoenicopteriformes),
potapky (Podicipediformes) a dlouhokiidlé (Charadriiformes), pficemz vSechny tyto tii
skupiny byly dfive fazené v systému oddélené od zbytku kladu Aequorlitornithes. Druha
sesterska skupina zahrnuje v rizném stupni piibuzenstvi slunatce (Eurypyga helias), kagu
(Rhynochetos jubatus), potaplice (Gaviiformes), tu¢naky (Sphenisciformes), trubkonosé
(Procellariiformes) a vSechny zastupce tradi¢nich brodivych (Ciconiiformes)
a veslonohych (Pelecaniformes).

Podle tohoto pojeti systému tvoii sesterskou skupinu c¢lunozobec africky
(Balaeniceps rex) spole¢né s rodem pelikan, se kterymi je sesterskym druhem kladivous
africky (Scopus umbretta). K tomuto souboru ptak jsou sesterskou skupinou volavkoviti.

A ibisoviti jsou zde chapani jako sestersky klad k seskupeni vySe jmenovanych ptaka.



Cely tento komplex je nékdy nazyvan fadem veslonozi (Pelecaniformes) (Yuri et al.,
2013; Winkler et al., 2015), ale tento ¢esky nazev mize byt matouci, protoze pouze mala
¢ast zastupct této skuiny ma veslovaci nohu. Fregatky, tereje, anhingy a kormorany Prum
et al. (2015) fadi do spole¢ného kladu, ktery je n€kdy nazyvan fadem Suliformes (Yuri
et al., 2013; Winkler et al., 2015), piestoze je pravé tato skupina tvofena vesmés druhy,
pro které je charakteristicka veslovaci noha. Cesky nazev veslonozi by byl tedy logicky
pravé pro tento klad, ale ceské odborné nazvoslovi na novy systém zatim nezareagovalo.
Faetony Prum et al. (2015) fadi jako sestersky klad slunatce nadherného (Eurypyga
helias) a kagu chocholatého (Rhynochetos jubatus). Podle tohoto systému je tradi¢né
pojaty fad veslonozi rozdélen na 3 vzadjemné oddélené skupiny (viz obrazek ¢. 5, zelené
obdélniky) a pokud tento systém plati, je pravdépodobné, Ze veslovaci noha se ¢tyimi
prsty spojenymi plovaci blanou vznikla v evoluci tiikrat nezavisle na sobg.

Obrazek ¢. 5: Klad Aequorlitornithes (Prum et al., 2015).
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Zelené jsou zvyraznény skupiny pattici do fadu veslonozi (Pelecaniformes) v tradi¢nim
pojeti systému.

3.1.2 Celed pelikanoviti
Celed’ pelikénoviti (Pelecanidae) obsahujici pouze jeden rod pelikéan (Gosler,
1994) a zahrnuje velké vodni ptaky s dlouhym krkem a zobakem s velkym krénim vakem.

Nohy maji kratké, ale s mohutnymi silnymi chodidly se ¢tyfmi prsty spojenymi plovaci



blanou. Dale je charakterizuje kratky ocas a vétSinou bilé opefeni s cernymi konci kiidel.
Vyjimkou je pelikan hnédy (Pelecanus occidentalis), ktery je zbarveny hnéd¢. K¥idla jsou
dlouha a Siroka s rozpétim 2—-2,5 m. Mimo obdobi namluv je sexualni dimorfismus patrny
zejména podle velikosti, samice jsou mensi. Z pohledu hnizdni biologie jsou to kolonidlni
ptaci, ktefi si sva hnizda stavéji z vétvi na zemi nebo na stromech, pficemz samec sbira
stavebni material a samice stavi hnizdo. Sniiska obsahuje 1-4 bila vejce, ktera inkubuji
oba partnefi po dobu 30-37 dnii a nasledné se staraji a vychovavaji nidikolni mlad’ata
zhruba 50-70 dnii. Zivi se rybami, které lovi potapénim z letu (pelikdn hnédy) nebo

skupinovym lovem na hlading¢. Kofist shromazd'uji v roztazitelném krénim vaku.

3.1.3 Rod pelikan

Rod pelikan (Pelecanus) zahrnuje 7—8 druhu, které 1ze rozd¢lit do tii skupin. Prvni
skupinou je klad pelikanti Starého svéta, kam patti pelikan kadetavy (P. crispus), pelikan
skvrnozoby (P. philippensis), pelikan africky (P. rufescens) a pelikan australsky
(P. conspicillatus). Druhou skupinou je monospecificky klad pelikana bilého
(P. onocrotalus), ktery je sesterskou skupinu kladu pelikant Starého svéta. Treti skupinou
je  klad pelikini  Nového sv€ta  zahrnujici pelikana  severoamerického
(P. erythrorhynchos), pelikana hnédého (P. occidentalis) a pelikana chilského (P. thagus)
(Kennedy et al., 2013). Geografické rozsifeni je znazornéno na obrazku ¢. 6.

Obrazek ¢. 6: Geografické rozsiteni jednotlivych druhti rodu pelikan (Kennedy et al., 2013 podle
Nelsona, 2005).

Barevné jsou rozliSeny druhy: Seda - pelikan severoamericky; hnéda - p. hnédy, oranzova
- p. chilsky, zelena - p. bily, rizova - p. africky, modra - p. kadefavy, Cervena -
p. skvrnozoby, zluta - p. australsky. Prekryvajici se oblasti rozsifeni jsou zobrazeny
Srafovangé.



Pelikan kadefavy (P. crispus) Zije od jihovychodni Evropy po Cinu, pelikan
skvrnozoby (P. philippensis) Zije v jizni Asii, pelikan africky (P. rufescens) zije ve stiedni
a jizni Africe a pelikan australsky (P. conspicillatus) obyva Australii (Howard et Moore,
1991).

Pelikan bily (P. onocrotalus) se vyskytuje v jizni Evropé, v Africe a ve stfedni
a jihovychodni Asii (Howard et Moore, 1991).

Pelikan severoamericky (P. erythrorhynchos) se vyskytuje v Severni a Stiedni
Americe, pelikan hnédy (P. occidentalis) zahrnuje 5-6 poddruhd mezi které patii pelikan
kalifornsky (P. o. californicus) na pobiezi Kalifornie a zapadniho Mexika, pelikan
vychodni (P. 0. carolinensis) na pobiezi Jizni Karoliny az Venezuely, pelikan karibsky
(P. 0. occidentalis) v oblasti Zapadni Indie, pelikan galapazsky (P. 0. urinator)
na Galapagach a pelikan kolumbijsky (P. 0. murphy) na pobiezi zapadni Kolumbie
a Ekvadoru (Howard et Moore, 1991). Nékdy je povazovan za poddruh pelikana hnédého
i pelikan hnédy chilsky (P. 0. thagus) vyskytujici se na pobiezi Peru a Chile (Howard
et Moore, 1991; del Hoyo et al., 1992), jinde je fazen jako samostatny druh pelikan
chilsky (P. thagus) (Kennedy et al., 2013; BirdLife, 2017).

Ochrana tfi z osmi druhti pelikant je jednim ze zajmu svétové ochrany vodnich
ptakd. Za naruSeni kolonii jsou Casto zodpovédni lidé, a to bud’ sbérem vajec nebo
usmrcenim mlad’at. Casto jsou pelikani pronasledovani rybafi, protoZe jim snizuji Glovky.
A naptiklad pocty pelikani hnédych v USA drasticky poklesly v dusledku pouzivani
pesticidu DDT, ktery zptsoboval ztencovani skofapky vajec. Od té doby, co byla tato
chemikalie zakazana, se do zna¢né miry populace tohoto druhu obnovily (Winkler et al.,
2015). Podle IUCN (2017) je ke stupni ohrozeni zranitelny (Vulnerable) fazeny pelikan
kadetfavy, do kategorie téméf ohrozeny (Near Threatened) jsou zatfazeni pelikan
skvrnozoby a pelikan chilsky. Ostatnim druhiim rodu pelikan nélezi status mélo dotceny

(Least Concern).

3.2 Biologie a ekologie pelikana skvrnozobého

Pelikan skvrnozoby (Pelecanus philippensis) patii mezi mensi zastupce celedi
pelikanoviti. Délka téla se pohybuje v rozmezi 130—150 cm, hmotnost je 4-7 kg a zobak
je 29-35 cm dlouhy. Zobak je pokryty tmavymi skvrnami, jak je patrné z Obrazku ¢. 7.
Pefi je barevn¢ velmi variabilni, ¢asto Sedé az hnédé a nohy jsou zbarvené vétSinou
tmavohnéd¢, nehnizdici dospéli jedinci jsou Spinavéjsiho a zaslej$iho vzhledu a mlad’ata

jsou hnéda s Sedyma nohama (del Hoyo et al., 1992).



Obriazek &. 7: Pelikén skvrnozoby v letu (foto: Jan Sevéik).

Jan Sevefk

Pelikana skvrnozobého poprvé popsal Johann Friedrich Gmelin v roce 1789
na Filipinach. Rozsiteni druhu bylo diive i v oblasti jizni Indie, ale nyni je jeho areal
znaéné redukovany a tento pelikdn hnizdi pouze v jihovychodni Indii, na Sri Lance
a na Sumatfie (del Hoyo et al., 1992). Podle aktualnéjsiho zdroje (BirdLife International,
2017) se pelikan skvrnozoby vyskytuje hlavné na tzemi Indie, Indonésie, Kambodzi
a na Sri Lance. Muze byt i na uzemi dalSich statd (Jizni Korea, Laos, Malajsie, Myanmar,
Nepal, Singapur, Thajsko a Vietnam). Odhadovany rozsah vyskytu je necelych 9 miliond

km? na méné nez 100 lokalitach.

Dtive hnizdil ve velkych koloniich v baZinach, nyni jsou takové baziny z velké
Casti vysuSené, a proto jsou takto rozsahlé kolonie uz jen na n€kolika mistech (Gosler,
1994). Kromé¢ bazin se vyskytuje také na brezich fek a u jejich Usti, na zaplavovanych
polich, vodnich nadrzich, velkych jezerech, brakickych lagunach, zatokach a podél
pobiezi. Ke hnizdéni vyzaduje velké stromy, obvykle v bazinatych lesich nebo
v bazinatych oblastech v savanach s preferenci neolisténych mrtvych stromi. Zivi se
hlavné rybami, denni spotieba potravy se odhaduje zhruba na 1 kg. Lovi obvykle

samostatné, nékdy ve skupinach (del Hoyo et al., 1992).

Rozmnozovani pelikana skvrnozobého probiha od fijna do dubna, zpravidla

po néstupu letniho monzunu, ktery do oblasti pfindsi vydatné destové srazky. Namluvy
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nejsou tak atraktivni a plsobivé jako u jinych vodnich ptakii a zacinaji nc¢kolik dni
po piiletu do oblasti hnizdist¢ (Gokula, 2011). Hnizda stavi na stromech, pficemz je
obvykle 3-15 hnizd na jednom stromé, ¢asto ve smisenych koloniich s ¢apy, volavkami
nebo kormorany. Obvykld sniska jsou 2—4 vejce, kterd se inkubuji 30 dnil, mléd’ata
se lihnou nah4 a nasledné jim vyrlsta sn€hobilé pefi. Mlad’ata zlstavaji v hnizdé ptiblizné

4 me¢sice (del Hoyo et al., 1992; Gokula, 2011).

3.2.1 Ochrana pelikana skvrnozobého

Podle TUCN (2016) je pelikan skvrnozoby zafazen od roku 2007 do kategorie
témet ohrozeny (Near Threatened), diive, v letech 1994-2006 mu nalezel status
zranitelny (Vulnerable). Vyhynuly je v Bangladési, Ciné i na Filipinach, kde byl druh
poprve popsan. V soucasné dobé je dospélych jedinct piiblizné 8,7-12 tisic a jejich pocet
klesa (BirdLife, 2017).

V jizni Indii probihal monitoring stavu populace pelikana skvrnozobého v letech
2000 az 2003 a v roce 2004 (Kannan et Manakadan, 2005). Jednalo se o oblasti Andhra
Pradesh, Karnataka a Tamil Nadu. Na zakladé monitoringu bylo zjisténo, Ze se oproti
diivéjsim odhadtum zvysil pocet hnizdicich jedinct v téchto oblastech. Podle ziskanych
dat byla velikost celkové populace jizni Indie odhadnuta na 2850-3700 jedinct. Velikost
populace oblasti Andhra Pradesh byla odhadnuta na 850-1200 jedinct, v oblasti
Karnataka byl odhad 350-450 jedinct a populaci oblasti Tamil Nadu tvofilo pfiblizné
1600-2000 jedincu.

Na Sri Lance kvuli ztraté stanovist, ruseni hnizdnich lokalit, seku mangrovi
a nadmérnému rybolovu probihal projekt pro zvySeni povédomi o klesajicim trendu

populace pelikana skvrnozobého (Conservation leadership programme, 2003).

3.3 Pouziti molekularnich markeru v ekologii

Rychly vyvoj molekularnich technik umoziiuje mnohostranné vyuziti v populaéni
biologii. Tyto nastroje mohou byt pouzity k urceni individualniho reprodukéniho tspéchu
nebo k méfeni miry genetické divergence mezi populacemi. Volba nejvhodng;jsi techniky
zavisi na rozsahu genetického polymorfismu, dostupnych analytickych nebo statistickych

ptistupech a pragmatice ¢asu a nakladt (Parker et al., 1998).

Casto vyuzivanymi molekularnimi markery pro populaéné genetické, ekologické
i fylogenetické studie jsou mikrosatelity (Primmer et al., 2005). Pro toto vyuziti maji

mikrosatelitové markery zna¢né vyhody (Jingtao et al., 2012), mezi které patii vysoka
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uroven polymorfismu, kodominance, vysoka frekvence vyskytu, snadné detekce pomoci
PCR a relativné nizka pozadovana kvalita DNA pro tuto detekci (Jingtao et al., 2012).
Tyto markery mohou byt pouzity pro individualni identifikaci, vylouceni a potvrzeni

rodicovstvi a dalSich forem piibuzenstvi (Parker et al., 1998).

3.4 Repetitivni DNA

Genomy organismu se skladaji z kodujici a nekodujici DNA. Velka ¢ast genomu
archei a eubakterii, tedy prokaryotickych organismii, obsahuje kddujici DNA (Snustad
et Simmons, 2009). Na rozdil od prokaryot genom eukaryot z velké ¢asti tvoii DNA,
ktera nekdduje zadné strukturni ani funkéni produkty. Tato nekddujici DNA je castecné
tvofena introny, které se nachazeji uvniti gend, a velkého mnozstvi repetitivni DNA, ktera
je charakterizovana opakujicimi se motivy (Campbell et Reece, 2006). Tyto repetice
mohou mit stovky az tisice opakovani (Biscotti et al., 2015). Rozlisuji se dva typy

repetitivni DNA, rozptylena repetitivni DNA a tandemova repetitivni DNA (Bennett,
2000).

3.4.1 Rozptylena repetitivni DNA

Jeden usek rozptylené repetitivni DNA je dlouhy pfiblizné 100—1000 parta bazi
a tyto oblasti jsou rozmisténé roztrousené v celém genomu (Campbell et Reece, 2006).
Veétsinu rozptylené repetitivni DNA tvofi transportovatelné elementy (transpozony), které
se mohou piemistovat v ramci jednoho chromozomu i z jednoho chromozomu na jiny
(Snustad et Simmons, 2009). Rozptylena repetitivni DNA se rozd€luje na nékolik skupin,
patii sem kratké SINEs (Short Interspersed Nuclear Elements) a dlouhé LINEs (Long
Interspersed Nuclear Elements) rozptylené jaderné elementy (Bennett, 2000).

3.4.2 Tandemova repetitivhi DNA

Na rozdil od rozptylené repetitivni DNA maji tandemové repetice zakladni
jednotky opakovani umisténé bezprostiedné za sebou (Campbell et Reece, 2006). Podle
délky zakladni jednotky opakovani se tandemova repetitivni DNA rozdéluje na satelity,
minisatelity a mikrosatelity (Bennett, 2000). Rozd¢leni tandemové repetitivni DNA neni

jednotné a u riznych autort se li$i (Bennett, 2000; Téth et al., 2000; Weising et al., 2005).

Tandemové repetice s nejdelsi repetitivni jednotkou jsou satelity, které maji
zakladni jednotku opakovani dlouhou fadové stovky az tisice part bazi. Obvykla délka

jednotky repetice je 100-300 bp (Weising et al., 2005) a celkova délka repetice je
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vrozmezi od 100 kbp do né€kolika Mbp (Bennett, 2000). Lidska satelitni DNA neni
transkribovana a nachazi se v heterochromatinu a to zejména v centromerach (Bennett,
2000).

Minisatelity maji zdkladni jednotku opakovani dlouhou fadové desitky part bazi
a celkova délka repetice se pohybuje v rozmezi od 100 bp do 20 kbp. Minisatelity
se rozd€luji na dva typy, telomerické a hypervariabilni. Telomerickd DNA je dlouhd 10—
15 kbp a sklada se z hexanukleotidovych jednotek repetice (v lidském genomu nejcastéji
TTAGGG) a tvoii telomery vSech chromozomi. Maji vyznam pfi parovani a orientaci
chromozomt béhem bunééného déleni. Druhym typem je hypervariabilni minisatelitova
DNA, znama také jako VNTRs (Variable Number Tandem Repeats) (ackoliv podle jiného
vykladu tento termin zahrnuje i satelitni a mikrosatelitové sekvence) s jednotkou repetice
dlouhou 6-50 bp. Celkovy pocet opakovani se obvykle mezi jednotlivci velmi lisi.
Z diivodu vysokého polymorfismu jsou tyto markery pouzivany pro DNA profilovani,

fingerprinting (Bennett, 2000) a uréovani paternity (Weising et al., 2005).

3.5 Mikrosatelity

Mikrosatelity, nazyvané také jako STRs (Short Tandem Repeats) nebo SSRs
(Simple Sequence Repeats) jsou jednoduché tandemové repetice DNA, které se vyskytuji
u prokaryotickych i eukaryotickych organismu (Zane et al., 2002, Oliveira et al., 2006)
a nachazeji se v kodujicich i nekodujicich oblastech DNA (Zane et al., 2002). Zakladni
jednotka repetice je dlouha fadové jednotky pari bazi, vétsinou 1-6 bp (Zane et al., 2002,
Oliveira et al., 2006, Snustad et Simmons, 2009) o celkové délce repetice 10-100 bp
(Bennett, 2000). Mikrosatelity jsou Casto pouzivany jako molekularni markery, které jsou

charakterizovany tim, Ze podléhaji mutacim vice nez zbytek genomu (Oliveira et al.,
2006).

Mikrosatelity se rozdéluji podle délky jednotky repetice na mono-, di-, tri-,
tetra-, penta- a hexanukleotidové. Obecné se nejcastéji v genomech riznych organismi
nachazeji ~mononukleotidové a  dinukleotidové repetice.  Mononukleotidové
poly(A)/poly(T) repetice jsou u vSech organismi mnohem frekventovanéjsi nez
poly(C)/poly(G) repetice. Nejcastéjsim motivem dinukleotidovych repetic u zivocichu je
AC/TG, zatimco u rostlin a hub je to AT/TA. V exonech jsou nej€astéjsi trinukleotidové
repetice a jejich nejbéznéjsim motivem je AAT/TTA. Nejcastéjsimi tetranukleotidovymi

motivy repetic jsou AAAT/TTTA, piipadné AAAC/TTTG, nebo AAAG/TTTC
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a i pentanukleotidové repetice Casto obsahuji ¢tvefici AAAA/TTTT, ke které je pfidana
jina baze. Hexanukleotidové motivy repetic jsou variabilngjsi a jsou zde oproti kratSim
motiviim Castéjsi baze C a G. Nejvariabilngjs$i motivy repetic maji ¢lenovei (Téth et al.,

2000).

Mikrosatelity 1ze délit podle typu opakované sekvence na dokonalé, nedokonalé,
preruSené a slozené. Dokonalé jsou takové mikrosatelity, které nejsou pierusené jinou
sekvenci (napt. ATATATATATATAT). Nedokonal¢ mikrosatelity jsou pferuSeny
jednou bazi (napt. ATATATCATATAT). Prerusené mikrosatelity jsou podobnym typem
jako nedokonalé, ale ptferuseni zde neni jednou bazi, ale dvéma a vice bazemi (napf.
ATATATCGCTATATAT). A poslednim typem jsou slozené mikrosatelity, které
se skladaji ze dvou sousedicich motivii (napi. ATATATATCACACACA) (Oliveira
et al., 2006).

3.5.1 Hledani mikrosatelitovych lokust

Mikrosatelitové lokusy jsou relativné oblibené molekularni markery (Primmer
et al., 2005). Jejich rozvoj nastal po rozsiteni sekvenacnich technik a techniky PCR. Tyto
markery je mozné hledat tfemi zpusoby: de novo, in silico a cross-species PCR

amplifikaci.

Pfi hledani mikrosateliti de novo jsou lokusy izolovany z genomové knihovny.
Genomicka DNA je fragmentovana pomoci restrikénich enzymt, separovana pomoci
elektroforézy a poté jsou vybrany malé fragmenty (300-700 bp). Nasledné jsou tyto
fragmenty DNA ligovany do plazmidu. Transformace bakterialnich bunék s liga¢nim
produktem obecné poskytuje tisice rekombinantnich klont, které mohou byt nasledné
testovany na pfitomnost mikrosatelitovych sekvenci. Tyto klony jsou pfeneseny
na nylonovou membranu, hybridizovany pomoci sond a nasledn¢ jsou pro klony, které
obsahuji repetitivni sekvence, pomoci softwaru, naptiklad Primer3 (Rozen et Skaletsky,
2000), navrzeny primery. Poté se provede PCR amplifikace pro zjisténi, zda vykazuji
izolované mikrosatelity polymorfismus. Pokud jsou tyto lokusy polymorfni, je provedena
PCR amplifikace na vétsim mnozstvi nepiibuznych jedinct, aby byly zjistény populaéné
genetické charakteristiky a Vv pfipadé vice markert, jestli je mezi témito markery

geneticka vazba nebo jestli jsou vazané na pohlavi (Zane et al., 2002).

Hledani in silico probiha pomoci pocitate z cDNA knihovny. Vyhledavani

probiha pomoci nastroje BLAST a je mozné pfimo nastavit parametry, které ma hledana
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sekvence spliiovat. Nasledné jsou pro vyhledané sekvence pomoci softwaru navrzeny
pary primera (Dawson et al., 2010; Hoffman et Nichols, 2011). Po navrZeni primert
a ovéteni polymorfismu nasleduje opét testovani u vétsiho mnozstvi neptribuznych

jedinct, jak je popsano u metody de novo.

Pii metodé cross-species PCR amplifikace jsou u zkoumaného druhu hledany
polymorfni mikrosatelity nalezené u fylogeneticky ptibuzného druhu. Pomoci cross-
species PCR amplifikace jsou testovany pary primerd navrzené pro zdrojovy druh.
Po ovéfeni polymorfismu opét nasleduje vyse popsany postup. Usp&snost této metody

koreluje s evoluéni piibuznosti zkoumaného a zdrojového druhu (Primmer et al., 2005).

3.6 Mikrosatelity z Fadu tuénaci

Rad tuéiiaci (Sphenisciformes) patfi do kladu Aequorlitornithes (viz obrazek ¢. 5)
a zahrnuje 18 druhu v Sesti rodech jedné ¢eledi tuénakovitych (Spheniscidae) (BirdLife
International, 2017). Jsou to nelétavi ptaci zavalitého vzhledu, ktefi jsou piizpisobeni
lovu ve vodé. Po pevniné chodi vzpfimené Soupavym pohybem a ve vod¢ jim nohy
spole¢né s ocasem slouzi jako kormidlo. Pfedni koncetiny jsou vyvinuty do tvaru ploutvi
a nemohou je slozit. Na rozdil od vétSiny ptaki tuctidci nemaji pneumatizované kosti a na
povrchu téla maji husté peti (Brooke et Birkhead, 1991). Vsichni tu¢nhaci ziji na jizni
polokouli a s vyjimkou tuénaka zlutookého (Megadyptes antipodes) a tu¢naka
novozélandského (Eudyptes pachyrhynchus) jsou kolonialni (Williams, 1995).

Mikrosatelity z fadu tu¢naci (Sphenisciformes) byly popsany v 10 pracich pro
9 druhti a celkem je pro tu¢naky nalezeno 113 mikrosatelitii. Kompletni ptehled vSech

téchto lokusu je v kapitole Material a metody v tabulce ¢. 2.

Tuénak Zlutorohy

Ahmed et al. (2009) popsali 25 polymorfnich mikrosateliti pro tu¢naka
zlutorohého (Eudyptes chrysolophus). Vzorky krve byly odebrany od dospélych tu¢naku
zlutorohych v obdobi hnizdéni na lokalit¢ zvané Macaroni Cwm na Ptac¢im ostrové
Vv souostrovi Jizni Georgie. Genomickda DNA byla extrahovana pomoci extrakéniho
roztoku octanu amonného (Nicholls et al., 2000). 288 bakterialnich transformacnich
kolonii nebylo testovano na ptitomnost repetic, ale byly pfimo sekvenovany. Celkem 132
jedineénych sekvenci obsahovalo mikrosatelitové motivy. Ctyficet sekvenci obsahovalo
minimalné osm jednotek repetice. Pary primert byly navrzeny pro 32 z téchto sekvenci

pomoci softwaru Primer3 (Rozen et Skaletsky, 2000). Jednotlivé mikrosatelity byly
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genotypovany u 7-28 jedinct a bylo u nich nalezeno 4 (Ech003, Ech008, Ech060) az 33
(Ech005) alel.

Vsech 25 lokust bylo testovano pomoci cross-species PCR amplifikace i pro dalsi
Ctyfi druhy tuénaki: pro tu¢naka krouzkového (Pygoscelis adeliae), tu¢naka uzdickového
(Pygoscelis antarctica), tu¢naka osliho (Pygoscelis papua) a tuc¢iaka patagonského
(Aptenodytes patagonicus). Z testovanych 25 mikrosatelitt bylo 8—12 polymorfnich
Vv zavislosti na druhu. U mikrosateliti byla kontrolovdna vazba na pohlavi zaloZena
na genotypovani jedinct u nichz je znamé pohlavi. Jeden lokus (Ech020) vykazoval
9 riznych alel, ale byl homozygotni u vSech 20 jedinct (13 samic, 4 samci, u 3 jedincii

nebylo znamé pohlavi), coz naznacuje, ze je tento lokus vazany na chromozom Z.

Tucnak nejmensi

Billing et al. (2007) charakterizovali u tu¢naka nejmensiho (Eudyptula minor)
osm polymorfnich mikrosateliti. DNA byla izolovana z krevnich vzorkli jedinct
z Filipova ostrova a Troubridgeova ostrova u Australie. Fragmenty genomické DNA byly
rozdéleny pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu. Nasledné byly tyto fragmenty
klonovany ve vektoru pGEM (Promega). Po transformaci byly klony testovany PCR
S pouzitim primert specifickych pro pGEM a hybridizovany se sondami (TTTC)7 nebo
G (AG)13 za ucelem detekce mikrosatelitd. Polymorfismus byl posuzovan u 21-51
jedinct populace z Filipova ostrova a u 5-15 jedinct z Troubridgeova ostrova. VSechny
z osmi mikrosateliti byly polymorfni minimalné u jedné populace. Pocet alel
se pohyboval v rozmezi od tfi (Emm 4, Emm 6 a Emm 8) do ¢trnacti (Emm 2). Lokus
Emm 4 byl monomorfni v populaci Filipova ostrova a Emm 8 byl naopak monomorfni
v populaci na Troubridgeové ostrové. Do studie byl zahrnut i lokus B3-2 od tuc¢naka
brylového (Akst et al., 2002), ktery byl testovany cross-species PCR amplifikaci. Lokus
B3-2 byl testovan pouze u populace Filipova ostrova a u 47 jedincti bylo nalezeno 8 alel.

Dalsi studie zabyvajici se mikrosatelity u tucidka nejmensiho probihala
na jedincich z Nového Z¢landu, Chathamskych ostrovli a Australie. Grosser et Waters,
(2015) nalezli 20 novych polymorfnich mikrosateliti. Genomicka DNA byla extrahovana
fenol-chloroformovou metodou. Byly hledany mikrosatelitové sekvence s di-, tri-
a tetranukleotidem obsahujici nejméné 5 opakujicich se jednotek. Byly navrzeny primery
pro 346 sekvenci, ze kterych bylo vybrano 30 lokust pro PCR amplifikaci.
20 mikrosatelitovych markert poskytlo polymorfni produkt. Poc¢et alel byl v rozmezi
od 2 (Em21) do 26 (Em13).
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Tuénak Zlutooky

Boessenkool et al. (2008) izolovali a charakterizovali dvanact mikrosatelitovych
lokusit u tucnaka zlutookého (Megadyptes antipodes). Genomicka DNA byla
extrahovana, ligovana do plazmida a hybridizovana. Fragmenty obsahujici mikrosatelity
byly izolovany za pouziti magnetickych castic (Roche Applied Science), néasledné
ligovany do plazmidi a transformovany. Jednotlivé klony byly pfeneseny na nylonové
membrany a nasledné amplifikovany a sekvenovany. Byly vytvofeny tii genomové
knihovny a z nich bylo navrzeno 58 part primert.. Polymorfnich lokust bylo celkem 12
a byly nasledné¢ genotypovany u 43 jedinci z Campbellova ostrova. Pocet alel

se pohyboval v rozmezi 2-8 alel na lokus.

Tuénak krouzkovy

Roeder et al. (2001) nalezli Sest mikrosatelitovych lokusti u tu¢naka krouzkového
(Pygoscelis adeliae). Odbér 442 vzorka krve byl proveden od jedinct ze 13 hnizdicich
lokalit kolem Antarktidy béhem australského 1éta v obdobi 1986—2000. Pfiblizn¢ 300 ul
krve bylo odebrano dospélym jedinciim z intertarsalni nebo jugularni Zily a poté umisténo
do heparinu a uchovdno v tekutém dusiku. Fragmenty DNA izolované fenol-
chloroformovou metodou nebo pomoci kitu Progenome II (Progen Industries) byly
ligovany do plazmidu pUC18 a nasledné transformovany do kompetentnich bunék
a péstovany na Luria-Bertani agaru obsahujicim ampilicin. Sekvence obklopujici
mikrosatelity byly pouzity pro navrh para primertu. Celkem bylo izolovano Sest
polymorfnich mikrosatelitii. PoCet alel na lokus se pohyboval v rozmezi od ¢tyt (AM3)
do dvaceti (AM13). Celkové bylo identifikovano 69 alel. Jednalo se o viibec prvni

nalezené mikrosatelity pro zastupce z fadu tucnaci.

Tuénak uzdickovy

Kang et al. (2015) izolovali a charakterizovali Sestnact polymorfnich
mikrosatelitovych lokust pro tu¢naka uzdickového (Pygoscelis antarctica). Vzorky krve
byly odebrany z kiidla od sedmi jedinci z oblasti Nar¢bski Point na Bartonové
poloostrove, ktery se nachazi na ostrové krale Jitiho béhem 1éta 2009/2010. Z krve byla
extrahovana genomickd DNA. Bylo vybrano 30 mikrosatelitd, jejich variabilita byla
testovana genotypizaci 23 jedinct. Ze 30 navrZzenych part primert bylo amplifikovano
29 mikrosatelitovych lokusii a z téch bylo 16 mikrosateliti polymorfnich se dvéma az
deviti alelami. Tyto mikrosatelity byly testovany u dal$ich tfi druht tuénakut: u tu¢naka

krouzkového, u tu¢naka osliho a u tu¢naka zlutorohého. Cross-species PCR amplifikace

17



byla provedena pro dva jedince kazdého ze tfi druhii. Autofi uvadéji, ze PCR amplifikaci

vznikl produkt, neuvad¢ji informaci o tom, zda byl polymortni.

Tucnak brylovy

Labuschagne et al. (2013) vyvinuli osm mikrosatelitovych markert pro tuénaka
brylového (Spheniscus demersus). Vzorky krve byly odebrany od 25 dospélych jedinci
v kolonii nachazejici se v provincii KwaZulu-Natal v Jihoafrické republice. Od kazdého
jedince bylo na filtra¢ni papir odebrano 30 ul krve. DNA extrakce byla provedena
za pouziti Qiagen DNeasy® Blood and Tissue Kit (QIAGEN Inc.). Primery byly navrzeny
pro 12 lokust a pocet alel na lokus kolisal od dvou (PNNO5 a PNNO07) do Sesti (PNNO09
a PNN12).

Tuénak Humboldtiv

Pro tu¢naka Humboldtova (Spheniscus humboldti) bylo celkem popsano 12
polymorfnich mikrosatelitd ve dvou studiich. V prvni studii Schlosser et al. (2003)
popsali sedm lokust a ve druhé studii Schlosser et al. (2009) nasli pét novych

mikrosatelitu.

Schlosser et al. (2003) popsali sedm polymorfnich mikrosatelitt analyzovanim 24
vzorki ze tii chilskych a jedné peruanské hnizdni kolonie tuénaka Humboldtova. Z krve
byla extrahovana DNA a z ni byly dale izolovany fragmenty dlouhé 500—1000 bp, které
byly ligovany do plazmidi a péstovany na agarovém médiu. Plazmidy izolované
z pozitivnich klonti byly sekvenovany. Pro navrh primerd byl pouzit software Primer3
(Rozen et Skaletsky, 2000). Pocet alel byl v rozmezi od péti (Sh1Ca9) do jedenacti
(Sh1Cal2). Cross-species PCR amplifikaci bylo testovano i osm dalSich druhii tu¢naka.
U 20 jedinct tucndka magellanského, 20 jedinct t. brylového, 5 jedinct t. osliho,
5 jedinct t. skalniho a 5 jedinci t. nejmensiho vykazovalo polymorfismus vSech sedm
lokust. Pét polymorfnich lokusti bylo zaznamenano u 5 jedinct tu¢néka Zzlutorohého
a 5 jedinct t. patagonského. A pouze jeden polymorfni mikrosatelit byl u 2 jedinca

tucnaka uzdickového. O poctu alel se vSak autofi nezminuji.

V dalsi studii Schlosser et al. (2009) nalezli pro tu¢tiaka Humoldtova pét novych
polymorfnich mikrosateliti. Vzorky krve (5 ml) byly odebrany 336 jedincim v obdobi
hnizdéni v letech 1992—1997 na ¢étyfech rtuznych lokalitach (Punta San Juan, Cachagua,
Algarrobo a Puiiihuil). Vzorky byly uchovany v pufru (100 umol/l Trizma, 100 mmol/l
EDTA, 2% SDS, pH 8,0). Genomicka DNA byla extrahovana podle protokolu Sambrook
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et al. (1989) a nasledné byly vzorky vycistény a vysraZzeny pomoci ocCtanu sodného
(3 mol/l) a 100% ethanolu. U péti nalezenych polymorfnich mikrosatelitti byl pocet alel
na lokus v rozmezi od ¢tyi (Sh2Ca58) do Sestnacti (Sh2Ca40).

Tucnak galapazsky a tu¢nak magellansky

Akst et al. (2002) popsali 6 mikrosatelitovych lokusti u ¢tyt druhti tu¢nakt rodu
Spheniscus: tu¢iiaka brylového (Spheniscus demersus), t. galapazského (S. mendiculus),
t. Humboldtova (S. humboldti) a t. magellanského (S. magellanicus).

Krev byla odebréna 46 jedinciim z brachialni zily nebo zily na noze a nasledné
ulozena v lyza¢nim pufru. Vzorky byly odebrany na ostrovech Isabela a Fernandina
v kvétnu 1998 a 1999 od tu¢naka galapazského a v oblasti Punta Tombo v Argentiné
v listopadu 1998 od tuciidka magellanského. Vzorky krve dalSich dvou druhil tu¢nakd,
které¢ byly pouZity pro vyvoj mikrosatelitli, poskytla Zoologickd zahrada Baltimore
od tu¢naka brylového a M. Schwartz od tu¢ndka Humboldtova. DNA byla izolovana
pomoci soupravy Qiagen DNeasy® Blood and Tissue Kit (QIAGEN Inc.) a uchovavana
pti-20 °C. Jeden z dvojice primeril byl fluorescen¢né znacen a produkty PCR amplifikace
byly sekvenovany na automatizovaném DNA sekvenitoru ABI 377 s internim
standardem ROX (Applied Biosystems Inc).

Ze Sesti optimalizovanych dinukleotidovych mikrosateliti bylo pét polymorfnich
minimaln¢ u jednoho ze dvou analyzovanych druhti. Téchto pét lokust bylo hodnoceno
u 46 dospélych jedinci tuciidka galapazského a t. magellanského.

U tucnaka galapazského (Spheniscus mendiculus) Akst et al. (2002)
optimalizovali tii dinukleotidové mikrosatelity. Dva lokusy byly pro tento druh
monomorfni a ze tfi polymorfnich mikrosateliti jeden vykazoval dvé alely (G3-11)
a dalsi dva po tiech alelach (G3-6 a H2-6).

Pro tu¢naka magellanského (Spheniscus magellanicus) Akst et al. (2002) nasli
Ctyfi polymorfni dinukleotidové mikrosatelity. Pocet alel se pohyboval od Sesti (H2-6)
do devatenacti (G3-6).

3.7 Konzervované ptaci mikrosatelity

Obecné u mikrosatelitll je problém najit univerzalni primery, které by fungovaly
u vétsiho spektra druhi (Primmer et al., 2005). Specifickou cestou jejich hledani se
vydala dr. Deborah Dawson z Sheffieldské univerzity, ktera se svym tymem publikovala

2 prace. V obou piipadech vysla z homolognich sekvenci zebii¢ky pestré (Taeniopygia
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guttata) a kura bankivského (Gallus gallus). V prvni praci popsala mikrosatelity
vyskytujici se v transkribovanych oblastech genomu, ale protoze tyto mikrosatelity

nedosahovaly takové variability, pouzila ve druhé praci celogenomova data.

EST mikrosatelity

Dawson et al. (2010) vyvinuli novy piistup k vytvafeni part mikrosatelitovych
primert, které mohou byt vyuzity napfi¢ riznymi druhy. Tento zpusob byl testovan
u ptaka. Pro identifikaci vysoce konzervativovanych mikrosatelitovych lokusi v genomu
ptaktl, byly srovnany homologni sekvence u dvou geneticky velmi vzdalenych druhti:
zebricky pestré (Taeniopygia guttata) z fadu pévci (Passeriformes) a kura bankivského
(Gallus gallus) z tadu hrabavi (Galliformes).

Pomoci nastroji NCBI BLAST a WU-BLAST byly porovnany a vyhledany
navzajem homologni EST mikrosatelitové sekvence zebiicky pestré a kura bankivského
a pro tyto sekvence byly navrZzeny pary primerti. VéEtSina parG primerd byla 100%
identicka pro oba druhy. Aby byla mozna G¢inna multiplexni PCR amplifikace, byly
sekvence primert navrzeny tak, aby teplota annealingu byla co nejblize 58 °C (54-61 °C)
a aby teploty annealingu obou primert kazdého paru byly ve vzajemném rozmezi 0,5 °C.
Jeden z dvojice primerd byl zna¢en fluorescen¢nim barvivem.

Pojmenovani lokust odkazuje na jejich zdrojové druhy a polohu v genomu. Kod
"TG" odpovida prvnim inicialam latinskych nazva Taeniopygia guttata a Gallus gallus.
Prvni dvé ¢islice v kodu odkazuji na chromozom zebficky pestré, na kterém se lokus
nachazi a posledni tii Cislice se vztahuji k pozici na chromozomu (v Mbp).

Bylo vybrano 36 part primeri pro amplifikaci 35 EST mikrosatelitovych lokusi,
které vykazovaly vysoky stupeni sekvenéni homologie mezi obéma druhy. Pocet alel
u zebricky pestré byl v rozmezi 2—6 alel na lokus a u kura bankivského 2-5 alel na lokus.

Navrzené pary primert byly pouzity ke genotypizaci jedincti 52 druhti ptaki z 15
riznych fada. Mezi testovanymi druhy bylo 22 druht pévci a 30 druht z ostatnich skupin
ptakt. U 33 part primert bylo amplifikovano v priméru 100 % lokust u 17 druhii péveti
a 99 % lokust u péti ostatnich druhti ptakd. Polymorfnich lokust bylo u pévcl primérné
48 % (24-76 %) a u ostatnich druhu ptakd byl pramér 21 % (18-26 %) (Dawson et al.,
2010).

Konzervované ptac¢i mikrosatelity
Dawson et al. (2013) navazali na ptredeslou praci a nasli vysoce konzervované

sekvence s vysokym pocétem repetic u zebticky pestré (Taeniopygia guttata) a kura
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bankivského (Gallus gallus), dvou geneticky vzdalenych druht. Pro identifikaci
mikrosatelitnich sekvenci byl prohledan genom zebiicky a kura. Identifikovany byly
sekvence obsahujici jakékoliv dinukleotidové repetice, které mély vice nez deset
opakovani. Extrahované sekvence zebticky pouzité pro hledani pomoci néstroje BLAST
byly dlouhé 421-487 bp. Pary primert byly navrzeny pomoci softwaru Primer3 (Rozen
et Skaletsky, 2000) tak, aby byla teplota annealingu v rozmezi 57-63 °C a maximalni
rozdil v teploté annealingu obou primeru kazdého paru byl 1 °C. F primer kazdého paru
primert byl znacen fluorescenénim barvivem. Lokusy byly pojmenovany zkratkou CAM
(Conserved Avian Microsatellite).

Z homolognich sekvenci s alespont osmi opakujicimi se jednotkami u zebficky
pestré i kura bankivského bylo navrzeno 24 paru primerd. U 7-12 jedinct zebficky bylo
nalezeno 2-11 alel na lokus a u 2—4 jedinct kura byly nalezeny 2 alely na lokus.

Cross-species PCR amplifikaci bylo posuzovano vsech 24 par primerd U Ctyf
jedinct kazdého z osmi druhd péven a étyf druhd ostatnich ptakd. Vétsina lokust byla
amplifikovana u vSech 12 zkoumanych druht (v priméru 94 % u pévcii a 95 % u ostatnich
druhti). Polymorfismus vykazovalo primérmné 68 % lokust u testovanych druhti pévct

a 42 % polymorfnich mikrosateliti bylo u ostatnich druhi ptaka.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Biologicky materidl pouzity pro praktickou c¢ast bakaldiské prace pochazel
ze Zoologické zahrady Dvir Kralové. Vzorky krve byly odebrany Sesti neptibuznym
jedincim pelikana skvrnozobého (Pelecanus philippensis) z tarsalni zily pracovniky
Z0OO0. Genomicka DNA byla z krve izolovana fenol-chloroformovou metodou vedoucim
prace. Vysledna koncentrace genomické DNA byla v rozmezi 40,6-132,3 pg/ml. Pro
PCR amplifikaci byly vzorky natedény TE pufrem, aby jejich koncentrace byla mezi 10—
50 pg/ml.

4.2 PCR amplifikace mikrosateliti

Genomickd DNA Sesti nepfibuznych jedinci pelikana skvrnozobého byla
amplifikovana celkem 173 pary primeru. V kazdé reakci se nachazel vzdy pouze jeden
par primeru, ktery byl soucasti reakéniho PCR mixu, jehoz slozeni je uvedeno v tabulce

¢. 1. Smés byla ptipravovana pro 6 vzorkda.

Tabulka €. 1: Slozeni PCR mixu pro 6 vzorku.

Slozky PCR mixu Objem [pl]

Deionizovana voda 44.4: 45,7*
Reaction Buffer 10x 6,7

Roztok MgCl2 (25 mmol/l) 4,0; 2,7*

Roztok dNTPs (20 mmol/l) 0,7
Primer F (10 umol/l) 3,3
Primer R (10 umol/l) 3,3
aTaqg DNA polymeraza (5 U/ul) 1,0

*Pro lokus CAMOS5 byla koncentrace roztoku MgCl. snizena o 1/3 tak, ze byl objem
roztoku MgCl; sniZzen o 1/3 a o stejny objem byl zvySen objem deionizované vody, aby
se celkovy objem PCR roztoku nezménil. Koncentrace roztoku MgCl. ve finalnim PCR
mixu potom nebyla 1,8 mmol/l, ale 1,2 mmol/l.

Vsechny slozky PCR mixu byly ulozeny v mrazdku pti -20 °C, p0 rozmrazeni
byly zvortexovany a zcentrifugovany a pipetovany do 1,5ml mikrozkumavky podle

tabulky ¢. 1. Celkovy PCR mix byl opét zvortexovan a zcentrifugovan.
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Genomickd DNA Sesti nepiibuznych jedincli byla napipetovana od kazdého
do jedné z Sesti 0,2ml PCR mikrozkumavek v objemu 1 pl a k ni bylo pfidano po 9 ul
PCR mixu.

Mikrozkumavky s reakéni smési byly vlozeny do termocykleru. Amplifikace

probihala podle nasledujiciho teplotniho a casového nastaveni:

1. 94°C............... 5 min

2. 94°C ............... 30s
X2OC i 30s 35x
72°C ool 30s

3. 72°C..civinnnn. 7 min

x2 Teplota annealingu pro jednotlivé PCR reakce byla v rozmezi 44-70 °C.

Podrobné viz kapitola Vysledky.

Cross-species PCR amplifikace s DNA Sesti nepfibuznych jedinci pelikana
skvrnozobého byla postupné provedena celkem se 173 pary primerd, které pochazely
od zastupct fadu tu¢naci a dale s univerzalnimi pta¢imi mikrosatelity. Celkem od 9 druht

tuc¢naki bylo testovano 113 primert, jejich podrobny seznam uvadi tabulka ¢. 2.

Tabulka €. 2: Seznam mikrosateliti pochazejicich od druht fadu tu¢naci.

Zdrojovy druh Nazev lokusu Literarni zdroj

Ech003, Ech005, Ech007, Ech008,
Ech009, Ech010, Ech011, Ech012,

Ech014, Ech020, Ech024, Ech029,
tuc¢nak zlutorohy Ahmed et al.,
Ech030, Ech036, Ech039, Ech050,
(Eudyptes chrysolophus) 2009
Ech051, Ech060, Ech063, Ech065,

Ech071, Ech081, Ech091, Ech113,

Ech130
Emm 1, Emm 2, Emm 3, Emm 4, Billing et al.,
Emm 5, Emm 6, Emm 7, Emm 8 2007
tucnak nejmensi Em1, Em2, Em4, Em5, Em6.2, EmS,
(Eudyptula minor) Em9, Em12.2, Em13, Em14, Em15, Grosser

Em21, Em22, Em23, Em24, Em26, et Waters, 2015
Em27, Em28, Em29.2, Em30
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Zdrojovy druh

Nazev lokusu

Literarni zdroj

Man03, Man08, Man13, Man21,

tucnak zlutooky Boessenkool
) Man22, Man27, Man39, Man47,
(Megadyptes antipodes) et al., 2008
Man50, Man51, Man54, Man55
tuc¢nak krouzkovy AM3, AM12, AM13, TP500, RM3,  Roeder et al.,
(Pygoscelis adeliae) RM6 2001

tucnak uzdickovy

(Pygoscelis antarctica)

Pygantarc02, Pygantarc03,
Pygantarc06, PygantarcQ7,
Pygantarcll, Pygantarcl5,
Pygantarcl16, Pygantarcl8,
Pygantarcl9, Pygantarc22,
Pygantarc24, Pygantarc25,
Pygantarc26, Pygantarc27,
Pygantarc28, Pygantarc29

Kang et al., 2015

tucnak brylovy

(Spheniscus demersus)

tuénak Humboldtuv

(Spheniscus humboldti)

PNNO1, PNNO3, PNNO5, PNNO6,
PNNO7, PNNO8, PNNO9, PNN12

Labuschagne
etal., 2013

B3-2
Sh1Ca9, ShiCal2, Sh1Cals,

Sh1Cal7, Sh2Cal2, Sh2Ca21,
Sh2Ca22

Akst et al., 2002

Schlosser et al.,
2003

Sh2Ca31, Sh2Ca40, Sh2Ca49,
Sh2Ca55, Sh2Ca58

Schlosser et al.,
2009

H2-6

Akst et al., 2002

tucnak galapazsky
(Spheniscus mendiculus)
tucnak magellansky

(Spheniscus magellanicus)

G2-2, G3-6, G3-11

M1-11

Akst et al., 2002

Dale bylo pouzito celkem 60 univerzalnich ptacich mikrosatelitt, kde se jedna
0 36 part primert pro amplifikaci 35 EST mikrosatelitti a 24 pard primera pro amplifikaci

konzervovanych ptac¢ich mikrosateliti, viz tabulka ¢. 3.
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Tabulka €. 3: Seznam EST mikrosatelitti a konzervovanych ptacich mikrosatelitd.

Zdroj Nazev lokusu Literarni zdroj
TG01-000, TG01-040, TG01-077, TG01-086,
TGO01-092, TGO01-114, TGO01-124, TGO1-147,
TGO01-148, TG02-078, TG02-088, TG02-120,
TG03-002, TG03-031, TG03-034, TG03-035,
EST TG03-098, TG04-004, TG04-012, TG04-012A, Dawson et al.,
mikrosatelity =~ TG04-041, TG04-061, TG05-030, TG05-046, 2010
TG05-053, TG06-009, TGO7-022,
TG08-024 (set 1), TG08-024 (set 2),
TG09-014, TG11-011, TG12-015, TG13-009,
TG13-016, TG13-017, TG22-001
CAM-01, CAM-02, CAM-03, CAM-04,
CAM-05, CAM-06, CAM-07, CAM-08,
CAM-09, CAM-10, CAM-11, CAM-12, Dawson et al.,
CAM-13, CAM-14, CAM-15, CAM-16, 2013
CAM-17, CAM-18, CAM-19, CAM-20,
CAM-21, CAM-22, CAM-23, CAM-24

Konzervované
ptaci

mikrosatelity

4.3 Zpracovani PCR produkti pomoci elektroforetické separace
Nasledujici postup je optimalizovan pro pouziti vyhfivané sekvenacni

elektroforetické komutirky S2 Whatman Biometra s rozméry skel 33 x 39 cma 33 x42 cm

a tloustkou gelu 0,4 mm. K elektroforetické separaci dochazi za denaturujicich

podminek.

Piiprava polyakrylamidového gelu
1. Velké sklo bylo dikladné omyto vodou se saponatem za pouziti kartace. Nasledné
bylo oplachnuto deionizovanou vodou, osuseno a dvakrat omyto 96% ethanolem
a op¢ct osuseno papirovymi utérkami. Poté byla plocha, kterd pfijde do kontaktu
s gelem, osetfena piipravkem odpuzujicim vodu pouzivanym na skla automobilti
(Rain-off — tekuté stérace). Po zaschnuti pfipravku (po 5 minutach) bylo sklo

dvakrat omyto deionizovanou vodou a osuseno papirovymi utérkami.
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2. Malé sklo bylo také dikladn€ omyto vodou se saponatem, oplachnuto
deionizovanou vodou a 96% ethanolem. Nasledné byla plocha malého skla, ktera
pfijde do kontaktu s gelem, oSetfena 1 ml molekularniho lepidla, které¢ bylo
dikladné rozetfeno. Osetfena plocha se nechala asi 5 minut zaschnout a nasledné
byla ctyfikrat oSetfena 96% ethanolem a osuSena papirovymi utérkami.

3. Velké sklo bylo vodorovné polozZeno na polystyrenovou podlozku v digestoii tak,
ze oSetfend plocha skla sméfovala nahoru. Podél delSich stran byly na sklo
polozeny 0,4 mm silné spacery, na které bylo umisténo malé sklo oSetfenou
plochou dolti. Umisténi spacerti bylo upraveno tak, aby byly tésn¢ podél delsich
stran skel a jejich gumové casti tésné piiléhaly ke kratsi stran¢ malého skla. Takto
byla skla zpevnéna pomoci 4 klips.

4. V kadince byl ptipraven 6% polyakrylamidovy gel, ktery byl nasledn¢ pomalu
nalévan mezi obé¢ skla tak, aby nedoslo ke vzniku bublin v gelu.

5. Po vyplnéni prostoru mezi skly gelem, byl v misté nalévani do gelu rovnou
stranou vsunut hiebinek asi 5 mm hluboko. Skla byla v misté hiebinku sepnuta

¢tyfmi klipsami. Polymerizace gelu trvala ptiblizné 1 hodinu.

Elektroforeticka separace, priprava a nanaseni vzorku

1. Po zpolymerizovani gelu byly odstranény vSechny klipsy a skla byla dikladné
omyta od zbytkil polyakrylamidu a osusena papirovou utérkou. Osusena skla byla
vlozena do elektroforetické komtrky hfebinkem nahoru a malym sklem smérem
dovnitf k hlinikové desce. Skla bylo nutné v elektroforetické komtrce dikladné
upevnit pomoci Sroubtl.

2. Anodovy i katodovy prostor byl zalit 0,5x TBE pufrem, z prostoru mezi skly byl
opatrné vyjmut hiebinek a ze vzniklého prostoru mezi skly byly odstranény
zbytky polyakrylamidu proudem pufru z injekéni stiikacky. Po uzavieni
anodového 1 katodového prostoru byla elektroforeticka komtirka zapojena
do zdroje stejnosmérného elektrického proudu. Na ném byla nastavena hodnota
vykonu 90 W. Hodnoty napéti a proudu byly ponechiny na maximu
(3000 V a 150 mA). Za téchto podminek byl gel nahiivan pul hodiny.

3. V pribéhu nahfivani gelu byly pfipraveny vzorky. Do mikrozkumavek s PCR
produkty bylo napipetovano po 5 pl nanaseciho pufru. Nékolik minut pted

ukoncenim nahfivani gelu byly pfipravené vzorky vloZeny do termocykleru,
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po dobu 3 minut byly denaturovany pifi 94 °C a nasledné byly ihned vloZeny
do ledové tfisté, aby nedoslo k renaturaci denaturovanych vlaken PCR produkti.

4. Behem denaturace pripravenych vzorkii bylo ukonéeno nahtivani gelu vypnutim
zdroje stejnosmérného proudu. Poté byla odpojena katoda a otevien katodovy
prostor. Opét byl dikladné vyciStén prostor mezi skly vznikly odstranénim
hiebinku pfed nahfivanim proudem 0,5x TBE pufru z injek¢ni stiikacky od zbytka
polyakrylamidu a rozpusténé mocoviny. Do vyciStén¢ho prostoru byl vsunut
hiebinek zoubky do gelu asi I mm hluboko.

5. Pomoci osmikanalové pipety byly 2 ul denaturovanych vzorkli naneseny mezi
skla do mezer mezi zoubky hiebinku. Katodovy prostor byl opét uzavien
a po piipojeni katody byl zapnut zdroj stejnosmérného elektrického proudu
s nastavenim hodnoty vykonu 70 W. Hodnoty napéti a proudu byly ponechany
na maximu (3000 V a 150 mA). S timto nastavenim probihala 80—120 minut
elektroforeticka separace.

6. V prubéhu separace byl ptichystan roztok fix/stop, roztok 1% kyseliny dusi¢né
a vyvojka, ktera byla ulozena do chladnicky.

7. Pouplynuti doby elektroforetické separace byl zdroj stejnosmérného elektrického
proudu vypnut, elektrody byly odpojeny a z katodového prostoru byl vypustén
pufr povolenim Sroubu na pravé strané elektroforetické komiirky. Nasledn¢ byla
skla vyjmuta a vodorovné polozena na podlozku tak, aby malé sklo bylo nahote.
Opatrné byly vytadhnuty spacery a pomoci ¢epele noze bylo vrchni malé sklo
s pfilepenym gelem odlepeno od velkého skla a vlozeno do fotomisky gelem
vzhtru.

8. Velké sklo, spacery i hiebinek byly diikkladné umyty vodou se saponatem

a oplachnuty deionizovanou vodou. Takto byly pfipraveny pro dalsi pouziti.

Vizualizace elektroforetogramu
1. Malé sklo s pfilepenym gelem ve fotomisce bylo polozeno na ttepacku v digestofi
a zalito fix/stop roztokem, ktery ptsobil 20 minut. Po uplynuti doby piisobeni byl
fix/stop roztok slit zpét do bariky a uchovan pro pozd¢jsi pouziti. SKlo s gelem
ve fotomisce bylo tiikrat proplachnuto v deionizované vode¢.
2. Fotomiska se sklem byla opét umisténa na tfepacku a nésledovalo promyti
Vv roztoku 1% kyseliny dusi¢né po dobu 4 minut. Nasledné byl roztok 1% HNOs3

vylit a sklo s gelem &tyfikrat proplachnuto v deionizované vodg.
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3. Sklo s gelem bylo umisténo na tiepacku do jiné fotomisky a zalito 800 ml 0,1%
roztoku AgNO3, do kterého bylo pied pouzitim piidano 1,2 ml formaldehydu.
Sklo s gelem bylo v roztoku dusi¢nanu stéibrného ptil hodiny a v jeho pribéhu
byla do jiné fotomisky pfipravena deionizovana voda.

4. Po uplynuti 30 minut byl roztok AgNOs slit zpét do lahve a uloZen do lednice pro
dalsi pouziti. Sklo s gelem bylo na nékolik vtefin ponofeno do piipravené
deionizované vody. Nasledné bylo pfeneseno na tfepacku do piislusné fotomisky
a zalito vyvojkou. Postupné¢ dochdzelo k vyvijeni stiibrem obarvenych
hnédosedych prouzki PCR produkti a jakmile byly tyto prouzky dostatecné
zietelné, bylo vyvijeni zastaveno nalitim uchovaného fix/stop roztoku.

5. Po 2 minutach ptsobeni byla vyvojka s fix/stop roztokem vylita. Sklo s gelem
bylo na 1 minutu ponofeno do deionizované vody a ndsledné ulozeno na 30 minut
do susarny, kde se susilo pti 90 °C.

6. Ususeny gel byl pfenesen na negatoskop, kde byl vyhodnocen vysledek PCR
amplifikace. Poté bylo sklo s gelem naskenovano.

7. Sklo s nepotifebnym gelem bylo na né¢kolik hodin ponotfeno do roztoku hydroxidu
sodného o koncentraci 1 mol/l. Piisobenim NaOH se gel odlepil od skla, které bylo
nasledné dikladné umyto vodou se sapondtem a oplachnuto deionizovanou

vodou. Poté bylo sklo pfipraveno k dal§imu pouZziti.

4.4 Pouzité chemikalie
Akrylamid (Sigma)
aTag DNA polymeraza (5 U/ul), M1241 (Promega)
Bromfenolova modf (Serva)
dNTPs (100 mmol/l, 400 ul kazdého), U1240 (Promega)
Deionizovana voda
Dusi¢nan stfibrny (Sigma)
Ethanol 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
Ethylendiaminotetraoctan sodny — Na,EDTA (Lachner)
Formaldehyd (Lachema)
Formamid (Lachema)
Hydroxid sodny (Lachner)
Chlorid sodny (Lachema)
Kyselina borita (Lachner)
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Kyselina dusi¢néa 65% roztok (Lachner)

Kyselina octova (Lachner)
3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)
Mocovina (Lachner)

N, N’-methylenbisakrylamid (Serva)

N, N, N, N’-tetramethylethylendiamin — TEMED (Serva)
Peroxodisiran amonny (Serva)

Rain-off — tekuté stérace (Sheran)

Thiosiran sodny (Lachema)
Trishydroxymethylaminomethan — Tris (AppliChem)
Uhlicitan sodny (Lachner)

Xylenova modt — Xylencyanol FF (AppliChem)

4.5 Pouzité roztoky
Akrylamid, 6% zasobni roztok:
150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamid : N, N'- methylenbisakrylamid
19:1
420 g mocoviny
50 ml 10x TBE
484 ml deionizované vody
po rozpusténi vSech slozek zfiltrovat a uloZit v temné lahvi v chladniéce
Dusi¢nan sttibrny, 0,1% roztok:
0,8 g dusi¢nanu sttibrného
800 ml deionizované vody
pied pouzitim piidat 1,2 ml formaldehydu
Fix/stop roztok:
800 ml deionizované vody
88 ml ledové kyseliny octové
Hydroxid sodny, 1 mol/l roztok:
40 g hydroxidu sodného
doplnit deionizovanou vodou na 1 |
Kyselina dusi¢na, 1% roztok:
12 ml 65% kyseliny dusi¢né

800 ml deionizované vody
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Molekularni lepidlo:
1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu
3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu
Nanaseci pufr:
0,125 g xylenové modfe
0,125 g bromfenolové modie
100 ml formamidu
25 ml deionizované vody
Peroxodisiran amonny, 10% roztok:
1 g peroxodisiranu amonného
rozpustit v 10 ml deinozivané vody
pfipraveny roztok uchovavat v chladnicce
Polyakrylamidovy gel, 6% roztok:
60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného
40 ul N, N, N’, N’- tetramethylethylendiaminu
TBE puftr, 10x zasobni roztok:
55 g kyseliny borité (H3BO3)
108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
doplnit deionizovanou vodou na 1 |
Vyvojka:
24 g uhli¢itanu sodného
800 ml deionizované vody
vychladit na teplotu nizsi nez 10 °C
pfed pouzitim ptfidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl roztoku thiosiranu

sodného

4.6 Pouzité laboratorni pristroje
Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)
Hybridiza¢ni pec HB-2D (Techne)

Chladnicka kombinovana (Whirlpool)
Laboratorni vdhy Mark S622 (BEL Engineering)
Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)
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Mikropipety Finnpipette 0,5-10 pl (osmikanalova) a 0,3 ul-1 ml (Thermo

Labsystems)

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

NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)

Negatoskop NEGAL (Maneko)

Sekvenacni elektroforetickd komirka S2 (Whatman Biometra)
Susarna CAT 8050 (Contherm)

Termocykler GenePro (BIOER Technology)

Termocykler XP cycler (BIOER Technology)

Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

Ttrepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

Vortex mixer (Labnet International)

Vortex MS2 (lka)

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

V ramci své bakalaiské prace jsem na Sesti neptibuznych jedincich pelikana
skvrnozobého (Pelecanus philippensis) pomoci cross-species PCR amplifikace testovala
173 mikrosatelitt. Prvni skupina mikrosatelitii byla polymorfni u zastupct fadu tuénaci
(Sphenisciformes). Jednalo se o vSechny existujici mikrosatelitové lokusy (113) od druhd
tohoto tadu. Ve druhé casti se jednalo o univerzalni ptaci mikrosatelity, konkrétné
o mikrosatelity, které byly nalezeny ve dvou na sebe navazujicich pracich, vychazejicich
z porovnani genomu zebiicky pestré (Taeniopygia guttata) a kura bankivského (Gallus

gallus) a téch bylo 60.

Se vsemi mikrosatelity jsem provedla PCR amplifikaci, ktera probihala pfi 50 °C
a produkty byly separovany v polyakrylamidovém gelu 90 minut. Nékteré mikrosatelity
za téchto podminek produkt neposkytovaly, vtom ptipadé jsem snizovala teplotu
annealingu, kterou jsem ve dvou piipadech snizila az na 44 °C. V pfipad¢, ze mikrosatelit
na 50 °C poskytl produkt, vétsSinou byl tento produkt velmi intenzivni a bylo potieba
naopak teplotu zvySovat, aby bylo mozné vyhodnotit charakteristiky mikrosatelitu.
Ve dvou ptipadech jsem pouzila dokonce teplotu 70 °C. Z hlediska vzajemné pozice alel
a jejich rozlisitelnosti bylo potieba téz v nékterych piipadech upravovat dobu
elektroforetické separace, ktera byla u nékolika mikrosatelitt protazena az na 120 minut.
Vyjimecné 1 pii vysoké teplot¢ nebyl produkt hodnotitelny a bylo potieba snizit
koncentraci hoi¢ikovych iontd 0 1/3. Bylo to provedeno tak, ze namisto objemu roztoku
MgCl> 4 ul bylo pipetovano pouze 2,7 ul a o stejny objem byl zvy$en objem deionizované
vody tak, aby vysledna koncentrace roztoku MgClz byla 1,2 mmol/l oproti pivodni
koncentraci 1,8 mmol/l.

PCR amplifikace s kazdym parem primert poskytla produkt. Zjistila jsem, ze ze
173 nikrosatelit je 159 monomorfnich, s témi jsem uz dal nepracovala a 14 lokusi bylo
polymorfnich. Z vyhodnocenych polymorfnich mikrosateliti bylo 8 lokusti navrzenych
pro fad tucnaci a 6 univerzalnich ptacich mikrosateliti. V ramci univerzalnich byl pouze
jeden z EST mikrosatelitt (TG) a 5 z konzervovanych ptacich mikrosateliti (CAM).
U 6 neptibuznych jedinct pelikana skvrnozobého jsem zjistila od 2 do 5 alel.
Charakteristiky jednotlivych mikrosateliti S uvedenim teploty annealingu, doby separace
a genotypu 6 nepiibuznych jedincd jsou uvedeny v tabulce ¢. 4 (mikrosatelity z fadu

tucnaci) a v tabulce ¢. 5 (univerzalni pta¢i mikrosatelity).
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Celkem jsem pomoci cross-species PCR amplifikace na Sesti neptibuznych
jedincich pelikdna skvrnozobého testovala 173 pard primera pro amplifikaci
mikrosatelitd a 14 z nich amplifikovalo polymorfni produkt. Usp&snost ziskani
polymorfnich mikrosateliti je tedy 8,09 %. Tyto mikrosatelity je mozné rozd¢lit

na zaklad¢ jejich ptivodu

Mikrostelitt z fadu tucnaci jsem testovala celkem 113 a polymorfnich bylo 8
lokustl, coz znamena, ze zde byla Gspésnost amplifikace polymorfniho produktu 7,08 %.
Ze 60 testovanych univerzalnich ptacich mikrosateliti bylo polymorfnich 6 lokusii,
uspésnost amplifikace polymorfniho produktu tedy byla 10 %. Od 9 druha tuc¢naka
pochazely mikrosatelity, ale polymorfni lokusy jsem ziskala jen od 4 druhi s tim, Ze od
tuc¢naka zlutorohého a tu¢naka krouzkového to bylo po jednom mikrosatelitu, od tu¢naka
Zlutookého jsem ziskala dva polymorfni mikrosatelity a nejvétsi uspésnost jsem
zaznamenala u lokust nalezenych u tu¢fidka nejmensiho, kde byly celkem 4 mikrosatelity

polymorfhni.

Ze 36 testovanych para primert pro amplifikaci 35 EST mikrosatelitii byl pouze
1 polymorfni, ispéSnost ziskdni polymorfniho produktu je tedy 2,78 %. Konzervovanych
ptacich mikrosatelitli jsem analyzovala celkem 24 a 5 z nich bylo polymorfnich, takze

zde byla 20,83% uspé&Snost amplifikace.

Dalsim kritériem, podle kterého je mozno tyto mikrosatelity rozd¢lit je hledisko
poctu alel, které byly ziskany amplifikaci u Sesti nepfibuznych jedinci pelikana
skvrnozobého. Nejvic mikrosatelitii je dvoualelovych (viz obrazek ¢. 8), celkem 8, méné
je trialelovych (obrazek ¢. 9), ty jsou 4 a ctyralelovy (obrazek ¢. 10) a pétialelovy
mikrosatelit je pouze jeden.

Obrazek ¢. 8: Elektroforetogram produktii amplifikace mikrosatelitu CAM-11. U Sesti jedincti

pelikana skvmozobého byly pti teplot¢ annealingu 64 °C nalezeny 2 alely, doba elektroforetické
separace byla 120 minut.

1 7z 3 4 5 6

- W «— alelal
S '

—
- - - -  «— alela?
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Obrazek ¢. 9: Elektroforetogram produkt amplifikace mikrosatelitu Em8. U Sesti jedinct pelikana
skvrnozobého byly pii teploté annealingu 68 °C nalezeny 3 alely, doba elektroforetické separace
byla 120 minut.

il 2 3 4.4 5 6
<«— alelal

<+«— glela2

<«—— alela3

Obrazek ¢. 10: Elektroforetogram produkti amplifikace mikrosatelitu Man13. U Sesti jedinct
pelikana skvrnozobého byly pii teploté annealingu 62 °C nalezeny 4 alely, doba elektroforetické
separace byla 120 minut.

1 2 3 4 5 6

<«— alelal
<«— alela2

<«— alela 3
<«— alela4d

36



6 Diskuse

V ramci praktické casti mé bakalarské prace jsem se zabyvala hledanim
polymorfnich mikrosateliti u pelikana skvrnozobého (Pelecanus philippensis). Z krve
6 nepiibuznych jedinci tohoto druhu byla izolovana genomickda DNA, na niZ jsem
pomoci cross-species PCR amplifikace testovala celkem 173 mikrosatelitovych lokust.
Celkem vykazovalo polymorfismus 14 mikrosatelitti, z nichz 8 pochazelo z fadu tu¢naci,

jeden z EST mikrosateliti a 5 z konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitt.

113 parh primerd bylo navrzenych pro fad tu¢iaci (jedna se o dosud vSechny
nalezené mikrosatelity z tohoto fadu), konkrétné pro tu¢naka zlutorohého (Eudyptes
chrysolophus), tu¢naka nejmensiho (Eudyptula minor), tu¢haka zlutookého (Megadyptes
antipodes), tu¢naka krouzkového (Pygocelis adeliae), tu¢naka uzdickového (Pygocelis
antarctica), tucnaka brylového (Spheniscus demersus), tu¢naka Humboldtova
(S. humboldti), tuc¢naka galapazského (S. mendiculus) a tucndka magellanského
(S. magellanicus).

Testovanim 25 mikrosateliti od tucniaka zlutorohého jsem jako polymorfni
urcila Ech008. Ahmed et al. (2009) otestovanim 28 jedinct pii teplot¢ annealingu 60 °C
nasli 4 alely. Ja jsem otestovanim Sesti nepiibuznych jedinct pelikana skvrnozobého pii
56 °C nasla 3 alely.

Od tuénaka nejmensiho jsem testovala celkem 28 mikrosatelit, z nichz byly
polymorfni Emm 5, Emm 6, Emm 8 a Em8.

Billing et al. (2007) testovali pii teplot¢ annealingu 58 °C pro lokus Emm 5 14
jedinct tu¢naka nejmensiho z populace na Troubridgeové ostrové a nasli 3 alely a 28
jedinct z populace na Filipoveé ostrové a nasli 11 alel. Ja jsem testovala 6 pelikand pii 50
°C anasla jsem 2 alely. Pro lokus Emm 6 Billing et al. (2007) testovali pti 56 °C 15
jedinct z populace na Troubridgeové ostrové a nasli 8 alel a 21 jedinct z populace
na Filipov¢ ostrové a nasli 3 alely. Ja jsem testovanim 6 pelikant pii 65 °C a nasla 2 alely.
Pro lokus Emm 8 Billing et al. (2007) testovali pfi 56 °C 5 jedinct z populace
na Troubridgeoveé ostrové a nasli 4 alely a 26 jedinct z populace na Filipové ostrové
a nasli 3 alely. Ja jsem testovala 6 pelikanil pfi 65 °C a nasla jsem 2 alely.

Grosser et Waters (2015) testovali lokus Em8 pfi teploté annealingu 60 °C a nasli
10 alel. Ja jsem testovala 6 pelikant pii 68 °C a nasla jsem 3 alely.

Ze 12 mikrosatelitovych lokust, které jsem testovala od tuénaka Zlutookého,

vykazovaly polymorfismus lokusy Manl13 a Man21. Bossenkool et al. (2008) testovali
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pro lokus Man13 43 jedinci pti teploté annealingu 48 °C a nasli 3 alely. Ja jsem testovala
6 pelikanu pii 62 °C a nasla jsem 4 alely. Pro lokus Man21 Bossenkool et al. (2008)
testovali 43 jedinct pfi teploté annealingu 50 °C a nasli 3 alely. Ja jsem testovala
6 pelikand pfi 52 °C a nasla jsem 2 alely.

Testovanim 6 mikrosateliti od tuénaka krouzkového jsem jako polymorfni
urcila lokus AM13. Roeder et al. (2001) testovali 417 jedincu pfi teploté annealingu 50
°C anasli 20 alel. Ja jsem testovala 6 pelikand pii 61 °C a nasla jsem 2 alely.

Zadny polymorfni produkt jsem nenasla testovanim 16 mikrosateliti od tu¢inaka
uzdi¢kového, 9 mikrosatelitl od tu¢iidka brylového, 13 lokust od tu¢iidka Humboldtova,

3 lokust od tu¢ndka galapazského a 1 mikrosatelitu od tu¢iiaka magellanského.

Testovala jsem celkem 60 parQ primert pro amplifikaci univerzalnich ptacich
mikrosatelitil, Z nichz bylo 36 part primert pro EST mikrosatelity a 24 part primert pro
konzervované ptaci mikrosatelity.

Pfi testovani 36 part primerti pro amplifikaci EST mikrosatelita jsem nasla pro
pelikana jeden polymorfni lokus, TG11-011. Dawson et al. (2010) testovali 4 jedince
zebricky pestré pii teploté annealingu 52 °C a nasli 2 alely. Tento mikrosatelit testovali
pomoci cross-species PCR amplifikace u dalSich druht ptaku, jak je znazornéno v tabulce
¢. 6. J4 jsem testovala 6 pelikanti pti 61 °C a nasla jsem 3 alely.

Konzervovanych ptacich mikrosateliti jsem testovala celkem 24 a z tohoto
poctu jsem jako polymorfni vyhodnotila 5 lokusti: CAM-05, CAM-11, CAM-17, CAM-
23 a CAM-24. Dawson et al. (2013) testovali pfi teploté annealingu 56 °C pro lokus
CAM-05 7 jedinct zebiicky pestré a nasli 6 alel a 4 jedince kura bankivského a nasli 2
alely. Ja jsem testovala 6 pelikanti za snizené koncentrace MgCl> (1,2 mmol/l) pii 52 °C
a nasla jsem 5 alel. Pro lokus CAM-11 autofi testovali pii teploté annealingu 56 °C 12
jedinct zebfiCky pestré a nasli 6 alel a 4 jedince kura bankivského, kde byl lokus
monomorfni. Ja jsem testovala 6 pelikand pii 64 °C a nasla jsem 2 alely. Pro lokus CAM-
17 Dawson et al. (2013) testovali pii teploté annealingu 56 °C 12 jedinct zebticky pestré
anasli 6 alel a 3 jedince kura bankivského a nasli 2 alely. Ja jsem testovala 6 pelikant pti
66 °C a nasla jsem 3 alely. Pro lokus CAM-23 autofi testovali pii teploté annealingu 56
°C 12 jedincu zebticky pestré a nasli 5 alel a 4 jedince kura bankivského, kde byl lokus
monomorfni. Ja jsem testovala 6 pelikani pii 66 °C a nasla jsem 2 alely. Pro lokus CAM-
24 Dawson et al. (2013) testovali pii teploté annealingu 56 °C 12 jedinci zebiicky pestré
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a nasli 6 alel a 4 jedince kura bankivského, kde byl lokus monomorfni. Ja jsem testovala

6 pelikanu pii 62 °C a nasla jsem 2 alely.

Tabulka €. 6: Pocet alel vybranych mikrosatelitovych lokust U jednotlivych testovanych druhi
ptaku.

Druhy TG11-011 CAM-05 CAM-11 CAM-17 CAM-23 CAM-24
pelikan skvrnozoby 3(6) 5 (6) 2 (6) 3 (6) 2 (6) 2 (6)
zebticka pestra 2 (4) 6 (7) 6(12) 6(12) 5(12) 6(12
kur bankivsky M (4) 2 (4) M (4) 2 (3) M (4) M (4)
amada Gouldové 2 (4) NT NT NT NT NT
linduska kanarska M (4) 3(4) 3(4) 2(4) 4 (4) M (4)
vrabec domaci 2 (4) 7(10) 4(11) 3(12) 412 M((12
zvonek zeleny 17 (15) NT NT NT NT NT
kiivka obecna 16 (15) NT NT NT NT NT
pénkava obecna 7 (20) 3(4) 2 (3) 3(3) 3(3) M (4)
hyl obecny 7(17) 34 34 M (3) M (4) M (4)
vlastovka australska 3(4) NT NT NT NT NT
sykora modiinka 2(4) NT NT NT NT NT
sykora konadra M (4) 4 (4) M (4) 2 (4) 3(4) M (4)
rakosnik velky 2 (4) NT NT NT NT NT
sykofice vinoprsa 3(4) NT NT NT NT NT
kos ¢erny 4 (4) 4 (4) M (4) 2(2) M (4) M (4)
timaliovec pruhoktidly 2 (4) NT NT NT NT NT
straka americka M (4) NT NT NT NT NT
popelac sedy 2 (4) NT NT NT NT NT
kulik motsky M (4) NT NT NT NT NT
kolibiik rezavoleskly M (4) NT NT NT NT NT
sova palena M (4) 4(4) 2 (3) M (2) M (3) M (4)
agapornis razohnédy 2 (4) NT NT NT NT NT
pokiovnik zeleny NT NA 3(4) 2 (4) 2 (4) 2(4)
buinacek dlouhoktidly NT 2 (6) 3(6) 4 (6) M (6) 6 (6)
mandelik hajni NT M (4) 2 (4) 2 (4) M (4) 4 (4)

Ve sloupcich tabulky je uveden testovany druh a nazvy jednotlivych mikrosatelitovych
lokusti, pocet testovanych jedincti je uveden v zavorce, M — monomorfni lokus, P —
polymorfni lokus, NT — netestovano, NA — neamplifikovalo se, pelikan skvrnozoby (tato
prace), ostatni druhy pro TG11-011 (Dawson et al., 2010) a pro CAM mikrosatelity
(Dawson et al., 2013)

Tyto mikrosatelitové lokusy (od tu¢naku a univerzalni ptaci mikrosatelity) uz byly
testovany v ramci Laboratofe popula¢ni genetiky Katedry bunééné biologie a genetiky
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PiF UPOL. U pelikana skvrnozobého jsem testovanim 113 parQ primert navrzenych pro
druhy z fadu tuénaci vyhodnotila 8 polymorfnich mikrosatelita.

U potapky rohace ziskala Filipova (2016) testovanim 113 part primert od tucnaka
6 polymorfnich mikrosatelitovych lokust, z nichz jeden jsem také oznacila u pelikana
skvrnozobého jako polymorfni (Tabulka ¢. 7).

Pechova (2014) testovala pouze 77 paru primeru (netestovala lokusy Em od
tucnaka nejmensiho a Pygantarc od tu¢naka uzdickového) u nesyta indomalajského 10
polymorfnich mikrosatelitti. Jeden z nich jsem u pelikana skvrnozobého vyhodnotila také
jako polymorfni. Polymorfni mikrosatelity ziskané u pelikana skvrnozobého, potapky
rohace a nesyta indomalajského véetné poctu alel jsou uvedeny v tabulce ¢. 7.

Tabulka €. 7: Pocet alel vybranych mikrosatelitovych lokust u jednotlivych testovanych druhti
ptakti v ramci Laboratote populacni genetiky Katedry bunééné biologie a genetiky PiF UPOL.

Pocet alel Pocet alel Pocet alel
Nazev Zdroi u pelikiana u potapky u nesyta
lokusu . skvrnozobého rohace  indomalajského
(6 jedincii) (6 jedincti) (6 jedinci)
Ech008 tucnak zlutorohy 3 M M
Emm 5 2 M
Emm 6 2 M M
tucnak nejmensi
Emm 8 2 M M
Em8 3 M NT
Man13 4 M 2
tucnak Zlutooky
Man21 2 M M
AM13 tucnak krouzkovy 2 M M
TG11-011 EST mikrosatelity 3 2 M
CAM-05 5 M M
CAM-11 2 5 5
Konzervované ptaci
CAM-17 ) ] 3 2 M
mikrosatelity
CAM-23 2 6 M
CAM-24 2 4 M

Ve sloupcich tabulky je uveden ndzev lokusu, zdroj a pocet alel u jednotlivych
testovanych druht ptaki: pelikdna skvrnozobého (tato prace), potapky rohace (Filipova,
2016) a nesyta indomalajského (Pechové, 2014), M — monomorfni lokus, NT —
netestovano
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Testovanim 36 pard primerd EST mikrosateliti a 24 pard primert
konzervovanych pta¢ich mikrosatelith u pelikdna skvrnozobého jsem ziskala
6 polymorfnich mikrosatelitovych lokust.

Filipova (2016) ziskala u potapky rohace 13 polymorfnich lokust, z nichz 5 bylo
polymorfnich i u pelikana skvrnozobého.

U nesyta indomalajského vyhodnotila Pechova (2014) 4 mikrosatelitové lokusy
jako polymorfni, znichz jeden mikrosatelit (CAM-11) vykazoval polymorfismus

u pelikana skvrnozobého i u potapky rohace. Viz tabulka ¢. 7.

Pro pelikéna skvrnozobého bylo v ramci Laboratotfe populacni genetiky Katedry bunééné
biologie a genetiky P¥F UPOL celkem jiz testovano 569 part primerd pro cross-species
PCR amplifikaci mikrosatelitovych lokust. 397 part primert testovaly ve svych
diplomové praci Mikulova (2010) a Bartonkova (2013). Tyto pary primera byly navrzeny
pro zastupce Celedi veslonozi (153 lokust), brodivi (169 lokustt), plamenaci (47 lokust),
dlouhokiidli (2 lokusy), tu¢naci (1 lokus), vrubozobi (13 lokust), potaplice (7 lokusit),
potapky (7 lokusti) a sudokopytnici (1 lokus).

Ja jsem v ramci své bakalaiské prace testovala celkem 173 part primerQ
navrzenych pro zastupce fadu tucnaci (113 lokusti) a univerzalnich ptacich mikrosatelit
(60 part primert pro amplifikaci 59 lokustl). Ze zminénych 113 mikrosateliti od tucnak
byl jeden (AM13) uz dfive testovan a poskytl polymorfni produkt (Mikulova, 2010;
Bartonkova, 2013). Ja jsem tento lokus také znovu testovala a ovéfila jeho
polymorfismus.

Zminénych 397 part primert amplifikovalo u pelikana skvrnozobého celkem 49
polymorfnich mikrosatelitt (Mikulova, 2010; Bartoiikova, 2013). Z ¢eledi kormordnoviti
pochazi 7 polymorfnich mikrosatelitli, od zastupct celedi pelikanoviti je 12 polymorfnich
lokust, od fregatkovitych jsou 4 polymorfni mikrosatelity, 3 polymorfni lokusy jsou
z Celedi terejoviti, jeden mikrosatelit je od capovitych, z celedi volavkoviti je 10
polymorfnich mikrosatelitii, od ibisovitych je 5 lokusi, 5 mikrosatelitd je od plamenaka,

jeden od dlouhoktidlych a jeden od tu¢naka.

Ja jsem nalezla u pelikana skvrnozobého celkem 8 polymorfnich mikrosatelitt
z tadu tucnaci (z nichz jeden — AM13 — byl uz dfive testovan, jak je zminéno vyse)
a 6 polymorfnich univerzalnich ptac¢ich mikrosatelitli. Celkem tedy bylo nalezeno pro

pelikdna skvrnozobého 62 polymorfnich mikrosateliti (Graf €. 1).
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Graf ¢. 1: Polymorfni mikrosatelitové lokusy u pelikdna skvrnozobého ziskané cross-
species PCR amplifikaci v Laboratofi populac¢ni genetiky Katedry bunééné biologie
a genetiky PfF UPOL

B kormoranoviti Dpelikanoviti B fregatkoviti W terejoviti B Capoviti @ volavkoviti

Oibisoviti B plamenaci W tuciaci Odlouhoktidli ®univerzalni

Graf znazornuje pocty polymorfnich mikrosateliti vztazené k ¢eledim (skupindm), od
kterych pochazeji. Ve sméru hodinovych ruci¢ek (od nejvyssiho bodu grafu) jsou silnymi
¢arami oddéleni veslonozi v tradi¢nim pojeti a brodivi v tradi¢nim pojeti. Z hlediska
nového systému Vv molekularnim pojeti jsou celedi fadu Pelecaniformes vyvedeny
V odstinech zluté, celedi tadu Suliformes jsou vyvedeny vV odstinech modré
a Ciconiiformes v dnesnim pojeti jsou znazornéni zeleng.

Tato prace poskytla informace o tom, které mikrosatelity pochazejici od tucnaka
a které univerzalni ptaci mikrosatelity jsou polymorfni u pelikédna skvrnozobého. Bylo by
ale tfeba provést genotypizaci téchto mikrosatelitii na vétSim poctu jedinci pelikana
skvrnozobého, aby mohly byt zjistény populacné genetické charakteristiky téchto lokust
(heterozygotnost, vypovidaci hodnota, frekvence nulovych alel) a ptipadnd vazba mezi
témito lokusy, aby nasledné¢ mohly byt pfipadné vyuzity pro populacni studie.

V ramci celkového testovani 569 u pelikdna skvrnozobého bylo nalezeno 62
polymorfnich mikrosatelitti, coz odpovida tspésnosti 10,9 %. Vzhledem k tomu, ze az na
univerzalni pta¢i mikrosatelity se vesmés jedna o mikrosatelity pochazejici od zastupct
kladu Aequorlitornithes, navrhuji dale otestovat existujici mikrosatelity od zastupct fadu
trubkonosi (Procellariiformes) a dale od zastupcu fadu dlouhok#idli (Charadriiformes),
slunatce nadherného (Eurypyga helias) a kagu chocholatého (Rhynochetos jubatus), ktefi
byli podle nejnovéjsiho systému také zafazeni do kladu Aequorlitornithes (Prum et al.,
2015).
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[ Zavér

V této bakalatfské praci jsem se vénovala hledani polymorfnich mikrosatelitovych
lokust u pelikana skvrnozobého (Pelecanus philippensis). Testovani probihalo pomoci
cross-species PCR amplifikace vsech dosud znamych mikrosatelitovych lokustu z fadu
tucnaci (Sphenisciformes), EST mikrosateliti a konzervovanych ptacich mikrosatelitd
u Sesti neptibuznych jedinct pelikana skvrnozobého.

Celkem jsem testovala 173 lokusti, 113 z nich pochézelo od osmi druhii fadu
tucnaci (tuénaka zlutorohého, Eudyptes chrysolophus; t. nejmensiho, Eudyptula minor;
t. Zlutookého, Megadyptes antipodes; t. krouzkového, Pygocelis adeliae; t. uzdickového,
Pygocelis antarctica; t. brylového, Spheniscus demersus; t. Humboldtova, S. humboldti;
t. galapazského, S. mendiculus a t. magellanského, S. magellanicus), 36 pari primert bylo
navrzenych pro amplifikaci 35 EST mikrosatelitd a 24 bylo konzervovanych pta¢ich
mikrosateliti.

Cross-species PCR amplifikace poskytla hodnotitelny produkt u vSech
mikrosateliti, Monomorfnich bylo 159 lokusu a 14 paru primera (8,1 %) poskytlo
polymorfni produkt. Z fadu tu¢iiaci bylo polymorfnich lokust 8 ze 113 (7,1 %). Ze 36
paru primerd pro EST mikrosatelity amplifikoval polymorfni produkt pouze jeden a ze
24 konzervovanych ptacich mikrosatelitl vykazovalo polymorfismus 5 lokust (20,8 %).
U polymorfnich mikrosatelitovych lokusi jsem urcila pocet alel (2-5) a optimalizovala
podminky PCR amplifikace (teplotu annealingu Ta 50-68 °C) a dobu elektroforetické
separace (90-150 minut).
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8 Seznam pouzitych zkratek

A adenin

C cytozin

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTPs deoxyribonukleosid trifosfaty

EST Expressed Sequence Tag

G guanin

IUCN Mezinarodni svaz ochrany ptirody

LINEs dlouh¢ rozptylené jaderné repetice

MRNA medidtorova ribonukleova kyselina

PCR polymerazova fetézova reakce

SINEs kratké rozptylené jaderné repetice

SSRs opakovani jednoduchych sekvenci

T thymin

Ta teplota annealingu

ts doba elektroforetické separace produkti PCR amplifikace v 6%
polyakrylamidovém gelu

VNTRS variabilni pocet tandemovych repeticet
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