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Souhrn

V této bakalaiské praci jsem pomoci metody cross-species PCR amplifikace
hledala polymorfni mikrosatelitni lokusy vyskytujici se U pelikana bilého (Pelecanus
onocrotalus). Amplifikované mikrosatelitni lokusy pochazely od ptaka z fadu tuénaci
a univerzalnich pta¢ich mikrosateliti (EST ptac¢ich mikrosateliti a konzervovanych
ptacich mikrosateliti).

V teoretické Casti jsem se zabyvala taxonomickym zafazenim pelikdna bilého
a jeho charakteristikou. Popsala jsem tad pelikani, ¢eled’ pelikanoviti a také biologii
pelikana bilého. Dale jsem se zabyvala obecnou charakteristikou mikrosatelitti a popsala
jsem mikrosatelity z fadu tu¢naci a univerzalni pta¢i mikrosatelity.

V praktické ¢asti jsem provedla cross-species PCR amplifikaci celkem se 173
pary primert na genomické DNA $esti neptibuznych jedinct pelikana bilého. Z nich bylo
113 para primert navrzenych pro amplifikaci mikrosateliti 9 druhil tucnéka, 36 part
primert pro amplifikaci EST ptac¢ich mikrosatelitd a 24 pard primerd pro amplifikaci
konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitd. Prostfednictvim 34 pari primert jsem U 6
nepiibuznych jedincti pelikdna bilého nalezla celkem 35 polymorfnich mikrosatelitnich
lokust, protoze jeden par primert (TG13-016) poskytl dva polymorfni produkty. 18 part
primerd poskytujicich polymorfni produkt bylo navrzeno pro mikrosatelity 7 druht
tucnaka, 9 part primera poskytujicich 10 polymorfnich produktd bylo navrzeno pro EST
ptaci mikrosatelity a 7 pari primerti poskytujicich polymorfni produkt bylo navrzeno pro

konzervované ptaci mikrosatelity.



Summary

In this bachelor thesis | used the method of cross-species PCR amplification to
search for polymorphic microsatellite loci occurring in Great White Pelican (Pelecanus
onocrotalus). Amplified microsatellite loci came from Sphenisciformes and universal
avian microsatellites (EST avian microsatellites and conserved avian microsatellites).

The theoretical part looked into taxonomic classification of Great White Pelican
and its characteristic. | described the order of the pelicans, the family of the pelican and
the biology of the Great White Pelican. Then | looked into general characteristics of
microsatellites and | described microsatellites of the Sphenisciformes and universal avian
microsatellites.

In the experimental part I did cross-species PCR amplification of a total of 173
pairs of primers on genomic DNA of six unrelated individuals of Great White Pelican. Of
these, 113 pairs of primers were designed to amplify microsatellites in 9 species of
penguins, 36 pairs of primers were designed to amplify EST avian microsatellites and 24
pairs of primers were designed to amplify conserved avian microsatellites. | found 34
pairs of primers that amplify 35 polymorphic microsatellite loci in Great White Pelican
because one pair of primer (TG13-016) provided two polymorphic products. 18 pairs of
primers providing a polymorphic product were designed for the microsatellites of 7
species of penguins, 9 pairs of primers providing 10 polymorphic products were designed
for EST avian microsatellites and 7 pairs of primers providing 7 polymorphic products

were designed for conserved avian microsatellites.



Réda bych podékovala RNDr. Petru Nadvornikovi, Ph.D. nejen za jeho ochotu
a odborny dohled, ale také za poskytnuti uZite¢nych rad a materialt, které jsem pouzila

pfi zpracovani teoretické i praktické ¢asti mé bakalarské prace.
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Seznam symbolu a zkratek

A
bp

C
CAM
cDNA
DNA

EST

dNTPs
PCR
MRNA
SSRs

STRs

Ta

ts

adenin

par bazi

cytozin

konzervovany ptaci mikrosatelit (Conserved Avian Microsatellite)
komplementéarni deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleova kyselina

exprimované sekvencni useky (Expresed Sequence Tag)
guanin

pocet alel

deoxyribonukleosidtrifosfaty

polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
mediatorova ribonukleova kyselina

jednoduché opakujici se sekvence (Simple Sequence Repeats)
kratké opakujici se repetice (Short Tandem Repeats)

tymin

teplota annealingu

délka elektroforetické separace

Vi



Seznam obrazku

Obrazek €. 1: Zatazeni fadu Pelecaniformes do skupiny vodnich ptakil (Aequornithes) (Gaisler

et Zima, 20018, podle Hackett et al., 2008)..........cceiiiieiiiiiiieiecece e 3
Obrazek €. 2: Zatazeni rodu Pelecanus do kladu Aequorlitornithes (Prum et al., 2015)............. 4

Obrazek ¢. 3: Fylogenetické vztahy péti ¢eledi fadu Pelecaniformes (Gaisler et Zima, 2018, podle
Hackett et @l., 2008). ......cueiiiieiiie st b e e e na e teer e reeraenrenre s 5

Obrazek ¢. 4: Zatazeni pelikana hnédého (Pelecanus occidentalis) do systému ptaku (Huang et

AL, 2018). .t 6
Obrazek €. 5: Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitniho lokusu Ech039.. .................. 36
Obrazek €. 6: Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitniho lokusu Sh2Ca49.. ................ 36
Obrazek ¢. 7: Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitniho lokusu TG01-148................. 37
Obrazek ¢. 8: Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitniho lokusu TG03-098................ 37

vii



Seznam tabulek

Tabulka ¢. 1: Rozdéleni fadu tu¢naci do jednotlivych rodt a druhii (Bradford, 2014) s poctem

popsanych mikrosatelitl a literdrnim ZdroJem. .........covvveiiiiiiiiiesees e 10
Tabulka €. 2: Seznam testovanych mikrosatelitnich lokusti pochézejicich z fadu tuciaci. ....... 23

Tabulka ¢. 3: Seznam testovanych EST ptacich mikrosateliti a konzervovanych ptacich

TKTOSALEIIETL. ...ttt bbb bbbt e b et e e e sb e e b et be e b et e e b etes 24
Tabulka €. 4: SloZeni PCR miXu pro 6 VZOIKUL. ......ceeveeiiiiiiiiiiie s 25
Tabulka €. 5: Zakladni teplotni a Casovy rozpis PCR reakce. .......cccvvveviniiiininiiii e 25

Tabulka €. 6: Charakteristika 34 parti primerd a jimi amplifikovanych 35 polymorfnich

mikrosatelitnich lokusii na 6 nepiibuznych jedincich pelikana bil€ho..........cccccovvvviiiiiiinnnne. 30

Tabulka €. 7: Genotypy 35 polymorfnich mikrosatelitii amplifikovanych 34 pary primert u 6
nepiibuznych jedinct pelikana bil€ho. ... 35

Tabulka €. 8: Srovnani polymorfnich mikrosatelitnich lokusti pochézejicich z fadu tucnaku
a univerzalnich ptac¢ich mikrosateliti, které byly testovany pomoci cross-species PCR
amplifikace u pelikana bilého, s vysledky z 6 praci zabyvajicich se taktéZz hledanim polymorfnich

lokusti pomoci vySe zminénych mikrosatelitll.. ........ccocveririeiiiiiiieie e 43

viii



1 Uvod

Mikrosatelity neboli kratké tandemové repetice, jsou 1-6 part bazi dlouhé useky
DNA, které se mnohokrat opakuji bezprostfedné za sebou. Nekteré z nich jsou
polymorfni, a to znamena, Ze na jednom lokusu se v ramci populace vyskytuji varianty,
které maji rizny pocet jednotek opakovani (resp. riznou délku) a tyto varianty Se nazyvaji
alely. Na autozomech (somatickych chromozomech) kazdého jedince se nachazeji 2
kopie mikrosatelitu, jedna je zdédéna po otci, druhd po matce.

Mikrosatelity se vyskytuji v celém genomu, a to v jeho kodujicich i nekoédujicich
oblastech, jsou vysoce variabilni a mohou slouzit jako genetick¢é markery. Toho je
vyuzivano pii identifikaci pfibuznych jedinct, pfi sledovani populacnich vztahi nebo
v taxonomii.

V ramci své bakalarské prace se budu vénovat testovani mikrosatelitii u Sesti
neptibuznych jedinci pelikana bilého (Pelecanus onocrotalus). Pomoci metody
cross-species PCR amplifikace otestuji 113 part primert navrzenych pro amplifikace
mikrosateliti z tadu tu¢naci (Sphenisciformes), 36 parti primert navrzenych pro
amplifikaci EST ptac¢ich mikrosatelitt a 24 pard primerd navrzenych pro amplifikaci

konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitu.



2 Cile prace

Vypracovani reSerSe na téma bakalarské prace.
Shromazdéni dostupnych literarnich zdroju.
PCR amplifikace DNA pelikana bilého s vyuzitim cross-species primera pro ptaky

Z fadu tucnéci a konzervované ptaci mikrosatelity.



3 Literarni prehled

3.1 Taxonomické zarazeni pelikana bilého do systému ptaki

Dle Sibley et al. (1988) je ¢eled pelikanoviti (Pelecanidae) fazena do nadceledi
Pelecanoidea a spole¢né s ¢eledémi volavkoviti (Ardeidae), kladivouSoviti (Scopidae),
plamenakoviti (Phoenicopteridae), ibisoviti (Threskiornithidae) a ¢apoviti (Ciconiidae)
spadaji do tadu Ciconiiformes (brodivi). Celed’ pelikanoviti zahrnuje podéeledi
Balaenicipitinae a Pelecaninae.

Gosler (1994) do fadu Pelecaniformes (diive veslonozi, nyni pelikani) zafadil
Celed” pelikanoviti (Pelecanidae) a pripojil k ni dalSich 5 ¢eledi: faetonoviti
(Phaethontidae), terejoviti (Sulidae), kormoranoviti (Phalacrocoracidae), anhingoviti
(Anhingidae) a fregatkoviti (Fregatidae).

Nésledné doslo k vyclenéni Celedi faetonoviti (Phaethontidae), jelikoZ je jejich
fylogeneticka pozice velmi vzdalena a podobnost s ostatnimi ¢eledémi je pouze
morfologickd. Rady Pelecaniformes a Ciconiiformes byly seskupeny a nasledné
pierozdéleny. Rad Pelecaniformes zahrnoval anhingy, kormorany, tereje, fregatky
a pelikany. Do fadu Ciconiiformes (brodivi) se pak fadili volavky, volav¢ik, ibisi,

¢lunozobec (Balaeniceps), kladivous (Scopus) a ¢api (Hackett et al., 2008) (obrazek ¢. 1).

Suliformes

Pelecaniformes

Ciconiiformes

Procellariiformes

Sphenisciformes

Gaviiformes

Obrazek ¢. 1: Zatazeni fadu Pelecaniformes do skupiny vodnich ptakia (Aequornithes)
(Gaisler et Zima, 2018, podle Hackett et al., 2008).

Na zakladé¢ molekularnich dat (Jarvis et al., 2014) doslo v ramci kladu
Aequornithes, k dalsimu prefazeni mezi tfemi nadifady (Pelecanimorphae,
Procellariimorphae a Gaviimorphae). Do prvniho nadfadu Pelecanimorphae spada tad
Pelecaniformes (dfive veslonozi, nyni pelikani) zahrnujici ¢tyfi rody: pelikan, volavka,
ibis a kormoran. Do druhého nadiddu Procellariimorphae spadd tad trubkonosi
(Procellariiformes) zahrnujici buifidky a fad tuénaci (Sphenisciformes). Treti nadiad
Gaviimorphae zahrnuje jediny fad potaplice (Gaviiformes) (Jarvis et al., 2014).

3



Prum et al. (2015) provedli fylogenetickou analyzu vice nez 390 000 bazi
sekvenacnich dat, ktera byla ziskana ze 198 druhii ptakt. Zjistili, ze rod pelikan

(Pelecanus) je nejpodobnéjsi s rodem ¢lunozobec (Balaeniceps) a rodem kladivous
(Scopus) (Prum et al., 2015) (obrazek ¢. 2).
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Obrazek ¢. 2: Zatazeni rodu Pelecanus do kladu Aequorlitornithes (Prum et al., 2015),
zeleny obdélnik oznacuje diivejsi zastupce fadu Pelecaniformes, dnes tvoii fad
Suliformes, Cerveny obdélnik oznacuje rody spadajici do soucasného tadu pelikani
(Pelecaniformes) (podle Gaisler et Zima, 2018).

K celedi pelikdnoviti (Pelecanidae) se fylogeneticky velmi blizi také Celedi
volavkoviti (Ardeidae) a ibisoviti (Threskiornithidae), které se dfive fadily do tadu
brodivi. V tradi¢nim fadu Pelecaniformes zistala z puvodnich skupin pouze celed
pelikanoviti, a proto se tento fad dnes misto veslonozi nazyva pelikani. Zbylé Celedi
pivodniho fadu Pelecaniformes jsou dnes oznacovany jako Suliformes (Gaisler et Zima,
2018).

Podle Gaisler et Zima (2018) se po mnoha systematickych upravach do tadu
pelikani  (Pelecaniformes) ftadi celedi Pelecanidae (pelikanoviti), Scopidae
(kladivousoviti),  Balaenicipitidae  (¢lunozobcoviti),  Ardeidae  (volavkoviti)
a Threskiornithidae (ibisoviti) (obrazek ¢. 3). Kdezto ¥ad veslonozi (Suliformes) zahrnuje

Celedi Fregatidae (fregatkoviti), Sulidae (terejoviti), Phalacrocoracidae (kormoranoviti),



Anhingidae (anhingoviti) a je oznacen za samostatnou monofyletickou skupinu (Gaisler
et Zima, 2018). Do tadu brodivi (Ciconiiformes) spada pouze jedna Celed - ¢apoviti
(Ciconiidae) (Huang et al., 2018).

Scopidae

Balaenicipitidae

Pelecanidae

Ardeidae

Threskiornithidae

Obrazek ¢. 3: Fylogenetické vztahy péti Celedi fadu Pelecaniformes (Gaisler et Zima,
2018, podle Hackett et al., 2008).

Fylogenetické vztahy mezi fady Pelecaniformes, Suliformes a Ciconiiformes vSak
nejsou zdaleka vyfeSeny, a proto se Huang et al. (2018) snazili najit ptibuznost mezi
Celedémi Pelecanidae (pelikanoviti) a Ciconiidae (Capoviti). Nejdiive osekvenovali
a popsali mitochondrialni genom pelikana hnédého (Pelecanus occidentalis), ktery
porovnali se sekvencemi jinych obratlovct. Po sestrojeni fylogenetického stromu zjistili,
ze Pelecanus occidentalis je ve spole¢ném kladu s Ciconia boyciana a ti jsou sesterskou
skupinou kladu, ktery se rozd€luje na celed Ardeidae (volavkoviti) a celed

Threskiornithidae (ibisoviti) (Huang et al., 2018) (obrazek ¢. 4).
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Obrazek ¢. 4: Zatazeni pelikana hnédého (Pelecanus occidentalis) do systému ptaka
(Huang et al., 2018). Svislicemi jsou oznaceny piislusné éeledi a fady.

Podle Gaisler et Zima (2018) je pelikan bily (Pelecanus onocrotalus) fazen do
systému nasledovné:

Rige: zivo¢ichové (Animalia)

Kmen: strunatci (Chordata)

Podkmen: obratlovci (Vertebrata)

Trida: ptaci (Aves)

Podtiida: letci (Neognathae)

Rad: pelikani (Pelecaniformes)

Celed: pelikanoviti (Pelecanidae)

Rod: pelikan (Pelecanus)

Druh: pelikan bily (Pelecanus onocrotalus)
3.2 Rad pelikani

Pelikani (Pelecaniformes) jsou skupinou vétSich ptakd s rozmanitym vnéjSim
vzhledem (volavka, ibis, pelikan, ¢lunozobec, kladivous). Maji silny jazyk, kostréni Zlazu
a vnéjsi nozdry, které jsou redukované. Jicen je roztazitelny a zaludek je slozen ze tii dild.
Hnizdo si stavéji bud’ na zemi nebo na stromech. Ziji v koloniich, a to v tropech,
subtropech nebo v mirném pésu, nejéastéji v okoli sladkych vod. Zivi se pfevazné rybami.

Jejich mlad’ata jsou nidikolni (Gaisler et Zima, 2018).



3.2.1 Celed pelikanoviti

Celed’ pelikanoviti (Pelecanidae) zahrnuje 1 rod se sedmi az osmi druhy. Kennedy
et al. (2013) popisuje 8 samostatnych druhti, kam spada pelikan bily (Pelecanus
onocrotalus), africky (P. rufescens), australsky (P. conspicillatus), hnédy
(P. occidentalis), kadefavy (P. crispus), severoamericky (P. erythrorhynchos),
skvrnozoby (P. philippensis) a chilsky (P. thagus). Del Hoyo et al. (1992) uvadi, ze
pelikan chilsky je pouze poddruhem pelikana hnédého a nazyva se pelikan hnédy chilsky
(P. occidentalis thagus).

Hudec et Hanzak (1974) oznacuji vSechny druhy rodu pelikan jako mohutné
a velmi t€zké ptaky. Délka jejich téla je 140-180 cm, té€lesna hmotnost je 5,4-15 kg
(Stastny et al., 1998). Maji dlouhy, zplostély a na konci hakovity zobak uzptisobeny lovu
ryb (Gosler, 1994). Na spodni Celisti se nachazi $iroky a roztazitelny hrdelni vak (Hudec
et Hanzak, 1974, Gaisler et Zima, 2018). Nohy maji pomérné kratké se Ctyimi prsty
spojenymi plovaci blanou (Hudec et Hanzak, 1974). Ocas je kratky (Gosler, 1994). Samec
1 samice jsou stejné zbarveni, av§ak samec je vétsi (Gosler, 1994).

Vyskytuji se nejcastéji v okoli vnitrozemskych jezer, u Usti fek a na moifském
pobiezi (Hudec et Hanzak, 1974). Motiské druhy pelikanti jsou zbarveny hnéd¢, ty
sladkovodni jsou vSak Sedavé nebo bilé barvy s ¢ernymi Spickami kiidel (Hudec et
Hanzak, 1974; Gosler, 1994). Ziji v tropickém a mirném pasu obou polokouli, ale na
Novém Zélandu, v Oceanii a na vychod¢ Jizni Ameriky se nevyskytuji (Hudec et Hanzak,
1974).

Jsou vytrvalymi letci s rozpétim kiidel v rozmezi 2,3-3,6 m (Gosler, 1994,
Stastny et al., 1998). Pfi letu nebo plavani na vodé je jejich zobdk piilozen na krku
(Hudec et Hanzak, 1974).

Pelikanoviti hnizdi v koloniich, a to v kifovinach, rakosinach nebo na volném
prostranstvi (Hudec et Hanzak, 1974). Hnizda si stavéji z vétvi, kdy material sbira samec
a samice stavi (Gosler, 1994). Hnizdi jednou ro¢né (Gosler, 1994). Pii letu se shlukuji ve
vétsich hejnech (Hudec et Hanzak, 1974). Kladou 2—4 vejce modrobilé barvy (Hudec et
Hanzék, 1974). Na vejcich sedi oba partnefi, a to 30-37 dni (Gosler, 1994). Mlad’ata se
lihnou témét hola s kratkym a slabym zobakem (Hudec et Hanzak, 1974). Ten vSak zacne
zesilovat hned po tom, co jim za¢ne rist prachové pefi (Hudec et Hanzak, 1974). Mlad’ata
jsou krmena polostravenymi rybami z hrdelnich vaku jejich rodi¢t, po 50-70 dnech
hnizdo opoustéji, dospivaji az po nékolika letech (Hudec et Hanzak, 1974, Gosler, 1994).



Ryby lovi skupinové, a to tak, Ze n€kolik metri od biehu vytvoii fadu, ktera se
ptiblizuje biehu. Néktefi ptaci biji kiidly do vody a nahangji tak ryby k mél¢ing, kde si je
potom chytnou do zobaku (Hudec et Hanzak, 1974). Jediny pelikan hnédy lovi ryby
vyhradné stfemhlavym padem do vody (St’astny et al., 1998).

3.2.2 Pelikan bily

Pelikan bily (Pelecanus onocrotalus) je velky vodni ptak s délkou téla 140—
180 cm (Gosler, 1994). Dospéli jedinci pelikana bilého jsou skoro vzdy zbarveni do bila
s odstiny razové na ktidlech. Nékteti jedinci maji na hrudi Zlutou naprsenku velikosti
dlan¢ (Nelson, 2005). Konce letek jsou zbarveny ¢erné az hnédé¢ (Hudec et Hanzak,
1974). Ocas je zbarven do bila. Na hlavé maji chocholku dlouhou 10-14 cm (Nelson,
2005). Ta se v obdobi namluv vyskytuje u samce i samice (Hudec et Hanzak, 1974). Jejich
dlouhy zobdk méti 43-45 cm, je Zluté barvy, olemovan modfe a zakoncen Cervenym
drapkem (Hudec et Hanzak, 2005, Nelson, 2005). Na horni ¢asti zobaku, asi 7 cm od
kotene, se samciim v obdobi namluv vytvaii vyrastek. Obli¢ejova Cast je u samct Zluta,
u samic oranzova (Nelson, 2005). Nohy jsou ¢ervené barvy (Hudec et Hanzak, 1974).
Z hnizd se ¢asto ozyva drsnym chrochtavym a bzu¢ivym hlasem (Gosler, 1994).

V Evropé hnizdi pelikan bily pouze ojedinéle, a to v Rumunsku, Bulharsku
a Vv okoli Azovského moie (Hudec et Hanzak, 1974). Nejblize od nas v delt¢ Dunaje
(Gaisler et Zima, 2018). Mimo Evropu hnizdi dale na ostrovech Perského zalivu,
v oblastech zapadni Asie a v tropické Africe (Hudec et Hanzak, 1974). V obdobi od
cervence do fijna dochazi k vyhnizdéni a néasledné migraci pelikanii bilych do Afriky
(Stastny et Hudec, 2016). Kazdym rokem odléta 70 000—80 000 jedinci (Nelson, 2005).
Hejno zaujima pii pfesunu formaci pismene ,,V* nebo leti v liniich (Gosler, 1994). Pti
letu stfidd plachténi s pomalymi udery kiidel, hlava je pfitom v urovni hibetu (Gosler,
1994). Muze letét rychlosti okolo 6070 km/h (Nelson, 2005). Navrat do hnizdisté
probiha od &ervna do srpna (Stastny et Hudec, 2016). Hnizdi jak v malych, tak i ve vétsich
koloniich, které jsou vzdy oddéleny od kolonii ostatnich vodnich ptak (Hudec et Hanzak,
1974).

Hnizdo si pelikan bily stavi z rakosu ve vysce asi 1-1,5 metru nad hladinou vody.
V priméru ma hnizdo asi 1,5 metru (Hudec et Hanzak, 1974). Samice klade celkem 1-3
vejce, ato az ve dvoudennich intervalech (Nelson, 2005). Zahfivat je za¢ind jiz po sneseni
prvniho vejce (Stastny et al., 1998). Na vejcich sedi pfevazné samice, pouze rano a veder

jivystiida samec, aby se mohla nasytit. Po 33 dnech inkubace, kdy hnizdo svou hmotnosti



klesne na vodni hladinu, dochazi k postupnému lihnuti mlad’at. Ta jsou velikostné
rozdilna. Mlad’ata jsou krmiva a po dvou a pl mésicich jsou schopna letu. Koncem srpna
u dospélcu k piepeteni. Mlad’ata jsou na hlav¢ a krku zbarvena do hnéda, ale ocasni pera
jsou bila. Zobak je Sedy a postupné se méni ve zluty, o¢i jsou hnédé a nohy rtizové. Jejich
pefi se postupné méni v Sedé a nasledné béhem tretiho a ¢tvrtého roku, kdy pohlavné

dospivaji, dochézi k prepetreni (Nelson, 2005).

3.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou sekvence nukleotidt dlouhé desitky az stovky part bazi, které
jsou slozeny z repetitivnich jednotek dlouhych 1-6 bp opakujicich se tandemové za
sebou. Vyskytuji se v celém genomu (kodujicich i nekodujicich oblastech) prokaryot
i eukaryot a vykazuji vysokou turoven polymorfismu (Schldtterer et Tautz, 1992,
Chistiakov et al., 2006). Protoze jsou mikrosatelity vysoce informativni, kodominantni,
multialelické, prenositelné mezi piibuznymi druhy a snadno experimentalné
reprodukovatelné, patii mezi nejrozsifenéjsi genetické markery (Mason, 2015). Uplatiiuji
se pii genetickém mapovani nebo analyze vztahii mezi druhovymi a popula¢nimi
studiemi (Chistiakov et al., 2006, Shamjana et al., 2015).

SSRs (Simple Sequence Repeats) nebo STRs (Short Tandem Repeats), jak jsou
mikrosatelity nazyvany (Pérez-Jiménez et al., 2013, Phumichai et al., 2015), se podileji
na struktufe DNA, organizaci chromatinu, translaci, transkripci, genové expresi
a dynamice bunéc¢ného cyklu (Chistiakov et al., 2006, Shamjana et al., 2015).

Nejcastéjsi repetitivni jednotkou je dinukleotid (AC)n a (AT)n, dale se vyskytuji
také mono-, tri-, tetra-, penta- a hexanukleotidové repetice (T6th et al., 2000).

Mikrosatelity vznikaji obvykle inzerci nebo deleci celych opakovanych motivi
z divodu sklouznuti DNA polymerazy nebo deleci celych opakujicich se motivl pfi
rekombinaci. Cim del$i je sekvence celého mikrosatelitu a ¢im kratsi je repetitivni motiv,
tim vétsi je pravdépodobnost, ze dojde k mutaci (Vieira et al., 2016). Dle motivu se
mikrosatelity rozd€luji na mikrosatelity dokonalé, které jsou slozeny z jednoho typu
repetitivniho motivu (CACACACACA), mikrosatelity nedokonalé, u kterych se mezi
repetitivnimi motivy vyskytne par bazi, ktery k motivu nepatii (CACACATCACA),
mikrosatelity pferusené, u kterych je do repetitivniho motivu vlozZena odlisna sekvence
n¢kolika paru bazi (CACACATGTTCA) a mikrosatelity slozené, které jsou tvoieny
alespon dvéma repetitivnimi motivy za sebou (CACATGTGTG) (Oliveira et al, 2006).



3.3.1 Mikrosatelity u ptaki z fadu tuciaci

Podle Prum et al. (2015) jsou tucnaci (Sphenisciformes) fazeni, stejné jako
pelikani, do kladu Aequorlitornithes. Martinez et Bonan (2018) popisuji tu¢naky jako
sttedn¢ velké, nelétavé motské ptaky, ktefi maji zavalité télo s kratkyma, ale robustnima
nohama. Ziji v Antarktidé, v Australoasii, vyjimeén& v Afrotropické a Neotropické
oblasti. Rad tuéiiaci zahrnuje pouze jednu &eled’ tuétiakoviti, ktera se dale déli do 6 rodi
zahrnujicich 18 druhti (Martinez et Bonan, 2018). Rozd¢leni jednotlivych rodl a druhii
se nachazi v tabulce €. 1.

V 11 pracich bylo u 10 druhti tucnaka (tabulka €. 1) popsano 147 polymorfnich
mikrosatelitnich lokust. Mikrosatelity pro vybrané druhy tu¢nakd budou popsany
Vv nésledujicich kapitolach.

Tabulka ¢. 1: Rozd¢€leni fadu tu¢naci do jednotlivych rodi a druht (Bradford, 2014)
S poctem popsanych mikrosatelitl a literarnim zdrojem.

Pocet
Rod Druh . oce . Literarni zdroj
mikrosatelitu

Tuénak cisarsky
(A. forsteri)
Tuénak patagonsky
(A. patagonicus)
Tuénék jizni skalni
(E. chrysocome)
Tuénék zlutorohy
(E. chrysolophus)
Tucnak severni
skalni (E. moseleyi)
Tucnak

Eudyptes novozélandsky - -
(E. pachyrhynchus)
Tucndk snarsky
(E. robustus)
Tucénak chocholaty
(E. sclateri)
Tuénék kralovsky
(E. schlegeli)
Tucndk nejmensi 8 Billing et al., 2007
(E. minor) 20 Grosser et Waters, 2015
Tucnék Zlutooky
(M. antipodes)

Aptenodytes

25 Ahmed et al., 2009

Eudyptula

Megadyptes 12 Boessenkool et al., 2008
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Tabulka €. 1: Pokra¢ovani.

Rod Druh ) Pocet e Literarni zdroj
mikrosateliti
Tuc¢nak krouzkovy 6 Roeder et al., 2001
(P. adeliae) 14
Pygoscelis Tuchidk osli 11 Vianna et al., 2017
(P. papua) ’
Tucndk uzdickovy 9
(P. antarctica) 16 Kang et al., 2015
Tucnak Humboldtiv 7a5 Schlosser et al., 2003 a 2009
(S. humboldti) 1
Tucnak magellansky 1
Spheniscus (S.v[n,agellanl,cvus)’ Akst et al., 2002
Tucénak galapazsky 3
(S. mendiculus)
Tucnék brylovy 1
(S. demersus) 8 Labuschagne et al., 2013

3.3.1.1 Rod Eudyptes
Rod Eudyptes zahrnuje 7 druhd, pro jeden z nich byly v jedné praci popsany
polymorfni mikrosatelitni lokusy (Ahmed et al., 2009).

Tuénak Zlutorohy

Ahmed et al. (2009) popsali izolaci 25 mikrosatelitnich lokust u tu¢naka
Zlutorohého (Eudyptes chrysolophus).

Dospélym jedincim tucnaka zlutorohého, ktefi pobyvali v koloniich v misté
zvaném Macaroni Cwm, na Ptacim ostrové v Jizni Georgii, byla odebrana krev. Z ni byla
extrakci za pouziti octanu amonného ziskana genomicka DNA (Nicholls et al., 2000).
Autofi nasledné za pomoci metody Armour et al. (1994) sestavili DNA knihovnu, kterou
rozsitili o di- a tetranukleotidové mikrosatelitni motivy (Glenn et Schable, 2005).
Osekvenovali 288 bakterialnich kolonii, ze kterych vybrali 132 sekvenci obsahujicich
mikrosatelitni motiv (Ahmed et al., 2009). Pro 32 z nich navrhli pomoci programu
Primer 3.0 (Rozen et Skaletsky, 2000) dvojice primert, kterou poté testovali na DNA 28
jedincu tuc¢naka zlutorohého. Provedli tedy PCR amplifikace za pouziti 32 part primert,
7 z nich produkt vibec neamplifikovalo, zbylych 25 part primert polymorfni produkt
poskytlo. Na jednotlivych lokusech nalezli 4-33 alel (Ahmed et al., 2009).

Vsech 25 polymorfnich mikrosatelitnich lokust nasledn€ testovali pomoci

cross-species PCR na ¢tyfech druzich tu¢nakd: t. patagonském (Aptenodytes
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patagonicus), t. krouzkovém (Pygoscelis adeliae), t. oslim (P. papua) a t. uzdickovém
(P. antarctica). PCR provedli na DNA tii nepfibuznych jedincti od kazdého druhu. 17
lokust bylo polymorfnich alesponi u 1 ze 4 druhti tucnaku. 8 lokust bylo polymorfnich
u 3 ze 4 druhti tucnaku. I presto, ze testovani probe&hlo pouze na 3 neptibuznych jedincich
stejné¢ho druhu, byly mikrosatelitni lokusy tu¢naka zlutorohého oznaceny za vhodné pro

dalsi genetické studie populaci (Ahmed et al., 2009).

3.3.1.2 Rod Eudyptula

Rod Eudyptula zahrnuje jeden druh, u kterého bylo, ve dvou pracich (Billing et
al., 2007, Grosser et Waters, 2015), nalezeno a popsano 28 polymorfnich mikrosatelitnich
lokust.

Tucnak nejmensi

Izolaci prvnich 8 mikrosatelitnich lokusti u tu¢naka nejmensiho (Eudyptula
minor) popsali Billing et al. (2007), dalsich 20 mikrosatelitti popsali Grosser et Waters
(2015).

Billing et al. (2007) odebrali krev nepfibuznym jedincim tuc¢iaka nejmensiho
zijicim v kolonii Summerland na Filipové ostrové. Naslednym vysolovanim ziskali DNA,
kterou, pomoci enzymu Sau3A, rozstipali na jednotlivé fragmenty, ty zdenaturovali
a pripojili k jednotetézcovym oligonukleotidim. Vzniklé fragmenty poté rozseparovali
elektroforeticky v agarézovém gelu. Fragmenty o velikosti 400-900 bp nasledné z gelu
purifikovali a hybridizovali je na (GA), a (GAAA), oligonukleotidy znacené biotinem.
Fragmenty promyli, amplifikovali a klonovali do pGEM vektoru. Jednotlivé klony byly
protiidény pomoci kolonové PCR =za pfitomnosti pGEM primerd detekujicich
mikrosatelity. Klony obsahujici mikrosatelit dale amplifikovali, vysledné produkty
precistili pres QIAquick PCR purifikaéni kit (Qiagen) a osekvenovali (Billing et al.,
2007).

18 klond obohacenych o (GA)n a 10 klonti obohacenych o (GAAA)n repetice
osekvenovali. Pro 10 klont navrhli pary primert, jelikoz obsahovaly 7 a vice (GA)n
repetic a 15 a vice (GAAA), repetic. Ziskané pary primerQ nasledné testovali pomoci
PCR na DNA nejméné 35 jedincii dvou riznych populaci tucndka nejmensiho
(pochazejicich z Filipova a Troubridgeova ostrova). U tuénaki nejmensich z Filipova
ostrova bylo polymorfnich 7 lokust (Emml, Emm2, Emm3, EmmS5, Emm6, Emm?7

a Emm&). Lokus Emm4 byl monomorfni. U tu¢nakt nejmensich z Troubridgeova ostrova
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bylo také 7 lokust polymorfnich, s vyjimkou Emm8, ktery byl monomorfni (Billing et
al., 2007).

U tucndka nejmensiho také provedli cross-species PCR amplifikaci
mikrosatelitniho lokusu B3-2 odvozeného od tuc¢naka brylového (Spheniscus demersus).
PCR produkt mé¢l 8 alel (Billing et al., 2007).

Grosser et Waters (2015) ziskali DNA z krve tu¢nakt zijicich na Jiznim ostrové
Nového Zélandu, a to fenol-chloroformovou extrakci. Po nasledné sekvenaci DNA
vybrali ty sekvence, které obsahovaly alesponn 5 opakujicich se jednotek s di-, tri-,
a tetranukleotidovymi motivy. Pro 346 sekvenci navrhli pary primeri a 30 z nich
otestovali. Produkt 10 mikrosatelitnich lokusti byl monomorfni nebo se jej nepodafilo
naamplifikovat. Amplifikace zbylych 20 lokust poskytla polymorfni produkty s 2-26
alelami (Grosser et Waters, 2015).

3.3.1.3 Rod Megadyptes

Rod Megadyptes zahrnuje pouze jeden druh, pro kterého byly v jedné praci
popsany polymorfni mikrosatelitni lokusy (Boessenkool et al., 2008).

Tuénak Zlutooky

Boessenkool et al. (2008) popsali 12 mikrosatelitnich lokusi u tucnaka
Zlutookého (Megadyptes antipodes).

Autofi sestavili 3 genomické knihovny, prvni dvé dle protokolu Perrin et Roy
(2000) a tieti podle protokolu Glenn et Schable (2005). Genomickou DNA ziskali izolaci
pomoci DNeasy Kitu (Qiagen) a nasledné¢ ji rozstipali dvéma restrikénimi
endonukleazami Mbol/Rsal (Promega). Takto zpracovanou DNA ligovali do klonovaciho
vektoru a produkty obsahujici repetitivni sekvence zachytili pomoci magnetickych ¢astic
znalenych streptavidinem (Roche Applied Science). Fragmenty, které obsahovaly
repetitivni sekvence autofi opét rozstipali, ligovali do klonovaciho vektoru a pfenesli na
nylonovou membranu. Klony, které¢ obsahovaly vice nez 8 repetitivnich jednotek
nasledné naamplifikovali a osekvenovali. Pro 50 z nich byly navrzeny pary primeri, které
testovali na DNA 12 jedincti tu¢naka zlutookého. 12 lokust bylo polymorfnich. Rozmezi

poctu alel se pohybovalo od 2 do 8 (Boessenkool et al., 2008).

3.3.1.4 Rod Pygoscelis
Rod Pygoscelis zahrnuje 3 druhy. Ve 3 pracich bylo popsano celkem 56
polymorfnich mikrosateliti (Roeder et al., 2001, Kang et al., 2015, Vianna et al., 2017).
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Tuénak krouzkovy

U tucnaka krouzkového bylo ve dvou pracich popsano 20 mikrosatelitnich lokust.
Roeder et al. (2001) popsali, ve své studii, ktera se zabyvala genetickymi rozdilnostmi 13
hnizdnich lokalit tu¢nakt krouzkovych (Pygoscelis adeliae) Zijicich na pobtezi
Antarktidy, 6 mikrosatelitnich lokust. Izolaci dalSich jedenacti mikrosateliti popsali
Vianna et al. (2017).

Roeder et al. (2001) odebrali krev 442 jedinctim tu¢nidka krouzkového a naslednou
fenol-chloroformovou extrakci (Sambrook et al., 1989) nebo pomoci Progenome II kitu
(Progenome Industries) ziskali genomickou DNA. Ta byla Stépena restrik¢ni
endonukleazou Sau3A na rizn¢ dlouhé fragmenty, ze kterych po roztéidéni vytvorili dvé
genomické knihovny.

Prvni genomicka knihovna obsahovala fragmenty dlouhé 250-900 bp. Ty byly
ligovany do pUC18 plazmidu a nasledn¢ transformovany do kompetentnich buné¢k DH5a.
Buniky nechali rist na agarovém médiu, plazmidy poté piecistili, DNA inzerty
osekvenovali a nasledné elektroforeticky rozdélili v polyakrylamidovém gelu. Pomoci
softwaru Primer 3.0 (Rozen et Skaletsky, 1998) navrhli k jednotlivym sekvencim pary
primerd (Roeder et al., 2001).

Druha genomicka knihovna zahrnovala fragmenty dlouhé 300-600 bp, ty byly
amplifikovany a nasledné denaturovany. Jednotlivé fragmenty DNA se ligovaly do
pUC18 plazmidu a naslednou inkubaci pies noc na agarézovém médiu se plazmidy
transformovaly do MAX Efficiency bun¢k (GIBCO BRL). Vzniklé kolonie purifikovali
a DNA inzerty osekvenovali (Sambrook et al., 1989). Celkoveé izolovali 6
mikrosatelitnich lokust vykazujicich polymorfismus (Roeder et al., 2001).

Pro genotypovani 442 jedincii pouzili celkem 7 mikrosatelitil. Sest izolovanych
mikrosatelitnich lokust (RM3, RM6, AM13, AM12, AM13 a TP500) pochazelo od
tuc¢naka krouzkového (Pygoscelis adeliae) a jeden (HrU2) pochazel od vlastovky obecné
(Hirundo rustica) (Ellegren, 1992; Primmer et al., 1996). Pocet alel na lokus byl od 4 do
20 (Roeder et al, 2001).

Vianna et al. (2017) testovali 14 mikrosatelitnich lokusti pochazejicich od tu¢naka
krouzkového na celkem 26 jedincich tii druht tu¢nakt — 9 jedincich tuénaka osliho, 9
jedincich t. uzdickového a 8 jedincich t. krouzkového. 5 lokusii bylo polymorfnich

u vSech tii druhti tué¢nakd, 7 bylo polymorfnich u dvou druhii tu¢iiakti a zbylé dva byly
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polymorfni pouze u jednoho druhu tu¢naka. Pocet alel na lokus se pohyboval v rozmezi

od 2 do 9 (Vianna et al., 2017).

Tuénak uzdickovy

Pro tu¢naka uzdi¢kového (Pygoscelis antarctica) bylo ve dvou pracich popsano
celkem 25 mikrosatelitnich lokusii. Kang et al. (2015) popsali izolaci 16 mikrosatelitnich

lokustt u tuénaka uzdickového a Vianna et al. (2017) popsali izolaci dal§ich 9

mikrosatelitnich lokusu.

Kang et al. (2015) odebrali vzorky krve sedmi jedincim tuc¢naka uzdickového,
pochazejicim z oblasti Antarktidy. Genomickou DNA vyizolovali za pouziti DNeasy
Blood and Tissue Kitu (Qiagen). Pro 30 mikrosatelitnich oblasti byly pomoci softwaru
Primer 3.0 (Rozen et Skaletsky, 2000) navrzeny pary primert. 29 lokusi se podatilo
amplifikovat a u 16 mikrosatelitd byly identifikovany alely v pocétu 2-9. Tyto
mikrosatelitni markery testovali pomoci cross-species PCR amplifikace u dalSich tii
druhd tuénaka (tucnaka krouzkového, t. osliho a t. zlutorohého), kdy od kazdého druhu

testovali dva jedince.

Vianna et al. (2017) testovali, pomoci cross-species PCR amplifikace, 9
mikrosatelitnich lokust pro tu¢inaka uzdi¢kového na DNA 26 jedincii pochéazejicich od 3
druhd tucnakt (9 jedinci tucndka osliho, 9 jedinct t. uzdickového a 8 jedinct
t. krouzkového). Pouze 3 mikrosatelity byly polymorfni u viech i druhti tu¢naki. Ctyii
mikrosatelity byly polymorfni u dvou druhti tué¢nakii a 2 byly polymorfni u jednoho druhu
tuc¢naka. Na jednom lokusu se vyskytovalo 2—7 alel (Vianna et al., 2017).

Tuénak osli

Viannaet al. (2017) popsali izolaci 11 mikrosatelitnich lokust pro tu¢naka osliho.
Genomickou DNA izolovali prostiednictvim vysolovaci metody (Aljanabi et Martinez,
1997) ze vzorkl krve 6 jedinci tohoto druhu. DNA nésledné zakoncentrovali, promyli
ethanolem a rozstipali na fragmenty velikosti okolo 160 bp. Takto pfipravenou DNA
purifikovali pomoci SOLiD Library Column Purification Kitu (Thermo Fisher Scientific)
arozdélili ji do jednotlivych knihoven. Fragmenty osekvenovali a pomoci softwaru MISA
hledali tandemové repetice s di-, tri- a tetranukleotidovymi motivy. Pro fragmenty (s
maximalni délkou 200 bp) obsahujici repetitivni motiv navrhli prostfednictvim softwaru
Primer 3.0 (Rozen et Skaletsky, 2000) pary primerd. 11 mikrosatelitnich lokust

izolovanych z DNA tucniaka osliho vykazovalo polymorfismus.
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Ze 170 tetranukleotidovych repetic vybrali 34 polymorfnich lokust, ke kterym
pomoci softwaru navrhli pary primerti. Spolecné se 14 nové nalezenymi mikrosatelity
tunaka krouzkového a 9 mikrosatelitnimi lokusy tu¢iidka uzdickového bylo 11
mikrosateliti tu¢naka osliho testovano na 26 jedincich tifi druhti tu¢nakd. Sedm
mikrosatelitnich lokust bylo polymorfnich u vSech tfi druhd tuc¢naki, 2 lokusy byly
polymorfni u dvou druht tué¢naku a 2 lokusy byly polymorfni u jednoho druhu tu¢naka.
Na lokusu se nachazelo od 2 do 7 alel (Vianna et al., 2017).

3.3.1.5 Rod Spheniscus

Rod Spheniscus zahrnuje celkem 4 druhy, u kterych bylo ve 4 pracich popsano 26
mikrosatelitnich lokust (Akst et al. 2002, Schlosser et al., 2003 a 2009, Labuschagne et
al., 2013).

Tucnak magellansky

Izolaci jediného mikrosatelitnino lokusu u tuc¢naka magellanského (M1-11)
popsali Akst et al. (2002).

Ze vzorku krve tuénakt magellanskych pochazejicich z Argentiny extrahovali za
pouziti DNeasy Blood and Tissue Kitu (Qiagen) genomickou DNA (Akst et al., 2002).
Dle protokoli Armour et al. (1994), Fleischer et Loew (1995), Hamilton et al. (1999)
objevili mikrosatelitni dinukleotidovy motiv, ke kterému navrhli par primera a jeden
znich fluorescenéné oznacili. Po probéhnuti PCR wvzniklé produkty precistili
a osekvenovali. Mikrosatelitni lokus M1-11 pochazejici od tu¢naka magellanského
nasledné otestovali na genomické DNA 46 jedincu tucnaka magellanského a DNA 46
jedinct tucndka galapazského. U Zzadného jedince obou druhti vSak tento lokus
polymorfismus nevykazoval (Akst et al., 2002).

Tuénak galapazsky

Pro tucndka galapdzského byly v jedné praci popsany 3 mikrosatelitni lokusy
(Akst et al., 2002).

Mikrosatelity pochazejici od tu¢naka galapazského (G3-11, G3-6 a G3-2), které
po osekvenovani oznacili jako polymorfni, nasledné otestovali na genomické DNA 46
jedinct tuc¢naka magellanského a DNA 46 jedinct tuciadka galapazského. VSechny tfi
mikrosatelitni lokusy vykazovaly polymorfismus. Pocet alel na lokus se pohyboval od 2

do 19 (Akst et al., 2002).
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Tuciiak Humboldtiv

Pro tu¢naka Humboldtova (Spheniscus humboldti) bylo ve 3 pracich popsano 13
mikrosatelitnich lokusti. Prvni mikrosatelitni lokus odvozeny od tu¢inaka Humboldtova
objevili Akst et al. (2002) pii studiu genetické variace mezi tu¢nakem galapazskym
atu¢nakem magellanskym. Nasledné pak Schlosser et al. (2003) popsali sedm
mikrosatelitnich lokust. DalSich 5 mikrosatelitnich lokust charakterizovali Schlosser et
al. (2009).

Akst et al. (2002) popsali izolaci jednoho mikrosatelitniho lokusu (H2-6). Ten
nasledn¢ testovali na DNA 46 jedinct tucnaka galapazského a DNA 46 jedinct tu¢naka
magellanského. U tucnaka galapazského nalezli 3 alely a u tucnaka magellanského

detekovali 6 alel.

Schlosser et al. (2003) charakterizovali u tuénaka Humboldtova 7 polymorfnich
mikrosatelitnich lokust, kdy 24 tu¢nakim, pochazejicim ze tii chilskych a jedné
peruanské kolonie, odebrali vzorky DNA. Extrahovanou DNA (Sambrook et al., 1998)
nejdiive rozstipali pomoci restrikéniho enzymu Tsp590l. Vzniklé fragmenty dlouhé 500—
1 000 bp amplifikovali pomoci PCR, naklonovali je do plazmidi a pfenesli na selektivni
agarové médium. Bilé pozitivni kolonie osekvenovali a pro vzniklé lokusy navrhli
pomoci softwaru Primer 3.0 (Rozen et Skaletsky, 1998) pary primera. Sedm
polymorfnich lokustu vykazovalo od 5 do 11 alel (Schlosser et al., 2003).

Téchto sedm mikrosatelitli bylo testovano na dalSich osmi druzich tu¢nék, a to
na 20 jedincich tuc¢naka brylového (Spheniscus demersus), 20 jedincich t. magellanského
(S. magellanicus), 5 jedincich t. osliho (Pygoscelis papua), 2 jedincich t. uzdi¢kového
(P. antarctica), 5 jedincich t. jizniho skalniho (Eudyptes chrysocome), 5 jedincich
t. Zlutorohého (E. chrysolophus), 5 jedincich t. patagonského (Aptenodytes patagonicus)
a5 jedincich t. nejmensiho (Eudyptula minor). Maximalné u 5 druhti tuc¢naku
Z testovanych osmi bylo polymorfnich vSech 7 mikrosatelitnich lokust (Schlosser et al.,
2003).

Schlosser et al. (2009) popsali dalsich 5 mikrosatelitnich lokust vyskytujicich se
u tuénaka Humboldtova. Genomickou DNA vyizolovali z krve tu¢nakt zijicich ve 22
odlisnych koloniich dle protokolu Sambrook et al. (1989). Podle protokolu Schlosser et
al. (2003) a Garner et al. (2000) navrhli 28 par primert, objevili 12 dinukleotidovych

motivl, které oznacili jako polymorfni. Nasledné zjistili, ze sedm lokust jiz popsali
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Vv roce 2002. Zbylych pét charakterizovali jako polymorfni. Na lokusu se vyskytovalo 4—
16 alel (Schlosser et al., 2009).

Tuénak brylovy

Prvni mikrosatelitni lokus odvozeny od tu¢naka brylového (Spheniscus demersus)

popsali Akst et al. (2002). Dalsich 8 mikrosatelitnich lokust charakterizovali
Labuschagne et al. (2013).

Jeden mikrosatelitni lokus (B2-2) odvozeny od tucnadka brylového
charakterizovali Akst et al. (2002). Nasledné jej testovali na DNA tuénakt galapazskych,
u kterych byl hodnocen jako monomorfni, a t. magellanskych, u kterych vykazoval 8 alel

(Akst et al., 2002).

Labuschagne et al. (2013) popsali izolaci 8 mikrosateliti. 25 dosp€lym jedincim
tucnaka brylového z oblasti KwaZulu v Jizni Africe, odebrali krev. Za pouziti DNeasy
Blood and Tissue Kitu (Qiagen) z ni vyizolovali genomickou DNA. Repetitivni motivy
osekvenovali a pomoci programu MSATCOMMANDER version 0.8.1 (Faircloth, 2008)
nalezli mikrosatelitni motivy s nejméné 8 repeticemi dlouhymi 2-6 bp. Pro 12
mikrosatelitnich lokus byly pomoci softwaru Primer 3.0 (Rozen et Skaletsky, 1998)
navrzeny pary primeri. VSech dvanact lokust bylo amplifikovano, 8 z nich bylo

polymorfnich. Pocet alel na lokus byl 2—6 (Labuschagne et al., 2013).

3.3.2 Univerzalni ptac¢i mikrosatelity

JelikoZ jsou mikrosatelity ¢asto druhové specifické, snazili se Dawson et al. (2010
a 2013) vytvorit univerzalni mikrosatelity, které by byly pfenositelné v ramci tfidy ptaku.
Vysli ze znamych sekvenci dvou velmi vzdalenych druhd, zebficky pestré (Taeniopygia
guttata) a kura bankivského (Gallus gallus) a na zakladé toho ve dvou pracich popsali
charakteristiku 60 pard primert pro amplifikaci univerzalnich ptac¢ich mikrosatelitti (36
part primert pro amplifikaci EST ptacich mikrosatelitii a 24 part primert pro amplifikaci

konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitit).

3.3.2.1 EST ptaci mikrosatelity

Dawson et al. (2010) navrhli novou metodu identifikace univerzalnich ptacich
mikrosateliti a popsali novy jednodussi postup navrhovani parti primerti. Nova sada
mikrosatelitnich markerii byla odvozena z databaze EST sekvenci a je natolik funkéni, Ze
se da pouzit k testovani mezi vzdalenymi ptac¢imi druhy. EST sekvence pochazely

z cDNA knihovny, kteréd vznikla reverzni transkripci mRNA.
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Ke 135 mikrosatelitnim sekvencim (Expressed Sequence Tag, EST) zebticky
pestré (Taeniopygia guttata) piifadili genomové sekvence kura bankivského (Gallus
gallus). Za pouziti softwaru MEGA3 (Kumar et al., 2004) porovnali homologni sekvence
mezi obéma druhy. K 35 vybranym lokusim, které mély identicky repetitivni motiv
U obou druht, navrhli pomoci softwaru Primer 3.0 (Rozen et Skaletsky, 2000) pary
primert (Dawson et al., 2010).

Navrzené pary primeri byly nasledné vyuzity ke genotypizaci 52 ptacich druhd.
22 ptacich druht pochazelo z fadu pévct, zbylych 30 vybrali z jinych fadi ptakd. 33 para
primert poskytlo polymorfni produkt s poétem alel v rozmezi 2—6 na lokus. Lokus
TG01-086 jako jediny produkt nevytvoril a lokus TG09-014 byl monomorfni (Dawson et
al., 2010).

Oznaceni ,,TG* ziskaly pary primert z pocatec¢nich pismen latinskych rodovych
nazvu (zebticka Taeniopygia, kur Gallus). Prvni ¢islo za ozna¢enim TG udava, na kterém
chromozomu kura se dany lokus nachazi, nasledujici ¢islice oznacuji pozici na

chromozomu (v megabazich) (Dawson et al., 2010).

3.3.2.2 Konzervované ptaci mikrosatelity

Dawson et al. (2013) se zabyvali nejen charakteristikou 24 novych
konzervovanych ptac¢ich markerti (ozn. CAM; Conserved Avian Microsatellite), ale také
srovnanim polymorfismu CAM s dfive objevenymi TG. Tato studie tak podava dikazy
0 tom, ze mikrosatelity ziskané z celogenomovych sekvenci, stejné tak jako mikrosatelity
ziskané z EST sekvenci, poskytuji stejnou variabilitu alel (Dawson et al., 2013).

V genomu zebiicky pestré hledali mikrosatelitni lokusy, ke kterym nasledné
ptitadili homologni sekvence kura bankivského. 24 ze 482 sekvenci obsahovalo vice nez
8 repetitivnich motivii u obou zminovanych druhi (Dawson et al., 2013).

K 24 nalezenym homolognim sekvencim, byly pomoci softwaru Primer 3.0
(Rozen et Skaletsky, 2000) navrzeny pary primerd. Ty byly nasledné pouzity ke
genotypizaci jedinct z 12 tadu, zahrnujicich pévce a zastupce dalich ptacich tadu.
U pévct bylo 68 % CAM lokusu polymorfnich, u zastupct dal$ich ptacich tadu byl

polymorfismus detekovan pouze ve 42 % (Dawson et al., 2013).
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4 Materialy a metody

4.1 Biologicky material
Pro praktickou cast této bakalaiské prace byly jako biologicky materidl pouzity
vzorky krve od 6 nepiibuznych jedinci pelikana bilého (Pelecanus onocrotalus)
pochézejicich ze Zoologické zahrady Dvir Kralové. Ze vzorkl krve byla vedoucim
bakalarské prace izolovana genomickd DNA, a to pomoci fenol-chloroformové metody.
Vysledna koncentrace DNA po zfedéni TE pufrem se pohybovala v rozmezi 10—

40 pg'mlL.

4.2 Chemikalie
Akrylamid (Sigma)
aTaq DNA polymeraza (5 U-pl?), M1241 (Promega)
Bromfenolova modf (Serva)
Deionizovana voda
dNTPs (100 mmol-I, 400 ul od kazdého), U1240 (Promega)
Dusi¢nan stiibrny (Sigma)
Ethanol - 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
Ethylendiaminotetraoctan sodny (Na2EDTA) (Lachner)
Formaldehyd (Lachner)
Formamid (Lachner)
Hydroxid sodny (Lachner)
Chlorid sodny (Lachema)
Kyselina borita (Lachner)
Kyselina dusi¢na - 65% roztok (Lachner)
Kyselina octova (Lachner)
3 - methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)
Mocovina (Lachner)
N, N” - methylenbisakrylamid (AppliChem)
N, N, N, N" - tetramethylethylendiamin (TEMED) (AppliChem)
Peroxodisiran amonny (Lachner)
Rain Off - tekuté stérace (Sheron)
Thiosiran sodny (Lachema)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)
Uhli¢itan sodny (Lachner)
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Xylenova modft (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.3 Roztoky
e Akrylamid, 6% zasobni roztok
420 g mocoviny
484 ml deionizované vody
50 ml 10x TBE
150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamidu : N, N” - methylenbisakrylamid (19:1)

¢ Dusi¢nan stiibrny, 0,1% roztok
800 ml deionizované vody
0,8 g dusi¢nanu stiibrného

Pied pouzitim piidat 1,2 ml formaldehydu

e Fix/stop roztok
800 ml deionizované vody

88 ml ledové kyseliny octové

e Molekularni lepidlo
1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu
3 ul 3 - methakryloxypropyltrimethoxysilanu

e NanasSeci pufr
0,125 g bromfenolové modii
0,125 g xylenové modii
25 ml deionizované vody

100 ml formamidu

e Hydroxid sodny, roztok 1 mol-I*
40 g hydroxidu sodného

Doplnit deionizovanou vodou do 1 |

e Peroxodisiran amonny, 10% roztok
1 g peroxodisiranu amonného
Rozpustit v 10 ml deionizované vody

Uchovavat v lednicce

e Polyakrylamidovy gel, 6% roztok

60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
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40 ul N, N, N’, N” - tetramethylethylendiaminu

400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného

e Reak¢ni pufr, 10 x
1,211g trishydroxymethylaminomethanu
80 ml deionizované vody
pH upravit pomoci HCI na hodnotu 9,0
3,73 g KCI
1 ml Triton X-100
Rozpustit a doplnit do 100 ml

e TBE pufr, 10x zasobni roztok
108 g trishydroxymethylaminomethanu
55 g kyseliny borité
40 ml roztoku Na;EDTA 0,5 molI’%, pH 8,0

Doplnit deionizovanou vodou na 1 |

e Vyvojka
800 ml deionizované vody
24 g uhlic¢itanu sodného
Uchovavat v lednicce (4 °C)
Pfed pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu a 160 ul 1% roztoku thiosiranu

sodného

4.4 Laboratorni pristroje
Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)
Hybridiza¢ni pec HB-2D (Techne)
Chladnicka kombinovana (Whirlpool)
Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)
Magneticka michatka MR Hei-Combi (Heidolph)
Mikropipety Finnpipette 0,5-10 ul (osmikanalova) (Thermo Labsystems)
Mikropipety Finnpipette 0,3 pl-1 ml (Thermo Labsystems)
Mikropipety Nichipet EX 0,5 pul-1 ml (Nichiryo)
Minicentrifuga CLE CSQSP (Clevaer Scientific)
Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)
Negatoskop NEGAL (Maneko)
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Sekvenacni elektroforeticka komirka S2 (Whatman Biometra)
Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)
Sugarna CAT 8050 (Contherm)

Termocykler GenePro (BIOER Technology)

Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

Termocykler GenePro (BIOER Technology)

Ttepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

Vortex mixer (Labnet International)

Vortex MS2 (Ika)

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

4.5 PCR amplifikace mikrosatelitt
Genomicka DNA 6 nepiibuznych jedinci pelikana bilého byla postupné
amplifikovana 173 pary primerti — 60 pary primert pro amplifikaci univerzalnich ptacich
mikrosateliti @ 113 pary primerd pro amplifikaci mikrosateliti od ptaki z fadu tu¢naci

(tabulka ¢. 2 a tabulka ¢. 3).

Tabulka €. 2: Seznam testovanych mikrosatelitnich lokusti pochazejicich z fadu tuc¢néci.

Druh Nazev mikrosatelitnino lokusu Literarni zdroj
Ech003, Ech005, Ech007, Ech008,
Ech009, Ech010, Ech011, Ech012,
Tucnak zlutorohy Ech014, Ech020, Ech024, Ech029,

(Eudyptes Ech030, Ech036, Ech039, Ech050, Ahmed et al., 2009
chrysolophus) Ech051, Ech060, Ech063, Ech065,
Ech071, Ech081, Ech091, Ech113,
Ech130

Emm1, Emm2, Emm3, Emm4, Emmb,

Emm6, Emm7, Emm8
Tucénak nejmensi Em1, Em2, Em4, Em5, Em6.2, EmS,
(Eudyptula minor) Em9, Em12.2, Em13, Em14, Em15, Grosser et Waters,

Billing et al., 2007

Em21, Em22, Em23, Em24, Em26, 2015
Em27, Em28, Em29.2, Em30
Tuénék zlutooky Man03, Man08, Man13, Man21, Boessenkool et al
(Megadyptes Man22, Man27, Man39, Man47, 2008 B
antipodes) Man50, Man51, Man54, Man55
Tucndk krouzkovy

AM3, AM12, AM13, TP500, RM3,

RM6 Roeder et al., 2001

(Pygoscelis
adeliae)
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Tabulka €. 2: Pokracovani.

Druh Nazev mikrosatelitniho lokusu Literarni zdroj
Pygantarc02, Pygantarc03,

Pygantarc06, PygantarcQ7,

Pygantarcl1, Pygantarcls,

Tucénak uzdickovy Pygantarc16, Pygantarcl8,
(P. antarctica) Pygantarcl9, Pygantarc22,
Pygantarc24, Pygantarc25,

Pygantarc26, Pygantarc27,

Pygantarc38, Pygantarc29

ShiCa9, Sh1Cal2, Sh1Cal6, Sh1Cal7, Schlosser et al.,

Kang et al., 2015

Tuénak Sh2Cal2, Sh2Ca21, Sh2Ca22 2003
Humboldtav Sh2Ca31, Sh2Ca40, Sh2Ca49, Schlosser et al.,
(S. humboldti) Sh2Ca55, Sh2Ca58 2009
H2-6
Tucnak
magellansky M1-11
(S. magellanicus) Akst et al., 2002
Tucénak ga%apazsky G2-2. G3-6, G3-11
(S. mendiculus)
Tuchak brylovy B2-2
(S. demersus) PNNO1, PNNO3, PNNO5, PNNO6, Labuschagne et al.,
PNNO7, PNNO8, PNN09, PNN12 2013

Tabulka ¢. 3: Seznam testovanych EST ptac¢ich mikrosateliti a konzervovanych ptacich
mikrosatelitt.

Zdroj Nazev mikrosatelitniho lokusu Literarni zdroj
TG01-000, TG01-040, TG01-077,

TG01-086, TG01-092, TG01-114,

TGO01-124, TG01-147, TG01-148,

TG02-078, TG02-088, TG02-120,

TG03-002, TG03-031, TG03-034,

TG03-035, TG03-098, TG04-004,
TG04-012, TG04-012A, TG04-041, Dawson et al., 2010
TG04-061, TG05-030, TG06-046,

TG05-053, TG06-009, TG07-022,

TG08-024 (1), TG08-024 (2),
TG09-014, TG11-011, TG12-015,
TG13-009, TG13-016 TG13-017,
TG22-001

EST ptaci
mikrosatelity
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Tabulka €. 3: Pokracovani.

Zdroj Nazev mikrosatelitniho lokusu Literarni zdroj
CAMO01, CAMO02, CAMO03, CAMO04,

CAMO05, CAM06, CAMO07, CAMO8,

Konzervované CAMO09, CAM10, CAM11, CAM12,
ptaci mikrosatelity CAM13, CAM14, CAM15, CAM16,
CAM17, CAM18, CAM19, CAM20,

CAM21, CAM22, CAM23, CAM24

Dawson et al., 2013

Postup PCR amplifikace:

1. Jednotlivé reagencie PCR mixu (tabulka ¢. 4) nechat rozmrazit, nasledn¢ pak
zvortexovat a zcentrifugovat.

2. Do 1,5ml mikrozkumavky pfipravit PCR mix, opét zvortexovat a zcentrifugovat.

3. Nachystat 6 mikrozkumavek (0,2ml), do kazdé napipetovat po 1 ul genomické
DNA 6 neptibuznych jedinct pelikana bilého, poté do kazdé pridat 9 ul PCR mixu.

Tabulka €. 4: Slozeni PCR mixu pro 6 vzorki.

Reagencie Objem [ul]
Deionizovana voda 44 .4
Reakéni pufr 10x 6,7
Roztok MgCl; (25 mmol-It) 4,0
Roztok dNTPs (20 umol-I?) 0,7
Primer F (10 umol-I) 3,3
Primer R (10 umol-I*) 3,3
aTaq polymeraza (5 U-pl?) 1,0

4. PCR mikrozkumavky uzaviit a umistit do termocykleru, nastavit teplotni a ¢asovy
program (tabulka ¢. 5). Pro prvni testovani pouzit zakladni teplotu annealingu
50°C. Pro naslednou optimalizaci PCR podminek tuto teplotu upravit

(snizit/zvysit). Vysvétleni zmény teploty annealingu v kapitole Vysledky.

Tabulka €. 5: Zakladni teplotni a ¢asovy rozpis PCR reakce.

1. 94°C 5min 1x
2. 94 °C 30s
50 °C 30s 35X
72 °C 30s
3. 72°C  7min 1x
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4.6 Elektroforeticka separace
Pro elektroforetickou separaci byl pouzit denaturujici 6% polyakrylamidovy gel,
ktery byl nalit mezi malé (330 X 390 mm) a velké (330 x 420 mm) sklo. Tloustka gelu
byla 0,4 mm. Separace probihala v sekvenac¢ni elektroforetické komurce S2 Whatman
Biometra.

1. Plochu velkého a malého skla omyt saponatem s pouzitim kartace a oplachnout
deionizovanou vodou. Plochu obou skel osusit papirovymi utérkami a oSetfit 2x
96% ethanolem.

2. Na plochu velkého skla nanést piipravek pro odpuzovani vody (Rain Off). Po
zaschnuti omyt 2x deionizovanou vodou a osusit papirovymi utérkami.

3. Mal¢é sklo umistit do digestofe na polystyrenovou podlozku a pfipravit si
molekularni lepidlo. Plochu malého skla, ke které ptilne gel, oSetfit molekularnim
lepidlem. Po zaschnuti umyt 4x 96% ethanolem.

4. Velké sklo polozit v digestofi na polystyrenovou podlozku, a to osetfenou plochou
skla nahoru. Na dva del$i okraje umistit spacery s gumami a ptekryt malym sklem
osetfenou plochou doll. Spacery zarovnat podél okrajii skla a gumy zarovnat
k hornimu okraji skla malého. V misté spacerd sepnout okraje skel pomoci klips.

5. V kadince ptipravit 6% roztok polyakrylamidového gelu a opatrné jej promichat,
nasledn¢ jej nalit mezi ptipravena skla tak, aby vyplnil vSechen prostor mezi nimi.

6. Do prostoru mezi velkym a malym sklem zasunout rovnou stranou hiebinek asi
5 mm hluboko. Toto misto sepnout ¢tyimi klipsy a nechat minimalné hodinu
polymerizovat a tuhnout.

7. Klipsy odstranit a pfipravena skla s gelem omyt deionizovanou vodou s pouzitim
kartace od zbytkl polyakrylamidu. Vnéjsi plochu malého skla osusit papirovymi
utérkami do sucha.

8. Skla s gelem umistit do sekvenaéni elektroforetické komurky tak, aby se plocha
malého skla dotykala hlinikové desky a hiebinek byl umistén nahote. Skla upevnit
Srouby a prostor katody a anody zalit 0,5x TBE pufrem. Vyjmout hiebinek
a vznikly prostor po hiebinku vy¢istit za pomoci injekéni stiikacky od piipadnych
zbytkl gelu a vzduchovych bublin.

9. Prostor katody a anody uzavfit a piipojit k nim zdroj stejnosmérného elektrického
proudu. Hodnotu vykonu nastavit na 90 W, hodnotu elektrického napéti nastavit
na 3000V a hodnotu elektrického proudu nastavit na 150 mA. Gel nechat za

téchto podminek nahtivat po dobu 30 minut.
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10.

11.

12.
13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

V prubcéhu nahiivani gelu pfipravit vzorky. Do kazdé zkumavky s ptredem
pfipravenym vzorkem napipetovat 5 pl nanaSeciho pufru. Pfed nanesenim vzorkt
do gelu je nechat zdenaturovat po dobu 3 minut v termocykleru (94 °C). Nasledné
vzorky umistit na ledovou tiist, aby nedoslo k renaturaci.

Béhem denaturace vzorkd odpojit pfivod stejnosmérného elektrického proudu.
Prostor pro hiebinek opét vycistit pomoci injekéni stiikacky s 0,5x pufrem, a tim
odstranit zbytky mocCoviny a polyakrylamidu. Do prostoru mezi skly zasunout
zoubky hiebinku asi 1 mm hluboko do gelu.

Pomoci osmikanalové pipety nanést do gelu vzdy po 2 pl kazdého vzorku.
Prostor katody uzaviit a opét piipojit ke zdroji stejnosmérného elektrického
proudu. Hodnotu vykonu snizit na 70 W, hodnoty elektrického napéti a proudu
ponechat na 3 000 V a 150 mA.

Za téchto podminek nechat vzorky separovat po dobu 1,5-3 hodiny.

V prub¢hu elektroforetické separace pripravit fix/stop roztok, 1% roztok kyseliny
dusi¢né, 0,1% roztok AgNOs a vyvojku. Vyvojku umistit do lednicky a nechat
vychladit na teplotu 4 °C, 0,1% roztok AgNO3 umistit do temna.

Po uplynuti doby elektroforetické separace vzorkii vypnout zdroj stejnosmérné¢ho
elektrického proudu, odpojit elektrody a povolit Sroub ke kanalu odtoku pufru
z katodového prostoru do spodni sbérné misky. Skla s gelem polozit na misku
oto¢enou dnem vzhtiru a vytdhnout spacery. Za pomoci ¢epele noze od sebe skla
oddgélit.

Malé sklo s gelem na horni stran¢ vlozit do fotomisky umisténé na téepacce a zalit
jej fix/stop roztokem. Roztok nechat piisobit minimalné 20 minut, poté jej slit zpét
do barky. Fotomisku s gelem naplnit 1-1,51 deionizované vody a promyvat po
dobu 2 minut. Tento postup promyvani opakovat celkem 3x.

Fotomisku s gelem opét umistit na tiepacku, zalit roztokem 1% HNOs a nechat
pusobit 4 minuty. Roztok slit do odpadu, fotomisku s gelem opét naplnit
deionizovanou vodou a 4x promyt.

Sklo s gelem premistit do Cisté fotomisky a zalit 0,1% roztokem AgNO3 s pfedem
ptidanymi 1 200 pl formaldehydu. Roztok nechat ptisobit minimalné 30 minut,
poté jej slit zpét do 1dhve. Sklo s gelem oplachnout v predem piipravené fotomisce
s deionizovanou vodou po dobu nékolika vtefin a nasledn¢ jej premistit do Cisté

fotomisky umisténé na tiepacce.
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20. Do piedem vychlazené vyvojky napipetovat 1 200 ul formaldehydu a 160 pul 1%
roztoku Na>S»0s3 a takto ptipravenym roztokem zalit fotomisku s gelem.

21. Po dostate¢ném zbarveni prouzktit PCR produktii piilit uchovany fix/stop roztok,
atim zastavit dobarvovani. Po ukonceni uniku vyvijejicich se bublinek CO2
premistit sklo s gelem do fotomisky s deionizovanou vodou.

22. Po dvou minutach nechat gel okapat a podepsat jej fixem v misté, kde byl diive
spacer. Sklo s gelem umistit do suSarny na dobu 60 minut (60 °C).

23. Suchy gel vyhodnotit na negatoskopu a nasledn¢ naskenovat do PC.

24.Sklo s vyhodnocenym gelem ponofit na nékolik hodin do roztoku NaOH
o koncentraci 1 mol-I! a nechat gel odlepit. Sklo nasledné umyt saponitem

s pouzitim kartacku a oplachnout deionizovanou vodou.
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5 Vysledky

V ramci mé bakalaiské prace jsem za pouziti metody cross-species PCR
amplifikace hledala polymorfni mikrosatelitni lokusy u pelikana bilého (Pelecanus
onocrotalus). Na 6 nepiibuznych jedincich pelikana bilého jsem testovala 173 paru
primeru pro druhy z fadu tu¢niaci a pro univerzalni pta¢i mikrosatelity. Z celkového pocétu
147 objevenych a popsanych mikrosatelitti pro druhy z fadu tuc¢naci jsem testovala pouze
113, jelikoz pro zbylé mikrosatelity, které byly objeveny a popsany tymem Vianna et al.
(2017), nebyly primery v dob¢ testovani v laboratofi k dispozici. Nasledné jsem testovala
60 part primeri navrzenych pro amplifikaci univerzalnich ptac¢ich mikrosatelitti (24 part
primerti pro amplifikaci konzervovanych ptacich mikrosateliti a 36 parG primeri pro
amplifikaci EST ptacich mikrosatelitd).

Nejdiive jsem provedla cross-species PCR amplifikaci vSech 173 mikrosatelitl
pii teplot¢ annealingu 50 °C. Nasledné¢ jsem PCR vzorky nanesla do 6%
polyakrylamidového gelu a nechala je separovat po dobu 90 minut. Po nasledném
vyhodnoceni jsem podminky (slozeni PCR mixu/mnozstvi naneseného vzorku do
gelu/délky separace) optimalizovala, aby bylo mozné mikrosatelit vygenotypovat.
V pfipadé, Ze se na gelu, po prvnim testovani, neobjevil zddny PCR produkt, snizila jsem
teplotu annealingu pii dalsi PCR na 48 °C. Pokud ani pii této teploté¢ nedoslo
k amplifikaci mikrosatelitniho lokusu, snizila jsem teplotu annealingu az na 44 °C. Pokud
byl PCR produkt velmi vyrazny a nebylo u n€j mozno rozlisit pocet alel, zvysila jsem
teplotu annealingu postupné az na 68 °C.

U ¢tyt mikrosatelitti jsem snizila koncentraci hote¢natych iontd na polovinu, u tfi
mikrosatelitii jsem snizila koncentraci hofecnatych ionti na %. Z duvodu velké
molekulové hmotnosti jsem U 6 mikrosateliti musela prodlouzit dobu separace na 120
minut, u jednoho mikrosatelitu na 150 minut a u ¢ty mikrosatelitt na 180 minut. U dvou
mikrosateliti (Em21 a Ech008) jsem nanaSela do gelu pouze 1 pl vzorku, jelikoz pii
teploté annealingu 68 °C byly PCR produkty po separaci v gelu velmi vyrazné a Spatné
hodnotitelné, ale pii vyssi teploté annealingu (69 °C) uz k amplifikaci nedochazelo.

U tii testovanych mikrosatelitd (Ech130, Emm4 a Man22) se mi nepodatilo PCR
produkt ziskat viibec, u zbylych 170 mikrosateliti PCR produkt vznikl. 34 part primeri
amplifikovalo celkem 35 polymorfnich mikrosatelitnich lokusu a jejich charakteristika je
uvedena v tabulce ¢. 6. Zbylych 136 mikrosatelitnich lokusti bylo monomorfnich.
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Tabulka ¢&. 6: Charakteristika 34 parti primert a jimi amplifikovanych 35 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti na 6 nepifibuznych jedincich
pelikana bilého. Spole¢né s nazvem lokusu je v tabulce uvedeno jeho identifika¢ni ¢islo v databazi GenBank, zdrojovy druh, sekvence primerd,

repetitivni motiv, teplota annealingu (Ta), délka elektroforetické separace (ts) a pocet alel (N).

Lokus Repetitivni Ta ts
Zdrojovy druh (GenBank Sekvence primeru (5'— 3') . .
motiv [°C]  [min]
Acc. no.)
Ech008 F: TGGGAAGCGTAACGGCCTAA CA 67 90
(FM878339) R: TCAGTCACTCTCCCATTTTGTAGGG
Ech011 F: CACAGCACTGTGACAGAAGCA GT 67 90
(FM878342) R: TTAACTGGTTCGATTTGTCAGTCTTT
Tunak zlutorohy Ech039 F: TCTTCCCAGGCAAGGAATAAC TTTCT 51 90
(E. chrysolophus) (FM878370) R: CTCTGACTAATTGCTAAGAAATACTCCTG
Ech060 F: CATGTTGGGTTGCAGAAGC TG 64 90
(FM878391) R: AACAGACTGTAACACTATCAAGGTATATCATC
Ech113 F: TGTGTTTACATTCAATCCATCAATGC oT 62 180
(FM878444) R: GCAGGTAGGAACATTAAGTGAACCTTG
Emmb5 * F: ATTAACTTGGCCTTGGGTTC CTTT 53 90
(DQ837733) R: TTTATGCTCCCTCATTCCAC
Emmé6 F: TTGTTGGTCTGTATCACAAGG cT 61 90
Tuénak nejmensi (DQ837734) R: CAGGGAACTGTCAGTAAATGG
(E. minor) Em8 F: GGTGCTGGGAGATGGCTTC AGAT 67 90
(KM272226) R: ACGAAATGGTTTGGCTGGTG
Em14 F: CAGGAGTGAACCCAAAGCTG CAA 66 90
(KM272230) R: AGGTACCGAGGAAGCAAAG
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Tabulka €. 6: Pokracovani 1.

., Lokus ) . Repetitivni Ta ts
Zdrojovy druh (GenBank Sekvence primeri (5'— 3’) . o )
e ) motiv [°C]  [min]
Em21 F: CCACATTCATCCACAGGCAG cT 67 90
Tucnak nejmensi (KM272232) R: CCTCGCAGGGAATATTTGGC
(E. minor) Em23 F: GATGCATGTGGAGGAAGTGC CA 56 90
(KM272234) R: GGCAACATGGTAGCTGACAC
Tuc¢nak krouzkovy AM13 F: TTTTCCCATCTCTCTCCTG GT/GC 61 90
(P. adeliae) (AF131243) R:CAGTTTTCAACAATCCTTCC
Tuc¢nak brylovy PNNO5 F: CAGTGACAGGCAAGGGTCTTAT TG 65 180
(S. demersus) (JX494405) R: TGAGTAAGCAATGAGTTGGCAC
Sh2Ca21* F: AAAATAAAGCCTATACACAACAGG CA 56 90
Tuénak Humboldtav ~ (AF540011) R: GTGCACTTAATGGGGTGTATG
(S. humboldti) Sh2Ca49  F: GCTTTTCCACCAGCTCTTCC CA 64 90
(AY435089) R: TTCTGTTCAAAGCGTGGTTG
Tu¢nak magellansky M1-11 F: CTCGTTCTAGCCTTCTGTTCC TG 57 90
(S. magellanicus) (neuvedeno) R: AGCCCAGTCTTCACAACTGC
Pygantarcll F: GGGGGAGTGCATATCAGAAA AT 61 90
Tuénak uzdickovy  (KP316215) R: CATCAAAGAATTCGCCTTGG
(P. antarctica) Pygantarcl9 F: GTATTCCCATGCAGGCTTTG
(KP316219) R: CAAGCGTGTTTTTGTTTGCT ACAGAT 06 120
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Tabulka €. 6: Pokracovani 2.

Lokus Repetitivni T t
Zdrojovy druh (GenBank Sekvence primeri (5'— 3’) pet : :
motiv [°C]  [min]
Acc. no.)
TGO01-114 F: TTGAAACATTGTGAAGCAG
(CK301583) R: CAGATAGTGTCATAACAATACTTTTC ATIAA 61 120 2
TGO01-148 F: TTGCAACACATTCTAATATTGC AT/AA 50 90 )
(CK301512) R: TTTAAAGTACATCAAACAACAAAATC
TG03-031 F: ATTGCACATGAACCTGGAAG
(CK312587) R: TCATTACTTGAAGCAGGTCTCTG ATITT o4 180 2
TG03-098 F: TTTGCCTTAATTCTTACCTCATTTG
AG/AA 12 2
(DV573670) R: TTGCAACCTCTGTGGAAGC G/ 65 0
EST ptaci TG04-012** F. TGAATTTAGATCCTCTGTTCTAGTGTC GT/CT 61 120 4
mikrosatelity (CK306810) R: TTACATGTTTACGGTATTTCTCTGG
TG04-061* F: GACAATGGCTATGAAATAAATTAGGC AJGA 50 120 3
(CK235034) R: AGAAGGGCATTGAAGCACAC
TGO08-24(1) F: CCCACAAATCCTGAATTTCATATC
(CK314428) R: ACTGGCTTATAAAGTCCATGGTGG ATIAGIAA 66 %0 3
TG13-016 F: GATTGCTGAGGCTTGATTGC
A/C/AAICAIGA 4 2+2
(CK308822) R:GCCTACGGCTTTATTTTACTTGC ICIAAICAIG > %0
TG13-017 F:GCTTTGCATCTTGCCTTAAA AT 63 180 3
(CK313422) R: GGTAACTACAACATTCCAACTCCT
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Tabulka €. 6: Pokracovani 3.

Lokus Repetitivni Ta ts
Zdrojovy druh (GenBank Sekvence primeri (5'— 3’) . )
motiv [°C]  [min]
Acc. no.)
CAMO3 F: ATTAGCATAGCTCAGCATTGCC TG 68 90
(HG518761) R: CGAGCATTCAAMCCTGTCATC
CAMO5**  F: TTACACAGACTGCAAACCGC CA 64 150
(HG518763) R: CTGTTKCTCTAGTAATGAGATCCTG
CAM11 F: TGGTACAGGGACAGCAAACC GT 67 90
(HG518769) R: AGATGCTGRGAGCGGATG
Konzervované ptaci CAM17* F: CGGGTTGTAATCAAGAAGATGC TG 54 90
mikrosatelity (HG518775) R: CTGCGGAGCAATTAACGC
CAM19 F: TCTTGGAGGCAGATARGAAGTG GT 68 120
(HG518777) R: GAGCAAGCAAAGATCACAAGC
CAM20** F: TAACAGGCAGGAATGCAGG AT 59 90
(HG518778) R: TCAGCCAGTGTTGGAGGTC
CAM23 F: CTCCACTTAGCTTGTAAATGGCAC TG 67 90
(HG518781) R: CCAAGRAGTGCCCTAGATGTC

Symbol * zna¢i snizeni koncentrace MgCl, v PCR mixu na %, ** zna¢i snizeni koncentrace MgCl, v PCR mixu na %.
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Sest neptibuznych jedincti pelikdna bilého (Pelecanus onocrotalus) jsem,
prostiednictvim cross-species PCR amplifikace, testovala na ptitomnost polymorfismu.
Z celkového poctu 173 part primerti poskytlo 34 parti primerti celkem 35 polymorfnich
lokust, protoze u jednoho lokusu (TG13-016) se vyskytovala dvé mista polymorfismu.
Uspé&snost nalezeni paru primerti amplifikujiciho polymorfni produkt je 19,65 %.

18 part primerti pochazelo od zastupct z fadu tuénaci — pét part primera bylo
navrzeno pro tu¢naka zlutorohého, Sest part primeru pro tu¢naka nejmensiho, po dvou
parech primert pro tu¢naka Humboldtova a t. uzdi¢kového a po jednom paru primerd pro
tuétidka krouzkového, t. brylového a t. magellanského. Usp&snost nalezeni polymorfnich
lokusti amplifikovanych prostiednictvim jednotlivych parti primerd pochazejicich od
vybranych druht z fadu tuénaci byla 15,93 %. Polymorfni produkty vykazovaly 2, 3 nebo
5 alel na lokus.

16 part primert pochédzelo od univerzalnich ptac¢ich mikrosateliti — 9 paria
primerd bylo navrzeno pro EST ptac¢i mikrosatelity a 7 pro konzervované ptaci
mikrosatelity. Jeden par primert, navrzeny pro lokus TG13-016, nasedal na dvé rizna
mista vV genomu, a proto jsem pii vyhodnoceni produktu nalezla dvé mista polymorfismu.
Celkova uspésnost nalezeni polymorfnich produktii amplifikovanych pary primert
navrzenych pro univerzalni pta¢i mikrosatelity byla 26,67 %. Polymorfni produkty
vykazovaly od 2 do 4 alel.

Zastoupeni jednotlivych polymorfnich mikrosateliti (dle zdrojového druhu) je
znazorneéno v grafu ¢.1.

Graf ¢. 1: Rozdéleni 34 part primerd amplifikujici polymorfni mikrosatelitni lokus u 6
nepiibuznych jedinct pelikdna bilého dle zdrojového druhu s uvedenim pocti
jednotlivych mikrosatelitd. Odstiny zelené znazorfuji mikrosatelity z fadu tuénaci,
odstiny ¢ervené znazoriiuji univerzalni ptaci mikrosatelity.
B Tucndk zlutorohy (5)
Tucndk nejmensi (6)
B Tucndk krouzkovy (1)
B Tucnak brylovy (1)
® Tucnak Humboldtav (2)
® Tucndk magellansky (1)
Tuénak uzdickovy (2)
m EST ptaci mikrosatelity (9)

m Konzervované ptaci mikrosatelity (7)
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U 35 polymorfnich mikrosatelitnich lokust amplifikovanych 34 pary primert se
nejcastéji vyskytovaly 2 alely na lokus. U 5 mikrosatelitnich lokust se vyskytovalo po
tiech alelach, u jednoho mikrosatelitu byly detekovany 4 alely, u jiného 5 alel.

Po optimalizaci sloZzeni PCR mixu, mnozstvi naneseni vzorku do gelu nebo
prodlouzeni délky separace, byla provedena genotypizace jednotlivych polymorfnich
lokust. Genotypy 35 polymorfnich mikrosatelitnich lokust, které byly amplifikovany 34
pary primeru, jSou uvedeny v tabulce ¢. 7.

Tabulka ¢. 7: Genotypy 35 polymorfnich mikrosatelith amplifikovanych 34 pary primert

u 6 neptibuznych jedinci pelikana bilého. Spolu s genotypy je v tabulce uveden nazev
polymorfniho mikrosatelitniho lokusu, zdrojovy druh a pocet alel (N).

Zdrojovy druh Lokus N Genotypy
Ech008 2 Yoo Y e
Tuiiék #lutorohy Ech011 2 20520, 212212,
(E. chrysolophus) Ech039 3 Yooty o s M
' Ech060 2 Y2215 215 Y5 % %l
Ech113 2 Yo Uyt M2 2%
Emm5 2 25 Y5 Y 21 My Y
Emm6 2 205215 Y1 2 Yy
Tucnak nejmensi Em8 5 2l3 Y3 Y5 213 %5 3
(E. minor) Em14 2 Y2 212 %12 M2 %2 °12
Em21 2 Yot Yy Yyt
Em23 2 Y1202 Y5 %1 %L,
Tucgl;kalég‘;?;;"vy AM13 2 21, 1y 2y 2y Yy Yy
T(‘lsf‘:jaékml’erg;lj’sv)y PNNO5 2 20,21y 20y 21 2y Y
Tucnak Humboldtav Sh2Ca21 2 Y5 21525 Y5 2/, 2/,
(S. humboldti) Sh2Ca49 2 205 Yy Y1 212212,

Tucnak magellansky
s magell%i icus) y M1-11 2 212212212 Y15 22 %
Tuénak uzdickovy Pygantarcll 2 20, Y5212 Y, Y,
(P. antarctica) Pygantarc19 2 e e P
TG01-114 2 Yol Yyt M
TG01-148 2 205 Y2 215%1%, Yy
TG03-031 2 Yo e Yt
TG03-098 2 212 %ot Mo Ma My
37241y 37, 242

EST ptaci mikrosatelity $ggjgéi g ZZ 1;3 32 22 1;2 12
TG08-024 (1) 3 Yo Yz o Yyt
1/2 1/1 1/1 1/2 1/1 1/1
TG13-016 2+2 Yol Yo Yoty
TG13-017 3 Y3213 Y5 Y5215 %l
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Tabulka ¢. 7: Pokracovani.

Zdrojovy druh Lokus N Genotypy

CAMO3 2 Yo o s

CAMO5 2 Yt Y %, Y

Konzervované ptaci CAMIL 3 ENCNRERPRE
) . CAM17 2 2, Y Yy %y Y %l

mikrosatelity 1,1, 1, 1.1 1

CAM19 2 [2*1

CAM20 2 212 M2 M2 %o %o Mo

CAM23 2 Yo X 2, Yyt th

Na nésledujicich obrazcich jsou znazornény vysledky elektroforetické separace
PCR produkti, které jsem ziskala cross-species PCR amplifikaci u 6 neptibuznych
jedinct pelikana bilého. Vybrala jsem mikrosatelitni lokusy Ech039 (obrazek ¢. 5),
Sh2Ca49 (obrazek ¢. 6), TG01-148 (obrazek ¢. 7) a TG03-098 (obrazek ¢. 8).

P * it ’ . “ +——— alelal

‘ S «—— alela 2

u gy | +«—— alela3

Obrazek ¢. 5: Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitniho lokusu Ech039. U 6
nepiibuznych jedinct pelikana bilého byly detekovany 3 alely, které jsou oznaeny
Sipkami. Teplota annealingu byla 51 °C, délka elektroforetické separace byla 90 minut.

+—— glela 1

. «————aalela 2

Obrazek ¢&. 6: Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitniho lokusu Sh2Ca49. U 6
nepiibuznych jedinci pelikdna bilého byly detekovany 2 alely, které jsou oznaceny
Sipkami. Teplota annealingu byla 64 °C, délka elektroforetické separace byla 90 minut.
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Obrazek €. 7: Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitniho lokusu TG01-148. U 6
nepiibuznych jedinct pelikana bilého byly detekovany 2 alely, které jsou oznaceny
sipkami. Teplota annealingu byla 50 °C, délka elektroforetické separace byla 90 minut.

'_ ‘ ‘ ‘ . ' -w alela 1
" ' ? . i w +—— alela?2
_i . -

Obrazek ¢&. 8: Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitniho lokusu TG03-098. U 6
nepiibuznych jedinct pelikana bilého byly detekovany 2 alely, které jsou oznaceny
Sipkami. Teplota annealingu byla 65 °C, délka elektroforetické separace byla 120 minut.

Mimo dobfie hodnotitelné mikrosatelity se vyskytovaly také velmi problematicky
hodnotitelné mikrosatelitni lokusy, kam patii naptiklad CAMO5 a TG04-061, které bych

pro popula¢ni analyzu viibec nedoporucovala.
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6 Diskuse

V praktické ¢asti mé bakalaiské prace jsem se zabyvala hledanim polymorfnich
lokustt pomoci cross-species PCR amplifikace. 173 part primerd jsem testovala na
genomické DNA Sesti nepiibuznych jedinct pelikana bilého. Z nich 113 part primeru
bylo navrzeno pro amplifikaci mikrosateliti pochazejicich od 9 druha tu¢nakd, 36 part
primert bylo navrzeno pro amplifikaci EST ptacich mikrosateliti a 24 pari primeri bylo
navrzeno pro amplifikaci konzervovanych ptac¢ich mikrosateliti. Celkem u 18
mikrosatelitd, izolovanych od 7 druhu tuc¢naku, byl detekovan polymorfni produkt.
Amplifikaci 16 univerzalnich pta¢ich mikrosatelitd se mi podatilo ziskat 17 polymorfnich

produktd, protoze jeden par primert (TG13-016) poskytl dva polymorfni produkty.

Testovala jsem 25 part primert navrzenych pro tuénaka zlutorohého a u 6
nepiibuznych jedinct pelikana bilého jsem nalezla 5 polymorfnich lokusti. Téchto pét
lokust testovali Ahmed et al. (2009) pii jednotné teploté annealingu (T2) 60 °C na DNA
22-28 jedincu tu¢naka zlutorohého. U mikrosatelitniho lokusu Ech008 nalezli autofti 4
alely. Ja jsem tento mikrosatelit amplifikovala pfi Ta 67 °C a nalezla jsem 2 alely.
U mikrosatelitu Ech011 nalezli 8 alel, ja jsem pii Ta 67 °C nalezla 2 alely. U mikrosatelitu
Ech039 nalezli 25 alel, ja jsem amplifikaci pii Ta 51 °C ziskala polymorfni produkt se 3
alelami. U lokusu Ech060 nalezli 4 alely, ja jsem pti Ta 64 °C detekovala 2 alely. U lokusu
Ech113 se vyskytovalo 7 alel, ja jsem pii Ta 62 °C nalezla 2 alely.

Testovanim 28 part primer pochazejicich od tu¢inaka nejmensiho jsem nalezla
celkem 6 polymorfnich lokust. Pfi testovani lokusu EmmS na DNA 28 jedincti tu¢idka
nejmensiho pochazejicich z Filipova ostrova a DNA 15 jedincti pochazejicich
z Troubridgeova ostrova, detekovali Billing et al. (2007) 11 a 8 alel. Teplota annealingu
byla 58 °C. Ja jsem pii Ta 53 °C nalezla 2 alely. Lokus Emm6 byl polymorfni jak na DNA
21 jedinct tu¢ndka nejmensiho z Filipova ostrova, tak na DNA 13 jedinct
z Troubridgeova ostrova. Pti Ta 56 °C nalezli 3 a 2 alely na lokus. Ja jsem 2 alely
detekovala pii Ta 60 °C. Z 20 lokusu, které popsali Grosser et Waters (2015) jsem
polymorfni produkt detekovala u 4 z nich. VSechny lokusy amplifikovali autofi pii Ta
60 °C. U lokusu Em8 detekovali 10 alel, ja jsem u tohoto lokusu detekovala pti Ta 67 °C
5 alel. U lokusu Em14 detekovali 10 alel, ja jsem pii Ta 66 °C nalezla 2 alely. Na lokusu
Em21 nalezli autofi 2 alely, ja jsem pii Ta 67 °C taktéz nalezla 2 alely. U lokusu Em23
amplifikovali 9 alel, j4 jsem na DNA 6 jedinct pelikana bilého detekovala 2 alely pii Ta
56 °C.
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U 6 testovanych mikrosateliti tu¢naka krouzkového popsanych Roeder et al.
(2001) jsem nalezla pouze jeden mikrosatelit vykazujici polymorfismus. Lokus AM13
amplifikovali pii Ta 50 °C a nalezli u n¢j 20 alel. J& jsem amplifikaci tohoto lokusu
u pelikana bilého detekovala pii Ta 61 °C 2 alely.

Ve dvou pracich (Akst et al., 2002, Labuschagne et al., 2013) bylo u tu¢naka
brylového popsano celkem 9 mikrosateliti. Testovanim téchto mikrosateliti na DNA 6
jedinci pelikana bilého jsem nalezla jediny polymorfni mikrosatelitni lokus. Ta
mikrosatelitniho lokusu PNNOS5 uvedli autoii v rozmezi 50—60 °C a detekovali u n¢j 2
alely. Ja jsem pii Ta 65 °C taktéz nalezla 2 alely.

U tuciidka Humboldtova bylo ve tfech pracich popsano 13 mikrosateliti, ty jsem
testovala na DNA 6 jedinct pelikdna bilého a nalezla jsem 2 polymorfni lokusy. Lokus
Sh2Ca21 testovali Schlosser et al. (2003) na DNA 24 jedinct tu¢tiadka Humboldtova. Pii
teploté annealingu 53 °C detekovali 6 alel. Ja jsem pii Ta 56 °C nalezla 2 alely. Druhy
lokus Sh2Ca49 amplifikovali Schlosser et al. (2009) pii Ta 63 °C a nalezli u n&j 9 alel. Ja
jsem pii Ta 64 °C detekovala 2 alely.

Akst et al. (2002) charakterizovali jediny mikrosatelitni lokus pro tuéniaka
magellanského, ktery amplifikovali pfi Ta 53 °C. Tento lokus byl v§ak monomorfni.
Lokus M1-11 jsem na DNA pelikana bilého amplifikovala pti Ta 57 °C a nalezla jsem 2
alely.

Kang et al. (2015) popsali izolaci 16 polymorfnich mikrosatelitnich lokust
u tucndka krouzkového. Nasledné testovani probéhlo na 23 jedincich stejného druhu pfii
meénici se Ta vV prubehu 42 cyklt. Prvnich 7 cyklti mélo Ta 65 °C, 7 cykla 61 °C, dalsich
7 cykla 58 °C a zbyvajicich 21 cykli mélo Ta 55 °C. Po otestovani vSech mikrosateliti
na DNA 6 jedincl pelikdna bilého jsem jako polymorfni detekovala dva. Prvni
mikrosatelit Pygantarc11 jsem amplifikovala pifi Ta 61 °C a detekovala jsem u néj 2 alely.
U druhého mikrosatelitu Pygantarc19 jsem pii Ta 66 °C identifikovala taktéz 2 alely.

U mikrosatelitnich lokusii pochéazejicich od dvou druhti tuénak (t. galapazského

a t. zlutookého) se mi podaftilo detekovat pouze monomorfni PCR produkty.

U 6 neptibuznych jedinct pelikana bilého jsem testovala také 60 part primert
navrzenych pro amplifikaci univerzalnich ptacich mikrosatelitd (36 parG primert
navrzenych pro amplifikaci EST ptacich mikrosatelith a 24 part primert navrZenych pro
amplifikaci konzervovanych ptac¢ich mikrosateliti). Prostfednictvim 9 parti primert

navrzenych pro EST pta¢i mikrosatelity jsem nalezla 10 polymorfnich produkti.
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Cross-species PCR amplifikaci S pary primerd navrzenych pro konzervované ptaci
mikrosatelity jsem nalezla 7 polymorfnich lokus.

Dawson et al. (2010) popsali 35 mikrosatelitnich lokusu, pro které bylo navrzeno
36 para primeru. Celkem jsem u pelikana bilého nalezla 9 polymorfnich lokusu.
Amplifikaci 35 polymorfnich lokust provedli autofi pfi jednotné Ta 56 °C na DNA 4
jedinct zebiicky pestré, jednoho jedince kura bankivského a ¢tyf jedinct kura domaciho.
U lokust TGO01-114, TG01-148 a TG04-061 nalezli autofi po dvou alelach u zebfticky
pestré a po jedné alele u kurt. J4 jsem lokus TGO1-114 amplifikovala pii Ta 61 °C, stejné
tak jako lokus TG04-061 a lokus TG01-148 jsem amplifikovala pti Ta 50 °C. U pelikana
bilého jsem u dvou polymorfnich lokust (TG01-114 a TG01-148) nalezla po dvou alelach
a na lokusu TG04-061 jsem nalezla 3 alely. U lokusi TG03-031, TG03-098 a TG13-017
detekovali autofi po tiech alelach u zebticky pestré a po jedné alele u kurti. J& jsem pii Ta
64 °C u lokusu TG03-031 a 65 °C u lokusu TG03-098 detekovala 2 alely. Amplifikaci
lokusu TG13-017 jsem pii Ta 63 °C detekovala 3 alely. Lokus TG04-012 obsahoval dle
autortt 3 alely u zebficky pestré, jednu alelu u kura bankivského a dvé alely u kura
domaciho. Ja jsem u pelikana bilého zaznamenala pii Ta 61 °C 4 alely. Lokus TG08-024
(1) byl dle autort monomorfni u vSech testovanych jedinci. Ja jsem pii Ta 66 °C nalezla
3 alely. Pfi testovani pomoci cross-species PCR amplifikace mikrosatelitniho lokusu
TG13-016 detekovali autofi u zebiicky pestré a kura bankivského po jedné alele a u kura
domaciho detekovali 2 alely. Ja jsem amplifikaci tohoto lokusu pii Ta 54 °C nalezla dvé
mista polymorfismu se 2 alelami v kazdé oblasti. 34 mikrosatelitnich lokust bylo
nasledné testovano cross-species PCR amplifikaci na DNA 22 druhd ptakt (17 druht
ptakti pochdzelo z fadu pévcl a 5 druhii pochazelo z jinych ptacich radi). 33 lokust bylo
polymorfnich u vSech testovanych druht ptaka.

Dawson et al. (2013) popsali 24 konzervovanych ptacich mikrosatelitd, které
testovali pfi jednotné Ta 56 °C na DNA 7-12 jedinct zebticky pestré a na DNA 2-4
jedinct kura bankivského. Ja jsem pomoci cross-species PCR amplifikace na DNA 6
nepiibuznych jedinct pelikdna bilého nalezla celkem 7 polymorfnich mikrosatelitnich
lokust. Testovanim lokusu CAMO3 nalezli autofi 11 alel u zebficky pestré a 2 alely u kura
bankivského. Ja jsem u pelikana bilého nalezla pti Ta 68 °C 2 alely. U lokust CAMO05
a CAML17 detekovali autofi 6 alel u zebficky pestré a 2 alely u kura bankivského. Ja jsem
pti Ta 64 °C (CAMOS) a 54 °C (CAM17) nalezla u pelikdna bilého po dvou alelach.
Amplifikaci lokusit CAM11, CAM19 a CAMZ20 nalezli autofi 6 alel u zebticky pestré,
u kura bankivského byly tyto lokusy monomorfni. Ja jsem amplifikaci lokusu CAM11
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pii Ta 67 °C detekovala u pelikana bilého 3 alely, u lokusu CAM19 pti T, 66 °C a lokusu
CAM20 pii Ta 52 °C jsem nalezla po dvou alelach. U lokus CAM23 nalezli autofi
u zebiicky pestré 5 alel, u kura bankivského byl tento lokus monomorfni. Ja jsem tento

lokus testovala pii Ta 67 °C a nalezla jsem 2 alely.

V Laboratofi populaéni genetiky na Katedife bunétné biologie a genetiky
Prirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci byly provedeny cross-species
PCR amplifikace mikrosateliti z fadu tu¢fiaci a univerzalnich ptacich mikrosatelita na
DNA dalsich 6 druht ptakt pochazejicich z kladu Aequorlitornithes (tabulka ¢. 8).

Pechovd (2014) testovala 77 péarG primerd navrzenych pro amplifikaci
mikrosateliti odvozenych od zastupct fadu tucnaci, 34 part primert pro amplifikaci EST
ptacich mikrosatelith a 24 parii primeri pro amplifikaci konzervovanych ptacich
mikrosateliti. Cross-species PCR amplifikaci na 6 jedincich nesyta indomalajského
ziskala celkem 13 polymorfnich mikrosatelitnich lokust. 9 polymorfnich
mikrosatelitnich lokusti pochazelo od tadu tucidci, z nichz ani jeden nebyl polymorfni
u pelikana bilého. 4 mikrosatelity (Em8, Em14, Em21 a Em23), které byly polymorfni
u pelikana bilého, vsak netestovala. Testovani 34 pard primerd navrzenych pro
amplifikaci EST ptac¢ich mikrosateliti byl u nesyta indomalajského detekovan pouze
jediny polymorfni lokus, ktery byl také polymorfni u 6 jedincii pelikdna bilého. Pouze 2
ze 3 nalezenych konzervovanych ptacich mikrosateliti byly polymorfni zaroven u nesyta
indomalajského a pelikana bilého (tabulka ¢. 8).

Filipova (2016) testovala, pomoci cross-species PCR amplifikace, 171 para
primert navrzenych pro mikrosatelity z fadu tu¢naci a univerzalni ptaci mikrosatelity na
DNA 6 nepiibuznych jedinci potapky rohdfe a detekovala 19 polymorfnich
mikrosatelitnich lokust. Sest lokusii bylo polymorfnich u dvou druhii z ¥adu tu¢aci
(t. Zlutorohy a t. nejmensi), osm u EST ptacich mikrosateliti a 5 u konzervovanych
ptacich mikrosatelitt. JanuSova (2017) nasledné¢ vSechny tyto mikrosatelity
charakterizovala u 13 neptibuznych jedinct potapky rohace. Sedm z nich jsem také
vyhodnotila jako polymorfni u 6 jedincu pelikana bilého (tabulka ¢&. 8).

Sulakova (2017) hledala polymorfni lokusy cross-species PCR amplifikaci u 6
nepiibuznych jedinct pelikana skvrnozobého. Stejné jako ja testovala 113 part primert
navrzenych pro amplifikaci mikrosateliti pochazejicich od 9 druht tué¢nakd a 60 pard
primeri navrzenych pro amplifikaci univerzalnich ptacich mikrosatelitt. Z osmi

mikrosatelitti izolovanych od druhti z fadu tu¢naci, které vyhodnotila jako polymorfni,
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bylo 5 taktéz polymorfnich u pelikdna bilého. Polymorfismus detekovala také u 6
univerzalnich ptacich mikrosatelitl. Z nichz 4 byly také polymorfni u pelikédna bilé¢ho
(tabulka ¢. 8).

Zlochova (2017) nalezla celkem 23 polymorfnich mikrosatelitnich lokust
U pelikdna karibského. Testovala 171 pard primeri navrzenych pro amplifikaci
mikrosateliti z fadu tuc¢naci a univerzalnich ptac¢ich mikrosatelitt. Z 16 polymorfnich
lokust pochézejicich od druhti z fadu tucnaci jsem jako polymorfni u pelikdana bilého
oznacila 4, ze 7 polymorfnich univerzalnich ptacich mikrosateliti u pelikana karibského
byly 3 polymorfni také u pelikana bilého (tabulka ¢. 8).

Klaclova (2018) provedla cross-species PCR amplifikaci se 113 pary primert
pochazejicich od fadu tuc¢naci, 36 pary primert navrzenych pro amplifikaci EST ptacich
mikrosateliti a 24 pary primerd navrzenych pro konzervované ptaéi mikrosatelity u 6
nepiibuznych jedinci plamenaka ruzového. Detekovala celkem 24 polymorfnich
produktti, 9 z nich bylo polymorfnich také u pelikana bilého (tabulka ¢. 8).

Adamkova (2019) ziskala cross-species testovanim stejného mnozstvi
mikrosatelitl jako Sulakova (2017) a Klaclova (2018) 12 polymorfnich lokusti u 6
nepiibuznych jedinct pelikana afrického. Pét z dvanacti nalezenych mikrosateliti bylo

polymorfnich zarovein u pelikana bilého a pelikana afrického (tabulka €. 8).

Cross-species PCR amplifikace polymorfnich lokusi od 9 druhd tuénaki

a univerzalnich ptac¢ich mikrosatelitd byla, v porovnani s ostatnimi testovanymi druhy

vvvvvv

vvvvvv

polymorfni u 6 ze 7 testovanych druht, ndsledoval EmmS5, ktery byl polymorfni u péti ze
sedmi testovanych druhit a Em8, ktery byl polymorfni u 4 testovanych druht. VSechny
ostatni mikrosatelity byly polymorfni u tfi a mén¢ testovanych druhd.

Diky 15,93% tuspéSnosti nalezeni polymorfnich mikrosatelitnich lokusii
pochézejicich od 9 druhii tu¢naktt doporucuji otestovat 34 mikrosateliti objevenych
tymem Vianna et al. (2017), nebot’ by mohly poskytnout 3—4 polymorfni mikrosatelitni
lokusy.
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Tabulka €. 8: Srovnani polymorfnich mikrosatelitnich lokusti pochazejicich z fadu
tuc¢nakt a univerzalnich ptac¢ich mikrosateliti, které byly testovany pomoci Cross-species
PCR amplifikace u pelikéna bilého s vysledky z 6 praci zabyvajicich se taktéz hledanim
polymorfnich lokusi pomoci vyse zminénych mikrosatelitii. V tabulce je uveden nazev
lokusu, ¢islem je v tabulce vyznacen pocet alel nalezeny na daném lokusu, pismeno M
znaci, ze byl produkt monomorfni, BP znac¢i bez produktu (nedoslo tedy k amplifikaci)
a NT znaci netestovani daného mikrosatelitu. Pocet testovanych jedinct u kazdého druhu
byl 6.

Druh (zdroj)

Lokus

%

(Sulakova, 2017)
Nesyt indomalajsky

Pelikan skvrnozoby
Plamenék rizovy
(Klaclova, 2018)
Plamenék karibsky
(Zlochova, 2017)
(Pechova, 2014)
Potapka rohac
(Filipova, 2016)

Pelikan africky
(Adamkova, 2019)

Pelikan bily
(tato prace)

Ech008
Ech011
Ech039
Emmb5
EmmG6
Em8
Emi14
Em21
Em23
AM13
Sh2Ca21
M1-11
TG01-148
TG03-098
TG04-012
TG04-061
CAMO3
CAMO5
CAM11
CAM17
CAM19
CAM20
CAM23
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V Laboratofi populacni genetiky na Katedie bunécné biologie a genetiky
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci bylo dosud u pelikana bilého
otestovano celkem 724 mikrosatelith pochazejicich od tadt veslonozi, vrubozobi,
brodivi, plamenaci, tu¢naci a univerzalnich pta¢ich mikrosatelita. Ve tfech diplomovych
pracich (Ranochova, 2008, Mikulova, 2010 a Bartonikova, 2013) bylo testovano celkem
414 para primerd, ve dvou bakalatskych pracich (Burzakova, 2011, tato bakalatska prace)
bylo testovano celkem 310 part primerd. V soucasné dob¢ probiha testovani 213 para
primert odvozenych od fadu trubkonosi. Celkem bylo u pelikana bilého nalezeno 192
mikrosatelitnich lokust, které poskytly polymorfni produkt. Protoze tito ptaci patii stejné
jako rod pelikan do kladu Aequorlitornithes, doporucuji otestovat mikrosatelity, které se
po dokonceni praci, které se tomu vénovaly, objevily a dale bych doporucovala otestovat
mikrosatelity pochazejici od fadu dlouhok#idli (Charadriiformes), protoze tento tad také
patii do kladu Aequorlitornithes a az na n¢kolik vyjimek nebyly tyto mikrosatelity dosud

Vv nasi laboratofi testovany.
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[ Zavér

V této bakalaiské praci jsem prostiednictvim cross-species PCR amplifikace
hledala polymorfni mikrosatelitni lokusy u 6 nepifibuznych jedinci pelikana bilé¢ho
(Pelecanus onocrotalus). Testovala jsem celkem 173 pard primerd navrzenych pro
mikrosatelitni lokusy pochazejicich od 9 druhii tu¢nakt a univerzalni ptaci mikrosatelity.

113 part primerQ bylo navrzeno pro amplifikaci mikrosateliti pochazejicich od 9
druhii tuéndkid (tucéndka zlutorohého, t. nejmensiho, t. zlutookého, t. krouzkového,
t. uzdickového, t. brylového, t. Humboldtova, t. galapazského a t. magellanského). 36
parti primerd bylo navrzeno pro amplifikaci 35 EST ptacich mikrosatelitd a 24 pro
amplifikaci konzervovanych ptacich mikrosatelitd.

Prostiednictvim 34 part primerd jsem u pelikana bilého amplifikovala celkem 35
polymorfnich mikrosatelitnich produkti. S 18 pary primerid, pochdzejicich od tadu
tuéhaci, jsem amplifikovala 18 polymorfnich mikrosatelitnich produktd. Usp&snost
amplifikace mikrosateliti z fadu tuc¢naci tak cinila 15,93 %. Deviti pary primert
pochazejicich z EST ptacich mikrosatelitti jsem amplifikovala 10 polymorfnich produktd
(u lokusu TG13-016 se nachazela dvé mista polymorfismu) a prostfednictvim sedmi part
primerd pochazejicich od konzervovanych ptacich mikrosatelitt jsem detekovala 7
polymorfnich lokusii. Usp&nost amplifikace univerzalnich ptagich mikrosateliti ¢inila
26,67 %. Teplota annealingu se u polymorfnich mikrosatelitnich lokusti pohybovala v
rozmezi 51-68 °C, délka elektroforetické separace byla 90—180 minut, pocet alel na lokus
byl 2-5.
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