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1. Uvod

Mikrosatelity jsou kratké tandemové repetice s délkou repetitivni jednotky 1-6 bp.
Nachazeji se rozptylené v prokaryotickych i eukaryotickych genomech. Diky jejich vysoké
variabilité, alelové kodominanci a relativné vysoké frekvenci vyskytu jsou pouzivany jako

molekularni markery napfiklad pfi genetickém mapovani, analyze pribuzenstvi a paternity.

Cap &erny je velky, ale diky svému skrytému zptsobu Zivota malo frekventovany ptak
eské ornitofauny. Jeho vyskyt na uzemi Ceské republiky byl v minulosti vzacny, v poslednich
letech se jeho pocetnost zvysila. Do povédomi se dostal i diky projektu Africka Odysea, kdy byli

¢api ¢erni sledovani na svych cestach do zimoviste.

V ramci této bakalarské prace budu pomoci cross-species PCR amplifikace za vyuZiti
primeru, které byly navrzeny pro amplifikaci mikrosatelitovych lokusti pochazejicich od druhu
z fadu trubkonosi, hledat polymorfni mikrosatelitové lokusy u Sesti nepfibuznych jedincu ¢apa

¢ern¢ho (Ciconia nigra), zastupce velkych brodivych ptaka z fadu Ciconiiformes.



2. Cile prace

1. Shromazdéni dostupnych literarnich zdroju.
2. Vypracovani reSerSe na téma bakalarské prace.
3. PCR amplifikace DNA ¢apa éerného s vyuzitim cross-species primeru pro mikrosatelity,

kter¢ jsou znamé u ptaku z fadu trubkonosi.



4. Literarni piehled

3.1 Fylogeneze radu Ciconiiformes
Zakladni klasifikace v souladu s morfologickymi i fylogenetickymi studiemi déli ptaky
na Paleognathae (b¢Zce) a Neognathae (letce a ostatni ptaky). Neognathae 1ze dale rozdé€lit na
2 klady: prvnim kladem je Galloanserae, kam patfi vrubozobi (Anseriformes) a hrabavi
(Galliformes) a druhym je Neoaves, zahrnujici ostatni neognatni ptaky, do které patii vétSina

vodnich ptaka (Hackett et al., 2013).

Ptaci, tvorici velmi rozmanitou skupinu, byli dfive déleni pfedevSim dle rozdilné
morfologie, ekologie a chovani (Prum et al., 2015), dnesni molekularni techniky vSak tento
koncept zpochybriuji. Ke zménam doslo zejména uvnitf kladu Neoaves, predstavujicim témer

veskerou ptaci diverzitu (Hackett et al., 2013).

V tradi¢nim pojeti fad Ciconiiformes zahmoval ¢eledi ¢apovité (Ciconiidae), volavkovité
(Ardeidae), ibisovité (Threskiornithidae), kladivousovité (Scopidae) a clunozubcovité
(Balaenicipitidae) (Gaisler et Zima, 2018). Dnes jsou do fadu Ciconiiformes fazeni jen ¢apoviti

(Ciconiidae). Ke zménam vlastni koncepce tohoto fadu dochazelo béhem poslednich 30 let.

Sibley et Ahlquist (1988) dle klasifikace zaloZené na studiich DNA-DNA hybridizace
navrhli do fadu Ciconiiformes zaradit celedi volavkoviti, kladivouSoviti, plamenakoviti
(Phoenicopteridae), ibisoviti, ¢apoviti a pelikanoviti (Pelecanidac). Celed’ dapoviti dle této studie

spadala do nad¢eledi Ciconioidea.

Prum et al. (2015) na zakladé své fylogenetické analyzy dat 198 ptacich druhu rozdélili
puvodni klad Neoaves na 5 hlavnich sesterskych kladua: Strisores, Columbaves, Gruiformes,
Aequorlitornithes a Inopinaves. Nové vznikly komplexni klad Aequorlitornithes sdruzuje
vSechny ptaky spojené s vodnim prostfedim kromé vrubozobych, byli zde zafazeni plamenaci,

potapky, potaplice, tucniaci, trubkonosi, pelikani, veslonozi a ¢api.

Vzhledem k tomu, Ze ¢eledi kladivouSoviti, lunozubcoviti, volavkoviti, a ibisoviti, které
tvotily tradiéni fad brodivych (Ciconiiformes), vykazovaly blizky vztah s celedi pelikanoviti, byla
popiena puvodni monofylie fadi brodivych a veslonohych (Pelecaniformes), do kterého byly
drive fazeny celedi: pelikanoviti, kormoranoviti (Phalacrocoracidae), anhingoviti (Anhingidae),
terejoviti (Sulidae), fregatkoviti (Fregata) a factonoviti (Phaethontidae) (Gaisler et Zima, 2018).
V dnesnim pojeti jsou do fadu Ciconiiformes fazeni jen ¢apoviti (Ciconiidae). Pivodni celedi
fadu brodivych: ibisoviti, volavkoviti a kladivouSoviti nyni tvofi fad Pelecaniformes spole¢né
s ¢eledémi pelikanoviti (Pelecanidae) a clunozubcoviti (Balaenicipitidae) (Winkler et al., 2020).
Ostatni celedi dfive tvofici fad veslonohych (Pelecaniiformes) byly z fadu vyclenény a nyni tvori

samostatn¢ fady.



3.2 Rad Ciconiiformes
Rad Ciconiiformes nyni zahrnuje pouze jedinou &eled” Gapoviti (Ciconiidae) (Gaisler

et Zima, 2018).

3.3 Celed’ ¢apoviti (Ciconiidae)
Celed’ &apoviti tvofi v aktualnim pojeti jedinou éeled” fadu Ciconiiformes. Do &eledi je
fazeno 19 druht ¢apt rozdélenych do Sesti rodu (Winkler ef al., 2020). V minulosti se zafazenim
jednotlivych rodu a druhti do ¢eledi zabyvali Sheldon et Slikas (1997) a sam Slikas (1997, 1998).

Na Obrazku 1 je znazoméno rozdéleni celedi capoviti dle jejich navrhu.

Ciconia ¢ap cerny (C. nigra)
Ciconia ¢ap sumbil (C. abdimir)
—— ¢ap pestry (C. stormi)
Ciconiini —— ¢&ap bélokrky (C. episcopuis)
¢ap jthoamericky (C. maguari)
Ciconia

_|: ¢ap vychodni (C. boyeiana)
¢ap bily (C. ciconia)

Ephippiorhynchus —— <¢ap Cemokeky (E. asiaticus)

L ¢ap sedlaty (E. senegalensis )

Leptoptilini i o
cPoptit Jabiru ¢ap jabiru (J. myeteria)

marabu indomalajsky (L. javanicus)

Leptoptilos
—— marabu indicky (L. dubius)
—— marabu africky (L. erumenifer)
nesyt americky (M. americana)
Mycteria nesyt africky (M. ibis)

nesyt indicky (M. leucocephala)
Mycterimt —————— nesyt bily (M. cinerea)
zejozob africky (4. lamelligerus)

Anastomus

zejozob asijsky (4. oscitans)

Obrazek 1 Fylogenetické vztahy uvnitt ¢eledi ¢apoviti dle Sheldon er Slikas (1997) a Slikas
(1997 a 1998).

Celed’ &apoviti je rozd&lena do tii triba (Mycteriini, Leptoptilini, Ciconiini) (Kahl, 1971,
1979). Prvni tribus tvofi 2 rody: Anastomus a Mycteria. Rod Anastomus zahrnuje 2 druhy:
zejozoba afrického a asijského, rod Mycteria zahrnuje 4 druhy: nesyta amerického, afrického,
bilého a indomalajského. Druhy tribus tvofi 3 rody: Leptoptilos, Jabiru a Ephippiorhynchus. Rod
Leptoptilos zahrnuje 3 druhy: marabu indomalajského, afrického a indického. Rod Jabiru tvori

jediny druh, ¢ap jabiru. Rod Ephippiorhynchus sestava ze 2 druhu: ¢apa cernokrkého a sedlatého.



Treti tribus tvofi rod Ciconia, do kterého patfi 7 druhii: ¢ap bily, cerny, simbil, bélokrky, pestry,

jihoamericky a vychodni.

Capovité lze charakterizovat jako velké ptaky s protahlym krkem, dlouhym klinovitym
zobakem a dlouhyma brodivyma nohama. Capi vyborn& létaji, zejména plachti, po zemi se
pohybuji pomalym krokem (Gaisler ef Zima, 2018). Jejich potrava je rozmanita, zahmuje ¢ervy,
hmyz, obojzivelniky a dalsi drobné obratlovce. Capi obyvaji oteviené i lesni krajiny, &asto
v blizkosti vodnich toku a stojatych vod, marabuové vSak ke svému Zivotu preferuji suché
prostiedi (Hudec er Stastny, 2016). Capi jsou vétsinou monogamni, &ap bily a emy, Zijici na
tizemi Ceské republiky, hnizdi v parech, které sidli samostatng, nékteré pary exotickych druha
¢apu mohou vytvaret mensi hnizdni kolonie. Na vysokych mistech, jako jsou stromy a kominy,
si ¢api stavéji z vétvi a hliny hnizda o praméru asi 80 cm a vysce 30—40 cm, ktera Casto pristavuji
a zdokonaluji, hnizda, ktera poté dosahuji vn¢jSiho priméru az 2 m, obyvaji i nékolik let. Jsou
roz§ifeni témer po vSech kontinentech, v severnich ¢astech svych areali jsou st¢hovavi, v jiznich
Castech prezimuji. Nékteré druhy jsou tazné, napfiklad ¢ap bily tahne ze severni Evropy az do

jizni Afriky (Hudec e Stastny, 2016).

3.4 Cap ¢erny

Systematické zarazeni ¢apa ¢erného dle Gaisler ef Zima (2018):

Rise: Animalia (ZivoCichov¢)
Kmen: Chordata (strunatci)
Trida: Aves (ptaci)

Podtrida: Neognathae (letci)

Rad: Ciconiiformes (¢api)
Celed: Ciconiidae (Capoviti)
Rod: Ciconia (Cap)

Druh: Ciconia nigra (¢ap Cerny)

Cap ey je velky brodivy ptak pfevazné Gerné barvy se zelenofialovym leskem., spodni
strana téla je bila. Na hrdle ma prodlouzena dera pera (Hudec ef Stastny, 2016). Télo dapa véetnd
protahlého krku, dlouhého klinovitého Cerven¢ho zobaku, znaéné protahlych cervenych nohou
a kratkého ocasu, dosahuje délky priblizn¢ 95-100 cm (Hutchins et al., 2002). Podobn¢ jako pro
¢apa bilého je pro n¢j charakteristicka poloha téla pfi letu, kdy ma natazené nohy a krk, ktery v§ak
drzi nize nez hibet, a proto se z boku jevi ,,hrbaty*. Bé¢hem letu ma do Siroka roztazena zakulacena
kfidla (Hudec er Stastny, 2013). Samec a samice nejsou barevnd odliseni. Mlad’ata se podobaji
dospélcum, ale jejich opefeni je vétSinou bez lesku. Hlavu, krk a hrud’ maji mlad’ata tmavé
Sedohnédé, pera jejich lopatek a kiidel maji svétle zlutohnédé Spicky, zobak je oranzové Zluty

(Hudec er Stastny, 2016). Cap ey ma téméi neznatelny hrdelni vak, ktery mu slouzi
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k transportu potravy mlad’atim do hnizda. Klape kratce a slabé zobakem, v porovnani s Capem
bilym vSak vzacnéji, nékdy vydava hlasité sy¢ivé a hvizdavé zvuky, to zejména u hnizda a pouze

po kratké Gasové obdobi (Cerny, 1980).

3.4.1 Hnizdéni, rozmnozovani a péce o mlad’ata

Cap &emy obyva zejména lesnaté oblasti mimého pasu bohaté na potoky. feky a stojaté
vody. Obéas se vyskytuje i na loukach, polich a rybnicich (Hudec et Stastny, 2016). Cap erny je
ponckud plachy, vyhledava skryta a klidna mista, oblastem s lidskym osidlenim se vyhyba
(Cerny, 1980). Hnizdo v korunach listnatych i jehli¢natych stroma, nékdy i ve skalach, stavdji
samec a samice spolecné a uzivaji ho az nékolik let. Silné vétve slouzi jako pevny zaklad hnizda,
uvnitf jsou mensi vétvicky a vnitfek hnizda vystylaji mechy, liSejniky a travnaté dmy (Hora et
al., 2015). Jednotlivé pary hnizdi samostatn¢. Do hnizdisté prilétaji samec a samice nezavisle,
casto dlouho krouZzi nad hnizdistém, na hnizd¢ se poté vzajemné obchazi a stavi se do vypinavych
postoji. K pafeni dochazi na hnizdé (Hudec et Stastny, 2016). Od dubna do kvétna samec, ale
hlavn¢ samice po dobu 32-38 dni sedi na vejcich. Potravu do hnizda pro mlad’ata pfinasi samec
i samice v hrdelnim vaku. Mlad’ata jsou schopna Iétat po 55-65 dnech a za dospél¢ jedince jsou
povazovana ve véku tii let. Potravu, nejéastéji ryby, zaby, plazy a vodni bezobratlé ZivocCichy,
lovi svym dlouhym klinovitym zobakem jak v mélkych potocich a fickach, ve kterych se brodi,
tak i mimo vodni biotopy na polich a loukach (Hora et al., 2015).

3.4.2 RozSireni a migrace

Rozsifeni ¢apa cerného je palearktické. Hnizdi od zapadni Evropy az po Dalny vychod.
Capi Gerni zijici v Evropé zimuji v subsaharské Africe a v jizni Asii (Hudec et Stastny, 2016).
V Evrop¢ jeho rozsifeni na severu zasahuje az do Pobalti, na zapad¢ a na jihu je jeho rozsitfeni
rizné. Cetnost populace ¢apa Gemého prodélala v pribéhu 19. a 20. stoleti velké zmény. Na uzemi
dnesni Ceské republiky hnizdil v 19. stoleti jen ojedinéle, ve 30. letech 20. stoleti doslo k $ifeni
druhu a narastu populace (Hora et al., 2015). V poslednich letech se Cetnost populace capa
¢ern¢ho v Evropé nezvysuje, vzhledem k tomu, Ze Cetnost jeho populace ani neklesa a vzhledem
k velmi rozsahlému uzemi, které ¢ap ¢erny obyva, nepatii mezi ohrozené druhy (Anonymous,

2021).

Cap Gerny je tazny ptak a dalkovy migrant, vétsinu cesty do zimovisté uleti za dne,
pficemz mu béhem plachténi napomahaji termické konvekce nad pevninou, vétsinou se delSimu
pieletu pres mote vyhyba. Jeho hlavni zimovisté se nachazi v subsaharské Africe, v pasu
tzv. Sahelu od Senegalu na zapad$, pres Mali, Nigérii, Cad, Stiedoafrickou republiku az
po Etiopii. Byli zaznamenani jedinci pfezimujici v jihozapadni Evropé a na Blizkém vychodé

(Hudec er Stastny, 2016).



3.5 Mikrosatelity
Mikrosatelity, znamé t¢Z jako kratké tandemové repetice, STR (Short Tandem Repeats),
nebo jednoduché repetitivni sekvence, SSR (Simple Sequence Repeat), jsou tseky DNA
skladajici se z 1-6 bp dlouhych tandemové se opakujicich, tedy bezprostfedné za sebou jdoucich
jednotek o celkové délce 10-100 bp (Kantartzi, 2013). Ruzni autofi vSak uvadéji rizna Cisla.
Mikrosatelity jsou znamé vysokou variabilitou, alelovou kodominanci a relativné vysokou

frekvenci vyskytu, proto patii mezi dilezit¢ molekularni markery (Kiipper et al., 2008).

3.5.1 Vyskyt mikrosatelitu

Mikrosatelity se nachazeji v prokaryotickych i eukaryotickych genomech, v oblastech
kédujicich proteiny 1 nekodujicich oblastech, jejich vyskyt je vSak castéjsi v nekddujicich
oblastech nez v exonech a celkovy obsah repetitivnich sekvenci v genomu koreluje s velikosti

genomu organismu (Hancock, 1996).

Dle pocétu opakujicich se repetic lze jednotlivé mikrosatelity oznacit jako

mononukleotidové, di-, tri-, tetra-, penta- az hexanukleotidové (Téth et al., 2000).

Zastoupeni trinukleotidovych repetic je v exonech nejhojngjsi, dal§imi bohaté
zastoupenymi repeticemi v exonech jsou repetice hexanukleotidové, jejich vyskyt je vSak vetsi
v intergennich oblastech a intronech. U obratlovci a c¢lenoveu byla AC pozorovana jako
nejcastéj$i  dinukleotidova repetitivni sekvence. Trinukleotidové repetice jsou vyznamné
zastoupeny ve vSech Castech genomu, jejich frekvence se vSak u raznych taxonu lisi. U vétSiny
taxonu se repetitivni sekvence ACG a ACT vyskytuji v nizkém poctu, repetice AAT jsou ve
vysokém poctu zastoupeny u obratlovcu (studovano u primatu), ¢lenovct a hub (konkrétné
u kvasinek). Tetranukleotidové repetice se vexonech téméf nevyskytuji. Vyskyt
tetranukleotidovych repetic je v intronech a intergennich oblastech u obratlovet vSak Castéjsi, nez
vyskyt trinukleotidovych repetic. Nékteré hexanukleotidové repetice AACCCT a AATCCC byly

pozorovany jako telomérové repetitivni sekvence (Toth et al., 2000).

Mikrosatelity nékdy mohou byt asociovany s dal§imi genomovymi repeticemi, zejména

s transpozony (Kantartzi, 2013).

3.5.2 Vyuziti mikrosatelitu

Mikrosatelity se pouzivaji k odhadu genetické variace na molekularni urovni, jejiz znalost
je dulezita pro charakterizaci organismu nebo populace a studium taxonomickych
a fylogenetickych vztahu (Kantartzi, 2013). Tyto kodominantni, vysoce variabilni a somaticky
stabilni molekularni markery relativné malé velikosti jsou dale bézné vyuzivany pfi genetickém
mapovani, ve Slechtitelskych programech, pfi urCovani pribuznosti, pfi testovani identity

a paternity ve forenzni analyze DNA (Oliveira, et al., 2016).



3.5.3 Hledani mikrosatelitu

Rozlisuji se tfi zakladni metody hledani mikrosateliti. Prvni metodou je ziskavani
mikrosatelitu de novo. Tento zpusob hledani specifickych markeri pro kazdy druh zv1ast je vsak
finanéné a ¢asové narocny, protoze znamena konstrukei knihovny restrikénich fragmentii z DNA
daného druhu a nasledné hledani mikrosatelitovych sekvenci. Prestoze jsou mikrosatelity
v eukaryotickém genomu vSudypfitomné, jejich vyskyt koreluje s velikosti genomu a napfiklad
v genomu ptacim je kviili jeho malé velikosti zastoupeni mikrosateliti mensi nez v genomech
jinych obratloveu (Primmer ef al., 1997). K hledani polymorfnich mikrosatelitovych lokusu
u zkoumaného druhu je mozné pouzit metodu tzv. cross-species PCR amplifikace, vyuzivajici
pary primera, které byly navrzeny pro jiny zdrojovy druh. Usp&snost cross-species PCR
amplifikace a pravdépodobnost, Ze budou mikrosatelity aplikovatelné, je tim vétsi, ¢im jsou
zkoumany a zdrojovy druh fylogeneticky pribuznéjsi (Kipper et al, 2008). S rozvojem
sekvenacnich metod se pouziva in silico metoda vyhledavani mikrosatelitovych lokust, kdy jsou
pomoci specializovanych bioinformatickych softwarit z genomovych knihoven vyhledavany
a porovnavany sekvence mikrosateliti s pozadovanymi vlastnostmi, pro jejichz amplifikaci jsou

nasledné navrhovany pary primeru.

3.5.4 Mutacni mechanismy mikrosatelitu
Princip mutacni dynamiky mikrosateliti prozatim neni mozné pfesn¢ vysvétlit, rychlost
mutaci je zde vSak vy$8i, neZ v ostatnich ¢astech genomu. Pohybuje se od 102 do 10° nukleotidu

na lokus v jedné generaci (Kiipper et al., 2008).

Predpokladanym hlavnim zptsobem vzniku mutaci je mechanismus DNA slippage
neboli sklouznuti DNA polymerazy béhem replikace DNA zptisobujici Spatné sparovani noveé
vznikajiciho fetézce s puvodni sekvenci. V ramci reparace dojde k vytvoreni smycky a syntéze
jiného poctu repetic. Vytvori-li se smycka ve vznikajicim fetézci, dochazi ke zvySeni poctu
repetic. Vytvori-li se smycka v templatovém fetézci, dochazi ke ztraté repetic. Dal§im muta¢nim
mechanismem je proces rekombinace umoziujici zménit délku SSR repetic v pribéhu
nerovnomérneého crossing-overu a genové konverze. Akumulaci tandemovych repetic v genomu

také vyznamné ovliviiuje geneticky drift a selekce (Kantartzi, 2013).

3.6 Mikrosatelity od druhu z Fadu trubkonosi
Rad trubkonosi (Procellariiformes) je rozdélen do 4 Geledi: albatrosoviti (Diomedeidae),
burnakoviti (Procellariidae), buftiackoviti (Hydrobatidac) a burnikoviti (Pelecanoididae).
Laboratot populacni genetiky Katedry bunécné biologie a genetiky Univerzity Palackého
v Olomouci ma k dispozici 207 para primert, navrzenych pro amplifikaci mikrosatelitovych
lokustu pochazejicich od ¢eledi albatrosoviti, bufiakoviti a buiiiackoviti, od ¢eledi buinikoviti

nema laboratof k dispozici zadné primery.



Dale je v laboratori k dispozici 5 pari primert, které byly pivodné navrzeny pro
amplifikaci mikrosatelitovych lokusit od fadu dlouhokfidli (Charadriiformes), pochazejicich od
alkouna obecného (Cepphus guillemots), kulika motského (Charadrius alexandrinus) a racka
novozélandského (Chroicocephalus scopulinus) a 1 par primert navrzeny pro fad pévcei
(Passeriformes), pochazejici od lesnacka Zlutého (Dendroica petechia), které byly jiz diive

uspeésné pouzity pro cross-species PCR amplifikaci u nékterych druhi fadu trubkonosi.

3.6.1 Mikrosatelity od druhu z ¢eledi albatrosoviti

Laboratof populac¢ni genetiky ma k dispozici 53 part primera pro amplifikaci
mikrosatelitovych lokust, které¢ byly izolované ze 7 druhti z Celedi albatrosoviti: albatrosa
st¢hovavého (Diomedea exulans), jizniho (D. antipodensis), Sedohlavého (Thalassarche
chrysostoma), ¢ernobrvého (T. melanophris), laysanského (Phoebastria immutabilis),

¢ernonohého (P. nigripes) a bélohrbetého (P. albatrus).

Burg (1999) izolovala a charakterizovala 26 mikrosatelitovych lokusu, pochazejicich ze
dvou druht: albatrosa Sedohlavého a st¢hovavého. Do této doby nebyly z celedi albatrosoviti
publikovany zadné mikrosatelitni markery. Genomova DNA, izolovana z albatrosa Sedohlavého
a st¢hovavého, byla st€pena pomoci restrikéni endonukleazy Alul, vybrané fragmenty o velikosti
300-800 bp byly ligovany do plazmidu Puc19 a nasledné transformovany do DHSa, Escherichia
coli. Za pouziti (AC);s syntetickych oligonukleotidit byly vybrany klony s repetici (AC)is
a pomoci hybridizace byly zkonstruovany genomové knihovny. Primery byly pivodné navrzeny
pro 31 mikrosatelitnich sekvenci, pouze u 26 z nich doslo provedenim PCR reakce ke vzniku
viditelného PCR produktu. Tyto mikrosatelitové sekvence byly nasledné¢ pouzity pro cross-
species PCR amplifikaci za pouziti DNA izolovan¢ z albatrosa st¢hovavého z rodu Diomedea,
Sedohlavého a cemobrvého z rodu Thalassarche. Dvacet jedna lokust poskytlo polymorfni
produkt alesponl u jednoho druhu a jejich troven polymorfismu se pohybovala v rozmezi 2—11
alel. Dva lokusy: Dc10 a Dc19 u albatrosa stchovavého neposkytly amplifikaci produkt, u dalsich
dvou druhu byly amplifikovany.

Burg et Croxall (2001) se pomoci analyzy mikrosatelitovych lokust zabyvali taxonomii,
fylogenetickymi a globalnimi vztahy v populaci albatrosa §edohlavého a cernobrvého. Vyzkum
byl proveden na genomové DNA, izolované z jedincii albatrosa cernobrvého a Sedohlavého,
zijicich na Sesti raznych ostrovech v Jiznim oceanu. K analyze byly vyuzity jiz charakterizované
mikrosatelitové lokusy (Burg, 1999), které byly navic obohaceny o nové popsany lokus De35.
U tohoto lokusu autofi detekovali 7-12 alel v 5 raznych populacich albatrosa ¢erobrvého a 8-
22 alel ve 4 populacich albatrosa Sedohlavého. Celkem bylo testovano 765 jedincu albatrosa

¢ernobrvého a 756 jedincu albatrosa Sedohlavého. Z celkového poctu 37 lokusu, izolovanych

z albatrost, bylo vybrano 7 nejvariabilnéj§ich mikrosatelitovych lokusu. U albatrosa cemobrvého



se vyskyt alel v téchto 7 lokusech pohyboval v rozmezi 4-13 alel na lokus a u Sedohlavého 5-22

alel na lokus.

Burg et Croxall (2004) dale testovali 9 mikrosatelitovych lokust, kdy se konkrétné
zabyvali fylogenetickym vztahem tfi druhi: albatrosa st¢hovavého (Diomedea exulans), jizniho
(D. antipodensis) a Gibsonova (D. gibsoni). Pouzita DNA byla izolovana z celkem 772 vzorku
krve dospélych jedinct albatrostu st¢hovavych, pochazejicich ze 7 souostrovi v Jiznim oceanu.
Byly vyuzity dfive nalezené mikrosatelitové lokusy (Burg, 1999), ke kterym byl pfidan nové
popsany lokus De 37, u kterého autofi detekovali 6-7 alel. U jednoho z mikrosatelitovych lokust

(De 33) bylo zjisténo, Ze je vazan na pohlavi, a proto byl z analyzy vyrazen.

Dubois et al. (2005) ve svych studiich popsali 10 variabilnich dinukleotidovych
mikrosatelitovych lokusi u albatrosa st¢hovavého, variabilitu testovali u dvou populaci
pochazejicich ze soustrovi Crozet a jedné populace ze soustrovi Kergueleny, kazda populace
zahrnovala 20 jedincu. Studiem lokusi populaci ze soustrovi Crozet bylo zjisténo, Ze nékteré
lokusy vykazovaly omezeny polymorfismus a unékterych znich se vyskytovaly ve vysoké
frekvenci nulové alely. DNA byla izolovana z krve pomoci soupravy QIAmp Tissue Kit
(QIAGEN). Mikrosatelitové lokusy byly izolovany z knihovny obohacené o (TC)io a (TG)io
repetice s pouzitim biotinem znacenych mikrosatelitovych sond a streptavidinem potazenych
magnetickych kulicek. Pomoci TCio, TG1o, AGE; nebo AGE; oligonukleotidu byly metodou
modifikované polymerazové tetézové reakce (PCR) testovany rekombinantni klony. Bylo
vybrano 94 vhodnych testovanych sekvenci, pro které byly navrzeny primery a 15 lokusu
s nejvyssim poctem neprerusenych repetic bylo vybrano pro dalsi amplifikaci. Polymerazova
feté¢zova reakce (PCR) byla provadéna jednotlivé na kazdém lokusu a poté byla multiplexovana
na skupiny mikrosatelitnich lokusu (6A3, 12H8 a 11F3) a (7D8, 12C8, 11H7, 10C5a 11H1). Z 15
amplifikovanych lokusii bylo 10 polymorfnich a alely se vyskytovaly v poctu 2—13 na lokus.

Hernandez et al. (2014) charakterizovali 15 mikrosatelitovych lokust u tfi ohroZenych
nebo téméf ohroZenych druhii: albatrosa cemonohého, laysanského a bélohrbetého, k jejichz
dikladnéjsimu studiu genetické struktury jejich populace doposud chybély vhodné markery. Pro
studium mikrosatelitovych lokust byla pomoci soupravy DNeasy Blood and Tissue Kit
(QIAGEN) extrahovana genomova DNA ze svalové tkan¢ 36 jedincu albatrosu ¢ernonohych,
12 jedincu albatrosa laysanského a 3 jedincu albatrosa bélohrbet¢ho. Za pouziti soupravy
NEBNext UltraTM DNA Library Prep Kit for Illumina a Multiplex Oligos for Illumina byla
zkonstruovana genomova knihovna. Bylo vybrano 44 potencialn¢ amplifikujicich lokusut s di-,
tri- a tetranukleotidovymi repeticemi. Vyuzitim prekryvajicich se segmentu DNA, tzv. kontigt,
byly v programu Primer 3 navrzeny primery. Polymorfismus byl dale testovan na 16 vybranych

lokusech u celkem 51 jedinci albatrosi. Testovanim mikrosatelitovych lokust albatrosa
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¢ernonohého a laysanského byl pozorovan polymorfismus na 13 z nich a alely se na jednotlivych
lokusech vyskytovaly v poctu 2-18. U albatrosa bé&lohibeté¢ho zjistili, ze 14 lokusi bylo
polymorfhich s poétem alel 2-7.

3.6.2 Mikrosatelity od druhu z ¢eledi burnackoviti
Laboratof populaéni genetiky ma k dispozici celkem 54 parG primerd, pro popsané
mikrosatelitové lokusy, které¢ byly izolované ze 3 druht celedi burmiakoviti: buifnacka

madeirského (Oceanodroma castro), dlouhokfidlého (O. leucorhoa) a Monteirova (O. monteiroi).

U dvou druhti bufacki: buiiacka madeirského a dlouhok#idlého popsali Sun et al.
(2009) 10 mikrosatelitovych lokusu. Ze zmrazenych vzorku krve 7 jedinct buiniacka madeirského
byla pomoci klonovani zkonstruovana genomova knihovna (Glenn ef Schable, 2005). Z knihovny
obsahujici celkem 96 klonti obohacenych o repetice bylo 53 z nich sekvenovano. U 46 klona se
vyskytovaly mikrosatelitové lokusy a u 20 z nich byly pozorovany sloZzené¢ nebo prerusované
repetice. Pro 9 z nich byly v programu Primer 3 navrzeny primery. Genomova knihovna byla pro
buriacka dlouhokfidlého zkonstruovana z DNA izolované ze zmrazenych vzorki tkan€ 2 jedincu.
Pouze pro 2 z 21 byly navrzeny primery a k amplifikaci byl pouzit jen 1 par. Variabilita téchto
mikrosatelitovych lokust byla testovana na z krve izolovanych vzorcich DNA 27 jedincu
burnacka madeirského, 22 jedincu buifiiacka Monteirova a 24 jedincu buiniacka dlouhokfidlého.
U burmacka madeirského a Monteirova bylo amplifikovano 10 mikrosatelitnich lokust: Oc28B,
0c49, Oc51, Oc63, Oc64B, Oc79, Oc79-2, Oc84, Oc87B, O110-39. Vsechny lokusy kromé
jednoho byly polymorfni. Na jedincich z ¢eledi burnackoviti, konkrétné buinackovi galapazském
a limcovém byla spolu s buiiiakem tmavohibetym z ¢eledi buiiakoviti, provedena cross-species
PCR amplifikace. Lokusy Oc64B a Oc79-2 amplifikaci neposkytly zadny produkt, autofi pocet

polymorfhnich lokusti vcetné alel neuvadéji.

Bicknell er al. (2011) testovali 41 polymorfnich mikrosatelitovych lokust na
24 nepiibuznych jedincich buiiacka dlouhoktidlého, pochazejicich z populaci Zijicich na ostrové
Gull. Do vyzkumu bylo zahrnuto 7 jiz charakterizovanych mikrosatelitovych lokust izolovanych
z raznych druht buitiackovitych (Sun et al., 2009) a 47 mikrosatelitovych lokust se sadami
primert, kreré jsou diky jejich vysoké prenositelnosti vyuzivany v cross-species PCR amplifikaci
(Dawson et al., 2010). Genomova DNA, izolovana z krve jedinct buiiacka dlouhokridl¢ho, byla
extrahovana pomoci precipitaéni metody s octanem amonnym. Byla zkonstruovana genomova
knihovna, ktera byla navic obohacena o repetice (GT)n, (CT)n, (GTAA)s, (CTAA),, (TTTC)n
a (GATA),, navazané na magnetické kulicky (Glenn et Schable, 2005). Transformované kolonie
byly sekvenovany a bylo znich izolovano 211 novych mikrosatelitovych sekvenci, pro 50
unikatnich sekvenci byly pomoci programu Primer 3 navrzeny primery. Tyto nové

mikrosatelitové lokusy byly testovany na 4-6 nepfibuznych jedincich, 26 lokust bylo
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vyhodnoceno jako polymorfni a amplifikaci 6 lokust nevznikl Zadny produkt. Ze 47 jiz
existujicich lokusu, testovanych u 7 jedinct, bylo 15 polymorfnich a 2 lokusy nebyly
amplifikovany. Alely se celkem na 41 polymorfnich lokusech vyskytovaly v poctu 2-22. Tti
lokusy: O110-39, Ole12 a Ole 26 byly vazany na pohlavi.

Bried et al. (2012) popsali 18 polymorfnich mikrosatelitovych lokusti v populaci
buiiacka Monteirova. Genomova DNA byla extrahovana z krve pomoci soupravy QIAamp
Tissue Kit (QIAGEN). Mikrosatelitové lokusy byly izolované ze sestavenych obohacenych
genomovych knihoven, které byly nasledné sekvenovany. Bylo vybrano 27 sekvenci, jejichz
velikosti se pohybovaly v rozmezi 80—469 bp a obsahovaly motiv delsi, nez 5 repetic. Pro dalsi
analyzu bylo z duvodu vyskytu problému pii amplifikaci pouzito pouze 18 sekvenci. Nejprve byl
kazdy lokus amplifikovan zvlast’ a poté byly multiplexovany na skupiny: Omn8, Omn15, Omn17,
Omn21 a Omn28; Omnl, Omn2, Omn3, Omn4, Omn6, Omnl4 a Omn25; Omn7, Omnl1,
Omnl16, Omn22, Omn23 a Omn24. Variabilita t€chto 18 lokust byla testovana u 125 jedinca
burnacka Monteirova. Alely se vyskytovaly v potu 4-17 na lokus. Dale byla provedena
cross- species PCR amplifikace u tfi druhu trubkonosych: buitidka Bulwerova, modravého
a burniacka madeirského, u kterého byla amplifikace diky pfibuznosti buifiacka madeirského
jako polymorfni s alelovou Cetnosti 2—6 alel na lokus. U buiniaka modravého bylo amplifikovano
6 lokusii, 2 z nich byly polymorfni s alelovou cetnosti 3 a 6 alel na lokus. U buriiacka Bulwerova

bylo amplifikovano 7 lokusu a 3 z nich byly polymorfni s alelovou ¢etnosti 2 alely na lokus.

3.6.3 Mikrosatelity od druhu z celedi burnakoviti

Laboratof populacni genetiky disponuje celkem 100 pary primeri pro popsané
mikrosatelitové lokusy, které byly izolovany od 9 druhli zceledi buimakoviti: buitiaka
bélobradého (Procellaria aequinoctialis), taiko (Pterodroma magentae), trinidadského
(P. arminjoniana), havajsk¢ho (P. sandwichensis), Sedého (Calonectris diomedea), svétlonohého,
(Puffinus carneipes), balearského (P. mauretanicus), Bulwerova (Bulweria bulwerii)

a utlozobého (Pachyptila belcheri).

Sest polymorfnich dinukleotidovych mikrosatelitovych lokusi charakterizovali Techow
et O" Ryan (2004) u buiriaka bélobradého. DNA byla extrahovana z tkané buiiaka bélobradého
fenol-chloroformovou metodou, srazenim ethanolem a $tépenim proteinazou K. Nasledné byla
zDNA péti jedinci provedenim PCR amplifikace s degenerovanymi oligonukleotidovymi
primery zkonstruovana genomova knihovna, ktera byla navic obohacena o sekvence CA. Pomoci
systtmu Promega pGEM-T Easy byly klonovany obohacené fragmenty. Bylo sekvenovano
21 rekombinantnich plazmidd a 17 znich obsahovalo mikrosatelitové lokusy, pro 10

vyhovujicich byly pomoci softwaru DNAMAN (Lynnon BioSoft) navrzeny primery. Téchto

12



10 lokusti bylo testovano na 68 jedincich buiiiaka bélobradého, 6 lokusi bylo polymorfnich
s po¢tem alel 3-9 na lokus. Nasledné byly tyto lokusy pouzity pro provedeni cross-species PCR
amplifikace u buinaka tristanského, obrovského, Hallova, albatrosa stéhovavého, ¢ermobrvého
a Sedohlavého. Nejlepsiho vysledku pti amplifikaci bylo dosazeno u lokusu Paequ2, protoze byl
amplifikovan u vsech testovanych druht. U bufidka tristanského, albatrosa cernobrvého,
Sedohlavého a stéhovavého byl lokus Paequ2 vyhodnocen jako polymorfni. Lokusy Paequ3
a Paequl0 byly polymorfni u vSech druhti krom¢ albatrosa st€éhovavého, u kterého tyto lokusy
nebyly uspésné amplifikovany. Mikrosatelitovy lokus Paequd4 poskytl polymorfni produkt
u buimiaka obrovského a Hallova, u buiniaka tristanského byl monomorfni a u ostatnich druht se
neamplifikoval. Lokus Paequ7 byl polymorfni u buiiaka tristanského a obrovského, u albatrosa
stéhovavého amplifikaci neposkytl Zadny produkt. Lokus Paequl3 byl polymorfni u buiiaka
tristanského, albatrosa ¢ernobrvého a Sedohlavého, u ostatnich druhii nebyla jeho amplifikace

uspcsna.

Gonzales et al. (2009) popsali 10 polymorfnich mikrosatelitovych lokust buifidka
balearského, ktery patfi mezi kriticky ohrozené morské ptaky. Dle Ostrander et al. (1992)
a Hamilton et al. (1999) byly zkonstruovany genomove knihovny, které byly nasledné obohaceny
o CA a AAAG repetice. Genomova DNA byla extrahovana ze svalu, které byly konzervovany
v ethanolu a §tépeny proteinazou K za provedeni fenol-chloroformové metody, genomova DNA
byla §t€pena pomoci restrikénich enzymi Rsal a Xmnl a ligovana do pGEM-T Easy vektoru.
Provedenim chemiluminiscenénich metod (CDP-Star, Sigma) byly pfiblizné z 850
hybridizovanych transformovanych kolonii detekovany pozitivni kolonie. Pomoci univerzalnich
M13 primeru bylo na automatickém sekvenatoru ABI PRISM 3730 (Applied Biosystems) a ABI
PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready seckvenovano 162 kloni a celkem
108 z nich obsahovalo mikrosatelitové lokusy. Bylo vybrano 23 lokusu a za vyuziti softwaru
Primer 3 byly navrzeny primery, optimalizovano a amplifikovano bylo 19 lokusii. Testovana byla
genomova DNA 35 jedinct zijicich na ostrové Cabrera a 20 jedincii na ostrové Eivissa, oba
ostrovy patii do Balear. Bylo zjisténo, ze pouze 10 mikrosatelitovych lokusu bylo polymorfnich:
Puff 1.5, Puff 1.9, Puff 4B, Puff C5A, Puff C5D, Puff G2C, Puff G2F, Puff G11F, Puff PM2
a Puff Sma6, na jednotlivych lokusech bylo detekovano 2-8 alel. Lokus Puff Sma6 byl vazan na
pohlavi (na chromozomu W). Téchto 10 polymorfnich mikrosatelitovych lokust bylo dale
vyuzito pro cross-species PCR amplifikaci u 23 jedincu buiidka stfedomotského, 9 lokust bylo

polymorfnich a byl ziskan podobny pocet alel jako pii amplifikaci u buifidka balearského.

Brown et Jordan (2009) zkoumali populaci buridka trinidadského a popsali
6 mikrosatelitovych lokusu. Ze tfi mrtvych jedincu, pochazejicich z Kulaté¢ho ostrova, byly
odebrany vzorky tkani, ze kterych byla fenol-chloroformovou extrakci nasledn¢ izolovana DNA.

Po konstrukci obohacené genomové knihovny, byly vybrany pozitivni klony a plazmidy

13



s vloZzenymi inzerty byly sekvenovany pomoci M13 primeru a za vyuziti Big Dye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Celkem bylo testovano 43 lokusu, ze kterych
byly 3 vyhodnoceny jako polymorfni a 3 dalsi lokusy byly polymorfni pouze pro jiné druhy, nez
buriaka trinidadského. Téchto 6 lokust bylo testovano u 17 druhii z fadu trubkonosi a tu¢naka
zlutorohé¢ho. Nejvyssi polymorfismus byl zaznamenan u lokusu ParmO1, ktery se uspésné
amplifikoval u vSech druhti s poctem alel 2—-9. Lokus Parm02 se také amplifikoval u v§ech druhu,
polymorfni produkt vsak poskytl pouze u 5 druht, u kterych byl detekovan pocet alel 2-5. Lokus
Parm03 byl polymorfni u 6 druht s poctem alel 2—6, u 4 druhti neposkytl amplifikaci Zadny
produkt. Lokus Parm04 byl polymorfni u 4 druhti s poctem alel 2—4 a u 9 druhii se neamplifikoval.
U lokusu Parm03 byl zaznamenan polymorfismus pouze u tfi druhti s poétem alel 2-3 a krom¢é
jednoho druhu, u kterého byl monomorfni, nebyla u dalSich druhd jeho amplifikace uspésna.
Lokus Parm06 byl amplifikovan u v§ech druhi, polymorfni produkt poskytl u 6 z nich s 2 alelami.
Na cross-species PCR amplifikaci u buifiaka trinidadského bylo testovano 53 jiz popsanych
mikrosatelitovych lokusu, pochazejicich od jinych ptacich druhii: bufiaka bélobradého, albatrosa
stthovavého, Sedohlavého a kulika moiského. Bylo zaznamenano 6 polymorfnich
mikrosatelitovych lokusu: Paequ3, Paequl3 (Techow er O’Ryan, 2004), 10C5, 12HS8
(Dubois et al., 2005), Dell (Burg, 1999) a Calex01 (Kiipper et al., 2007). Alely se vyskytovaly

v poctu 2-5 na lokus.

Pro buimaka Bulwerova bylo ve studii Andris et al. (2010) charakterizovano 11 novych
polymorfnich dinukleotidovych mikrosatelitovych lokusii. Ze vzorki krve 91 jedinct buiniaka
Bulwerova, zijicich na Azorskych ostrovech, byla izolovana DNA, ktera byla nasledné
extrahovand pomoci soupravy QIAamp Tissue Kit (QIAGEN). Z genomové knihovny,
obohacené o repetice (TG)io a(TC)io byly za vyuziti biotinem znacCenych oligosond,
streptavidinem potazenych magnetickych kulicek a kompetentnich bunck JMO09 izolovany
mikrosatelitové lokusy. Provedenim modifikované polymerazové fetézové reakce (PCR) byly
pomoci sond TG, TCi9, AGE; a AGE: testovany rekombinantni klony (Dubois et al., 2005),
které byly dale sekvenovany a pro dalsi analyzu bylo pouzito 25 lokust obsahujicich nejvetsi
pocet nepferuSovanych repetic. Lokusy byly nejprve amplifikovany jednotlivé, poté byly
multiplexovany na skupiny: Bb2, Bb7, Bb20 a Bb22; Bb10, Bbl1, Bb12, Bb21 a Bb23; Bb3
a Bb25. Z celkového poctu 25 mikrosatelitovych lokust byly vsechny az na jeden polymorfni,
z nich bylo vsak z divodu vyskytu problémuti béhem amplifikace zachovano pouze 11. Frekvence
vyskytu alel se pohybovala v rozmezi 2—8 alel na lokus. Bylo zjisténo, ze lokus Bb11 je vazan na
pohlavi. Téchto 11 polymorfnich mikrosateliti bylo dale testovano na cross-species PCR
amplifikaci u tfi druht zfadu trubkonosi: buiiiaka bélobradého, kde bylo pozorovano

6 polymorfnich lokustu, modravého, kde byly polymorfni vSechny lokusy az na jeden, ktery
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nebylo mozné amplifikovat a buiiacka Monteirova, kde bylo polymorfnich pouze 5 lokusu

a 2 lokusy se neamplifikovaly.

Moodley et al. (2015) se zabyvali studiem genetické struktury populace buitidka
utlozobého a dalsich druhti, pomoci sekvenac¢nich metod nové generace popsali 25 polymortnich
mikrosatelitu, kter¢ byly dale vyuzity i1 pro cross-species PCR amplifikaci blizkych
i vzdalengjSich druhti. Genomova DNA byla izolovana z krve, pefi a svalové tkané 77 jedincu
buriiaka utlozobého a celkem 355 jedincu dalSich druhti: bufidka antarktického, Sirokozobého,
Salvinova, hrdli¢¢iho, modravého a buiniacka Wilsonova z hnizdnich kolonii na subantarktickych
ostrovech. DNA byla nasledné rozstépena na segmenty o velikosti 300-800 bp a segmenty byly
ligovany do ssDNA knihovny. Tyto fragmenty byly pomoci streptavidinem znacenych
magnetickych kulicek a biotinem znacenych oligonukleotidi obohaceny o repetitivni sekvence,
poté byly sekvena¢nimi metodami nové generace sekvenovany na platformé Roche 454, pomoci
programu Primer 3 byly pro sekvence navrzeny primery. Pomoci tficeti Sesti navrZzenych paru
primert bylo 36 lokusti PCR amplifikaci testovano na polymorfismus a u 4 nepfibuznych jedincu
buriiaka utlozobého a 3 jedincu buiniaka holubiho byly tyto primery pouZzity pro cross-species
PCR amplifikaci. Dvacet Sest polymorfnich mikrosatelitovych lokust bylo dale testovano na 77
jedincich buffidka Gtlozobého. U jednoho z lokusu (Pacbel 00829) byla zjisténa vyznamna vazba
s dal§imi lokusy (Pacbel 03731 a Pacbel 08509), nebyl tedy dale analyzovan. Lokus
Pacbel_03731 vykazoval nejvyssi polymorfismus, u 74 jedinci bylo detekovano 48 alel. Tento
lokus vykazoval nejvysSi polymorfismus i pfi testovani na cross-species PCR amplifikaci
u buimiaka holubiho, modravého, §irokozobého, hrdli¢¢iho, Salvinova a buifiacka Wilsonova, kdy

bylo u 75 jedinct detekovano 51 alel.
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5. Material a metody

5.1. Biologicky material
Jako biologicky material v praktické Casti bakalarské prace byly pouzity vzorky krve
6 nepiibuznych jedinca apa Germého (Ciconia nigra). Capi pochazeli z chovu ze Safari Parku
Dvar Kralové, krev byla odebrana jejimi pracovniky. Z krve byla vedoucim bakalarské prace
pomoci fenol-chloroformové metody vyizolovana genomicka DNA, ktera byla nasledn¢ zfedéna

TE pufrem a jeji vysledna koncentrace ¢inila 10 pl-ml™.

5.2. Pouzité chemikalie
- Akrylamid (Sigma)
- aTaq DNA polymeraza (5 U-ul'), M1241 (Promega)
- Bromfenolova modrf (Serva)
- dNTPs (100 mmol-1", 400 ul kazdého), U1240 (Promega)
- Deionizovana voda
- Dusicnan stfibry (Sigma)
- Ethanol - 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
- Ethylendiaminotetraoctan sodny (Na,EDTA) (Lachner)
- Formaldehyd (Lachner)
- Formamid (Lachner)
- Hydroxid sodny (Lachner)
- Chlorid sodny (Lachner)
- 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)
- Xylenova modr (Xylencyanol FF) (Applichem)
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5.3. Pouzité roztoky

Akrylamid, 6% zasobni roztok:
- 420 g mocCoviny
- 50ml 10x TBE

- 484 ml deionizované vody

- 150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamid : N, N° - methylenbisakrylamid 19:1

- Vsechny slozky rozpustit, zfiltrovat a uchovat v chladni¢ce v tmavé lahvi

Dusi¢nan stiibrny, 0,1% roztok

- 0,8 g dusi¢nanu stfibrn¢ho

- 800 ml deionizované vody

- Pred pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu
Fix/stop roztok

- 80 ml ledové kyseliny octové

- 800 ml deionizované vody
Hydroxid sodny o koncentraci 1 mol-1"
- 40 g hydroxidu sodn¢ho

- 11 deionizované vody

Kyselina dusi¢na, 1% roztok:

- 12 ml 65% kyseliny dusi¢né

- 800 ml deionizované vody
Nanaseci pufr:

- 25 ml deionizovan¢ vody

100 ml formamidu

- 0,125 g xylenové modie

0,125 g bromfenolové modre

Peroxodisiran amonny, 10% roztok:

- 1 g peroxodisiranu amonného

- 10 ml deionizovan¢ vody

- Uchovavat v chladni¢ce

Polyakrylamidovy gel, 6% roztok:

- 60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu

- 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného

- 40 ul N, N, N°, N° - tetramethylethylendiaminu
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e Reakéni pufru pro PCR, 10x:

1,211 g trishydroxymethylaminomethanu
80 ml deionizované vody

Upravit pH pomoci HCI na hodnotu 9,0
3,73 g KCl1

1 ml Triton X-100

Rozpustit a doplnit do 100 ml

e Roztok 3 - methakryloxypropyltrimethoxysilanu:

1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu
3 pl 3 - methakryloxypropyltrimethoxysilanu

e TBE pufr, 10x zasobni roztok:

55 g kyseliny borité
108 g trishydroxymethylaminomethanu
40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol‘1"!, pH 8,0

Doplnit do 1 1 deionizovanou vodou

e Vyvojka

24 g uhli¢itanu sodné¢ho
800 ml deionizované vody
Uchovat v chladnicce

Pred pouzitim pridat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl thiosiranu sodné¢ho Na,S>03

5.4. Pouzité laboratorni pristroje

Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

Hybridiza¢ni pec HB-2D (Techne)

Chladnicka kombinovana (Whirlpool)

Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)

Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)
Mikropipety Finnpipette - 0,5 az 10 pl (osmikanalova) a 0.3 pl az 1 ml (Thermo
Labsystems)

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

Negatoskop NEGA 1 (Maneko)

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

Termocykler GenePro (BIOER)
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- Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

- Termocykler TP XP (BIOER)

- Trepacka Orbit 1900 (Labnet International)

- Vortex mixer (Labnet International)

- Vortex MS2 (Ika)

- Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)
- Vyrobnik ledu Ice Flaker (Brema IceMakers)

5.5. PCR amplifikace DNA ¢apa ¢erného
Byla provedena PCR amplifikace genomické DNA Sesti nepfibuznych jedinct ¢apa ¢emého
(Ciconia nigra). Kazda PCR reakce sestava z pripravené reakéni smési s parem primerua

a genomické DNA ¢apa cemého.

1. Rozmrazit, zvortexovat a zcentrifugovat v§echny slozky PCR smési.
2. Do 1,5ml mikrozkumavky napipetovat slozky PCR smési dle Tabulky 1, smés zvortexovat

a zcentrifugovat.

Tabulka 1 SloZeni PCR reakéni smési pro 6 vzorkd.

Slozka PCR smési Objem [ul]
Deionizovana voda 444
Reakéni pufr pro PCR (10x%) 6,7
Roztok MgCl, (25 mmol-1™) 4.0
Roztok dNTPs (20 mmol-1'") 0,7
Primer F (10 umol-1™") 3,3
Primer R (10 umol-1™") 3,3
aTaq DNA polymeraza (5 U-ul™) 1,0

3. Do kazdé 0,2ml PCR mikrozkumavky napipetovat multikanalovou pipetou 1 pl genomické
DNA c¢apa ¢emého a nasledné pridat 9 ul PCR reakéni smési.
4. Vsechny 0,2ml PCR mikrozkumavky o celkovém objemu 0,1 ml umistit do termocykleru

a dle nasledujiciho schématu nastavit teplotni program:
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1. 94°C: 5 min

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

3. 72 °C: 7 min

Zakladni nastavena teplota annealingu 50 °C byla pouZita u prvniho testovani vSech para
primert, v pribéhu opakovanc¢ho testovani byly podminky PCR amplifikace optimalizovany
zmeénou teploty annealingu pro jednotlivé pary primert.

Cross-species PCR amplifikaci bylo testovano celkem 213 paru primera, 207 paru
primeri bylo navrZzeno pro PCR amplifikaci mikrosatelitovych lokust izolovanych ztadu
trubkonosi (Procellariiformes), 5 pro zastupce fadu dlouhokfidli (Charadriiformes): kulika
morskeho, racka novozélandského a alkouna obecného a 1 pro lesnacka Zlutého z fadu pévcei
(Passeriformes). VsSechny testované mikrosatelitové lokusy vcéetné jejich zdrojového druhu

a literarniho zdroje jsou uvedeny v Tabulce 2-5.

Tabulka 2 Seznam mikrosatelitovych lokust od druhti z ¢eledi albatrosoviti, které byly testovany

na polymorfismus u ¢apa cerného.

Nazev mikrosatelitového
lokusu
7D8, 12C8, 11H7, 10C5,
11H1, 6A3, 12HS, 11F3,
6F12, 12E1

Zdrojovy druh Literarni zdroj

Albatros stéhovavy Dubois et al., 2005

(Diomedea exulans)

Del, De2, De3, De7, Dell, Burg, 1999
Del2, Del7, Del8, De25,
De30, De33
De35 Burg er Croxall, 2001
De37 Burg et Croxall, 2004

Albatros Sedohlavy
(Thalassarche chrysostoma)

Dc5, Dc9, Dc10, Dcl6,
Dc19, Dc20, Dc21, Dc22,
Dc26, Dc27, Dc31

Albatros Sedohlavy,
albatros st¢hovavy

D6, D24, D29, D32

Burg, 1999

Albatros bélohrbety
(Phoebastria albatrus)

STAL4, STALS, STAL12,
STAL18, STAL20, STAL24

Albatros ¢emonohy
(P. nigripes)

BFAL4, BFALI11, BFALI14,
BFAL19, BFAL20

Albatros laysansky
(P. immutabilis)

LAAL1, LAAL7, LAALI10,
LAALI19

Hernandez et al., 2014
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Tabulka 3 Seznam mikrosatelitovych lokust od druhti z éeledi burfiakoviti, které byly testovany

na polymorfismus u ¢apa cerného.

Zdrojovy druh

Nazev mikrosatelitového
lokusu

Literarni zdroj

Buimak bélobrady

(Procellaria aequinoctialis)

Paequ2, Paequ3, Paequ4,
Paequ7, Paequ8, Paequl0,
Paequl3

Techow et O'Ryan, 2004

Burnak sedy
(Calonectris diomedea)

Cdl1, Cd2, Cd3, Cd4, Cd3,
Cdo, Cd7, Cdg, Cd9, Cd10,
Cdl1

Bried et al., 2008

Buimnak taiko
(Pterodroma magentae)

Tcho6, Tch25

Lawrence, 2008

Burnak trinidadsky
(P. arminjoniana)

ParmO1, Parm02, ParmO03,
Parm04, ParmO05, Parm06

Brown et Jordan, 2009

Buimak havajsky
(P. sandwichensis)

Ptero0O1, Ptero02, Ptero03,

Ptero04, Ptero05, Ptero06,

Ptero07, Ptero08, Ptero09,
Pterol0

Welch et Fleischer, 2011

Buimak balearsky
(Puffinus mauretanicus)

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

Puff G2C

Gonzales et al., 2009

Buimak svétlonohy
(P. carneipes)

Pc A105, Pc A107, Pc A115,
Pc B11, Pc B109, Pc B115,
Pc C104, Pc D3, Pc D103,

Pc D109, Pc D121

Hardesty et al., 2013

Burnak Bulweruv
(Bulweria bulwerii)

Bb2, Bb3, Bb7, Bb10, Bb11,
Bb12, Bb20, Bb21, Bb22,
Bb23, Bb25

Andris et al., 2010

Burnak utlozoby
(Pachyptila belcheri)

Patbell, Patbel2, Patbel3,
Patbel4, Patbel5, Patbel6,
Patbel7

Quillfeldt et al., 2012

Pacbel_00386, Pacbel_02653,
Pacbel_03731, Pacbel_04240,
Pacbel_04355, Pacbel_04991,
Pacbel_07265, Pacbel_08509,
Pacbel_08867, Pacbel_08988,
Pacbel_09021, Pacbel_09528,
Pacbel_09957, Pacbel_10033,
Pacbel_10895, Pacbel 12344,
Pacbel_15293, Pacbel 15327,
Pacbel_16671, Pacbel 16989,
Pacbel_17529, Pacbel_17944,
Pacbel_17986, Pacbel_19907,

Pacbel 20784

Moodley et al., 2015
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Tabulka 4 Seznam mikrosatelitovych lokusu od druht z ¢eledi buiniackoviti, které byly testovany

na polymorfismus u ¢apa cerného.

Nazev mikrosatelitového
lokusu
Ole01, Ole02, Ole03, Ole04,
0Ole05, Ole06, Ole07, Ole08,
0Ole09, Ole10, Olel1, Ole12,
Bummacek dlouhokridly Olel3, Olel4, Olel5, Olel6, Bicknell et al., 2011
(Oceanodroma leucorhoa) Olel7, Olel8, Olel9, Ole20,
Ole21, Ole22, Ole23, Ole24,
Ole25, Ole26
0O110-39 Sun et al., 2009
0c28B, Oc49, Oc51, Oc63,
0Oc64B, Oc79, Oc79-2,

Zdrojovy druh Literarni zdroj

Buimacek madeirsky

(0. castro) Oc84, Oc87B
Omnl, Omn2, Omn3, Omn4,
Omn6, Omn7, Omn§,
Burniacek Monteiruv Omnll, Omnl4, Omnl5
’ ’ ’ Bried et al., 2012
(0. Monteiroi) Omnl6, Omnl7, Omn2l, fedeta

Omn22, Omn23, Omn24,
Omn25, Omn28

Tabulka 5 Seznam mikrosatelitovych lokusii od druhi z fadu dlouhokfidli a pévei, které byly

testovany na polymorfismus u ¢apa ¢erného.

Nazev
Rad Celed’ Zdrojovy druh mikrosatelitového  Literarni zdroj
lokusu
, Alkoun obecny Friesen et al.,
Alkoviti Cco5-21
ovit (Cepphus guillemots) €0 2006
Brown et
Kulik mofsky
) Jordan, 2009
Kulikoviti (Charadrius Calex-01 oreatl,
alexandrinus) podie Kiipper ef
Dlouhokiidli al., 2007
Racek Lawrence, 2008,
y novozélandsky RBG18. RBGI8M. Welch et
Rackoviti (Larus RBG29 Fleischer, 2011
novaehollandiae podle Given et
scopulinus) al., 2002
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Tabulka 5 PokraCovani.

o . Nazev Literarni
Rad Celed’ Zdrojovy druh  mikrosatelitového )
zdroj
lokusu
Friesen et
Lesnacek zluty al., 2006
Pévci Lesnackoviti (Dendroica Dpu01 podle
petechia) Dawson et
al., 1997

5.6. Elektroforeticka separace

Pro elektroforetickou separaci provedenou za denaturujicich podminek byl pouzit 6%

polyakrylamidovy gel, ktery byl nalit mezi skla o rozmérech 330 x 390 mm a 330 x 420 mm.

Tloustka gelu byla 0,4 mm. Separace probihala ve vyhfivané sekvenac¢ni komurce S2 Whatman

Biometra.

1.

Mal¢ i velké sklo umyt 2x deionizovanou vodou a utfit papirovou utérkou, poté ob¢ skla
umyt 96% cthanolem a opét utfit papirovou utérkou.

Na plochu velkého skla, ktera se bude dotykat gelu, nanést pripravek pro odpuzovani
vody Rain-off a dukladné rozetfit, nechat 5 min pusobit, pot¢ 2x umyt deionizovanou
vodou a utfit papirovou utérkou.

Mal¢ sklo umistit do digestore a dukladné po cel€ plose, ktera se bude dotykat gelu, oSetfit
1 ml roztoku 3 - methakryloxypropyltrimethoxysilanu. Nechat 5 minut pusobit a poté
4x omyt ethanolem, opét vysusit papirovou utérkou.

Do digestore premistit 1 velké sklo a na okraje delSich stran skla oSetfené plochy umistit
spacery. Na velké sklo polozit malé¢ sklo oSetfenou plochou dolii tak, aby se kratsi strana
malého skla tésn¢ dotykala gum spacert. Skla sepnout v misté spacert na obou delSich
stranach dvéma klipsy.

Pripravit 6% polyakrylamidovy gel v kadince, dukladn¢ promichat a poté ho opatmné
nalévat do prostoru mezi krat§imi stranami skel, ktery je ohrani¢en gumami spacer.
V prubéhu nalévani gelu druhou rukou poklepavat na sklo, aby se zamezilo vzniku
bublin.

Jakmile je gelem vyplnén cely prostor mezi skly, vsunout do mista mezi spacery
cca 0,5 cm hluboko hiebinek a skla v misté¢ hfebinku sepnout 4 klipsy. Gel ponechat
hodinu polymerizovat.

Po ztuhnuti gelu, odstranit klipsy, sklo odistit kartackem od zbytka gelu. Zvlastni
pozomost vénovat mistu, kde byl zasunut hiebinek. Oc¢isténé a ususené sklo umistit do
elektroforetické komirky stranou malého skla blize k hlinikové desce elektroforetické

komurky. Po obou stranach skla peclivé upevnit utahnutim Sroubovacich uchytu.
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8.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Do prostoru kladné i zapomné elektrody nalit 0,5x TBE puft, opatmé vytahnout hiebinek
a proudem pufru zinjekéni stfikacky vycistit prostor, odkud byl hiebinek vytazen.
Elektroforetickou komurku v obou prostorech uzaviit a zasunutim elektrod propojit
elektroforetickou komurku se zdrojem stejnosmérného elektrické¢ho proudu. Jako limitni
faktor nastavit hodnotu vykonu 90 W, hodnotu elektrického napéti 3000 V a proudu
150 mA. Gel nechat 30 minut nahfat.

Béhem nahfivani pfipravit smichanim PCR produktu s 5 pl nanaseciho pufru vzorky,
které pred nanesenim do gelu vlozit na 3 minuty do denaturacnich podminek
v termocykleru. Poté vzorky ihned vlozit do ledové tfisté, aby nedoslo k renaturaci vlaken
DNA produkti.

Vypnout zdroj stejnosmémého proudu, odpojit elektrody, oteviit prostor zaporné
elektrody elektroforetické komurky a opét proudem pufru z injekéni stiikacky vycistit
prostor mezi skly. Mezi skla opatrné asi 0,5-1 mm hluboko do gelu zasunout hiebinek.
Pomoci multikanalové pipety pomalu mezi zoubky nanaset 2 ul pfipravenych vzorkd.
Po naneseni vSech vzorki opét uzaviit prostor a zasunutim elektrod propojit
elektroforetickou komiirku se zdrojem stejnosmémcho elektrického proudu, jako limitni
faktor vykonu nastavit 70 W, hodnotu elektrického napéti 3000 V a hodnotu elektrického
proudu 150 mA.

V prubéhu elektroforetické separace pfipravit fix/stop roztok, 1% HNO; a vyvojku,
kterou po protfepani uchovat v lednicce.

Po 1,5-3 hod. vzavislosti na relativni molekulové hmotnosti vypnutim zdroje
stejnosmémcho  elektrického proudu ukondit elektroforetickou separaci, odpojit
elektrody a vypustit pufr. Z elektroforetické komurky vytahnout skla a polozit je na
vodorovnou podlozku mensim sklem nahoru a vyjmout spacery. Skla od sebe oddélit
nozem a mens$i sklo umisit do fotomisky pfilepenym gelem nahoru.

Fotomisku umistit na tfepacku, zalit fix/stop roztokem a nechat pusobit po dobu 20 min.
Pot¢ slit fix/stop roztok nalevkou zpét do banky a sklo s gelem 3 x promyt deionizovanou
vodou ve fotomisce.

Fotomisku znovu umistit na tfepacku, nalit roztok 1% HNO3 a nechat pusobit 4 minuty.
Pot¢ roztok vylit do odpadu a sklo s gelem 4x promyt deionizovanou vodou ve fotomisce.
Sklo s gelem premistit do dalsi fotomisky na tfepacku a zalit roztokem AgNOs; s tésné
pfedem pridanymi 1,2 ml formaldehydu a nechat ptsobit 30 minut.

Roztok AgNO:s slit nalevkou zpét do baiky, sklo s gelem umistit na 5 sekund do Cisté
fotomisky s deionizovanou vodou. Poté sklo s gelem premistit do dalSi pfipravené
fotomisky a zalit vyvojkou s tésn¢ predem prfidanymi 1,2 ml formaldehydu a 160 pl

N 325203.
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17. Na tfepacce pozorovat vyvijeni hnédocernych stfibrem obarvenych pruhti PCR produktu,
jakmile jsou pruhy dostateéné vyrazné a jesté nevystupuje tmavé pozadi, zalit gel ve
fotomisce fix/stop roztokem, nechat pfiblizné 2 minuty piisobit. Sklo s gelem premistit
na 2 min do deionizované vody, nechat okapat a umistit do susarny vyhtaté na 90 °C.

18. Po vysuseni gel vyhodnotit na negatoskopu a naskenovat do pocitace.
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6. Vysledky

V ramci vypracovani experimentalni ¢asti bakalarské prace jsem v Laboratofi populaéni
genetiky pomoci cross-species PCR amplifikace testovala celkem 213 parti primeru a hledala
jsem polymorfni mikrosatelitové lokusy u 6 nepfibuznych jedincu ¢apa ¢emého (Ciconia nigra).
Z celkového poctu 213 part primera pochazelo 207 part primerti od druhti z fadu trubkonosi: 53
od druhu z Celedi albatrosoviti, 100 od druhu z Celedi buimiakoviti a 54 od druhu z éeledi
burniackoviti. Dalsich 5 parti primerd pochazelo od druhii z fadu dlouhokfidli: alkouna obecného,

kulika mofského a racka novozélandského a 1 od lesnacka zlutého z radu pévci.

Nejprve jsem provedla cross-species PCR amplifikaci vSech 213 mikrosatelitovych
lokusu pfi zakladni teploté annealingu 50 °C a nechala jsem po dobu 90 min probihat separaci
PCR produkti v 6% polyakrylamidovém gelu za denaturujicich podminek. Na zakladé
vizualizace vysledki jsem upravovala slozeni PCR smési, teplotu annealingu pro jednotlivé pary
primeru a délku separace. Pokud nevznikl Zadny nebo vznikl velmi slabé viditelny produkt,
teplotu annealingu jsem snizovala az na 44 °C, jestlize ani pfi této teploté mikrosatelitovy lokus
neposkytl viditelny produkt, nebyl jiz dale testovan. V opacném pripad€, kdy vznikl velmi
vyrazny a Spatné hodnotitelny produkt, jsem postupné zvySovala teplotu annealingu az na 68 °C.
U jednoho mikrosatelitového lokusu (Omn 8) jsem zvySila pivodni koncentraci hofecnatych
iontd z 1,58 mmoll"! o % na koncentraci 1,98 mmol-1", to spocivalo ve zvySeni pipetovaného
objemu roztoku chloridu hofe¢natého ze 4 na 5 ul. O stejny objem (1 ul) jsem snizila pipetovany

objem deionizované vody, aby zustal zachovan celkovy objem PCR reakéni smési.

Polymorfni produkt poskytlo 16 mikrosatelitovych lokusii. Charakteristika testovanych
para primera a jimi amplifikovanych 16 polymorfnich lokust je uvedena v Tabulce 6. U sedmi
paru primera: De33, Tch6, PcD103, Puff 1.9, Puff 4B, Oc63, PcD109 jsem ani po tpravach
podminek PCR reakce neziskala zadny produkt. Ostatnich 190 mikrosatelitovych lokusu bylo

monomorfnich.
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Tabulka 6 Charakteristika 16 polymorfnich lokust amplifikovanych u 6 nepfibuznych jedincu ¢apa ¢emého. V tabulce je uveden nazev mikrosatelitového
lokusu véetn¢ kodu z databaze GenBank, zdrojovy druh, sekvence primerd, jednotka repetice, pocet alel (N), doba elektroforetické separace (ts) a teplota

annealingu (T,). Hvézdicka (*) znaci o V4 vy$si koncentraci hofeénatych iontt v PCR reakéni smési (1,98 mmol1'! misto puvodni koncentrace 1,58 mmol-1').

Lokus
) Jednotka ts Ta
(GenBank Zdrojovy druh Sekvence primeru (5°23") N
repetice [min] [°C]
Acc. No.)
11H7 F: GCAAGCTAAGTTGGGGGTAA
AC 4 180 60
(AY945753) R: ACAGTAGGGCTGCTGCAGAT
10C5 F: TGGAGATGCAATTGCCTAGA
Albatros st¢hovavy GA/GC 4 90 58
(AY945750) R: CAGATGAGGTTTTGGCCAGT
11F3 F: TTTCCAGCACATTCCAACAA
GA/GT 2 180 58
(AY945751) R: GTTCAGCCAGAAAAGCAAGC
D6 Albatros st¢hovavy, F: TGGTTTGCTTCCCTCACTTC TC 5 90 s6
(AF096791) albatros Sedohlavy ~ R: TTTGTCTCAGGGAAACAGGG
Dc 21 F: CGGGGGAACTGAAGAAGATT
Albatros Sedohlavy CA 2 90 53
(AF096802) R: TGGACAGCCAGTGGGATAAC
STALS F: CCCTGCTGGGTTTCATTTC
Albatros bé¢lohrbety TG 2 90 51
(neuvedeno) R: CATTTGTGCAGTAGGCATGG
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Tabulka 6 Pokracovani 1.

Lokus
Jednotka ts Ta
(GenBank Zdrojovy druh Sekvence primeru (5°23")
repetice [min] [°C]
Acc. No.)
Cd3 F: TTGCCTCTTTTACAGGACTGC
GT/CT 90 64
(EU029085) R: TCCCTGTGGCTAAGGATCTG
Buimak Sedy
Cd4 F: AAAGCTTTAAGCAGCGTTCC CA 180 st
(EU029086) R: AAGAGAAGCCAACATTGTGAAA
Paequl0 F: GAAGCTGCACTGGAACTG
Burnak bélobrady CA 90 53
(neuvedeno) R: CATGTGGTAAGAATCCAGATG
(neuvedeno) Buinak atlozoby R: CCATACTTGGTGGCAGTGTG
Pacbel_16989 F: TGCTTTTGGACAATGTGGAGG CA 90 <0
(neuvedeno) R: TCTGGTACACTTCTCATTTGGAC
Parm03 o F: CTTGCTGGGTTTTGTTGGTT
Buimak trinidadsky CA/TA 90 56
(EU360819) R: AATTGCTCAGGGAGG TGCT
Ole 26 Burnacek F: TCAGCTTCTGGTGCAGTTATG G 90 66
T
(FR696402) dlouhokridly R: TCCTGCTGATGGATAGGTTATG
Omn8&* . F: TGCAACCTTAGCATTACCTAGC
Burnacek Monteiruv AC 90 50
(JQ303232) R: GGGGCGAGCATTACATTAAA
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Tabulka 6 Pokracovani 2.

Lokus
Jednotka ts Ta
(GenBank Acc. Zdrojovy druh Sekvence primeru (5°23")
repetice [min] [°C]
No.)
Omn25 . F: TCTGCTCCCCCTGATTATTG
Burniacek Monteiruv ATGG 120 48
(JQ303242) R: ACTCTGAGAGCCATCCATCA
Calex-01 F: CTTCTCCATTGTTGTCACCTCCAGT
Kulik mofsky GT/GA/GC 90 68
(AMO072445) R: GTTTCTTCTTGACTTGGCCTGAGGTTTAGGTT
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Provedenim cross-species PCR amplifikace jsem hledala polymorfni mikrosatelitové
lokusy u 6 nepfibuznych jedincu ¢apa ¢erného (Ciconia nigra). Z celkem 213 amplifikovanych
mikrosatelitovych lokusi, poskytlo polymorfni produkt 16 z nich. Usp&snost cross-species PCR
amplifikace polymorfnich mikrosatelitovych lokusi u ¢éapa cemého ¢Eini 7,51 %. Z 16
polymorfnich mikrosatelitovych lokusii pochazelo 15 od druhii fadu trubkonosi a 1 od kulika
moiského z fadu dlouhokiidli. Uspé&snost cross-species PCR amplifikace v ramei fadu trubkonosi
¢ini 7,25 % a nejvice amplifikovanych polymorfnich lokust pochazelo od zastupct celedi
albatrosoviti a buriakoviti. Z celkového poc¢tu 53 amplifikovanych lokusi z ¢eledi albatrosoviti
bylo 6 polymorfnich a uspé$nost amplifikace polymorfniho lokusu cinila 11,32 %. Z celedi
buriakoviti pochazelo 100 mikrosatelitt a 6 jich poskytlo polymorfni produkt, Gispésnost zde
Cinila 6,00 %. Z celedi buimiackoviti pochazelo 54 mikrosatelitovych lokusti a 3 z nich byly
polymorfni, uspésnost byla 5,56 %. Z fadu dlouhokfidli pochazelo 5 mikrosatelitovych lokust
apolymorfni produkt poskytl pouze 1 lokus, pochazejici od kulika motského. Jediny
amplifikovany lokus, pochazejici z fadu pévei od lesiiacka zlut¢ho poskytl monomortfni produkt.
Prehled polymorfnich mikrosatelitovych lokusi rozdélenych dle celedi a druhii, od kterych

pochazeji, je uveden na Obrazku 2.

= Albatros st¢hovavy
= Albatros st¢hovavy a Sedohlavy
Albatros Sedohlavy
Albatros bélohibety
Burnak sedy
Burnak bélobrady

Buinak ttlozoby

= Burnidk trinidadsky
1 = BuiiaCek dlouhokiidly
2 Buiia¢ek Monteirtv

1 2 = Kulik moisky

Obrazek 2 Graf Sestnacti polymorfnich mikrosatelitovych lokusi amplifikovanych
u 6 nepfibuznych jedinctu ¢apa cernc¢ho, rozdélenych dle celedi a druhi, od kterych pochazeji.
Cisla v grafu udavaji po&et nalezenych polymorfnich lokusi u jednotlivych druhi a barevné jsou
odliSeny cCeledi: modre albatrosoviti, zluté bufiakoviti, zelen¢ burnackoviti a fialové zastupce

fadu dlouhokfidli z éeledi kulikoviti.

U 16 amplifikovanych polymorfnich lokust jsem urcila pocet alel a genotypi. U dvou

lokustu, pochazejicich z celedi albatrosoviti, jsem detekovala 4 alely, u 1 lokusu z celedi
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burfiakoviti a 1 lokusu z ¢eledi buimackoviti jsem detekovala po 3 alelach. Vyskyt 3 alel byl
zaznamenan také u 1 lokusu od zastupce tadu dlouhokfidli, kulika motského. U zbylych
nalezenych polymorfnich lokust jsem detekovala 2 alely. Dvoualelové lokusy vykazovaly 2 a 3
genotypy, tfialelové lokusy vykazovaly 3 a 4 genotypy a Ctyralelové lokusy 4 a 5 genotypu.
Jednotlivé genotypy téchto 16 polymorfnich mikrosatelitovych lokust jsou uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 7 Genotypy 16 polymorfnich mikrosatelitovych lokusii amplifikovanych 16 pary
primert u 6 nepfibuznych jedincu ¢apa ¢erného. V tabulce je dale uveden nazev lokusu, zdrojovy

druh, pocet alel (N) a pocet genotypu (G).

Genotypy jedinci
Zdrojovy druh Nazev lokusu N G
1 2 3 4 5 6
11H7 4 5 1/4 2/3 2/3 2/4 1/2 2/2
Albatros stéhovavy 10C5 4 4 /4 11 174 13 1/3 2/3
11F3 2 2 2/2 272 172 212 212 2/2

Albatros stéhovavy,

D6 2 2 /1 171 11 1/1 172 1/1
albatros Sedohlavy
Albatros Sedohlavy Dc21 2 2 12 11 11 1/1 1/1 1/1
Albatros bélohibety STALS 2 3 172 22 12 11 212 212
Cd3 2 3 /1 272 212 212 172 22
Buinak sedy
Cd4 2 2 172 212 212 212 212 22
Buinak bélobrady Paequl0 2 2 172 212 212 212 212 22
Pacbel 19907 2 3 172 12 12 11 172 22
Buimak utlozoby
Pacbel 16989 3 4 2/3 172 1/3 212 1/3 22
Buinak trinidadsky Parm03 2 2 12 11 11 172 1/1 1/1
Buriadek
Ole26 2 2 /1 12 1/1 172 172 1/1
dlouhokfidly
Buriadek Omn8 3 3 212 212 272 172 1/3 12
Monteiruv Omn25 2 2 172 22 172 172 212 12
Kulik morsky Calex-01 3 3 212 212 2/3 212 2/3 12
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Jako priklad uvadim n¢kolik elektroforeticky separovanych PCR produktd vybranych
polymorfnich mikrosatelitovych lokust nalezenych u 6 nepfibuznych jedinct ¢apa cerncho.
Vzhledem k tomu, Ze ne vSechny polymorfni mikrosatelitové lokusy byly zfetelné a snadno
hodnotitelné, na obrazcich 3-6 jsem znazornila nékteré dobfe hodnotitelné mikrosatelitové

lokusy: STALS, Cd3, Paequl10 a Dc21, u kterych byly detekovany 2 alely.

<«— Alelal

<«— Alela2

Obrazek 3 Elektroforeticky separované PCR produkty polymorfniho mikrosatelitového lokusu
STALS. Sipkami jsou oznaleny 2 alely detekované u 6 nepiibuznych jedinci &apa Eerného

pfi teploté annealingu 51 °C a délce separace 90 min.

Alela 1

A

Alela 2

4 4

—
(4 .

Obrazek 4 Elektroforeticky separované PCR produkty polymorfniho mikrosatelitového lokusu
Cd3. Sipkami jsou oznaceny 2 alely detekované u 6 nepiibuznych jedinca apa Eerného pii teplotd

annealingu 64 °C a délce separace 90 min.

< Alela 1

e o - st w Alela 2

Obrazek 5 Elektroforeticky separované PCR produkty polymorfniho mikrosatelitového lokusu
Paequl0. Sipkami jsou oznadeny 2 alely detekované u 6 nepiibuznych jedinca &apa Gerného

pfi teploté annealingu 53 °C a délce separace 90 min.
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Alela 1

<4+— Alela2

Obrazek 6 Elektroforeticky separované PCR produkty polymorfniho mikrosatelitového lokusu

Dc21. Sipkami jsou oznadeny 2 alely detekované u 6 nepiibuznych jedinci ¢apa Eerného

pii teploté annealingu 53 °C a délce separace 90 min.

33



7. Diskuze

V ramci experimentalni casti mé bakalarské prace jsem pomoci cross-species PCR
amplifikace hledala polymorfni mikrosatelitové lokusy u Sesti nepfibuznych jedincu capa
cern¢ho. Celkem jsem testovala 213 parti primert, z nich bylo 207 pari primerii navrzeno pro
amplifikaci mikrosatelitovych lokusu pochazejicich od zastupcu fadu trubkonosi, 5 od zastupcu
fadu dlouhokfidli a 1 od zastupce tadu pévci. Celkem jsem nalezla 16 polymorfnich

mikrosatelitovych lokusi.

Z celkového poctu 53 part primert, pochazejicich od celedi albatrosoviti, které jsem
v laboratofi méla k dispozici, poskytlo 6 znich polymorfni produkt: 11H7, 10C5 a 11F3,
pochazejici od albatrosa st€éhovavého, D6, pochazejici od albatrosa st¢hovavého a Sedohlavého,

Dc21, pochazejici od albatrosa Sedohlavého a STALS, pochazejici od albatrosa bélohrbetého.

Dubois et al. (2005) charakterizovali celkem 10 polymorfnich mikrosatelitovych lokusu
u albatrosa stéhovavého. Autofi testovanim 20 jedinct pfi jednotné teploté¢ 58 °C detekovali
u lokusu 11H7 10 alel a lokusu 10C5 a 11F3 3 alely. U Sesti nepfibuznych jedinct ¢apa ¢erného
jsem pii teplot€¢ 60 °C u lokusu 11H7 zaznamenala pfitomnost 4 alel, u lokusu 10C5 jsem pfti

teploté 58 °C detekovala 4 alely a u lokusu 11F3 pii teploté 58 °C 2 alely.

Burg (1999) izolovala a charakterizovala celkem 26 polymorfnich mikrosatelitovych
lokusu u albatrosa stéhovavého a Sedohlavého. Lokus D6 vyhodnotila jako monomorfni, u lokusu
Dc21 pfi teploté 48 °C nalezla 4 alely u 50 jedincii albatrosa cernobrvého, 1 alelu u albatrosa
Sedohlavého a 3 alely u albatrosa stéhovavého. Testovanim 6 nepfibuznych jedincii ¢apa cemcho

jsem u lokusu D6 pii teploté 56 °C a lokusu Dc21 pfi 53 °C shodné detekovala po 2 alelach.

Hernandez et al. (2014) popsali 15 mikrosatelitovych lokust u albatrosa severniho. Pri
teploté 60 °C autofi u lokusu STALS detekovali 1 alelu u 36 jedinct albatrosa ¢ernonohého a 12
jedincu albatrosa laysanského, u 3 jedinct albatrosa bélohibetého detekovali 2 alely. Amplifikaci
tohoto lokusu u Sesti nepribuznych jedinct ¢apa ¢erného jsem pii teploté annealingu 51 °C ziskala

polymorfni produkt se 2 alelami.

Dale jsem meéla k dispozici 100 parti primerd, navrZzenych pro mikrosatelitové lokusy,
pochazejici od druht z éeledi buimakoviti. Pouze 6 lokusti: Cd3 a Cd4, pochazejici od buinaka
Sedého, Pacqul0 od burriaka bélobradého, Pacbel 19907 a Pacbel 16989 od buiiaka utlozobého,
Parm03 od buiidka trinidadského, poskytlo amplifikaci u 6 nepfibuznych jedincu ¢apa ¢erného

polymorfni produkt.
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Bried et al. (2007) nalezli 11 polymorfnich mikrosatelitii u 43 jedincu buifiaka Sed¢ho.
Autori amplifikovali lokus Cd3 u 43 jedincu pii teploté 58 °C a detekovali 5 alel, u lokusu Cd4
autori amplifikaci za stejnych podminek detekovali 2 alely. Amplifikaci téchto dvou lokusu
u Sesti nepribuznych jedincu ¢apa cern¢ho jsem ziskala polymorfni produkt a u obou jsem

detekovala 2 alely. Teplota annealingu u lokusu Cd3 byla 64 °C a u lokusu Cd4 51 °C.

Techow et O° Ryan (2004) u buiniaka bélobradého charakterizovali 6 polymorfnich
mikrosatelitovych lokusu. Amplifikaci lokusu Paequl0 u 69 jedincu pfi teploté annealingu 55 °C
autori zaznamenali vyskyt 7 alel. Tento lokus jsem amplifikovala u Sesti nepfibuznych jedinca

¢apa ¢erného a pii teploté annealingu 53 °C jsem detekovala 2 alely.

Moodley et al. (2015) charakterizovali 25 mikrosatelitovych lokusu u buifidka
utlozobého. Autofi pouzili 2 riizné teploty annealingu, kdy 30 cykli probihalo za teploty 56 °C
a 8 cyklu za teploty 53 °C. Lokus Pacbel 19907 testovali u 74 jedinct a detekovali 8 alel, lokus
Pacbel 16989 testovali u 75 jedinci a detekovali 10 alel. Oba lokusy jsem amplifikovala pfi
teplot¢ annealingu 50 °C, u lokusu Pacbel 19907 jsem detekovala 2 a u lokusu Pacbel 16989
3 alely.

Brown et Jordan (2009) popsali 6 mikrosatelitovych lokusti buifidka trinidadského.
U Sesti nepfibuznych jedinct ¢apa cern¢ho vykazoval polymorfismus jen lokus Parm03. Autofi
amplifikaci tohoto lokusu pfi teploté annealingu 55 °C detekovali 9 alel u 260 jedinct z Kulatého
ostrova a 5 alel u 80 jedinci z ostrova Trinidad. Tento lokus autofi testovali u 17 druht z fadu
trubkonosi (od kazdého druhu 1-17 jedincu), u kterych detekovali 2—6 alel a tu¢inaka zlutorohého,

u kterého detekovali 2 alely. Pfi teploté annealingu 56 °C jsem u tohoto lokusu detekovala 2 alely.

Z celkového poctu 54 mikrosatelitovych lokusu, pochazejicich od druht z celedi
burtiackoviti, pro které¢ jsem méla v laboratofti k dispozici 54 paru primert, poskytly polymorfni

produkt 4 lokusy: Ole26 pochazejici od buiiiacka dlouhokiidlého, Omn8 a Omn25 od buifiacka

Monteirova.

Bicknell et al. (2011) popsali u bufmacka dlouhokfidlého 26 polymorfnich
mikrosatelitovych lokust. U Sesti nepfibuznych jedinct ¢apa ¢emého jeden z lokusi: Ole26
poskytl polymorfni produkt. Autofi tento lokus testovali u 22 samci a 25 samic buifiacka
dlouhokfidlého a v obou pfipadech pii teploté annealingu 60 °C detekovali 2 alely. Tento lokus

jsem testovala pfi teplot¢ annealingu 66 °C a detekovala jsem 2 alely.

Bried et al. (2012) charakterizovali 18 polymorfnich mikrosatelitovych lokusu
u buimacka Monteirova. Z téchto lokust, testovanych na 6 nepfibuznych jedincich ¢apa cemého,

poskytly polymorfni produkt lokusy Omn8 a Omn25. Testovanim u 125 jedinci pfi jednotné
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teploté annealingu 58 °C autofi detekovali 10 alel u lokusu Omn8 a 5 alel u lokusu Omn25.
U lokusu Omn8 jsem pfi teploté annealingu 50 °C detekovala 3 alely a u lokusu Omn25 pfi teploté

48 °C 2 alely.

Z tadu dlouhokfidli jsem celkem testovala 5 mikrosatelitovych lokust. Polymorfni
produkt vSak poskytl pouze lokus Calex-01 pochazejici od kulika motského. Tento lokus popsali
Kupper et al. (2007), kdy u 42 jedincu pfi teploté annealingu 62 °C detekovali 10 alel. Brown
et Jordan (2009) provedli cross-species amplifikaci tohoto lokusu u 340 jedincu buinaka
trinidadského pii teploté annealingu 55 °C a detekovali u néj 4 alely. Amplifikaci tohoto lokusu

u 6 nepribuznych jedinci ¢apa Cerného pii teploté annealingu 68 °C jsem detekovala 3 alely.

Variabilitou mikrosatelitovych lokust se Laboratof populacni genetiky Univerzity
Palackého v Olomouci zabyva témér 15 let a bylo zde jiz odvedeno velké mnozstvi praci, jejichz
naplni byla cross-species PCR amplifikace mikrosatelitovych lokust, pochazejicich od druhu
z fadu trubkonosi u nepfibuznych jedinct ruiznych ptacich druht jako je napriklad ¢ap ¢ery, bily
a simbil, nesyt indomalajsky, potapka rohac, pelikan bily, africky, skvrnozoby, plamenak razovy,

kaderavy a karibsky.

Nedvédova (2015) ve své diplomové praci provedla cross-species PCR amplifikaci
mikrosatelitovych lokust z fadu trubkonosi u Sesti nepfibuznych jedincu nesyta indomalajského
(Mycteria leucocephala) a celkem 45 lokusu poskytlo polymorfni produkt s poctem alel 2-5.
Celkem 7 lokusii: 11H7, 10CS, Pacbel 19907, Ole26, Omn8, Omn25 a Calex-01 se shodovalo
s polymorfnimi mikrosatelitovymi lokusy amplifikovanymi u $esti nepfibuznych jedinci v mé
praci.

JanuSova (2015) ve své bakalarské praci provedla cross-species PCR amplifikaci u Sesti
nepribuznych jedinci potapky rohace (Podiceps cristatus) a nalezla 20 polymorfnich
mikrosatelitovych lokust. Tyto polymorfni mikrosatelitové lokusy nasledn¢ charakterizovala na
13 jedincich potapky rohace ve své diplomové praci (JanuSova, 2017) a polymorfismus
vykazovalo 17 z nich. V porovnani s polymorfnimi mikrosatelitovymi lokusy nalezenymi u ¢apa

¢ern¢ho byly spole¢né 3 z nich.

Strejckova (2016) ve své bakalarské praci provedla cross-species PCR amplifikaci
mikrosatelitovych lokusti u Sesti nepfibuznych jedincu plamenaka karibského (Phoenicopterus
ruber) od druhu z fadu trubkonosi a nalezla 50 polymorfnich lokust s 2-5 alelami. Na svou praci
navazala diplomovou praci, kde polymorfni mikrosatelitové lokusy dale testovala na 30

nepribuznych jedincich plamenaka karibského, kdy polymorfni produkt poskytlo jen 45 lokusu
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s alelami v poctu 2-11. V porovnani s polymorfnimi mikrosatelitovymi lokusy, které jsem

nalezla u Sesti nepfibuznych jedincu ¢apa ¢erného, byl spolecny pouze lokus Omn8.

Veresova (2018) ve své bakalarské praci provedla cross-species PCR amplifikaci
mikrosatelitovych lokusu z fadu trubkonosi u 6 nepfibuznych jedinct pelikana kadefavého
(Pelecanus crispus) a celkem 12 mikrosatelitovych lokust poskytlo polymorfni produkt a byly
detekovany 2-3 alely. Pouze lokus Calex-01 se shodoval s polymorfnimi mikrosatelitovymi

lokusy nalezenymi u 6 neptibuznych jedinct ¢apa cemého v mé praci

Kopecna (2018) ve své bakalarské praci pomoci cross-species PCR amplifikace hledala
polymorfni mikrosatelitové lokusy od trubkonosych u Sesti nepfibuznych jedinct u pelikana
africké¢ho (Pelecanus rufescens). Nalezla celkem 24 polymorfnich mikrosatelitovych lokusu, na
kterych detekovala 2-3 alely. Tti lokusy: Ole26, Omn8 a Cd3 poskytly v mé praci amplifikaci

u Sesti nepfibuznych jedincu ¢apa ¢erného polymorfni produkt.

Hudzieczkova (2019) provedla cross-species PCR amplifikaci mikrosatelitovych lokusi
z fadu trubkonosi u Sesti nepribuznych jedincu pelikana bilého (Pelecanus onocrotalus) a nalezla
celkem 46 polymorfnich mikrosatelitovych lokusii s 2—6 alelami. U péti z nich: Cd3, Cd4, Ole26,
OmnS§ a Calex-01 jsem ve své praci amplifikaci u Sesti nepfibuznych jedinci ¢apa ¢erného také

ziskala polymorfni produkt.

Zlochova (2019) ve své diplomové praci provedla cross-species PCR amplifikaci
64 mikrosatelitovych lokust z fadu trubkonosi u 22 nepfibuznych jedinct plameridka rizového
(Phoenicopterus roseus). Z. nich 48 bylo v dfiv¢jsi bakalarské praci (Kurova, 2017) pfi testovani
u 6 nepiibuznych jedinci plamenaka rizového oznaceno jako polymorfni. Zbylych 16
vyhodnotila jako polymorfni Strejckova (2018) u 30 jedinct plameniaka karibského. Z celkového
poctu 64 retestovanych lokust, poskytlo 43 z nich polymorfni produkt s 2-3 alelami na lokus.
Dva lokusy se shodovaly s polymorfnimi mikrosatelitovymi lokusy nalezenymi v mé bakalarské

praci.

Kmavkova (2021) provedla cross-species PCR amplifikaci mikrosatelitovych lokusu
z fadu trubkonosi u 6 nepfibuznych jedincu ¢apa bilého (Ciconia ciconia) a celkem 18
mikrosatelitovych lokust poskytlo polymorfni produkt. Dva lokusy byly spolecné

s polymorfnimi mikrosatelitovymi lokusy u ¢apa ¢erného v mé praci.

Mackova (2021) cross-species PCR amplifikaci mikrosatelitovych lokust z fadu
trubkonosi u Sesti nepfibuznych jedincu pelikana skvrmozobého (Pelecanus philippensis) nalezla
22 polymorfnich lokusi, u kterych detekovala 2-5 alel. Tti lokusy: Dc21, Omn8 a Calex-01

poskytly polymorfni produkt i v mé praci amplifikaci u Sesti nepfibuznych jedinci ¢apa cermého.

37



Kopecky (ustni sdéleni) ve své bakalarské praci, ktera probihala soucasné s mou nalezl
u &apa simbila (Ciconia abdimii) 26 polymorfnich lokusa s 2-6 alelami. Sest lokusi: Omns$,
Calex-01, 11H7, Omn25, Pacbel_19907 a Pacbel_16989 se shodovalo s polymorfnimi

mikrosatelitovymi lokusy nalezenymi v mé praci.

Sestnact polymorfnich mikrosatelitovych lokust, které jsem ve své praci testovala u Sesti
nepribuznych jedinct ¢apa Cern¢ho, jsem nasledn¢ v Tabulce 8 porovnala s vysledky praci
provedenych v Laboratofi populacni genetiky Univerzity Palackého v Olomouci v prfedchozich
letech, ve kterych byly cross-species PCR amplifikaci na polymorfni mikrosatelitové lokusy od

fadu trubkonosi testovany jiné druhy.

Nejvétsi shodu jsem zaznamenala u nesyta indomalajského, se kterym ¢ap cerny sdilel
7 polymortnich mikrosatelitovych lokust, dalSich 6 lokusti se shodovalo s ¢apem simbil, 5 lokusu
s pelikanem bilym, 3 lokusy s pelikanem africkym, pelikanem skvrnozobym a potapkou rohac
a2scapem bilym a plamenakem razovym. Naopak nejmensi shodu jsem zaznamenala
u plamenaka karibského a pelikana kadefavého, se kterymi se shodoval pouze 1 polymorfni
mikrosatelitovy lokus ze 14 porovnavanych. Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno u amplifikace
mikrosatelitového lokusu Omn8, ktery vykazoval nejvyssi polymorfismus, poskytl polymorfni
produkt u 10 z 11 testovanych druhu: nesyta indomalajského, ¢apa ¢erného, bilého a simbila,
plamenaka karibského, riZzového, pelikana bil¢ho, afrického a skvrmozobého a potapky rohace, to
nikoliv zanedbatelng, ale s vyskytem alel 3-8 na lokus. Tento lokus neposkytl polymorfni produkt
pouze u pelikana kadefavého. S ¢apem bilym, prestoze se jedna o stejny rod, cap cerny sdilel
pouze 2 polymorfni mikrosatelitové lokusy, jednim z vysvétleni by mohla byt skutecnost, Ze
v ramci rodu Ciconia jsou ¢ap ¢ery a bily nejvzdalengjsi druhy (Sheldon et Slikas, 1997) a Slikas

(1997 a 1998).

V Laboratofi populaéni genetiky Katedry bunééné biologie a genetiky Prirodovédecké
fakulty Univerzity Palackého v Olomouci byl ¢ap ¢emy (Ciconia nigra) v ramci vypracovani

bakalarskych a diplomovych praci testovan na cross-species PCR amplifikaci ve 3 pracich.

Navratilova (2009) se ve své bakalarské praci zabyvala cross-species PCR amplifikaci
mikrosatelitovych lokust pochazejicich od ruznych druhi vodnich ptaku zrfada brodivi,
veslonozi, vrubozobi, potapky, tuc¢iaci a tura domaciho u 6 nepribuznych jedinci ¢apa cerného.
Celkem testovala 174 mikrosatelitovych lokusu a nalezla 21 polymorfnich. Cahlikova (2011)
provedla cross-species PCR amplifikaci celkem 2 18 mikrosatelitovych lokust, u 24 neptibuznych
jedincu ¢apa ¢erného genotypovala polymorfni mikrosatelitové lokusy z predchozi bakalarské

prace Navratilova (2009) a potvrdila polymorfismus u 18 z nich.
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Tabulka 8 Mikrosatelitové lokusy pochazejici od zastupct fadu trubkonosi polymorfni u ¢apa cerného, porovnané s polymorfnimi mikrosatelitovymi lokusy
u dalSich druhu, na kterych v ramci Laboratofe populacni genetiky byly mikrosatelitové lokusy od trubkonosych testovany. Jedna se o tyto druhy: ¢ap cerny
(tato prace), nesyt indomalajsky (Nedvédova, 2015), ¢ap simbil (Kopecky, ustni sdéleni), pelikan bily (Hudzieczkova, 2019), p. africky (Kopecéna, 2020),
potapka roha¢ (Janusova, 2017), pelikan skvrnozoby (Mackova, 2021), plamenak razovy (Zlochova, 2019), ¢ap bily (Kmavkova, 2021), pelikan kadetavy
(Veresova, 2020), plameniak karibsky (Strejékova, 2018), sefazené dle poétu spoleénych polymorfnich lokusi. Cisla znagi poget detekovanych alel, M znagi

monomorfni produkt, v zavorce je uveden pocet testovanych jedinct.

Testovany druh

Cap Nesyt Cap  Pelikan Pelikan  Potapka Pelikan ~ Plamefiak  Cap  Pelikan  Plamenak

Lokus ¢erny indomalajsky  simbil bily africky rohac skvrmozoby  rizovy  bily kadefavy karibsky
(6) (6) (6) (6) (12) (13) (6) (22) (6) (4D (30)
Omn8 3 4 6 4 3 6 4 8 6 M 3
Calex-01 3 2 2 2 M M 2 2 M 3 M
Ole26 2 3 M 2 2 M M M M M M
Cd3 2 M M 3 2 M M M M M M
11H7 4 2 2 M M M M M M M M
Omn25 2 2 3 M M M M M M M M
Pacbel_19907 2 2 2 M M M M M M M M
10C5 4 2 M M M M M M M M M
Cd4 2 M M 2 M M M M M M M
Dc21 2 M M M M M 2 M M M M
Pacbel _16989 3 M 2 M M M M M M M M
Parm03 2 M M M M 5 M M M M M
Paequl0 2 M M M M M M M 2 M M
STALS 2 M M M M 2 M M M M M
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Zjistila, ze dva lokusy, které¢ byly v pfedchozi praci oznaceny za polymortni, jsou ve
skutecnosti monomorfni, kdy k mylnému vyhodnoceni doslo pravdépodobné vyskytem extra
PCR produkti, které¢ zt€Zovaly vyhodnoceni, dale zjistila, Ze dva pary primera amplifikovaly
stejny lokus. Nalezla dalSich 12 polymorfnich mikrosatelitovych lokust a celkem tedy u 24
jedinci  genotypovala 30 polymorfnich mikrosatelitovych lokusu. V bakalarské praci
(Navratilova, 2009) a diplomové praci (Cahlikova, 2011) bylo tedy dohromady testovano 381
para primera, navrzenych pro amplifikaci mikrosatelitovych lokust od druhu fadu brodivi,
dlouhokfidli, plamerniaci, potaplice, vrubozobi a veslonozi. Celkem nalezly 30 polymorfnich
mikrosatelitovych lokusu: 16 od zastupct fadu brodivi, 1 z fadu vrubozobi, 1 z fadu tuciaci,
8 z fadu veslonozi a 4 z fadu plamenaci. Uspésnost cross-species PCR amplifikace u ¢apa éerného

byla 7,9 %.

Fiserova (2014) analyzovala a charakterizovala polymorfhi cross-species mikrosatelitové
lokusy u capa ¢erného, bilého a simbila. K amplifikaci DNA ¢apa ¢emého pouzila 31 paru
primeru, které byly navrzeny pro ¢apa vychodniho, volavku rusohlavou z fadu brodivi a potapku
zapadni z fadu potapky. Zadny z pouzitych part primera pii amplifikaci neposkytl polymorfni
produkt.

Celkové vcéetné mé bakalarské prace bylo vramci Laboratofe populacni genetiky
Univerzity Palackého v Olomouci u ¢apa ¢erné¢ho na polymorfismus testovano 625 part primert
navrzenych pro amplifikaci mikrosatelitovych lokust pochazejicich od zastupcu kladu
Aequorlitornithes. Z nich bylo celkem 46 polymorfnich a uspéSnost cross-species PCR
amplifikace ¢ini 7,36 %. Tticet lokust bylo jiz charakterizovano na 24 nepfibuznych jedincich
(Cahlikova, 2011) a 16 lokust bylo zatim pouze nalezeno na 6 nepfibuznych jedincich v mé
bakalarské praci a vbudoucnu by mély byt charakterizovany. V pfipad¢ potfeby dalSich
polymorfnich mikrosatelitovych lokusii bych doporucila otestovat dalsi dosud netestované
mikrosatelitové lokusy od zastupci kladu Aequorlitornithes. Vhodné by bylo testovat
mikrosatelitové lokusy nejen od druht, které jiz v minulosti polymorfni produkt poskytly
(naprtiklad capi, pelikani, plameriaci) (Feldman Turjeman, 2016), ale napfiklad od druhti z fadu
dlouhoktidli (Charadriiformes), které zatim testovany nebyly, ale cross-species PCR amplifikaci
poskytl 1 znich polymorfni mikrosatelit u jin¢ho druhu z kladu Aequorlitornithes, ktery byl

polymorfni i u ¢apa cemého (Brown et Jordan, 2009).
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8. Zavér

V této bakalarské praci jsem provedla cross-species PCR amplifikaci Sesti nepfibuznych
jedincu ¢apa Cern¢ho (Ciconia nigra) za pouziti celkem 213 parG primerti. Od druhu z fadu
trubkonosi pochazelo 207 part primert: 53 part primeri bylo navrzeno pro mikrosatelitové
lokusy od druht z eledi albatrosoviti, 100 z ¢eledi bumakoviti a 54 z celedi buiiackoviti.
Dalsich 5 para primert bylo navrzeno pro amplifikaci mikrosatelitovych lokusi pro druhy z fadu
dlouhokfidli: alkouna obecného, kulika motského a racka novozélandského a 1 par primera
pochazel od lesniacka zlutého z fadu pévci. Téchto 6 part primeru bylo dfive Gspésné pouzito pro

cross-species PCR amplifikaci n¢kterych druhu pochazejicich z fadu trubkonosi.

Celkem 206 part primeru poskytlo po amplifikaci na DNA Sesti nepfibuznych jedincu
¢apa cerného PCR produkt, u 7 para primeri pouzitych pii amplifikaci nebylo mozné ani po
upraveni podminek PCR reakce produkt ziskat. Bylo nalezeno 16 polymorfnich
mikrosatelitovych lokustu. Monomorfni produkt poskytlo 190 part primeri. VSechny lokusy byly
nejprve amplifikovany pii teploté annealingu 50 °C a 90 min separovany v 6%
polyakrylamidovém gelu, pfipadné byla teplota annealingu a délka separace pro kazdy lokus
zvlast upravovana a u jednotlivych lokust byly uréeny genotypy. Pocet detekovanych alel se
pohyboval v rozmezi 2—4 na lokus. Uspé&snost cross-species PCR amplifikace polymorfnich
mikrosatelitovych lokust u ¢apa cerného celkové €ini 7,51 % a v ramci fadu trubkonosi 7,25 %.
Nejvice nalezenych polymorfnich lokust pochazelo od celedi albatrosoviti (7) a celedi

burniakoviti (6).
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