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1. Uvod

Mikrosatelity jsou jednim z typu kratkych tandemovych repetic, vétSsinou o délce
jednotky repetice 2—6 bp. Mikosatelity jsou volné rozptyleny po celém genomu a jsou
vysoce Vvariabilni. Z toho divodu jsou vyuZitelné jako genetické markery napf. pii
popula¢né genetickych studiich nebo pii studiich paternity. Daji se ziskat tfemi zplisoby,
a to metodou de novo, cross-species nebo in silico. Velkou vyhodou pfi pouziti metody
Ccross-species je prenositelnost mikrosatelitnich lokusi napfi¢ Gizce ptibuznymi druhy.

Pelikéni jsou ptéci vazani na vodu, z nichZ nékteré druhy je mozné zatradit mezi
ohrozené. U nas jsou tito ptaci chovani v zoologickych zahradach. Je nutné udrzovat
Cistotu téchto chovi a vzhledem k dlouhé fertilni dobé je nutné zabranit kiizeni
ptibuznych jedinct. To je jeden z dGvodu, pro¢ se u nich zkoumaji mikrosatelitni lokusy,
které pak mohou byt vyuzity ke studiu paternity a k popula¢nim studiim.

V Laboratoii populacni genetiky Katedry bunétné biologic a genetiky na
Piirodovédecké fakulté¢ Univerzity Palackého v Olomouci jsou testovany mikrosatelity
nejen od pelikant, ale i od dalSich zastupci kladu Aequorlitornithes. Testovani
mikrosatelitli od zastupct tohoto kladu je mozné vyuzit pro studium variability populaci
jednotlivych druhd. V mé diplomové praci navazuji na svoji bakalarskou praci (Kope¢na,
2018) a bakalaikou praci Adamkova (2019) a méla bych charakterizovat mikrosatelity,

které byly v téchto pracich oznaceny jako polymorfni.



2. Cile prace

1. Shroméazdéni dostupnych literarnich zdroju.

2. Vypracovani resSerSe na téma diplomové prace.

3. Amplifikace a charakteristika mikrosatelitovych lokust na DNA 12 nepfibuznych
jedinct pelikéna afrického z chovu ZOO Dvur Kralové; jedna se o mikrosatelity oznacené
jako polymorfni v bakalaiské praci studentky (Kopecna, 2018) a v bakalaiské praci
Adédmkova (2019). Tyto mikrosatelity srovnat s polymorfnimi  lokusy

charakterizovanymi v diplomovych pracich Mikulové (2010) a Chmelatova (2012).



3. Literarni prehled

3.1 Trida ptaci

Ptaci (Aves) jsou fazeni do monofyletické skupiny Reptilia. Protoze pochazeji
z dinosaurti skupiny Maniraptora, jsou fazeni mezi teplokrevnou vyvojovou vétev
archosaurnich plazi. Se skupinou Reptilia sdileji urc¢ité pleziomorfni znaky, jako napf.
suchou kuzi, ledvinu jakozto vylu¢ovaci organ nebo volnou zadni konéetinu S pfitomnosti
mezotarzalniho kloubu. Mezi apomorfni znaky, které sdileji ptaci se skupinou
Maniraptora, se fadi napf. srostlé kli¢ni kosti ve vidlici, opetené té€lo nebo zadni koncetiny
uzpusobené k bipednimu pohybu (Gaisler et Zima, 2018). V molekularnich studiich je
Casto popisovan blizky vztah ptakia a krokodylu, kteti jsou jejich nejblize ptibuznou Zijici
skupinou. Mezi spole¢né znaky patii naptiklad tvorba kosti a svala z pohledu
embryogeneze nebo také podobna skotapka vajec. Fylogeneze ptaki je vSak velice slozita
a fazeni jednotlivych taxont do systému se neustale méni (Gaisler et Zima, 2007).

Linie, ze které se vyvinuli moderni ptaci, se nazyva Carinatae. Z této linie se
vyvinuli tzv. Neornithes, ktefi se dale déli na dvé skupiny - Neognathae a Paleognathae,
které se od sebe 1isi pevnym nebo pohyblivym spojenim v oblasti patra. Systém
Neornithes byva vSak Casto kritizovan, zejména proto, ze rozdé€leni na Neognathae
a Paleognathae neni na zékladé¢ rozdilnych znakt dostate¢né priikazné. Toto tvrzeni v§ak
bylo vyvraceno ve studii Sibleye a Ahlquista (1988), kteti pouzitim metody DNA-DNA
hybridizace potvrdili jasné rozdily mezi Neognathae a Paleognathae (Gaisler et Zima,
2018). Ri3e ptaci obsahuje v sou¢asné dobé vice nez 10 000 druhti a jak uZ bylo uvedeno,
jedna se o 1i8i velice rozmanitou, hlavné na zakladé morfologie, chovani a ekologie (Prum
et al., 2015). Co se tyce rozdéleni do jednotlivych tadu, v tradicnim pojeti jich bylo
rozliSovano zhruba 24, ale v dne$ni dobé uz jich je pies 40 (Gaisler et Zima, 2018). VV mé

diplomové praci se zabyvam prevazné fady trubkonosi, tuciidci a velosnozi.

3.2  Vztahy mezi rady trubkonosi, tu¢iiaci a veslonozi

Gaisler et Zima (2007) fadi tyto tii fady do skupiny letci, i kdyz tuénaci
(Sphenisciformes) jsou ptaci neschopni letu. Tu¢naci jsou uzptisobeni k pohybu ve vode,
jelikoz maji kiidla pozménéna na vesla, kterd jim umoziuji plavat. I kdyz maji spoustu
unikatnich znaku, které se vyskytuji pouze u této skupiny, pfedpoklada se jejich
ptibuznost s trubkonosymi a potéaplicemi. Trubkonosi (Procellariiformes) jsou ptaci

1étajici, ktefi stejné jako tuénaci lovi potravu v mofi. Mezi trubkonose patii ¢tyfi celedé:



albatrosoviti, bufnakoviti, bufnikoviti a buinackoviti. Co se tyCe veslonohych
(Pelecaniformes), jedna se o ptaky s tzv. veslovaci nohou, kdy jsou vSechny prsty spojeny
plovaci blanou. V tradi¢nim pojeti, se mezi veslonohé fadi anhingoviti (Anhingidae),
faetonoviti (Phaethontidae), fregatkoviti (Fregatidae), kormoranoviti
(Phalacrocoracidae), pelikdnoviti (Pelecanidae) a terejoviti (Sulidae) (Gaisler et Zima,
2007). V poslednich letech byla zcela zménéna koncepce tohoto fadu. Od tradi¢nich
veslonohych byli nejprve oddéleni faetoni a nyni tvofi samostatnou skupinu, ktera je
sesterska k Eurypygiformes, kam patii slunatec a kagu. Je vSak otazkou, zda factoni,
slunatec a kagu tvoii taxonomicky dohromady jednu skupinu nebo se jednd o dva
samostatné fady - Phaethontiformes a k nému sestersky ad Eurypygiformes. Z tradi¢nich
veslonohych se déle oddélili anhingy, fregatky, kormorani a terejové, nyni spolecné tvoii
fad Suliformes. V tradi¢nich veslonohych tak zlstali pouze pelikani a ti nyni tvofi
sesterskou skupinu s ¢lunozobcem a kladivousem. Dalsi jim fylogeneticky blizké skupiny
jsou Celed¢ volavkoviti a ibisoviti (Gaisler et Zima, 2018).

Hedges et Sibley (1994), pomoci metody DNA-DNA hybridizace prokazali
pfibuznost veslonohych a ¢lunozobce. Déle se ve vysledcich jejich studie objevuje
skupina obsahujici mimo jiné také tucnaky, pelikdny a buinaky z fadu trubkonosi. Na
zakladé¢ DNA-DNA hybridizace byl prokazan spole¢ny piivod téchto druhd, ackoliv jsou
mezi nimi patrné vétsi fylogenetické rozdily.

Molekularni a morfologické studie fadi veslonohé do velké skupiny vodnich
ptakd, kdy tento klad zahrnuje mimo jiné také trubkonosé a tu¢naky. Veslonozi jsou
reprezentovani rozséhlou shirkou fosilii, na zaklad¢ které lze predpokladat, ze veslonozi
a trubkonosi byli Gzce ptibuzni s ¢eledi Pelagornithidae, avSak piesné vztahy mezi témito
skupinami nebyly objasnény. Navic podle posledni fylogenetické analyzy bylo zjisténo,
ze Celed’ Pelagornithidae patii zcela mimo klad Neoaves (Smith et al., 2010). Mayr (2005)
ve svych studiich uvedl, ze tu¢naci mohou byt ptibuzni s vyhynulou celedi bichiroviti,
ktera byla fazena do skupiny s tradi¢nimi veslonohymi. Smith et al. (2010) studovali 59
taxonl vodnich ptakt se 464 druhy a sestavili novy fylogeneticky strom (obr. ¢. 1). Velka
skupina zahrnujici potapky, potaplice, tu¢naky, trubkonosé a faetony je podobna

rozdé€leni podle Livezey et Zusi (2007) na obr. ¢. 2.
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Obrézek &. 1: Vztahy mezi skupinami vodnich ptakt podle Smith et al. (2010). Rad

tucnaci oznacen hnéde, fad veslonozi (v tradi€nim pojeti) zelené a fad trubkonosi modte.
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Obrazek ¢. 2: Kladogram vodnich ptaki podle Livezey et Zusi (2007) [A] a podle
Hackett et al. (2008) [B]. Rad veslonozi (v tradi¢nim pojeti) je vyzna¢en zeleng, fad

tucndci je vyznacen hnéd¢ a fad trubkonosi je vyznacen modre.

Yuri et al. (2013) na zakladé studia analogickych sekvenci DNA napftic¢
jednotlivymi skupinami ptaka zkoumali jejich fylogenezi. Pomoci téchto studii sestavili
fylogeneticky strom (viz obr. ¢. 3). Na zakladé tohoto schématu lze piedpokladat, ze
tuénaci a trubkonosi spolu tvofi sesterskou skupinu a tato skupina je sesterska ke skupiné,
kterou tvofi tradi¢ni veslonozi a brodivi. Veslonozi, zahrnujici zde anhingy, kormorany,

pelikany a fregatky, tvofi sesterskou skupinu s tereji.
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Obrazek &. 3: Fylogeneticky strom podle Yuri et al. (2013). Rady vodnich ptakd jsou

vyznaceny tmavé modrou barvou.

V ramci piedchozich molekuldrnich a sou€asnych morfologickych studii byli
ptaci rozdélovani na Paleognathae, Galloanseres a Neoaves. V rdmci Neoaves byly
navrzeny nové klady, véetné kladu pro vodni ptaky, ktery zahrnuje mimo jiné také
pelikany a tu¢idky. Pomoci analyzy celych genomt bylo zkoumano 48 ptacich druhi ze
skupiny Neoaves. Pii této analyze byly zkoumané druhy ze skupiny Neoaves rozdéleny
do 2 velkych skupin - Columbea a Passera. Soucasti skupiny Passera je i klad
Aequornithia, ktery zahrnuje mimo jiné i tu¢iaky, trubkonosé a veslonohé, do kterych
jsou zde tazeni pelikani, kormorani, volavky a ibisové (Jarvis et al., 2014).

Prum et al. (2015) popisuji ve svych studiich novy klad Aequorlitornithes, ktery
zahrnuje v§echny vodni ptaky, kromé vrubozobych. Klad Aequorlitornithes zahrnuje také
trubkonosé, tuc¢naky a pelikany. Tucnaci tvoii sesterskou skupinu s trubkonosymi a tato

celd skupina je sesterska k vzajemné promichanym ¢eledim tadt brodivi a veslonozi
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v tradi¢nim pojeti (bez faetont, kteti byli jiz diive oddéleni a nyni tvoifi samostatnou

skupinu). Rod pelikan tedy ztstal jako jediny v fadu veslonozi, zbytek veslonohych

V4

(anhingy, fregatky, kormorani a terejove) tvoii fad Suliformes (obr. ¢. 4).
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Obrézek ¢. 4: Fylogeneticky strom vodnich ptaka podle Prum et al. (2015).

3.3 Pelikéni

Pelecaniformes v novém pojeti obsahuje Celedé Ardeidae, Balaenicipitidae,
Threskiornithidae, Scopidae a Pelecanidae, ktera zahrnuje jeden rod Pelecanus (Kennedy
etal., 2012). Vétsina pelikand ma prevazné bilé pefi s vyraznymi ¢ernymi kiidly. U dvou
druht se vyskytuje pfevazné hnédé peii s bilymi skvrnami. Pelikani maji dlouha a $iroka
ktidla, kratky ocas a nohy a masivni t€lo (Winkler et al., 2015). Pelikant je v soucasnosti
8 druht, néktefi starsi autofi vSak uvadeji pouze 7 druht, jelikoz pelikén chilsky byl az
do roku 2007 povazovén za poddruh pelikiana hnédého (del Hoyo et al., 1992; Stastny et
al, 1998; Jaramillo, 2007; Kennedy et al., 2012). Mezi druhy pelikant patii pelikan
africky (Pelecanus rufescens), pelikan australsky (P. conscipitallus), pelikan bily (P.
onocrotalus), pelikan hnédy (P. occidentalis), pelikan chilsky (P. thagus), pelikan
kadefavy (P. crispus), pelikdn severoamericky (P. erythrorhynchos) a pelikan
skvrnozoby (P. philippensis) (Brown et al., 1982). Pelikani se vyskytuji pievazné

Vv blizkosti vodnich ploch vcetné slanych jezer, mocalli a na pobfezi. Zivi se pievazné
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rybami, zptsob lovu se u jednotlivych druht pelikanii 1i8i. Nékteré druhy se pro svou
kofist potap€ji, ty ostatni pouzivaji k chytani kofisti svoje mohutné zobéky, jejich kofisti
byvaji ryby od mensich, jako jsou sardinky nebo an¢ovicky, az po ty vetsi, jako jsou kapfi,
okouni nebo Stiky (Winkler et al., 2015).

Pelikéani jsou monogamni ptaci. Hnizdi v koloniich, které mohou obsahovat az
tisice part. Hnizda mohou byt umisténa bud’ na zemi, kde maji velmi jednoduchou

vvvvvv

se z nich lihnou po 30 az 36 dnech (Winkler et al., 2015).

3.4  Pelikan africky

Pelikan africky je Sedorizové zbarveny ptak, ktery hnizdi pievazné v Africe
(Svensson et al., 2016). V nékterych africkych statech byva tento druh pfemnozeny, jedna
se napft. o Senegal nebo Etiopii (Brown et al., 1982). Oproti pelikanovi bilému je mensi
a ma kratsi zobak. V jarnich mésicich se u n&j vyskytuje tmavéa skvrna u oka (Svensson
et al., 2016). Samice byvaji mensi nez samci. Stejné jako ostatni druhy pelikant i pelikan
africky Zije v koloniich, hnizdi pfevazné na stromech. Hnizda stavi pfedevsim v blizkosti
vodnich ploch a tokli nebo pobliz bazin. Potravou pelikana afrického jsou hlavné ryby,
které lovi ve skupinach, na rozdil od ostatnich druhi pelikanti nevyuziva koordinovany
styl lovu. Vétsinou klade dvé vejce, ktera maji svétlemodrou skofapku. Lihnou se z nich
hold mlad’ata, o kterd pecuji oba rodi¢e béhem prvniho mésice jejich Zivota. Pelikdn

africky se doziva v praiméru okolo 6 let (Brown et al., 1982, del Hoyo et al., 1992).

3.5 Mikrosatelity

Mikrosatelity nebo také simple sequence repeats (SSRs) jsou
nckolikanukleotidové useky DNA opakujici se v nékolika aZz mnoha kopiich
bezprostiedné za sebou, tedy v tandemu. Opakujici se Useky jsou tvoteny 1-6 pary bazi
(Téth, et al., 2000). Né&ktefi dalsi autoti uvadéji délku 1-5 nebo 2-8 bp (Kantartzi, 2013).
Tyto repetice jsou pfitomny u prokaryot i u eukaryot (Toth et al., 2000; Kantartzi, 2013).
Mikrosatelity jsou viceméné rovnomérné rozptyleny po celém genomu. Nejcastéji se
v genomu vyskytuji mikrosatelity, u kterych se nachazi poly(A)/poly(T) opakovani.
Avsak tato sekvence neni vhodnd pro mapovani nebo populacni analyzu z divodu
nestability pti PCR amplifikaci. Analyza tandemovych repetic v genomech ruznych
druhti ukazala, Ze repetice CA/TG jsou nejéastéjSimi dinukleotidovymi repeticemi, které
se vyskytuji piiblizné 2x castéji nez repetice AT a 3x Cast&ji nez repetice AG/CT
(Beckmann et Webber, 1992; Goldstein et Schlotterer, 1999). Specialni skupinu
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mikrosatelitli tvoii tzv. trinukleotidové repetice, které hraji dulezitou roli pfi vzniku
nékterych lidskych neurodegenerativnich onemocnéni. Jedna se naptiklad o syndrom
fragilniho X nebo Huntingtonovu chorobu (T6th et al., 2000). Mikrosatelity patii mezi
nejrozsifenéjsi molekularni markery, kterych se hojné vyuziva v genetickych studiich,
populaéni genetice nebo pii studiu paternity. Tato Skéla vyuziti je mozna diky tomu, ze
mikrosatelity jsou kodominantni a vicealelové (Oliveira et al., 2006). V mé diplomoveé
praci se zabyvam pievazn¢ mikrosatelity u ptakt. U nich se vSak mikrosatelity vyskytuji
mnohem méné nez u jinych taxond, jako jsou naptiklad savci a ryby (Primmer et al.,
1997). U ptaktt jsou mikrosatelity pouzivany piedevS§im pro urcovani paternity,
V populacni genetice nebo pii vazebném mapovani. Hledani a izolace mikrosatelit
a nasledny navrh primert pro jejich PCR amplifikaci je vSak ¢asoveé ndro¢ny a zkuSenosti

vyZzadujici proces, ktery muiize trvat i tydny az mésice (Dawson et al., 2010).

3.6 Vznik a variabilita mikrosateliti

Mikrosatelity mohou vznikat dvojim zplsobem. Prvnim je zdména nukleotidi,
kterd se déje bud’ inzerci nebo deleci n€kolika pari bazi. Druhym zplGsobem, kterym
mikrosatelity vznikaji, je aktivita mobilnich elementi (Buschiazzo et Gemmell, 2006).
Mezi nejrozsifenéjsi typy mikrosatelitt, které vznikaji, patii di-, tri- a tetranukleotidové
repetice. Nejcastéjsi z nich jsou dinukleotidové, jejich Getnost vyskytu se 1isi v zavislosti
na druhu. U zivocicht se nejcastéji vyskytuje CA opakovani, u rostlin je to potom TA/GA
opakovani. Trinukleotidové repetice se ¢asto vyskytuji v exonech, kde nenarusuji éteci
rdmec. Nejvice se i trinukleotidovych repetic vyskytuje opakovani GTG.
U tetranukleotidovych repetic byva nejéastéjsi GATA/GACA opakovani, ktera se
vyskytuji pfevazné u vysSich organismu. Tento typ repetic se v populaénich studiich
nepouziva tak Casto, i kdyz vykazuji vysoky polymorfismus (Jarne et Lagoda, 1996).

Polymorfismus u mikrosateliti vznika tzv. sklouznutim polymerazy béhem DNA
replikace neboli DNA replication slippage, kdy v misté repetice dojde k oddé€leni fetézct
DNA a jejich néslednému znovu spojeni v jiném misté. Timto procesem dochazi ke
vzniku chybného parovani bazi a k prodlouZeni nové vznikajiciho vlakna (Oliveira et al.,
2006).

3.7  Hledani mikrosatelitt
Existuji celkem tfi metody izolace mikrosatelitii, jedna se o metodu de novo,

cross-species PCR amplifikaci a in silico (Zane et al., 2002; Dawson et al., 2010).
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Mikrosatelity, které jsou zkoumany poprvé, musi byt izolovany tzv. de novo, coz byva
povazovano za jednu z nevyhod. Je tomu tak proto, ze mikrosatelity se obvykle nachazeji
v nekodujicich oblastech genomu, kde je ¢etnost vyskytu nukleotidové substituce vyssi
nez v kodujicich oblastech. Z tohoto divodu je také problematické navrhovani
univerzalnich primeri, které bylo velmi efektivni napt. u mitochondridlni DNA (Kocher
et al., 1989; Zane et al., 2002).

Prvnim krokem izolace pii pouziti de novo metody byvéa sestaveni genomickych
knihoven a jejich nasledny screening s pouzitim vhodnych hybridiza¢nich sond, které
tvoii oligonukleotidy obsahujici danou repetici. Poté nasleduje osekvenovani pozitivnich
klonu, navrZzeni primert a optimalizace podminek PCR amplifikace. Cely tento postup
byva vSak velice ¢asové narocny, a proto byly navrZeny alternativni metody, které by
dobu izolace zkratily a zaroven zvysily vytéznost. Jednd se napf. o metodu PCR
amplifikace s pouzitim ndhodné zvolenych primerti, ozna¢ovanych jako RAPD primery.
Produkty PCR reakce jsou poté hybridizovany se sondami, které obsahuji mikrosatelitove
repetice. Bohuzel ani alternativni metody nepfinesly o tolik vyssi vytézek, proto se ¢im
dal ¢astéji piistupuje ke druhé metod¢ izolace, kterou je cross-species PCR amplifikace
(Primmer et al., 1996; Primmer et al., 1997; Zane et al., 2002).

Metoda cross-species PCR amplifikace je zalozena na hledani mikrosatelitd, pro
které jsou pouzivany primery, jez byly diive navrzeny pro jiné pfibuzné druhy. Uspéch
cross-species PCR amplifikace souvisi s evoluéni vzdalenosti mezi zdrojovym druhem
adruhem, na jehoz DNA se lokus amplifikuje. Studie prokazaly, ze mikrosatelity
izolované od ruznych druhi amplifikuji polymorfni lokus u blizce ptibuznych druhi,
nikoliv v8§ak u téch vzdalengjsich (Primmer et al., 1996; Primmer et al., 2005). Krom¢
ptibuznosti jednotlivych druhi 1ze uspésnost cross-species PCR amplifikace ovlivnit také
optimalizaci podminek PCR, naptiklad snizenim teploty annealingu.

Tteti moznosti pouzivanou pro izolaci mikrosatelitnich lokusi je metoda in silico.
Tato metoda je rychlejsi a levnéjsi nez metoda de novo a spociva v prohledavani databazi,
které obsahuji sekvence DNA (Dawson et al., 2013) nebo cDNA (Dawson et al., 2010).
K prohledavani databazi je nutné pouzit také spravny vyhledavaci nastroj. Diive se
k vyhledavani pouzival tzv. BLASTN (Basic Local Alignment Search Tool), jedna se
0 nastroj, ktery porovnava danou nukleotidovou sekvenci se sekvenci obsazenou
v databazi. V dnesni dobé se pouziva napt. software MISA (MlIcroSAtellite), Tandem-
Repats Finder nebo TROLL (Tandem Repeats Occurent Locator).
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Tyto softwary detekuji tandemové repetice na zakladé zadanych vstupnich
podminek a vybiraji repetice na zakladé¢ motivu nebo poctu opakovani (Sharma et al.,
2007).

3.8 Analyza mikrosatelitnich lokusi

Pii analyze mikrosatelitnich lokust byva hojné vyuzivana metoda PCR
amplifikace se specifickymi primery a néasledna elektroforetickd separace produkti.
V dnesni dobé se stale vice pouziva multiplex PCR, ktera je ¢asové uspornéjsi. Jedna se
soucasnou amplifikaci n¢kolika mikrosatelitti v jedné reakci, kde je pouzito vice part
primert. Pro v§echny primery je pouzita stejnd teplota annealingu. Produkty PCR reakce
jsou poté separovany pomoci Kkapilarni elektroforézy. Lokusy, jejichz alely se
nepiekryvaji, jsou oznaceny stejnym fluorescencnim barvivem, u piekryvajicich se alel
se pouziva znaceni riznymi barvivy (Guichoux et al., 2011).

Podle Guichoux et al. (2011) je pro PCR amplifikaci nutné pouzit mikrosatelity,
u kterych se vyskytuje nejméné tzv. stutter bandii a nulovych alel. Stutter bands jsou
produkty PCR reakce, které se 1isi svoji délkou od hlavnich produkti, coz se projevi i pii
nasledne elektroforetické separaci. Pfi jednoduché PCR reakci muze vzniknout chyba,
kdy polymeraza vytvoii produkt delsi ¢i kratsi o jednu nebo vice repetic. A ¢im kratsi je
jednotka repetice, tim vEtSi je  pravdépodobnost pritomnosti stutter bandu.
(Hosseinzadeh-Colagar et al., 2016). Nulové alely jsou takové alely, které neni mozné
amplifikovat pomoci PCR. Znemoznéni amplifikace je zpisobeno mutaci v nukleotidové
sekvenci tzv. flanking region. Tato mutace zabrani nasednuti primeru na templatovou
DNA. Piitomnost nulovych alel je moZné zjistit srovnanim pozorovanych cetnosti
homozygotnich a heterozygotnich genotypt mikrosatelitd s cetnostmi vypocitanymi
podle Hardy-Weinbergova zakona. Avsak nékteré jevy mohou vyvolat mylny dojem, ze
jsou nulové alely pfitomny, jednim z nich je tzv. Wahlundiv efekt, ktery zptisobuje
deficit heterozygottu ve vztahu k Hardy-Weinbergové rovnovaze. Falesny vyskyt nulové
alely se projevi i v ptipadé, Ze neni v daném lokusu rozpoznana vazba na pohlavi,
konkrétn€ na chromozom Z. U ptaki se rozliSuji dva typy pohlavnich chromozomt - W
a Z. Samci maji dvé kopie chromozomu Z a u samic se nachazi dvojice chromozomu
Z a' W. Samice jsou tedy pro lokusy na Z chromozomu tzv. hemizygotni (Dakin et Avise,
2004).
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3.9  Polymorfni mikrosatelity izolované de novo u pelikant

Mikrosatelitni lokusy izolované de novo byly u pelikani ziskany pouze od dvou
druhti, jedna se o pelikana severoamerického (P. erythrorhynchos) (Hickman et al., 2008)
a pelikana bilého (Pelecanus onocrotalus) (de Ponte Machado et al., 2009). U zbylych
druht pelikant prozatim zadné lokusy de novo izolovany nebyly.

Hickman et al. (2008) izolovali 9 mikrosatelitnich lokust (PeEr 01-PeEr 09) od
pelikana severoamerického. DNA byla extrahovana z prsniho svalu 23 jedincu, ktefi
pochéazeli z vychodni a zapadni ¢asti Severni Ameriky. Nasledné byly navrzeny primery
pro PCR amplifikaci. Celkem bylo testovano 25 part primerd, 9 z nich po amplifikaci
poskytlo kvalitni produkt, ktery byl polymorfni u 23 jedinct. Nalezené polymorfni lokusy
mély 2-8 alel.

De Ponte Machado et al. (2009) nalezli 10 mikrosatelitnich lokust (PELO86,
PEL149, PEL175, PEL185, PEL188, PEL190, PEL207, PEL221, PEL265 a PEL304)
u pelikana bilého. Nalezené lokusy mély 2-19 alel. Navrzené primery pro PCR
amplifikaci byly testovany s DNA 46 jedincti pochazejicich ze dvou populaci, 23 jedinct
pochéazelo z Namibie a 23 z oblasti jizni Afriky. Dva z deseti polymorfnich lokust
vykazovaly nesoulad s Hardy-Weinbergovou rovnovéahou, jeden u namibijské (PEL221)
a druhy u jihoafrické populace (PEL185). Se vSemi polymorfnimi lokusy byla poté
provedena cross-species PCR amplifikace, ktera byla uspé$na u tii ptibuznych druht.
Jednalo se o jednoho jedince pelikana afrického, pét jedinct pelikana hnédého a dva
jedince pelikana severoamerického. U pelikana afrického bylo uspésné amplifikovano 8
z 10 lokusu, které mély 2—7 alel, v ptipadé lokusu PEL086 a PEL185 se amplifikace

nezdafila.

3.10 Polymorfni mikrosatelity nalezené u pelikani pomoci cross-species

PCR amplifikace

Reudink et al. (2011) zkoumali u pelikana severoamerického strukturu populace
z genetického hlediska napfic Severni Amerikou. Ke zkoumdni pouzili 10
mikrosatelitnich lokusii. Sedm 2z nich bylo pivodné izolovdno od pelikana
severoamerického ve studii Hickman et al. (2008). Jednalo se o lokusy PeEr01, PeEr02,
PeEr03, PeEr04, PeEr06, PeEr08 a PeEr09. Zbylé 3 lokusy byly odvozeny od pelikana
bilého ve studii de Ponte Machado et al. (2009), jednalo se o lokusy PEL086, PEL149
a PEL304. Amplifikace téchto 10 lokusu byla provedena na 333 jedincich pochazejicich

z 19 kolonii. Pocet alel se pohyboval v rozmezi 4-13 u mikrosateliti puvodné
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izolovanych od pelikana severoamerického a 7—19 alel u lokust, které ptivodné pochazely
od pelikana bilého. Zadny z mikrosatelitt nevykazoval odchylku od Hardy-Weinbergovy
rovnovahy.

Jeyasingham et al. (2013) testovali variabilitu populace a genovy tok u pelikana
chilského. K testovani pouzili 7 mikrosatelitnich lokust. Pét z téchto lokust (PeEr02,
PeEr03, PeEr05, PeEr07 a PeEr09) bylo ptivodné izolovano u pelikana severoamerického
ve studii Hickmain et al. (2008), zbylé dva lokusy (PEL149 a PEL185) byly nalezeny
u pelikana bilého ve studii de Ponte Machado et al. (2009). Pro analyzu byla pouzita DNA
83 jedinct pelikdna chilského, ktefi pochazeli ze tfi riznych kolonii. Pocet alel se
pohyboval v rozmezi 4-26 na lokus. V pruméru bylo zjisténo 12 alel na lokus. Na lokusu
PeEr05 se vyskytovaly nulové alely.

Cross-species PCR amplifikaci mikrosatelitd v ramci kladu Aequorlitornithes se
dlouhodob¢ zabyva Laboratot populaéni genetiky na Katedie bunécné biologie a genetiky
Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Zaméfila jsem se na
bakalarské a diplomové prace studentek, které se zabyvaly testovanim cross-species
mikrosateliti u pelikana afrického (Pelecanus rufescens).

Dvorékova (2010) se ve své bakalarské praci zabyvala hledanim polymorfnich
mikrosatelitnich lokusu, které by se dale daly vyuzit k determinaci paternity u pelikéna
afrického. Pomoci cross-species PCR amplifikace otestovala celkem 221 part primerd.
Mikrosatelitni lokusy, pro které byly tyto primery navrzeny ptvodné, pochézely od
zastupcli tadt veslonozi (Pelecaniformes), tucnéaci (Sphenisciformes), vrubozobi
(Anseriformes), potaplice (Gaviiformes), plamenaci (Phoenicopteriformes), dlouhokiidli
(Charadriiformes) a brodivi (Ciconiiformes). Primery testovala na 6 neptibuznych
jedincich pelikéna afrického. Z 221 testovanych parGi primert nalezla celkem 27
polymorfnich mikrosatelitnich lokusti se 2-5 alelami na lokus. Nejvice polymorfnich
mikrosateliti nalezla od zastupct z fadu veslonozi, a to celkem 15 (COR17, COR19,
COR26, COR47, Dcco-05, Fmin13, PEL190, PEL265, Sn2A-36, Sn2B-83, Ss1b-16,
Ss2b-48, Sv2A-26, SV2A-47 a Sv2B-27). Dale nalezla 6 polymorfnich lokusi od
zastupct fadu brodivi (Ae26, CC3, NnO1, nycti41, nycti62 a PM2-28), 5 polymorfnich
lokust od zastupcu fadu plamenaci (PrA2, PrA110, PrD5, PrD7 a PrD117) a jeden
polymorfni lokus od zastupce tadu dlouhokiidli (Apy06). Od potaplic, tuénaka
a vrubozobych nenalezla zadny polymorfni lokus.

Chmelafova (2012) se ve své diplomové praci zabyvala charakteristikou

polymorfnich cross-species mikrosatelitii u pelikana afrického a pelikana kadefavého.
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Pro testovani pouzila polymorfni mikrosatelitni lokusy, které byly pro tyto dva druhy
pelikant nalezeny jiz diive v diplomovych pracich Ranochové (2008) a Mikulové (2010)
a bakalarskych pracich Dvotakova (2010) a Chmelafova (2010). Primery navrzené pro
vybrané polymorfni mikrosatelity testovala na 6 nepiibuznych jedincich pelikana
afrického a na 6 nepiibuznych jedincich pelikana kadetavého. Celkem testovala 47 paru
primert, které byly ptvodné navrzeny pro ¢apa vychodniho (Ciconia boyciana),
kormorana chocholatého (Phalacrocorax aristotelis), volavku cervenou (Egretta
rufescens) a faetona zlutozobého (Phaethon lepturus). Dale testovala 77 part primeri
pochazejicich od rtznych druht, které byly v predchozich pracich oznadeny jako
monomorfni, ale vykazovaly polymorfismus u pelikana bilého a pelikana skvrnozobého.
Vsech 75 polymorfnich mikrosatelita dale genotypovala na 12 nepiibuznych jedincich
pelikana afrického a 41 jedincich pelikana kadefavého pochazejicich z chovné skupiny
700 Dvir Kralové. Celkem vygenotypovala 51 polymorfnich lokust u pelikana
afrického se 2-11 alelami na lokus a 24 polymorfnich lokust u pelikana kadefavého se
2—8 alelami na lokus. Seznam polymorfnich lokusi, které autorka nalezla ve své praci, je
uveden v tab. ¢. 1. Autorka dale zjistila, ze u lokustt Ah536, PEL185 a Ws20 je vysoka
pravdépodobnost vyskytu nulovych alel a lokusy Eru03 a Sn2A-36 jsou vazany na

pohlavi na chromozom Z.

Tabulka €. 1: Seznam polymorfnich mikrosatelitnich lokusti nalezenych v diplomové
praci Chmelafova (2012) u pelikana afrického. V tabulce je uveden zdrojovy druh a ndzev

mikrosatelitu.

Zdrojovy druh Lokus

Alkounek drobny (Aethia pygmaea) Apy06

Cap bily (Ciconia ciconia) CC9

Faeton Zlutozoby (Phaethon lepturus) P3F7

Fregatka obecnéa (Fregata minor) Fminl3

Ibis rudy (Eudocimus ruber) Eru03

Ibis ¢insky (Nipponia nippon) Nn01, Nn0O4

Kachna divokéa (Anas platyrhynchos) APH12

Kolpik maly (Platalea minor) PM2-28, PM3-31

Kormoran galapazsky (Phalacrocorax harrisi) | PhB11

Kormoran usaty (P. auritus) COR17, COR19, COR26, COR41,
CORA47

Kormoran velky (P. aristotelis) Phaari09

Kvakos$ no¢ni (Nycticorax nycticorax) nycti26, nycti4l, nycti62
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Tabulka €. 1: Pokracovani.

Zdrojovy druh

Lokus

Nesyt lesni (Mycteria americana)

Wspu20

Pelikan bily (Pelecanus onocrotalus)

PEL149, PEL185, PEL190,
PEL221, PEL265, PEL304

Pelikan severoamericky (P. erythrorhynchos)

PeEr 02, PeEr 03, PeEr 04,
PeEr 06, PeEr 08, PeEr 09

Plamenak rizovy (Phoenicopterus roseus)

PrA2, PrA110, PrBi1, PrD7,
PrD117

Terej ¢ervenonohy (Sula sula)

Ss1b-16, Ss1b-106, Ss2b-48

Terej gudnovy (S. varieagata)

SV2A-26, SV2A-47,

Sv2b-27
Terej modronohy (S. nebouxii) Sn2A-36, Sn2B-83
Volavka ¢ervenava (Egretta rufescens) Erd4

Volavka zlutozoba (E. eulophotes) Ae26
Volavka velka (Ardea herodias) Ah 536, Ah 630

V mé bakalarské praci (Kopeéna, 2018) jsem otestovala celkem 213 parti primeru,
které¢ byly plvodné navrzeny pro zastupce fadh trubkonosi (Procellariiformes),
dlouhokf#idli (Charadriiformes) a pévci (Passeriformes). Tyto pary primerd jsem testovala
na 6 nepiibuznych jedincich pelikdna afrického. Ze vsech otestovanych part primerd
jsem nalezla 24 polymorfnich (tab. ¢. 4), 184 monomorfnich a 5 mikrosateliti, které
neposkytly produkt. U polymorfnich mikrosatelitnich lokust se vyskytovaly 2—3 alely na
lokus. Vsech 24 polymorfnich mikrosatelitii pochazelo od zastupct fadu trubkonosi, od
zastupcl fadu dlouhokfidli a pévci nebyl nalezen Zadny polymorfni lokus. Nejvice
polymorfnich mikrosatelitli jsem nalezla od zastupct celedi buinakoviti, a to celkem 13
(Paequ2, Paequ3, Paequ8, Cd3, Cd5, Pc A107, Pc B109, Bb25, Patbel 2, Patbel 3,
Pacbel_00386, Pacbel_08988 a Pacbel _10033). Dale jsem nalezla 6 polymorfnich lokust
puvodné pochazejicich od zéastupct celedi buinackoviti, jednalo se o lokusy Ole21,
Ole22, Ole26, Omn2, Omn8 a Omn23. Zbylych 5 polymorfnich mikrosatelitt pochazelo
od zastupcti celedi albatrosoviti, byly to lokusy Del7, Dc9, STAL18, BFAL4 a LAAL7.
Zjistila jsem také, Ze u péti lokusu (BFAL4, Cd3, Ole26, Omn2 a Patbel3) by mohla byt
pfitomna vazba na chromozom Z, vSechny samice totiz vykazovaly homozygotni
genotyp.

Adamkova (2019) ve své bakalaiské praci testovala 173 parG primerii na 6
nepiibuznych jedincich pelikéna afrického, 113 part primert bylo plivodné navrzeno pro

zastupce fadu tucnaci (Sphenisciformes), u zbylych 60 part se jednalo o univerzalni ptaci
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mikrosatelity. Otestovanim vSech part primeri autorka nalezla celkem 12 polymorfnich
mikrosatelitnich lokusu (tab. ¢. 3) se 2-5 alelami na lokus. Pouze jediny mikrosatelit (G2-
1) neposkytl zadny produkt, zbylych 100 mikrosatelitnich lokusi bylo monomorfnich. Ze
vSech polymorfnich mikrosatelitl jich 8 bylo pivodné navrzeno pro zastupce fadu
tucnaci, u zbylych 4 se jednalo o univerzélni ptaci mikrosatelity. Nejvice polymorfnich
lokust pochézelo od tu¢naka nejmensiho, a to celkem 4 (Emm 5, Emm 6, Emm 8 a Em
8). Déle nalezla jeden polymorfni mikrosatelitni lokus od tu¢nidka zlutorohého (Ech008),
jeden od tu¢naka zlutookého (Man13), jeden od tu¢naka Humboldtova (Sh1Ca9) a jeden
od tu¢naka magellanského (M1-11). Zbylé 4 polymorfni lokusy patiily do skupiny
univerzalnich ptac¢ich mikrosatelit, v pfipadé prvnich dvou (CAM-07 a CAM-24) se
jednalo o konzervované ptaci mikrosatelity, druhé dva (TG04-041 a TG11-011) se fadi
mezi EST ptaci mikrosatelity.
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4. Material a metody
4.1 Biologicky material

Pro analyzu byla pouzita krev 12 nepfibuznych jedinci pelikdna afrického
(Pelecanus rufescens). Krev pochazela od jedinct chovanych v ZOO Dvir Kralové a byla
odebrana tamnimi pracovniky. Izolaci genomické DNA z krve jedincu provedl vedouci
diplomové prace. K izolaci byla pouzita fenol-chloroformovd metoda. Vysledna

koncentrace DNA se po natfedéni pohybovala v rozmezi 4 az 10 pg/ml.

4.2 PCR amplifikace genomické DNA

K PCR amplifikaci byla pouzita DNA 12 neptibuznych jedinct pelikdna afrického.
Celkem bylo pouzito ke genotypovani 36 pari primert a v kazdé reakci byl pouZit jeden

par. Slozeni PCR reak¢ni smési je uvedeno v tab ¢. 2.

Tabulka €. 2: Slozeni PCR reakéni smési pro 12 vzorkd.

Slozka reakéni PCR smési Objem [ul]
Deionizovana voda 88,8
Reakéni pufr pro PCR (10x) 13,4
Roztok MgCl2 (25 mmol/l) 8,0
Roztok dNTPs (20 mmol/l) 1,4
Primer R (10 umol/1) 6,6
Primer F (10 umol/l) 6,6
aTaq DNA polymeraza (5U/ul) 2,0

Postup pfi ptipravé PCR mixu:

1. Slozky PCR reakéni sméSsi nechat rozmrznout, nasledné zvortexovat
a zcentrifugovat. Poté do 1,5ml mikrozkumavky napipetovat jednotlivé slozky
PCR mixu o objemu uvedeném v tab ¢. 2. Vzniklou PCR smé&s opét zvortexovat
a zcentrifugovat.

2. Pripravit 12 mikrozkumavek o objemu 0,2 ml. Do kazdé¢ z nich pfidat 1 pl
genomické DNA od jednoho z 12 neptibuznych jedinct pelikana afrického
a nasledné napipetovat 9 pl ptipravené PCR reakéni smési. Celkovy objem vzorku
je 10 pl.

3. Uzaviené mikrozkumavky vlozit do PCR termocykleru. Reakce probiha podle
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daného ¢asového a teplotniho profilu:
1. 94 °C: 5 min
2. 94°C:30s
Ta°C:30s 35 cykla
72°C:30s
3. 72 °C: 7 min

Pro jednotlivé pary primerti byla pouzita teplota annealingu (Ta), Kterd byla
uvedend jako findlni Ta v mé bakalaiské praci (Kopecna, 2018) a bakalaiské praci
Veroniky Adamkové (Adamkova, 2019). Pokud bylo potieba, byla Ta upravena (viz
Vysledky).

Ke cross-species PCR amplifikaci mikrosateliti u 12 nepfibuznych jedinct
pelikana afrického bylo celkem pouzito 36 part primert. Z téchto primert bylo po jejich
amplifikaci, v bakalaiské praci Adamkova (2019), 12 produktli oznaeno jako
polymorfnich u 6 neptibuznych jedinct pelikana afrického (viz tab. ¢. 3). Primery
pochazely od zastupct tadu tu¢naci, kde amplifikovaly polymorfni mikrosatelity. Déle
jsem z bakalaiské prace Adamkova (2019) pouzila ¢tyfi polymorfni mikrosatelity, které
patifi do skupiny univerzalnich ptac¢ich mikrosateliti. Jednalo se o lokusy CAM-07
a CAM-24 pattici mezi konzervované ptaci mikrosatelity (Dawson et al., 2013) a lokusy
TG04-041 a TG11-011, které se fadi mezi EST pta¢i mikrosatelity (Dawson et al., 2010).
Zbylych 24 para primert bylo v rAmci mé bakalatské prace Kope¢na (2018) odvozeno od

polymorfnich mikrosatelitt u trubkonosych (viz tab. ¢. 4).

Tabulka €. 3: Seznam 8 mikrosatelitd, které byly odvozeny od zastupct tadu tucnaci

a oznaceny jako polymorfni u pelikana afrického v bakalatské praci Adamkova (2019).

Zdrojovy druh Lokus Literarni zdroj
Tuénék Zlutorohy
(Eudyptes chrysolophus) Ech008 Ahmed et al., 2009
Tucnéak nejmensi Emm5, Emm6, Emm8 Billig et al., 2007
(Eudyptula minor) Em8 Grosser et Waters, 2015
Tuénak Zlutooky Man13 Boessenkool et al., 2008
(Megadyptes antipodes)
Tucnak Humboldtav
(Sphenicus humboldti) Sh1Ca9 Schlosser et al., 2003
Tuchdk magellansky 1)) 1 Akst et al., 2002
(S. magellanicus)
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Tabulka ¢. 4: Seznam 24 mikrosateliti, které byly odvozeny od zastupci fadu

trubkonosi. Tyto lokusy byly oznaeny jako polymorfni u pelikana afrického v mé
bakalarské praci (Kopec¢na, 2018).

Pacbel 10033

Celed’ Zdrojovy druh Lokus Literarni zdroj
Albatros steel)l((l)J\I/:zgf) (Diomedea Del7
=2} Albatros sedohlavy (D. DcY Burg, 1999
22 chrysostoma)
S8 | Albatros b&lohibety (Phoebastria STALLS
8 5 albatrus)
<5 . j . Hernandez et al.,
= Albatros ¢ernonohy (P. nigripes) BFAL4 2014
Albatros laysansky (P. immutabilis) | LAAL7
*§ S Buiiiacek dlouhokiidly Ole21, Ole22, Bicknell et al.,
°s (Oceanodroma leucorhoa) Ole26 2011
>Q O 4
g i Buinacek Monteirav (O. monteiroi) Omn2, Omn8, Bried et al., 2012
a0 5 urnace onteiruv . omn23 "
buinak bélobrady Paequ2, Paequ3, Techow et
(Procellaria aequinoctialis) Paequ8 O’Ryan, 2004
F) Bried et al
=2 Buinak Sedy (Calonectris diomedea) | Cd3, Cd5 2008 N
3
B Buriiak svétlonohy (Puffinus Pc A107, Hardesty et al.,
E carneipes) Pc B109 2013
E Buinak Bulwertv (Bulweria Andris et al.,
E bulwerii) Bb25 2010
<
> H
= Patbel2, Patbel3 Quilfeldt et al.,
0 N , . 2012
Buinak utlozoby (Pachyptila
belcheri) Pacbel_00386, Moodley et al.,
Pacbel 08988, 2015

4.3 Zpracovani produkti PCR amplifikace metodou elektroforetické

Separace

Po provedeni cross-species PCR amplifikace nasledovala elektroforeticka separace
produktii za denaturujicich podminek. Byla pouZita sekvenacni elektroforeticka komurka
S2 Whatman Biometra a skla o rozmérech 330 x 390 mm a 330 x 420 mm. Byl pouzit
6% polyakrylamidovy gel o tloust’ce 0,4 mm. Jeho piipravu a proces vyvolavani vzorku

je nutné provést v digestofi.
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Ob¢ skla omyt vodou a saponatem. Nasledné malé i velké sklo oplachnout
deionizovanou vodou, osusit papirovou utérkou, 2x oplachnout 96% ethanolem
a opé€t ususit.

. Na velké sklo pouzit piipravek Rain-off, ktery odpuzuje vodu. OSetfit tu plochu
skla, které se bude dotykat gel. Poté celé sklo oplachnout deionizovanou vodou
a osusit.

Na tu plochu malého skla, které se bude dotykat gelu, nanést pomoci papirové
utérky roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu a nechat zaschnout.
Nasledné celé sklo 4x oplachnout 96% ethanolem. Po kazdém oplachnuti osusit
papirovou utérkou.

. Velké sklo dat do digestoie na polystyrenovou desku a na jeho strany umistit
dva spacery o tloust’ce 0,4 mm. Na velké sklo polozit malé sklo tak, aby plocha
osetiena roztokem 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu byla smérem
k velkému sklu. Spacery zarovnat ke kraji skla a gumu spaceru natla¢it na malé
sklo tak, aby se spacer a malé sklo dotykaly. Hrany obou skel by mély byt na
jedné stran€ v jedné linii a na stran€ druhé posunuty od sebe o cca 2,5 cm. Poté
na kazdé stran€ v misté spacerl umistit dva klipsy.

.V kédince pfipravit 6% polyakrylamidovy gel. Roztok nalit mezi skla na té
strang, kde jsou od sebe skla posunuta. Lehkym poklepavanim na sklo zabranit
vzniku bublin.

. Po zaplnéni prostoru mezi skly gelem vlozit hiebinek zoubky nahoru a zasunout
cca 0,7 az 1 cm hluboko mezi skla. Nasledn¢ skla v misté hiebinku sepnout
k sobé¢ ¢tyfmi klipsy. Gel nechat zatuhnout po dobu nejméné 1 hodiny.

Po uplynuti stanovené doby odstranit klipsy, omyt skla vodou a pomoci
karta¢ku odstranit zbytky gelu na okraji skel a v misté hiebinku. Sklo osusit
papirovou utérkou a vlozit do elektroforetické komurky tak, aby mensi sklo
bylo smérem k hlinikové desce a hiebinek smétoval nahoru.

Katodovy i anodovy prostor vyplnit 0,5x TBE pufrem. Vytahnout hiebinek
a vycistit prostor mezi skly injekéni stiikackou. Oba elektrodové prostory
uzaviit a piipojit ke zdroji stejnosmérného elektrického proudu. Nastavit
parametry zdroje na 90 W, 3000 V a 150 mA a nechat gel 30 minut nahfivat.

. Pfed nanesenim vzorku na gel ke kazdému vzorku ptidat 5 pl nanaSeciho pufru,
nasledné vlozit na 3 minuty do termocykleru a nechat denaturovat pti 96 °C. Po

ukonc¢eni procesu denaturace vzorky okamzité prenést do nadoby s ledem, aby
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

nedoslo k renaturaci.

V pribéhu denaturace odpojit od elektroforetické komirky zdroj
stejnosmerného elektrického proudu a elektrody. Injekéni stiikackou opétovné
vycistit prostor mezi skly a nasledné do néj zasunout hiebinek zoubky doli cca
1 mm hluboko do gelu.

Osmikanalovou pipetou nanést vzorky o objemu 2 pl do mezer mezi zoubky
hiebinku. Po naneseni vSech vzorka opét ptipojit elektrody a zdroj. Nastavit
parametry na 70 W, 3000 V a 150 mA. Doba separace je zavisla na relativni
molekulové hmotnosti separovanych vzorku, naslednd délka separace je
vV rozmezi 90 az 180 min.

Bé&hem separace pripravit vzorky k vyvolavani (Fix-stop, 1% HNOs3, vyvojka).
Vyvojku je tfeba do doby pouziti ulozit v chladnicce.

Po skonceni elektroforetické separace odpojit zdroj stejnosmérného
elektrického proudu a elektrody. Nasledné vypustit pufr a vyjmout skla s gelem.
Skla polozit na misku tak, aby mensi sklo bylo smérem nahoru. Vytahnout
spacery 1 hiebinek a za pouziti noze skla od sebe odlepit.

Do fotomisky, umisténé na tfepacce, pirenést mensi sklo plochou s gelem
nahoru. Zalit roztokem Fix-stop a nechat pusobit cca 20 min.

Po uplynuti stanovené doby roztok slit zpét do banky a gel 3x promyt
Vv deionizované vodg.

Nasledné gel zalit 1% roztokem HNO3, umistit na tfepacku a nechat plisobit
4 minuty. Poté roztok vylit do odpadu a sklo s gelem 4x proplachnout
Vv deionizované vode.

Gel opét ve fotomisce umistit na tiepacku a zalit 0,1% roztokem AgNOs, do
kterého bylo pfed pouzitim pfiddno 1200 pl formaldehydu. Roztok nechat
plsobit 30 minut.

Po uplynuti stanovené doby slit roztok AgNO3 zpét do lahve a sklo s gelem
ponofit do predem nachystané misky s deionizovanou vodou na cca 3 vtefiny.
Nasledné vlozit do ¢isté fotomisky a zalit vyvojkou, do které bylo pfed pouzitim
piidano 1200 ul formaldehydu a 160 pul 1% Na2S20:s.

Pozorovat vyvijeni sttibrem obarvenych bandii, které¢ maji na gelu hnédocernou
barvu. Bandy znaci jednotlivé PCR produkty. Pokud jsou bandy dostatecné

zietelné, zalit Fix-stop roztokem, aby doslo k zastaveni vyvijeni.
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21. Po cca 2 minutach roztok vylit do odpadu a sklo s gelem vlozit do misky
s deionizovanou vodou.

22. Nasledné¢ sklo s gelem pienést do susarny na cca 30 minut a 90 °C.

23. VysuSeny gel vyhodnotit na negatoskopu.

24. Po vyhodnoceni gel odlepit od skla pomoci roztoku NaOH o koncentraci
1 mol/l. Sklo je potieba diikladn¢ umyt vodou a saponatem, aby bylo mozné jej

Znovu pouzit.

4.4 Softwarové vyhodnoceni vysledki

Vsechny genotypy polymorfnich mikrosatelitnich lokust, které byly ziskany po
PCR amplifikaci a nasledné elektroforetické separaci produktii byly prevedeny do
programu MS Office Excel 2016 a forméatu .xIsx. Nasledn¢ byly pievedeny do forméatu
.Csv a pomoci programu Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al., 2007) bylo provedeno jejich
vyhodnoceni. Byly ziskany informace o heterozygotnosti, odchylkach od Hardy-
Weinbergovy rovnovahy a odhadované frekvence vyskytu nulovych alel. Nasledné byl
pouzit program Genepop 4.7.5 (Rousset, 2008), pomoci kterého bylo u polymorfnich

mikrosatelitil zjiStovano, zda jsou lokusy ve vazbé.

45 Pouzité chemikalie

- Akrylamid (Sigma)

- aTaqg DNA polymeraza (5 U/ul), M1241 (Promega)

- Bromfenolova modf (Serva)

- ANTPs (100 mmol/l, 400 pul kazdého), U1240 (Promega)
- Deionizovana voda

- Dusi¢nan stiibrny (Sigma)

- Ethanol 96% roztok (Lihovar Vrbatky)

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

- Formamid (Lachner)

- Hydroxid sodny (Lachner)

- Chlorid sodny (Lachema)

- Kyselina borita (Lachner)

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

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

- Mocovina (Lachner)

- N,N-methylenbisakrylamid (AppliChem)

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

- Rain-off - tekuté stérace (Sheran)

- Thiosiran sodny (Lachema)

- Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)

- Uhli¢itan sodny (Lachner)

- Xylenova modt (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.6 Pouzité roztoky

1. Akrylamid, 6% zasobni roztok:

- 484 ml deionizované vody

- 50 ml 10x TBE

- 420 g mocoviny

- 150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamid: N, N"- methylenbisakrylamid 19:1
- po rozpusténi vSech slozek zfiltrovat a ulozit v temné lahvi v chladnicce
2. Dusi¢nan stFibrny, 0,1% roztok:

- 0,8 g dusi¢nanu stiibrného

- 800 ml deionizované vody

- pfed pouZitim piidat 1200 pl formaldehydu

3. Fix/stop roztok:

- 80 ml ledové kyseliny octove

- 800 ml deionizované vody

4. Kyselina dusi¢na, 1% roztok:

- 12 ml 65% kyseliny dusi¢né

- 800 ml deionizované vody

5. Nanaseci pufr pro elektroforetickou separaci:
- 0,125 g bromfenolové modie

- 0,125 g xylenové modie

- 100 ml formamidu

- 25 ml deionizované vody
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6. Peroxodisiran amonny, 10% roztok:

- 1 g peroxodisiranu amonného

- rozpustit v 8 ml deionizované vody, poté doplnit objem na 10 ml
- uchovévat v chladnicce

7. Polyakrylamidovy gel, 6% roztok:

- 60 ml z&sobniho roztok akrylamidu

- 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného

- 40 pl N, N, N“, N"- tetramethylethylendiaminu

8. Reakéni pufr pro PCR, 10x

- 80 ml deionizované vody

- 1,211 g trishydroxymethylaminomethanu

- 3,73 g chloridu draselného

- 1 ml Triton X-100

- pH upravit pomoci kyseliny chlorovodikove na hodnotu 9

- po rozpusténi doplnit na 100 ml

9. Roztok hydroxidu sodného o koncentraci 1 mol/l:

- 40 g hydroxidu sodného

- rozpustit v 800 ml deionizované vody, poté doplnit objemna 1 1
10. Roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu:

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

- 3 pl 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

11. TBE pufr, 10x zasobni roztok:

- 55 g kyseliny borité

- 108 g trishydroxymethylaminomethanu

- 40 ml roztoku disodné soli ethylendiamintetraoctové kyseliny 0,5 mol/l, pH 8
- rozpustit v 800 ml deionizované vody, poté doplnit objem na 1 |
12. Vyvojka:

- 24 g uhli¢itanu sodného

- 800 ml deionizované vody

- uloZit do chladnicky

- pfed pouzitim ptidat 1200 ul formaldehydu a 160 pl thiosiranu sodného
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4.7 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 ul (osmikanalova) a 0,3 pl az 1 ml (Thermo
Labsystems)

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

- Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)

- Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)

- Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)

- Negatoskop NEGA1 (Maneko)

- Sekvenacni elektroforeticka komirka S2 (Whatman Biometra)

- Susérna CAT 8050 (Contherm)

- PCR termocykler GenePro (BIOER)

- PCR termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

- PCR termocykler TC XP (BIOER)

- Ttepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

- Vortex mixer (Labnet International)

- Vortex MS2 (lka)

- Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)

- Vyrobnik ledové tiisté (Brema Ice Makers)
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5. Vysledky

V experimentalni casti diplomové prace bylo mym tukolem analyzovat
a charakterizovat cross-species mikrosatelity, které jsem ve své bakalaiské praci
(Kopecna, 2018) oznacila jako polymorfni u pelikana afrického (Pelecanus rufescens).
Dale jsem rovnéZ analyzovala a charakterizovala cross-species mikrosatelitni lokusy,
které jako polymorfni u pelikana afrického nalezla ve své bakalaiské praci Adamkova
(2019). Ve své bakalarské praci (Kopecna, 2018) jsem nalezla celkem 24 polymorfnich
mikrosatelitnich lokusii u 6 neptibuznych jedinct pelikana afrického, které pochazely od
zastupcu Fadu trubkonosi. Adamkova (2019) ve své bakalaiské praci nalezla celkem 12
polymorfnich lokusti u 6 nepfibuznych jedinct pelikana afrického. Tyto lokusy pochézely
od zastupct fadu tu¢naci (8) nebo se jednalo o univerzalni pta¢i mikrosatelity (4). V ramci
diplomové prace jsem tedy genotypovala celkem 36 mikrosatelitnich lokust na 12
nepiibuznych jedincich pelikana afrického.

Pii cross-species PCR amplifikaci téchto lokusi jsem pouzila takovou teplotu
annealingu (Ta), ktera byla uvedena jako finalni u jednotlivych mikrosatelitnich lokust
v mé bakalaiské praci (Kopecna, 2018) nebo v bakalatské praci Adamkova (2019).
U nékterych lokusii byla pro genotypizaci nutna uprava Ta, protoze nékteré produkty
PCR amplifikace byly bud’ moc silné, nebo moc slabé, a tudiz obtiZzné¢ hodnotitelné.
Finalni Ta se pohybovaly od 46 do 65 °C. Nasledna elektroforeticka separace produkti
PCR probihala rovnéz pti findlni délce separace uvedené v bakalatskych pracich Kopecna
(2018) a Adamkové (2019) pro jednotlivé polymorfni lokusy. U nékterych lokusu byla
nutna optimalizace delky separace. Nejkratsi délka elektroforetické separace v 6%
polyakrylamidovém gelu za denaturujicich podminek c¢inila 90 minut a nejdelsi
180 minut.

Vsech 36 testovanych mikrosatelitnich lokust pti cross-species PCR amplifikaci
u 12 neptibuznych jedincil pelikéna afrického poskytlo produkt. U 34 mikrosatelitli jsem
produkt oznacila jako polymorfni. Seznam téchto mikrosatelitl je uveden v tab. €. 6. Pti
genotypizaci téchto lokusi u 12 nepiibuznych jedinch pelikdna afrického bylo
detekovano 2 az 5 alel na lokus. Dva mikrosatelity, Dc9 (Burg, 1999), ktery ptivodné
pochazel od albatrosa Sedohlavého z Celedi albatrosoviti a Pc A107 (Hardesty et al.,
2013), ktery pivodné pochazel od buinaka svétlonohého z cCeledi buinakoviti, jsem
oznacila jako monomorfni, coz znamena, ze v me bakalaiské praci (Kopecna, 2018) byly

na 6 nepiibuznych jedincich pelikana afrického chybné oznaceny za polymorfni. Oba tyto
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mikrosatelity mély pivodné mit 2 alely, pfi testovani na vétSim poctu jedincti se vSak
ukazalo, Ze se jednalo pouze o vyskyt artefaktt, nikoli o polymorfni mikrosatelit. Tyto
artefakty mohly vzniknout pii PCR nebo pii elektroforetické separaci produktd.

Ze vSech 386 mikrosatelitt testovanych v bakalaiskych pracich (Kopecna, 2018;
Adamkova, 2019) bylo dohromady vybrano 36 polymorfnich, z nichz jsem u 34 z nich
polymorfismus v této diplomové préci prokézala. Nejvice mikrosateliti bylo odvozeno
od zastupcti z fadu trubkonosi, a to celkem 22, coz odpovida 10,3% uspéSnosti nalezeni.
Z toho nejvice od 5 zastupcu Celedi buindkoviti, a to celkem 12 ze 100 testovanych, coz
odpovida tspésnosti 12 %. Od celedi buiniackoviti pochazelo celkem 6 nalezenych
polymorfnich mikrosateliti od 2 druht z celkovych 54 testovanych lokusd. Usp&snost
zde tedy byla 11,1 %. A nejméné polymorfnich lokust (4) bylo nalezeno od 4 zastupct
Celedi albatrosoviti. Celkem bylo od albatrosovitych otestovano 53 lokusii a nalezeni 4
polymorfnich lokusti odpovida uspésnosti 7,5 %.

V ptipadé mikrosatelitti, které byly ptivodné odvozeny od zastupci fadu tucndci,
jich ze 113 mikrosatelitii poskytlo polymorfni produkt 8, coz odpovida 7% tspéSnosti.
Tyto polymorfni mikrosatelity byly nalezeny celkem od 5 druhii. Nejvice jich pochdzelo
od tu¢ndka nejmensiho (4). Od tu¢naka zlutorohého, Zlutookého, magellanského
a Humboldotova bylo nalezeno po 1 polymorfnim lokusu. Zbyleé 4 polymorfni lokusy
patfily mezi univerzalni ptaci mikrosatelity a sice u dvou se jednalo o konzervované ptaci
mikrosatelity, kterych bylo celkem otestovano 24 a u dvou o EST ptaéi mikrosatelity,
kterych bylo plivodné otestovano 36. U univerzalnich ptacich mikrosateliti poskytly
u pelikéana afrického z celkovych 60 polymorfni proudukt 4 pary primer. To odpovida
6,7% uspésnosti. V pripadé konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitl byla pak tspésnost
stanoveni 8,3 % a u EST ptacich mikrosatelitti 5,6 %. V grafu €. 1 jsou uvedeny vSechny
polymorfni lokusy u pelik&na afrického, které byly nalezeny v této praci. Jsou rozdéleny

podle druhti, od kterych byly piivodné izolovany.
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Tabulka ¢. 5: Charakteristika 34 polymorfnich mikrosatelitnich lokust, testovanych u 12 nepfibuznych jedinci pelikana afrického. V tabulce je
uveden vzdy nazev lokusu i s kddem z databaze GenBank, dale zdrojovy druh, jednotka repetice, sekvence primeri, pocet alel (N), teplota annelingu
(Ta), délka elektroforetické separace (ELFO), pravdépodobnost vyskytu nulovych alel a piipadna odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy
(HW) (ND - netestovano, NS - v souladu, ** - signifikantni odchylka na hladiné 1 %).

(GenBI\;iT(eXé?::sisign no.) Zdroj erdpr;c;;c;a Sekvence primeri (5" 3) [:’ré] Ifrhrn(]) Netjl:acl);//é HW
e R B | w o] w
—— I PUI R v
T A IR [ i o S Y [P R T I
e | (0| e [eseeeenee | w | |
Ole21 (FR696397) GAIAIGAAA | F G A T A 60 90 i ND
S I T v oo R Y [P R R
o [Llcraesemeie o] % [w] -
Omn2 (JQ303227) ACIAT | & QTCTAT/SA(BTT gggﬁ;gi%@% AATA 55 120 0,14 NS
R | w [on | w
m— o [nsmeeeenenerees 1L o | o | on | w

* lokus byl z dali analyzy vytazen.
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Tabulka ¢. 5: Pokradovani 1.

Néazev lokusu

Jednotka

ELFO

Nulové

: GGCCACTCACCACAATACAAG

(GenBank Accession no.) Zdrojovy repetice Sekvence primeri (5" 3) [°C] | [min] alely HW
Paequ2 (AY371070) CA ipeeiaelis e ol alHEUCIR 55 | 120 | 0,03 ND
Paequ3 (AY371071) Buifidk bélobrady GA o Ei;iiigii%?%i%%i% AACAGAC 56 | 120 : NS
P (e i R Y P o e

Cd3 (EU029085) e eIy Cousavlise 57 | 120 : NS

Butiidk Sedy _

epp— LT |, w | 5 | |
Pc B109 (JX435475) Buiiiék svétlonohy CAA KNV e osacstiadl 60 | 120 | 0,14 NS
Bb25 (HM171901) Buitisk Bulwerdy AC o ‘é‘i\i‘}%‘i‘f&i’g‘}%ﬁf;ﬁﬁg& 64 | 120 | 007 ND
Patbel2 (JF288776) CTIAT | i oo 52 | 90 : NS
Patbel3 (JF288777) CUAT | & %TCTACCCACCT AAgT'zGA(;AAAGTAGGGGAfC A 51 | 90 0,02 NS
Pacbel 00386 (neuvedeno) Buitiak atlozoby AC E:: g’él%¥g£ii’;’%’éi’g;%%§%% c 58 90 - NS
Pacbel_08988 (neuvedeno) CT E:: %E%’émg;-?g ((IB'IE: ;AC\(-ZF,?\Z(CBB cC 51 90 - ND
Pacbel 10033 (neuvedeno) TG E: CAACGCGCTTTTCGTTTTGC 47 90 - NS
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Tabulka ¢. 5: Pokradovani 2.

Néazev lokusu

Jednotka

ELFO

Nulové

R: TAAATACAGGCAACATTGG

(GenBank Accession no.) Zdroj repetice Sekvence primeri (5" 3) [°C] | [min] alely HW
Ech008 (FM878339) Tusitak Zlutorohy CA o ?éigﬁéggfgﬁé*g&ﬁ%ﬁéﬁ GGG 59 | 90 : NS
e s o | LATSTIseeTseETTe o] o | - | w
o | RO w| » | o | e

Tucénak nejmensi )
Emm8 (DQ852599) caCcT | & gi%mﬁggi%éﬁﬁgﬁgﬁgc 56 | 180 : ND
Ems (KM272226) AGAT E:: i%gﬁ%%ﬁ’%gg%é% 65 | 120 0,20 NS
Man13 (EU267111) Tucfiak zlutooky GT E:: gﬁ%ﬁ?ﬁg gl%%gg%g 55 90 0,15 ND
scoormony | no | wer | recceessecenene T | w | - |
ot | 1 | e | oeTcrseeTocTeTre | w | - |

CAM-07 (neuvedeno) onzarvovans i CcT ;:: (A:QQETACT g:ﬁg&vgiﬁﬂgéca 57 | 120 0,25 ND
cAM24 (rewveceng) | cA | FCCCACTICAGICTICAGAGC S T R Y
TG04-041 (CK316380) — AGITG E:: g%gﬁﬁ?;giﬁigfgggg ﬁg 64 | 120 - NS
TG11-011 (CK308096) mikrosatelity AT/AA F: ACAAACTAAGTACATCTATATCTGAAG 50 190 ] NS
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Graf ¢. 1: Rozdéleni 34 mikrosatelitnich lokusi, které byly oznaceny jako polymorfni,
pfi genotypizaci na 12 nepfibuznych jedincich pelikana afrického. V zavorce je vzdy

uveden pocet polymorfnich lokust, které byly izolovany od jednotlivych zastupcu

MV 7w

z celedi buinakoviti, buinackoviti, albatrosoviti, fadu tucnaci a dale pak pocet
polymorfnich lokusi ze skupiny EST ptacich mikrosateliti a konzervovanych ptacich

mikrosatelitu.

= albatros stéhovavy (1)

= albatros bélohibety (1)

= albatros ¢ernonohy (1)

= albatros laysansky (1)

m burnacek dlouhokridly (3)

= burniacéek Monteirav (3)

= buiniak bélobrady (3)

® buinak Sedy (2)

= buindk svétlonohy (1)

= buindk Bulwerdv (1)
burniak utlozoby (5)

m tucnak Zlutorohy (1)

m tuéndk nejmensi (4)

= tucndk Zlutooky (1)

= tucnak galapazsky (1)

= tuéiak Humboldtav (1)
konzervované ptaci MS (2)
EST pta&i MS (2)

U 34 polymorfnich mikrosateliti bylo nalezeno 2-5 alel na lokus. V piipadé 22
mikrosatelitnich lokust byly nalezeny 2 alely. U 7 mikrosateliti se vyskytovaly 3 alely.
Déle u ctyt lokust byly nalezeny 4 alely a jeden lokus vykazoval 5 alel. V ptipadé
procentualniho rozdéleni se 2 alely vyskytovaly u 64,7 % mikrosatelitt. Mikrosatelity se
ttemi alelami tvofi 20,6 % z celku, se Ctyfmi alelami 11,8 % a s péti alelami 2,9 %.
Vsechny polymorfni mikrosatelity nalezené¢ u 12 nepiibuznych jedinc pelikdna

afrického byly vygenotypovany. Prehled ziskanych genotypt je uveden v tab. ¢. 6.



Tabulka €. 6: Prehled ziskanych genotypt 34 polymorfnich mikrosatelitt, které byly
nalezeny u 12 nepfibuznych jedinct pelikana afrického metodou cross-species PCR
amplifikace. V tabulce je vzdy uveden nazev lokusu, zdrojovy druh, pocet alel (A)

a genotyp kazdého jedince.

Genotyp jedince ¢.

Lokus Zdroj A
112|134 |5 |6 718 |9 (101112
Albatros
Del7 ) , 2 (11 j1a 22|y |2yt 121111
stehovavy

STALIS | A belohtbety | 2 | 272 | 12 | 212 | 272 | 212 | 212 | 212 | 202 | W2 | U1 | 272 | 172
BFALA | A cernonohy | 2 | UL | 2/2 | UL | 2/2 | UL | UL | U1 | 272 | 272 | /L | 272 | 11
LAAL7 | A laysansky | 2 | 272 | 212 | 22 | 22 [ 212 | 12 | 202 | U2 | 22 | 112 | 22 | 212
Ole21 2 (212 |22 |22 [ 212 | 22 | 22 | 202 | 12 | 202 | 272 | 212 | 212
Ole22 dl'i‘;ff(‘fggly 2 (UL |12 | UL |2 | UL |12 | UL | UL UL | 12| 12 | 12
Ole26 2 (22 UL | 22 | UL |22 | 202 | 272 | UL [ L | 22 | 1L | 272
Omn2 2 (UL |12 |22 [ 202 | 12 |12 | 212 | 22 | UL | 202 | 172 | 212
Omng | B.Monteirty | 4 | 2/3 | 172 | 212 | 313 | 2/2 | 34 | 212 | 313 | 213 | 273 | 212 | 113
omn23 2 (11 (212 |22 [ U2 |22 | 212 | 212 | 12 [ 22 | 22 | 272 | 212
Pacqu2 4 (23 |22 | 212 | UA |22 [ 212 | 202 | 22 | 22 | 273 | 2/4 | 274
Pacqu3 bzzﬁjléy, 3| U1 | 13|33 |12 | 13|33 | 23| 33| 13|33 | 13| 1/3
Pacqud 3 U1 | UL|33 |23 | UL | 12| 22 |12 | UL | 12 | 313 | 1L
Cd3 T 2|22z 12|12 [z |12 | VL |12 | 1L |12 | 22
Cds R e A A ARV AP AV AP AEAP AR
PCB109 | B.svétlonohy | 2 | 172 | 202 | UL | 12 | 12 | 272 | 202 | UL | 272 | 12 | 212 | 272
Bb25 | B.Bulwerdv | 3 | 3/3 | 2/3 | 3/3 | 3/3 | 13 | 3/3 | 3/3 | /L | 3/3 | 13 | 1/3 | 313
Patbel2 2 (22 |12 |12 |12 |22 |12 | 12 |12 | 12 | 12 | UL | 272
Patbel3 4 [3/4 | 33 | 12 | 23 | 3/4 | 12 | 314 | 4/a | 314 | 373 | 23 | 22
ngggé_ , 2wz v2 vz |2 | 1L | 12 |12 | 12 | 1
B. Utlozoby
Pacher- 2 (o |22 | 2r2 |22 | 22 |22 | 202 | 22 | 22 | 12 | 202 | 222
Pachel a1z on ||z v | us| v || s w2 23|23
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Tabulka €. 6: Pokrad¢ovani 1.

Genotyp jedince ¢.
Lokus Zdroj A
11234567 8]09 10]11]12
Echoos | TUhak o b Ll e w2 {12 |2 a1 | 22 |1 ] 1n
zlutorohy
Emm5 312 (11| va w2 w312 1A 1a1a 121211
Emmé APAARNARARAEARNAFRE R
T. nejmensi
Emms8 2 (22 22 (22 (22 [2;2 (22 (22 [ 22 [ 22 [ 22 [ 22 | 112
Em8 5 5/5|5/5|5/5 |55 |55 2/5 |55 | 12| 3/5 | 45| 5/5 | 3/3
Man13 T.7lutooky | 3 | 3/3 | 3/3 | 3/3 | 2/3 [ 3/3|3/3]3/3 33| 11| 1/3|33]23
Sh1Ca9 R AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AT
Humboldtav
M1-11 T ol ln || 2e| e
magellansky
CAM-07 | wonzervovane | 2 | 12 | 2/2 | 22 [ 212 [ 212 | 212 [ 22 | 272 | 212 | WL | 172 | 212
CAM-24 ptaliMS 3o o (23 [ 2/3 | 212 | 212 | 212 [ 22 | 12 | 212 | 112 | 212
TG04-041 2 (12 (1222 22 [vur (w2 (2 (2 (2 (12 12 |11
EST ptaci MS
TG11-011 323 (23 (w2 w3 222222 12 23 33 U313

Analyzou vysledka v programu Genepop 4.7.5 (Rousset, 2008) bylo zjist'ovano,
zda jsou nékteré lokusy ve vazbé. Byla zjiSténa vazba mezi lokusy BFAL4, ktery byl
puvodné izolovan od albatrosa cernonohého a Ole26, ktery plvodné pochdzel od
buinacka dlouhokiidlého. Z téchto lokust byl pro dalsi analyzu vybran lokus Ole26, ktery
byl 1épe hodnotitelny. Ze vSech 34 polymorfnich lokusi charakterizovanych v této préci

jich bylo 33 vyhodnoceno jako vzajemné nezavislych.

Pro vSech 33 vzajemné nezéavislych nalezenych polymorfnich lokusii byla dale
provedena analyza v programu Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al., 2007). Primérny pocet
alel na lokus se rovnal 2,545 a ocekavana heterozygotnost byla 0,4242. Dale byla zjisténa
pravdépodobnost chybného provedeni paternitni analyzy za piedpokladu, Ze je
ptitazovano mladg, u kterého neni znam ani jeden rodi¢, ktera ¢ini 3,102 - 102, Pokud je
znam pouze jeden rodi¢, je pravdépodobnost chybného piifazeni druhého rodice rovna
7,815 - 10™*. Pravdépodobnost chybného pfitazeni celého rodi¢ovského paru k mladéti je
6,38 - 10, Dale byla zjisténa hodnota 1,346 - 10, ktera odpovida pravdépodobnosti

vyskytu dvou jedinct se stejnou alelovou variantou pro vSech 33 lokust a hodnota
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5,5-107, kterd odpovida pravdépodobnosti vyskytu dvou mladat, kterd se svymi
genotypy shoduji ve vSech 33 lokusech.

Ze vSech 33 vzajemné nezavislych lokust jich 17 bylo v souladu s Hardy-
Weinbergovou rovnovahou. U lokusu Ole26 byla zjisténa vyrazna odchylka od Hardy-
Weinbergovy rovnovahy (stejnou odchylku vykazoval i lokus BFALA4, ale ten byl kviili
vazb¢ s lokusem Ole26 vyfazen - viz vyse). U zbylych 15 z nich program Cervus 3.0.7
(Kalinowski et al., 2007) nedokéazal tento soulad vypocitat. Co se ty¢e pravdépodobnosti
vyskytu nulovych alel, byla tato skute¢nost zjisténa u 15 lokust. Vysoka
pravdépodobnost frekvence vyskytu nulovych alel byla zjisténa u lokusu Ole26, kdy
vypocitané hodnoty Cinily témét 100 %. Stejné parametry byly zjistény i u lokusu
BFALA4, ktery vSak byl v8ak z analyzy vyfazen z divodu vazby s lokusem Ole26. Dale
U 4 lokusi byla pravdépodobnost vyskytu nulovych alel vyssi nez 20 %, u 5 lokusi vyssi
nez 10 % au 2 lokusti vyssinez 5 %. U zbylych 3 lokusti byla frekvence vyskytu nulovych

alel niZsi nez 5 %.

Pfi hodnoceni vysledkd byly pofizeny skeny vSech geld. Vybrané mikrosatelitni
lokusy jsou viditelné na nasledujicich obréazcich. Na jednotlivych elektroforetogramech
mohou byt pozorvany jednotlivé lokusy po provedeni cross-species PCR amplifikace na
12 nepiibuznych jedincich pelikana afrického. Jedna se o mikrosatelity Emmb5 (obr. ¢. 5),
Paequ3 (obr. ¢. 6) a Paequ2 (obr. ¢. 7).

—alela 1l
«— alela 2

v e,

Obrézek ¢. 1: Elektroforetogram mikrosatelitu EmmS5 genotypovaného na 12 nepfibuznych

jedincich pelikana afrického. Cross-species PCR amplifikace probéhla pii Ta 47 °C a doba

elektroforetické separace byla 90 min. Pro tento mikrosatelit byly nalezeny 2 alely.
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—alelal
—alela 2
«—alela 3

Obrazek ¢&. 2: Elektroforetogram mikrosatelitu Paequ3 genotypovaného na 12
nepiibuznych jedincich pelikana afrického. Cross-species PCR amplifikace probéhla pii
Ta 56 °C a doba elektroforetické separace byla 120 min. Pro tento mikrosatelit byly
nalezeny 3 alely.

—alela 1l
«— alela 2

“\_' «—alela 3

— alela 4

Obrazek ¢. 3: Elektroforetogram mikrosatelitu Paequ2 genotypovaného na 12
nepiibuznych jedincich pelikana afrického. Cross-species PCR amplifikace probéhla pti
Ta 55 °C a doba elektroforetické separace byla 120 min. Pro tento mikrosatelit byly
nalezeny 4 alely.

Mikrosatelity, které mély vétsi pocet alel, byly mnohdy velice obtizné
hodnotitelné. Jednalo se napiiklad o lokus Em8 s 5 alelami nebo Pacbel_10033 se
Ctyfmi alelami. U obtiZzné hodnotitelnych mikrosatelitd byla nutnd optimalizace
podminek PCR amplifikace, konkrétné Ta. Tyto htife hodnotitelné mikrosatelitni lokusy
nejsou vhodné ke studiu paternity, jelikoz by mohly poskytovat nedtivéryhodné vysledky.
Naopak lokusy s mensim poc¢tem alel, byly hodnotitelné velmi dobte, napt. Emm5 se

dvéma alelami nebo Paequ3 se tfemi alelami.
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6. Diskuze

VSechny mikrosatelitni lokusy charakterizované v této diplomové praci byly
oznaceny jako polymorfni v bakalatské praci Kopecna (2018) a Adamkova (2019) pti
testovani na 6 nepifibuznych jedincich pelikdna afrického. Celkem 24 mikrosateliti
pochézelo od zastupcu tadu trubkonosi, 10 od zastupcti fadu tuciiaci a u 4 se jednalo
0 univerzalni pta¢i mikrosatelity. V této diplomové praci jsem pomoci metody cross-
species PCR amplifikace genotypovala celkem 36 lokusti na 12 nepiibuznych jedincich
pelikéna afrického (Pelecanus rufescens), u 34 lokust byl polymorfismus potvrzen a bylo
u nich detekovano 2-5 alel na lokus. U dvou lokustu se po testovani na vét$im poctu
jedincti ukazalo, Ze jsou monomorfni. Jednalo se o lokusy Dc9 a Pc A107, které byly
pavodné odvozeny od zastupcu fadu trubkonosi. Analyzou v programu Genepop 4.7.5
(Rousset, 2008) jsem zjistila, ze dva ze 34 polymorfnich lokusi jsou ve vzajemné vazbe.
Jednalo se o lokusy BFAL4 od albatrosa cernonohého a Ole26 od buinacka
dlouhokftidlého. Pro dalsi analyzu byl vybran lokus Ole26, ktery byl 1épe hodnotitelny.
Celkem jsem tedy pro pelikana afrického charakterizovala celkem 33 polymorfnich

a vzajemné nezavislych lokust.

Od zastupct celedi albatrosoviti bylo testovano celkem 53 mikrosatelitnich
lokust, z nichz byly celkem 4 oznaceny jako polymorfni u pelikana afrického. Jednalo se
o lokus Del7 puvodné navrzeny pro albatrosa st¢hovavého (Diomedea exulans),
STAL18, ktery puvodné pochazel od albatrosa bé&lohibetého (Phoebastria albatrus),
BFAL4 od albatrosa ¢ernonohého (P. nigripes) a LAAL7 od albatrosa laysanského (P.

immutabilis). U vSech ¢tyt mikrosatelitti byly nalezeny 2 alely na lokus.

Burg (1999) nalezla celkem 26 mikrosatelitnich lokust od albatrosa st¢hovavého
a Sedohlavého. Mezi nimi je i lokus Del7, ktery byl piivodné izolovan od albatrosa
st¢hovavého a v mé diplomové praci genotypovan na 12 nepiibuznych jedincich pelikana
afrického metodou cross-species PCR amplifikace. Autorka pouzila rovnéz metodu PCR
amplifikace, pfi které aplikovala 2 rizné teploty annealingu (Ta), jednu pro prvnich 7
cyklt PCR reakce a druhou pro zbylych 25 cykli. Nalezené mikrosatelity testovala na 90
jedincich albatrosa st€éhovavého a 50 jedincich albatrosa Sedohlavého. U lokusu Del7
autorka pouzila teploty annealingu Ta1 48 °C a Ta2 52 °C a testovala jej na 90 jedincich
albatrosa st€hovavého, avSak nenalezla zadnou polymorfni oblast. V-mé diplomoveé praci

jsem u toho mikrosatelitu pouzila Ta 46 °C a pti charakterizaci na 12 neptibuznych
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jedincich pelikana afrického jsem detekovala 2 alely. Autorka dale otestovala pomoci
cross-species PCR amplifikace vSech 26 lokust na 50 jedincich albatrosa ¢ernobrvého
a 50 jedincich albatrosa Sedohlavého. Pro lokus Del7 nalezla u albatrosa ¢ernobrvého

4 alely a u albatrosa Sedohlavého 3 alely.

Hernandez et al. (2014) nalezli celkem 15 mikrosateliti pro albatrosa
¢ernonohého, laysanského a b&lohibetého. Ja jsem pii genotypovani téchto mikrosatelitt
na 12 neptibuznych jedincich pelikana afrického nalezla 3 polymorfni lokusy (BFAL4,
LAAL7 a STAL18). U vSech tfi mikrosateliti byly detekovany 2 alely na lokus. Lokus
BFAL4 byl ptvodné izolovan od albatrosa ¢ernonohého, lokus LAAL7 od albatrosa
laysanského a lokus STAL18 od albatrosa bé&lohibetého. VSechny tyto 3 lokusy byly
primarn¢ otestovany na druhu, od néhoz byly odvozeny a poté na dalSich dvou druzich
metodou cross-species PCR amplifikace. Testovani autofi provadéli na 36 jedincich
albatrosa Cernonohého, 12 jedincich albatrosa laysanského a 3 jedincich albatrosa

bélohibetého. Piehled nalezenych alel a pouzitych Ta je uveden v tab. ¢. 7.

Tabulka €. 7: Piehled nalezenych polymorfnich mikrosatelitii u 12 neptibuznych jedinct
pelikéna afrického (tato prace), 36 jedinct albatrosa cernonohého, 12 jedincii albatrosa
laysanského a 3 jedinct albatrosa bélohibetého (Hernandez et al., 2014). V tabulce je

uveden nazev lokusu, teplota annealingu (Ta) a pocet nalezenych alel (A).

Pelikan Albatros Albatros Albatros
Lokus africky ¢ernonohy laysansky bélohibety
Ta[°C] | A Ta[°C] A Ta[°C] A | Ta[°C] A
BFAL4 58 2 8 4 2
LAAL7 59 2 60 4 60 4 60 2
STAL18 58 2 7 7 M*

* monomorfni

YN 7w

Pro zastupce Celedi buinackoviti bylo otestovano 54 mikrosatelitti. Pfi testovani
téchto mikrosatelith na 12 nepfibuznych jedincich pelikdna afrického jsem
charakterizovala celkem 6 polymorfnich mikrosateliti se 2-4 alelami na lokus.
Konkrétné se jednalo o mikrosatelity Ole21, Ole22 a Ole26, které byly izolovany od

MV 7w

buinacka Monteirova (Oceanodroma monteiroi) a dale o lokusy Omn2, Omn8 a Omn23,

MV v

které ptivodné pochazely od buinacka dlouhoktidlého (O. leucorhoa).
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Bicknell et al. (2011) nalezli celkem 26 mikrosatelitnich lokusti u buinacka
dlouhoktidlého. Tyto mikrosatelity autofi otestovali na 24 jedincich tohoto druhu. Pti
testovani téchto mikrosateliti metodou cross-species PCR amplifikace na 12
nepiibuznych jedincich pelikéna afrického jsem nalezla celkem 3 polymorfni lokusy.

Porovnani nalezenych alel a pouzitych teplot annelingu je uvedeno v tab. ¢. 8.

Tabulka ¢. 8: Prehled nalezenych polymorfnich mikrosateliti u 12 nepiibuznych jedincti
pelikana afrického (tato prace) a 24 jedinct buiniacka dlouhokiidlého (Bicknell et al.,
2011). V tabulce je uveden nazev lokusu, pouzita teplota annelingu (Ta) a pocet

nalezenych alel (A).

Pelikan Buinacek
Lokus | africky | dlouhokiidly
Ta[°C] | A | Ta[°C]| A
Ole21 60 2 21
Ole22 55 2 60 3
Ole26 52 2 2

MV 7w

Bried et al. (2012) nalezli celkem 18 mikrosatelitd u buifiaCka Monteirova.
Testovani autofi provadeli na 125 jedincich tohoto druhu a ve vSech ptipadech pouzili
stejnou Ta 58 °C. V mé diplomové praci jsem z téchto 18 mikrosatelitd nalezla 3, které
vykazovaly polymorfismus pfi testovani metodou cross-species PCR amplifikace na 12
nepiibuznych jedincich pelikana afrického. Srovnani pouzitych teplot annealingu

a nalezenych alel uvadim v tab. ¢. 9.

Tabulka €. 9: Piehled nalezenych polymorfnich mikrosatelitii u 12 neptibuznych jedinct
pelikana afrického (tato prace) a 125 jedincu buinacka Monteirova (Bried et al., 2012).

V tabulce je uveden nazev lokusu, pouzita teplota annelingu (Ta) a pocet nalezenych alel

(A).

Pelikan africky | Buiiia¢ek Monteirav
Lokus
Ta[°C] A Ta[°C] A
Oomn2 55 2 7
Omn8 55 4 58 10
Omn23 52 2 4
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Pro zastupce Celedi buinidkoviti bylo otestovano 100 mikrosatelitnich lokust.
V rdmci mé diplomové prace jsem charakterizovala 12 polymorfnich mikrosatelitii se 2—
4 alelami na lokus. Jednalo se o lokusy Paequ2, Paequ3 a Paequ8, které byly ptivodné
navrzeny pro buinidka bélobradého (Procellaria aequinoctialis), Cd3 a Cd5 pro buinaka
Sedého (Calonectris diomedea), Pc B109 pro buiniaka svétlonohého (Puffinus carneipes),
Bb25 pro buinaka Bulwerova (Bulweria bulwerii), Patbel2, Patbel3, Pacbel 00386,
Pacbel 08988 a Pacbel 10033 pro buinidka utlozobého (Pachyptila belcheri).

Techow et O'Ryan (2004) navrhli celkem 7 mikrosatelith pro buinaka
bélobradého. Ve své diplomové praci jsem charakterizovala celkem 3 polymorfni
mikrosatelity pfi testovani metodou cross-species PCR amplifikace u pelikana afrického.
Prvnim z nich byl lokus Paequ2, pro ktery jsem pouzila Ta 55 °C a detekovala 4 alely.
Autofi tento lokus testovali na 94 jedincich buiniaka bélobradého pii Ta 54 °C a nalezli
rovnéz 4 alely. Dale jsem jako polymorfni oznacila lokus Paequ3, pro ktery jsem nalezla
3 alely pfi Ta 56 °C. Autofti tento lokus testovali na 93 jedincich zdrojového druhu
analezli 9 alel, pouzita Ta byla 55 °C. Poslednim nalezenym polymorfnim lokusem byl
lokus Paequ8, u kterého jsem detekovala 3 alely pti Ta 51 °C. Autofi pouzili pro tento
lokus Ta 58 °C a testovali ho na 77 jedincich zdrojového druhu, nalezli u n&j rovnéz

3 alely.

Bried et al. (2008) popsali celkem 11 lokust u buindka Sedého. Testovani
provadeli na 45 jedincich zdrojového druhu a pouzili ve vSech ptipadech stejnou teplotu
annealingu Ta 58 °C. Ve své diplomove praci jsem charakterizovala celkem 2 polymorfni
lokusy z 11. Jednalo se o lokus Cd3, ktery mé&l pti pouzité Ta 57 °C 2 alely. Autofi pro
tento lokus nalezli 5 alel. Druhym polymorfnim lokusem byl mikrosatelit Cd5, u kterého

jsem pouzila Ta 50 °C a nalezla 2 alely. Autofi pro tento lokus nalezli celkem 6 alel.

Hardesty et al. (2013) nalezli 11 mikrosateliti u buifidka svétlonohého. Tyto
lokusy testovali na celkem 84 jedincich. V mé diplomové praci jsem genotypovala pouze
jeden polymorfni lokus - Pc B109, u kterého jsem detekovala 2 alely pii Ta 60 °C. Autofi

tento lokus testovali pii Ta 57 °C a nalezli 5 alel.

Andris et al. (2010) navrhli celkem 11 mikrosatelitnich lokusti pro buiniaka
Bulwerova. Pti genotypovani na 12 neptibuznych jedincich pelik&na afrického metodou

cross-species PCR amplifikace jsem potvrdila jeden polymorfni lokus - Bb25. Pro tento
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lokus jsem pouzila Ta 64 °C a detekovala 3 alely. Autofi u 91 jedinct nalezli celkem 6

alel na lokus pii 58 °C.

Quilfeldt et al. (2012) charakterizovali 7 mikrosatelitti u buifidka utlozobého. Tyto
mikrosatelity autofi testovali na 68 jedincich. Z téchto sedmi mikrosateliti jsem ve své
diplomové préaci genotypovala 2 z nich. Jednalo se o lokus Patbel2, pro ktery jsem nalezla
2 alely pti Ta 52 °C a Patbel3, ktery mél 4 alely a pouzitd Ta byla 51 °C. Autofti pro lokus
Patbel2 nalezli celkem 16 alel a pro lokus Patbel3 uvadéji 10 alel. Hodnoty Ta autofi

neuvadgji.

Moodley et al. (2015) popsali celkem 25 mikrosateliti u buifidka Gtlozobého. Tyto
lokusy autofi testovali na 77 jedincich zdrojového druhu a pouzili stejnou Ta 56 °C. Ve
sveé praci jsem charakterizovala celkem 3 polymorfni mikrosatelity, jednalo se
o0 Pacbel_00386, Pacbel 08988 a Pacbel_10033. Porovnani nalezenych alel a pouzitych

teplot annealingu je uvedeno v tab. ¢. 10.

Tabulka €. 10: Piehled nalezenych polymorfnich mikrosateliti u 12 neptibuznych
jedinct pelikana afrického (tato prace) a 77 jedinct buiniaka utlozobého (Moodley et al.,
2015). V tabulce je uveden nazev lokusu, pouzita teplota annelingu (Ta) a pocet

nalezenych alel (A).

Pelikan africky Buinak Utlozoby
Lokus
Ta[°C] A Ta [°C] A
Pacbel 00386 58 2 11
Pacbel_08988 51 2 56 17
Pacbel 10033 47 4 19

Pro zastupce tadu tuénaci bylo otestovano celkem 113 mikrosatelitd. Tyto
mikrosatelity byly testovany na 6 neptibuznych jedincich pelikana afrického v bakalarské
praci Adamkova (2019), kde je popsano celkem 8 polymorfnich lokusi ze 113, které jsem
ja charakterizovala v rdmci své diplomové prace na 12 nepiibuznych jedincich pelikana
afrického. Jednalo se o lokus Ech008, ktery byl piivodné navrzen pro tu¢iidka zlutorohého
(Eudyptes chrysolophus), lokusy Emm5, Emm6 a Emm8 piivodné navrzené pro tu¢naka
nejmensiho (Eudyptula minor), lokus Em8, ktery rovnéz pochazel od tucnaka
nejmensiho, dale lokus Man13 navrzeny pro tu¢naka zlutookého (Megadyptes antipodes),
lokus Sh1Ca9 od tu¢iaka Humboldtova (Spheniscus humboldti) a lokus M1-11, ktery byl
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pivodné navrzen pro tuc¢tiaka magellanského (S. magellanicus). Pro tyto mikrosatelity
jsem metodou cross-species PCR amplifikace nalezla 2-5 alel na lokus.

Ahmed et al. (2009) nalezli celkem 25 mikrosatelitd pro tu¢naka zlutorohého.
Tyto lokusy autofi testovali na 28 jedincich. Ja jsem ve své praci genotypovala jeden
polymorfni lokus Ech008, ktery mél 2 alely pfi pouzité Ta 59 °C. Autofi pro tento lokus

nalezli 4 alely, teplotu annealingu vSak neuvadéji.

Bilig et al. (2007) popsali 8 mikrosatelitnich lokust pro tuénaka nejmensiho. Tyto
mikrosatelity testovali na jedincich pochazejicich ze dvou populaci a sice z Filipova
a Troubridgeova ostrova. Pfi testovani na 12 nepiibuznych jedincich pelikana afrického
jsem charakterizovala 3 polymorfni mikrosatelity (Emm5, Emm6 a Emm8). Porovnani

pouzitych teplot annealingu a detekovanych alel je uvedeno v tab. ¢. 11.

W

Tabulka €. 11: Piehled nalezenych polymorfnich mikrosatelitl u 12 nepiibuznych
jedinct pelikana afrického (tato prace) a jedinct tu¢naka nejmensiho (Bilig et al., 2007).
V tabulce je uveden néazev lokusu, pouzita teplota annelingu (Ta), pocet nalezenych alel

(A) a v piipad¢ tu¢naka nejmensiho i pocet jedinct z danych populaci (n).

Tucnak nejmensi
o — Populace Populace
Lokus Pelikan africky Filipova Troubridgeova
ostrova ostrova
Ta[°C] A Ta[°C] A n A n
Emm5 47 3 58 11 28 3 28
Emm6 55 2 56 3 21 8 15
Emm3 56 2 56 3 26 3 5

Grosser et Waters (2015) nalezli 20 mikrosateliti pro tu¢iiaka nejmensiho. V mé
diplomové praci jsem genotypovala jeden polymorfni lokus - Em8, u kterého jsem
detekovala 5 alel pii Ta 65 °C. Autofi pro tento lokus uvadéji 10 alel a Ta 60 °C.

Boessenkol et al. (2008) popsali 12 mikrosateliti u tucnaka zlutookého. Autofi
tyto lokusy testovali na 43 jedincich. Pti testovani na 12 neptfibuznych jedincich pelikdna
afrického jsem genotypovala jeden polymorfni mikrosatelit - Man13. U tohoto lokusu
jsem detekovala 3 alely a pouzila Ta 55 °C. Autofi u tohoto lokusu nalezli 2 alely a pouzili
Ta 48 °C.
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Schlosser et al. (2003) charakterizovali celkem 7 mikrosateliti u tuc¢naka
Humboldtova. Tyto lokusy testovali na 24 jedincich. Z téchto 7 mikrosatelitii jsem ve své
diplomové préaci genotypovala jeden polymorfni, jednalo se o lokus Sh1Ca9. Pti cross-
species PCR amplifikaci jsem pouzila Ta 48 °C a nalezla 2 alely. Autofi tento lokus
testovali pii Ta 56 °C a detekovali 5 alel.

Akst et al. (2002) nalezli 6 mikrosateliti pro tu¢aka magellanského a tu¢niaka
galapazského. Lokus M1-11, ktery pivodné pochazel od tu¢naka magellanského autofi
vSak oznacili jako monomorfni pti pouzité Ta 56 °C. Ja jsem vSak tento mikrosatelit ve

své praci oznacila jako polymorfni, jelikoZ jsem u néj pii Ta 46 °C detekovala 2 alely.

Ve své bakalarské praci Adamkova (2019) dale testovala 60 mikrosatelitnich
lokust, které byly navrzeny pro univerzalni ptaci mikrosatelity, na 6 nepiibuznych
jedincich pelikana afrického. Celkem nalezla 4 polymorfni lokusy, které jsem ja dale
analyzovala v mé diplomové praci na 12 neptibuznych jedincich pelikana afrického.
Jednalo se o lokusy CAM-07 a CAM-24 pattici mezi EST ptac¢i mikrosatelity a TG04-
041 a TG11-011, které patii mezi konzervované ptac¢i mikrosatelity.

Dawson et al. (2010) charakterizovali celkem 35 mikrosatelitnich lokusti pro
konzervované pta¢i mikrosatelity. Pro tyto lokusy navrhli celkem 36 part primeru. Ve své
diplomové praci jsem genotypovala 2 polymorfni lokusy - TG04-41 a TG11-011. Pro
lokus TG04-041 jsem nalezla 2 alely a pouzila Ta 64 °C. Autofi tento lokus testovali na
4 jedincich zebficky pestré a nalezli celkem 2 alely pii Ta 58 °C. U lokusu TG11-011
jsem detekovala 3 alely pii Ta 60 °C. Autoti lokus TG11-011 testovali také na 4 jedincich
zebricky pestré a uvadeéji Ta 52 °C a 2 alely.

Dawson et al. (2013) nalezli celkem 24 part primerti pro EST ptaci mikrosatelity.
Tyto primery pouzili k amplifikaci u zebficky pestré (Taeniopygia guttata) a kura
bankivského (Gallus gallus). Ve své diplomove préci jsem genotypovala celkem 2
polymorfni mikrosatelity, CAM-07 a CAM-24. Piehled pouzitych Ta a nalezenych alel

je uveden v tab. ¢. 12.
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Tabulka €. 12: Piehled nalezenych polymorfnich mikrosateliti u 12 neptibuznych
jedinct pelikana afrického (tato prace) a jedinct zebficky pestré a kura bankivského
(Dawson et al., 2013). V tabulce je uveden nazev lokusu, pouZita teplota annelingu (Ta),

pocet nalezenych alel (A) a pocet jedinct danych druhi (n).

Lokus Pelikan africky Zebticka pestra Kur bankivsky
Ta[C] | A Ta[°’C] | A | n |Ta[’C]| A | n
CAM-07 57 2 56 6 | 12 56 M* | 3
CAM-24 61 3 56 6 12 56 M* | 4
*monomorfni

Laboratot populacni genetiky KBB Prirodovédecké fakulty Univerzity Palackého
v Olomouci se zabyva pfevazné testovanim mikrosateliti metodou cross-species PCR
amplifikace. Testovani je zaméteno na jednotlivé druhy z kladu Aequorlitornithes (Prum
et al., 2015). Své vysledky jsem srovnala s dalsimi bakalarskymi a diplomovymi pracemi
studentek, které rovnéz testovaly mikrosatelity ptivodné pochazejici od zastupct tadu
trubkonosi nebo tu¢naci a univerzalni ptaci mikrosatelity. Tyto mikrosatelity testovaly na

dal$ich druzich ptaka z kladu Aequorlitornithes.

Jednalo se o druhy: potapka roha¢ (Podiceps cristatus), u kterého byly dané
mikrosatelity testovany v bakalafskych pracich JanuSova (2015) a Filipova (2016)
a genotypovany v diplomové praci JanuSova (2017), dale nesyt indomalajsky (Mycterie
leucocephala), ktery byl testovanym druhem v bakalaiské praci Pechova (2014)
a diplomové praci Nedvédova (2015). Také byly zde v laboratofi populacni genetiky
testovany 2 druhy plamenaku, plamenak karibsky (Phoenicopterus ruber), u kterého byly
dané mikrosatelity testovany v bakalaiskych pracich Strejékova (2016) a Zlochova (2017)
a charakterizovany v diplomovych pracich Strejckova (2018) a Sulakova (2019),
aplamenak razovy (Phoenicopterus roseus), ktery byl testovanym druhem
Vv bakalaiskych pracich Kurova (2017) a Klaclova (2018) a charakterizovan v diplomové
praci Zlochova (2019). Otestovany byly také tfi dal§i druhy pelikant, jednalo se
0 pelikana kadetavého (Pelecanus crispus), u kterého mikrosatelity, které byly izolovany
od trubkonosych, testovala v bakalaiské praci VereSova (2018). Dale pelikan bily
(Pelecanus onocrotalus), ktery byl testovanym druhem v bakalaiskych pracich
Hudzieczkova (2019) a Kremlova (2019). Poslednim druhem byl pelikan skvrnozoby,
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u kterého byly otestovany mikrosatelity ptivodné navrzené pro zastupce fadu tucnaci

a univerzalni pta¢i mikrosatelity v bakalaiské praci Sulakova (2017).

Pichled nalezenych polymorfnich mikrosateliti napti¢ vybranymi druhy vodnich

ptaka z kladu Aequorlitornithes je uveden v tab. ¢. 13 a tab. ¢. 14.

Tabulka ¢. 13: Seznam nalezenych polymorfnich mikrosateliti u pelikana afrického,
pivodné navrZzenych pro zastupce fadu trubkonosi. Vysledky jsou porovnany s dal§imi 6
druhy z kladu Aequorlitornithes, u kterych byly tyto mikrosatelity rovnéz testovany.
V zévorce u testovaného druhu je uveden pocet testovanych jedinct, ¢islem je vyjadien

pocet alel a pismenem M jsou oznaceny monomorfni lokusy.

Testovany druh

Lokus

Pelikéan
africky
(12)

Potapka
rohac
(13)

Nesyt
indomalajsky

(6)

Plamenak
karibsky
(30)

Plamenak
razovy
(22)

Pelikan
kadetavy

(6)

Pelikan
bily
(6)

Del7
STAL18
LAALY
Ole21
Ole22
Ole26
Oomn2
Omn8
Omn23
Paequ2
Paequ3
Paequ8
Cd3
Cd5
Pc B109
Bb25
Patbel2
Patbel3
Pacbel
00386
Pacbel
08988
Pacbel _
10033
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Tabulka €. 14: Seznam nalezenych polymorfnich mikrosatelitl u pelikdna afrického,
pivodné navrzenych pro zéstupce fadu tucnaci a pro univerzalni ptac¢i mikrosatelity.
Vysledky jsou porovnany s dalsimi 6 druhy z kladu Aequorlitornithes, u kterych byly tyto
mikrosatelity rovnéz testovany. V zdvorce u testované¢ho druhu je uveden pocet
testovanych jedinci, Cislem je vyjadien pocet alel a pismenem M jsou oznaceny

monomorfni lokusy.

Testovany druh
Pelikan | Potapka Nesyt Plamenak | Plamenak | Pelikan Pelikan
africky | roha¢ | indomalajsky | karibsky | razovy bily | skvrnozoby

(12) (13) (6) (30) (6) (6) (6)

Lokus

Ech008
Emm5
Emm6
Emm8

Em8

Man13

Sh1Ca9
M1-11
CAM-

07
CAM-
24
TG04-
041
TG11-
011
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Ani jeden z uvedenych mikrosatelitnich lokust nebyl polymorfni u vsech
testovanych druhil. Jako nejuspésnéjsi je mozné oznacit lokusy Omn8, Paequ3 a Emmb5,
které byly polymorfni u 6 ze 7 testovanych druhti. Dale byly nalezeny 2 lokusy, které
byly polymorfni u 5 druhd, 5 lokusii polymorfnich u 4 druhti, 8 lokust polymorfnich u 3
druhti a 11 lokust, které byly polymorfni u 2 ze 7 testovanych druhti. Dale jsem naSla 4
mikrosatelitni lokusy, které byly polymorfni pouze u pelikdna afrického, jednalo se
0 mikrosatelity Del7, Ole22, Omn23 a Sh1Ca9.

Doposud bylo nalezeno celkem 83 polymorfnich vzajemné nezavislych
mikrosatelitti pro pelikana afrického z celkem 771 otestovanych. Tyto mikrosatelity byly
testovany v bakalatskych pracich (Dvotakova, 2010; Chmelafova, 2010; Kope¢na, 2018
a Adamkova, 2019) a diplomovych pracich (Ranochova, 2008 a Mikulova, 2010).
Vsechny polymorfni lokusy pro pelik&na africkeho byly nalezeny metodou cross-species

PCR amplifikace. Pro tento druh pelikana nebyl prozatim izolovan Zadny lokus de novo.
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VSechny nalezené polymorfni lokusy byly charakterizovany na 12 nepiibuznych
jedincich pelikana afrického a byla u nich provedena analyza, pomoci které byla ovétena

vzajemna nezavislost vSech lokust (Chmelafova, 2012; tato prace).

U vsech 83 nalezenych polymorfnich vzajemné nezavislych mikrosateliti byla
provedena analyza v programu Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al., 2007). Na zaklad¢
analyzy bylo zjisténo, ze prumérny pocet alel na lokus ¢ini 3,169 a hodnota o¢ekavané
heterozygotnosti ¢ini 0,4889. V piipadé vypocétu odchylky od Hardy-Weinbergovy
rovnovahy bylo celkem 54 lokust v souladu s touto rovnovahou a u zbylych 29
mikrosateliti software nedokazal provést vypocet odchylky. Do této analyzy nebyl
zahrnut lokus Ole26, u kterého byla v programu Genepop 4.7.5 (Rousset, 2008) zjisténa
vzajemna vazba s lokusy BFAL4 (jiz dfive vyfazen) a Sn2A-36. Pro dalsi analyzu byl
jako finalni lokus vybran pravé Sn2A-36, ktery byl nejlépe hodnotitelny a ve své préci ho
charakterizovala Chmelafova (2012). Dale byla u vSech 83 lokust stanovena
pravdépodobnost chybného provedeni studie paternity za ptfedpokladu, Ze je pfifazovano
mladé, u kterého neni zndm ani jeden rodi¢, tato pravdépodobnost &ini 1,38 - 10°5. Pokud
je znamy pouze jeden rodic¢ tak pravdépodobnost chybného ptifazeni druhého rodice bude
6,184 - 102, Pravdépodobnost, ze by byl chybné piifazen rodi¢ovsky par k mladéti je
rovna 1,526 - 10°. Pravdépodobnost, Ze by se vyskytli dva jedinci se stejnou alelovou
kombinaci pro viech 83 lokusi je 5,168 - 102 a pravdépodobnosti vyskytu dvou mlad’at,
kterd by méla u viech 83 lokust identické alely je 1,652 - 107°.

Ptitomnost nulovych alel je pfedpokladdana u 33 lokust a u 2 lokusi nebyla tato
hodnota pravdépodobnosti programem vypocitana. U jednoho mikrosatelitu je
odhadovana frekvence vyskytu nulovych alel vyssi nez 30 %, u 7 lokusl vys$si nez 20 %,
u 11 lokust vyssi nez 10 % a u 5 lokust vyssi nez 5 %. U zbylych 9 mikrosatelitii je

odhadovana frekvence vyskytu nulovych alel mensi nez 5 %.

Ze vsech 83 nalezenych polymorfnich vzajemné nezavislych mikrosatelitd jich
bylo 78 odvozeno od zastupctu kladu Aequorlitornithes. Tento klad zahrnuje vSechny
vodni ptaky kromé vrubozobych, od kterych byl u pelikana afrického polymorfni jeden
lokus. Zbylé 4 polymorfni lokusy nalezené pro pelikana afrického patiily mezi
univerzalni ptaci mikrosatelity. VSechny tyto lokusy jsou vzajemné nezavislé na zakladé

charakteristiky v programech Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al., 2007) a Genepop 4.7.5

53



(Rousset, 2008). Ptehled vsech doposud nalezenych cross-species mikrosateliti pro

pelikana afrického vzhledem k jejich ptivodu je znazornén v grafu ¢. 2.

Graf ¢. 2: Rozdéleni 83 polymorfnich mikrosatelitnich lokusu, nalezenych pro pelikana
afrického metodou cross-species PCR amplifikace. Lokusy jsou rozdéleny podle fada
v tradi¢nim pojeti systému ptaka (Gaisler et Zima, 2007). U kazdého tadu je v zavorce
uveden pocet nalezenych polymorfnich lokust. V grafu je také zndzornén pocet
nalezenych polymorfnich mikrosatelitti, které patii mezi univerzalni pta¢i mikrosatelity,

pocet nalezenych lokusu je rovnéz uveden v zavorce.

veslonozi (29)
= trubkonosi (20)
= brodivi (15)
| = plamenéci (5)

m tucndci (8)
= univerzalni ptac¢i mikrosatelity (4)
= dlouhokridli (1)

m vrubozobi (1)

Prozatim bylo nalezeno celkem 83 polymorfnich vzajemné nezavislych cross-
species mikrosateliti pro pelikana afrického. Z téchto lokusu jich bylo vybrano 5 pro
paternitni studie (Chmelatova, 2012). Jednalo se o lokus P3F7, ktery ptivodné pochazel
od faetona Zlutozobého (Phaethon lepturus), PeEr02 a PeEr04 od pelikana
severoamerického (Pelecanus erythrorhynchos), PEL304 od pelikana bilého (P.
onocrotalus) a PrD7 od plamenaka ruzového (Phoenicopterus roseus). V mé diplomové
praci jsem nenalezla zadné vhodné lokusy pro paternitni studie, z divodu nizkého poctu
alel. Je vsak mozné mnou nalezené mikrosatelity vyuzit pfi jinych populacnich studiich
u pelikéna afrického. Pro ziskéani dalsich polymorfnich lokust by bylo vhodné otestovat
nove popsané primery 0d fada z kladu Aequorlitornithes, napt. i z fadu, které doposud

nebyly otestovany, coZ jsou slunatci a dlouhoki#idli.
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7. Zavér

V této diplomové préci jsem metodou cross-species PCR amplifikace
charakterizovala celkem 36 mikrosatelitnich lokust na 12 nepiibuznych jedincich
pelikana afrického (Pelecanus rufescens). Tyto mikrosatelity oznac¢ené jako polymorfni
u 6 neptibuznych jedincti pelikana afrického v bakalaiskych pracich Kopecna (2018)
a Adamkova (2019) ptivodné pochézely od zéastupta fadu trubkonosi nebo tu¢naci, anebo
se jednalo 0 univerzalni ptac¢i mikrosatelity. Celkem 24 mikrosateliti bylo ptivodné
izolovano od zastupci fadu trubkonosi a sice 5 z nich piivodné pochazelo od zastupci
Celedi albatrosoviti, 6 z nich od Celedi buinackoviti a 13 od Celedi buinakoviti. DalSich 8
mikrosatelitli bylo ptivodn¢ izolovano od zéastupct fadu tucnaci. U 4 lokust se ve dvou

ptipadech jednalo o EST ptac¢i mikrosatelity a u zbylych dvou o konzervované ptaci

mikrosatelity.

Testovanim 36 mikrosatelitt jsem u 34 z nich potvrdila polymorfismus. Zbylé dva
mikrosatelity se pii testovani na vét§im poctu jedinci ukazaly jako monomorfni. Jednalo
se 0 lokus Dc9 od albatrosa Sedohlavého a Pc A107 od buifidka svétlonohého. Pii analyze
v programu Genepop 4.7.5 byla zjiSt€éna vazba mezi lokusy BFAL4 od albatrosa
¢ernonohého a Ole26 od buiiiacka dlouhoktidlého. Z téchto dvou byl ponechan pro dalsi
analyzu lokus Ole26. Dale se také ukazalo, Ze jsou tyto dva lokusy ve vzajemné vazbé
i s lokusem Sn2A-36, ktery byl genotypovan v diplomové praci Chmelafova (2012). Pro
dalsi analyzu byl finalné ponechdn lokus Sn2A-36, ktery byl nejlépe hodnotitelny.
U vSech 33 vzajemné nezavislych polymorfnich lokust jsem detekovala 2-5 alel.

Programem Cervus 3.0.7 byla u téchto mikrosateliti zjisténa ocekavana hodnota

heterozgytnosti, ktera ¢inila 0,424 a praimérny pocet alel na lokus byl 2,545.

Celkem bylo i s pfispénim této diplomové prace pro pelikana afrického nalezeno
a charakterizovano 83 vzajemné nezavislych polymorfnich mikrosateliti na 12
neptibuznych jedincich pelikana afrického. Na zaklad¢ analyzy programem Cervus 3.0.7
maji tyto lokusy v praméru 3,169 alely na lokus a ofekavana hodnota heterozygotnosti
¢ini 0,4889.

55



8. Pouzita literatura

Adamkova, V. (2019): Cross-species amplifikace mikrosatelith z fadu tucnaci
a konzervovanych ptacich mikrosateliti u pelikana afrického (Pelecanus rufescens).

Bakalaftska prace. Depon in: Knihovna biologickych oborti PfF UPOL, Olomouc.

Ahmed, S., Hart, T., Dawson, D.A., Horsburgh, G.J., Trathan, P.N., Rogers, A.D. (2009):
Isolation and characterization of macaroni penguin (Eudyptes chrysolophus)
microsatellite loci and their utility in other penguin species (Spheniscidae, AVES).
Molecular Ecology Resources, 9, 1530-1535.

Akst, E., Boersma, P., Fleischer, R. (2002): A comparison of genetic diversity between

the Galapagos Penguin and the Magellanic Penguin. Conservation Genetics, 3, 375-383.

Altschul, S.F., Madden, T.L., Schaffer, A.A., Zhang, J., Zhang, Z., Miller, W., Lipman,
D.J. (1997): Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database
search programs. Nucleic Acid Research, 25, 3389-3402.

Andris, M., Dubois, M.P., Jarne, P., Bonadonna, F., Bried, J. (2010): Eleven polymorphic
microsatellite markers in Bulwer’s petrel, Bulweria bulwerii, and cross-species
amplification in three other Procellariiformes. Molecular Ecology Resources.
Manuskript. Publikovéano online na strance: https://www.yumpu.com/en/document/view/
42427025/eleven-polymorphic-microsatellite-markers-in-bulwers-petrel, navstiveno dne
20. 2. 2020.

Beckmann, J.S., Weber, J.L. (1992): Survey of human and rat microsatellites. Genomics,
12, 627-631.

Bicknell, A.W.J., Dawson, D.A., Horsburgh, G.J., Knight, M.E., Bilton, D.T., Votier,
S.C. (2011): Characterisation and predicted genome locations of Leach’s storm-petrel
(Oceanodroma leucorhoa) microsatellite loci (Procellariidae, Aves). Conservation
Genetics Resources, 3, 711-716.

Billing, T.M., Guay, P.J., Peucker, AJ., Mulder, R.A. (2007): Isolation and
characterization of polymorphic microsatellite loci for the study of paternity and
population structure in the little penguin Eudyptula minor. Molecular Ecology Notes, 7,
425-427.

56



Boessenkool, S., King, T.M., Seddon, P.J., Waters, J.M. (2008): Isolation and
characterization of microsatellite loci from the yellow-eyed penguin (Megadyptes

antipodes). Molecular Ecology Resources, 8, 1043-1045.

Bried, J., Andris, M., Dubois, M.P., Jarne, P. (2012): Eighteen polymorphic microsatellite
markers in Monteiro’s storm-petrel, Oceanodroma monteiroi, and cross-species

amplification in three other Procellariiformes. Molecular Ecology Resources, 9, 913-915.

Bried, J., Dubois, MP., Jouventin, P., Santos, R.S. (2008): Eleven polymorphic
microsatellite markers in Cory’s shearwater, Calonectris diomedea, and cross-species
amplification on threatened Procellariiformes. Molecular Ecology Resources, 8, 602—
604.

Brown, L.H., Urban, E.K., Newman, K. (1982): The birds of Africa, Volume I, Academic

Press Limited, London.

Burg, T.M. (1999): Isolation and characterization of microsatellites in albatrosses.
Molecular Ecology, 8, 338-341.

Buschiazzo, E., Gemmell, N.J. (2006): The rise, fall and renaissance of microsatellites in

eukaryotic genomes. BioEssays, 28, 1040-1050.

Dakin, E.E., Avise, J.C. (2004): Microsatellite null alleles in parentage analysis. Heredity,
93, 504-5009.

Dawson, D.A., Ball, A.D., Spurgin, L.G., Martin-Galvez, D., Stewart, I.R., Horsburgh,
G.J.,, Potter, J., Molina-Morales, M., Bicknell, A.W.J., Preston, S.A.J., Ekblom, R., Slate,
J., Burke, T. (2013): High-utility conserved avian microsatellite markers enable parentage
and population studies across a wide range of species. BMC Genomics, 14, 176.

Dawson, D.A., Horsburgh, G.J., Kipper, C., Stewart, I.R.K., Ball, A.D., Durrant, K.L.,
Hansson, B., Bacon, 1., Bird, S., Klein, A., Krupa, A.P., Lee, J.W., Martin-Géalvez, D.,
Simeoni, M., Smith, G., Spurgin, L.G., Burke, T. (2010): New methods to identify
conserved microsatellite loci and develop primer sets of high cross-species utility — as

demonstrated for birds. Molecular Ecology Resources, 10, 475-494.

57



de Ponte Machado, M., Feldheim, K.A., Sellas, A.B., Bowie, R.C.K. (2009):
Development and characterization of microsatellite loci from the Great White Pelican
(Pelecanus onocrotalus) and widespread application to other members of the
Pelecanidae. Conservation Genetics, 10, 1033-1036.

del Hoyo, J., Elliott, A., Sargatal, J., Imboden, C. (1992): Handbook of the Birds of the
World. Volume 1. Ostrich to Ducks. Lynx Editions, Barcelona.

Dvoiakova, B. (2010): Analyza polymorfnich cross-species mikrosatelitd pro
determinaci paternity u pelikdna afrického (Pelecanus rufescens). Bakalarska prace.
Depon in: Knihovna biologickych obort PfF UPOL Olomouc.

Filipovd, K. (2016): Cross-species amplifikace mikrosateliti z ftadu tuc¢naci
a konzervovanych ptac¢ich mikrosatelith u potapky rohace (Podiceps cristatus).

Bakalatska prace. Depon in: Knihovna biologickych obort PfF UPOL, Olomouc.

Gaisler, J., Zima, J. (2007): Zoologie obratlovci. Academia - nakladatelstvi Akademie

véd Ceské republiky, Praha.

Gaisler, J., Zima, J. (2018): Zoologie obratlovci. 3., prepracované vydani. Academia -

nakladatelstvi Akademie véd Ceské republiky, Praha.

Goldstein, D., Schlotterer, C. (1999): Microsatellites, evolution and applications. Oxford
University Press, Oxford.

Grosser, S., Waters, J.M. (2015): Development and characterisation of 20 novel
microsatellite markers for the little blue penguin (Eudyptula minor) using next-generation

sequencing. Conservation Genetics Resources, 7, 143-145.

Guichoux, E., Lagache, L., Wagner, S., Chaumeil, P., Léger, P., Lepais, O., Lepoittevin,
C., Malausa, T., Revardel, E., Salin, F., Petit, R.J. (2011): Current trends in microsatellite
genotyping. Molecular Ecology Resources, 11, 591-611.

Hardesty, B.D., Metcalfe, S.S., Wilcox, C. (2013): Genetic variability and population
diversity as revealed by microsatellites for Flesh-footed shearwaters (Puffinus carneipes)
in the southern hemisphere. Conservation Genetics Resources, 5, 27-29.

Hedges, S.B., Sibley, C.G. (1994): Molecules vs. morphology in avian evolution: the case

58



of the "pelecaniform™ birds. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 91, 9861-9865.

Hernandez, L.D., Lounsberry, Z.T., Collins, P.W., Henry, R.W., Newsome, S.D., Sacks,
B.N. (2014): Development and characterization of 15 polymorphic microsatellite markers
for North Pacific albatrosses using paired-end Illumina shotgun sequencing.

Conservation Genetics Resources, 6, 491-493.

Hickman, C.R., Peters, M.B., Crawford, N.G., Hagen, C., Glenn, T.C., Somers, C.M.
(2008): Development and characterization of microsatellite loci in the American white

pelican (Pelecanus erythrorhynchos). Molecular Ecology Resources, 8, 1439-1441.

Hosseinzadeh-Colagar, A., Haghighatnia, M.J., Amiri, Z., Mohadjerani, M., Tafrihi, M.
(2016): Microsatellite (SSR) amplification by PCR usually led to polymorphic bands:
Evidence which shows replication slippage occurs in extend or nascent DNA strands.

Molecular Biology Research Communications, 5, 167-174.

Hudzieczkova, A. (2019): Cross-species amplifikace mikrosateliti z fadu trubkonosi
u pelikana bilého (Pelecanus onocrotalus). Bakalafska prace. Depon in: Knihovna
biologickych obort PiF UPOL, Olomouc.

Chmelafova, A. (2010): Analyza polymorfnich cross-species mikrosateliti pro
determinaci paternity u pelikana kadefavého (Pelecanus crispus). Bakalarska prace.

Depon in: Knihovna biologickych obort PfF UPOL, Olomouc.

Chmelafova, A. (2012): Charakteristika polymorfnich cross-species mikrosateliti
u pelikéna afrického (Pelecanus rufescens) a pelikana kadefavého (Pelecanus crispus).
Diplomova prace. Depon in: Knihovna biologickych obort P¥F UPOL, Olomouc.

JanuSova, D. (2015): Cross-species amplifikace mikrosatelitit z fadu trubkonosi
u potapky rohace (Podiceps cristatus). Bakalaiska prace. Depon in: Knihovna
biologickych obort PiF UPOL, Olomouc.

JanuSova, D. (2017): Charakteristika vybranych polymorfnich cross-species
mikrosatelitt z kladu Aequorlitornithes u potapky rohace (Podiceps cristatus).

Diplomové prace. Depon in: Knihovna biologickych oborit PfF UPOL, Olomouc.

59



Jaramillo, A. (2007): Proposal (#271) to South American Classification Committee:
Separate Pelecanus thagus from P. occidentalis. SACC, Louisiana Museum of Natural
History, Baton Rouge, Louisiana, USA. Publikovano online na strance:

http://www.museum.lsu.edu/~Remsen/SACCprop271.htm, navstiveno dne 9. 3. 2020.

Jarne, P., Lagoda, P.J. (1996): Microsatellites, from Molecules to Populations and Back.
Trends in Ecology and Evolution, 11, 424-429.

Jarvis, E.D., Mirarab, S., Aberer, AJ., Li, B., Houde, P., Li, C., Ho, S.Y.W., Faircloth,
B.C., Nabholz, B., Howard, J.T., Suh, A., Weber, C.C., da Fonseca, R.R., Li, J., Zhang,
F., Li, H., Zhou, L., Narula, N., Liu, L., Ganapathy, G., Boussau, B., Bayzid, S.,
Zavidovych, V., Subramanian, S., Gabaldon, T., Capella-Gutiérrez, S., Huerta-Cepas, J.,
Rekepalli, B., Munch, K., Schierup, M., Lindow, B., Warren, W.C., Ray, D., Green, R.E.,
Bruford, M.W., Zhan, X., Dixon, A., Li, S., Li, N., Huang, Y., Derryberry, E.P.,
Bertelsen, M.F., Sheldon, F.H., Brumfield, R.T., Mello, C.V., Lovell, P.V., Wirthlin, M.,
Schneider, M.P.C., Prosdocimi, F., Samaniego, J.A., Velazquez, A.M.V., Alfaro- Nlfez,
A., Campos, P.F., Petersen, B., Sicheritz-Ponten, T., Pas, A., Bailey, T., Scofield, P.,
Bunce, M., Lambert, D.M., Zhou, Q., Perelman, P., Driskell, A.C., Shapiro, B., Xiong,
Z.,Zeng, Y., Liu, S, Li, Z, Liu, B., Wu, K., Xiao, J.,, Yingi, X., Zheng, Q., Zhang, Y.,
Yang, H., Wang, J., Smeds, L., Rheindt, F.E., Braun, M., Fjeldsa, J., Orlando, L., Barker,
F.K., Jgnsson, K.A., Johnson, W., Koepfli, K.P., O"Brien, S., Haussler, D., Ryder, O.A.,
Rahbek, C., Willerslev, E., Graves, G.R., Glenn, T.C., McCormack, J., Burt, D., Ellegren,
H., Alstrém, P., Edwards, S.V., Stamatakis, A., Mindell, D.P., Cracraft, J., Braun, E.L.,
Warnow, T., Jun, W., Gilbert, M.T.P., Zhang, G. (2014): Whole-genome analyses resolve
early branches in the tree of life of modern birds. Science, 346, 1320-1331.

Jeyasingham, W.S., Taylor, S.A., Zavalaga, C.B., Simeone, A., Friesen, V.L. (2013):
Specialization to cold-water upwellings may facilitate gene flow in seabirds: new
evidence from the Peruvian pelican Pelecanus thagus (Pelecaniformes: Pelecanidae).
Journal of Avian Biology, 44, 297-304.

Kalinowski, S.T., Taper, M.L., Marshall, T.C. (2007): Revising how the computer
program Cervus accommodates genotyping error increases success in paternity

assignment. Molecular Ecology, 16, 1099-1106.

60



Kantartzi, S.K. (2013): Microsatellites: methods and protocols. Methods in molecular
biology, v. 1006. Humana Press, Springer, New York.

Kennedy, M., Taylor, S.A., Nadvornik, P., Spencer, H.G. (2012): The phylogenetic
relationships of the extant pelicans inferred from DNA sequence data. Molecular
Phylogenetics and Evolution, 66, 215-222.

Klaclovd, M. (2018): Cross-species amplifikace mikrosateliti z fadu tuénaci
a konzervovanych pta¢ich mikrosateliti u plamenaka rizového (Phoenicopterus roseus).

Bakalatska prace. Depon in: Knihovna biologickych oborti PiF UPOL, Olomouc.

Kocher, T.D., Thomas, W.K., Meyer, A., Edwards, S.V., Padbo, S., Villablanca, F.X.,
Wilson, A.C. (1989): Dynamics of mitochondrial DNA evolution in animals:
amplification and sequencing with conserved primers. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 86, 6196-6200.

Kopecna, K. (2018): Cross-species amplifikace mikrosatelitt z fadu trubkonosi
u pelikéna afrického (Pelecanus rufescens). Bakalaiska prace. Depon in: Knihovna
biologickych obort PiF UPOL, Olomouc.

Kremlova, H. (2019): Cross-species amplifikace mikrosatelitt z fadu tuénaci
a konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitt u pelikana bileho (Pelecanus onocrotalus).

Bakalatsk4 prace. Depon in: Knihovna biologickych oborit PfF UPOL, Olomouc.

Karova, V. (2017): Cross-species amplifikace mikrosateliti z fadu trubkonosi
u plamenaka rizového (Phoenicopterus roseus). Bakalafska prace. Depon in: Knihovna
biologickych obort PiF UPOL, Olomouc.

Livezey, B.C., Zusi, R.L. (2007): Higher-order phylogeny of modern birds (Theropoda,
Aves: Neornithes) based on comparative anatomy. Il. Analysis and discussion.

Zoological Journal of the Linnean Society, 149, 1-95.

Mayr, G. (2005): Tertiary plotopterids (Aves, Plotopteridae) and a novel hypothesis on
the phylogenetic relationships of penguins (Spheniscidae). Journal of Zoological
Systematics and Evolutionary Research, 10, 1-11.

Mikulovda, V. (2010): Mikrosatelitové lokusy pro determinaci paternity u vybranych

61



druht pelikant (Pelecanus spp.). Diplomova préace. Depon in: Knihovna biologickych
oborta PiF UPOL, Olomouc.

Moodley, Y., Masello, J.F., Cole, T.L., Calderon, L., Munimanda, G.K., Thali, M.R.,
Alderman, R., Cuthbert, R.J., Marin, M., Massaro, M., Navarro, J., Phillips, R.A., Ryan,
P.G., Suazo, C.G., Cherel, Y., Weimerskirch, H., Quillfeldt, P. (2015): Evolutionary
factors affecting the cross-species utility of newly developed microsatellite markers in
seabirds. Molecular Ecology Resources, 15, 1046-1058.

Nedvédova, M. (2015): Cross-species amplifikace mikrosatelitt z fadu trubkonosi
u nesyta indomalajského (Mycteria leucocephala). Diplomova préace. Depon in:
Knihovna biologickych obort PiF UPOL, Olomouc.

Oliveira, E.J., Padua, J.G., Zucchi, M.I., Vencovsky, R., Vieira, L.C. (2006): Origin,
evolution and genome distribution of microsatellites. Genetics and Molecular Biology,
29, 294-307.

Pechovd, A. (2004): Cross-species amplifikace mikrosatelith z Fadu tuénaci
a konzervovanych pta¢ich mikrosatlith u nesyta indomalajského (Mycteria
leucocephala). Bakalaiska prace. Depon in: Knihovna biologickych obort PiF UPOL,

Olomouc.

Primmer, C.R., Mgller, A.P., Ellegren, H. (1996): A wide-range survey of cross-species

microsatellite amplification in birds. Molecular Ecology, 5, 365-378.

Primmer, C.R., Painter, J.N., Koskinen, M.T., Palo, J.U., Merila, J. (2005): Factors
affecting avian cross-species microsatellite amplification. Journal of Avian Biology, 36,
348-360.

Primmer, C.R., Raudsepp, T., Chowdhary, B.P., Mgller, A.P., Ellegren, H. (1997): Low

frequency of microsatellites in the avian genome. Genome Research, 7, 471-482.

Prum, R.O., Berv, J.S., Dornburg, A., Field, D.J., Townsend, J.P., Lemmon, E.M.,
Lemmon, A.R. (2015): A comprehensive phylogeny of birds (Aves) using targeted next-
generation DNA sequencing. Nature, 526, 569-573.

62



Quillfeldt, P., Masello, J.F., Segelbacher, G. (2012): Extra-pair paternity in seabirds:
areview and case study of Thin-billed Prions Pachyptila belcheri. Journal of
Ornithology, 153, 367-373.

Ranochova, A. (2008): Analyza mikrosatelitovych lokusi pro determinaci paternity
u vybranych druhti pelikanti. Diplomova prace. Depon in: Knihovna biologickych obort

PiF UPOL, Olomouc.

Rousset, F. (2008): GENEPOP 007: a complete re-implementation of the GENEPOP

software for Windows and Linux. Molecular Ecology Resources, 8, 103-106.

Reudink M.W., Kyle, C.J., Nocera, J.J., Oomen, R.A., Green, M.C., Somers, C.M.
(2011): Panmixia on a continental scale in a widely distributed colonial waterbird.
Biological Journal of the Linnean Society, 102, 583-592.

Schlosser, J.A., Garner, T.W.J., Dubach, J.M., McElligott, A.G. (2003): Characterization
of microsatellite loci in Humboldt penguin (Spheniscus humboldti) and cross-
amplification in other penguin species. Molecular Ecology Notes, 3, 62—64.

Sharma, P.C., Grover, A., Kahl, G. (2007): Mining microsatellites in eukaryotic genomes.
Trends in Biotechnology, 25, 490-498.

Sibley, C.G., Ahlquist, J.E. Monroe, B.L. (1988): A Classification of the Living Birds of
the World Based on DNA-DNA Hybridization Studies. The Auk, 105, 409-423.

Smith, N.D. (2010): Phylogenetic Analysis of Pelecaniformes (Aves) Based on
Osteological Data: Implications for Waterbird Phylogeny and Fossil Calibration Studies.
PL0S ONE, 5, 13354.

Strejckova, B. (2016): Cross-species amplifikace mikrosatelitt z fadu trubkonosi
u plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber). Bakalaiska prace. Depon in: Knihovna
biologickych oborti PfF UPOL, Olomouc.

Strejckova, B. (2018): Analyza a charakteristika polymorfnich cross-species
mikrosateliti od trubkonosych u plamenaka karibského (Phonicopterus ruber).

Diplomova prace. Depon in: Knihovna biologickych oborti PfF UPOL, Olomouc.

63



Svensson, L., Mullarney, K., Zetterstrom, D. (2016): Ptaci Evropy, severni Afriky

a blizkého vychodu. 2. ¢eské vydani, nakladatelstvi Sev¢ik, Plzeti.
gt’astny, K., Bejéek, V., Hudec, K. (1998): Svét zvitat IV. Ptaci 1. Albatros, Praha.

Sulakova, M. (2017): Cross-species amplifikace mikrosatelitt z fadu tuchdci
a konzervovanych ptacich mikrosateliti u pelikdna skvrnozobého (Pelecanus
philippensis). Bakalafska prace. Depon in: Knihovna biologickych obort PfF UPOL,

Olomouc.

Suldkova, M. (2019): Analyza a charakteristika vybranych polymorfnich cross-species
mikrosatelitii z fadu tuc¢ndci a konzervovanych ptac¢ich mikrosateliti u plamenaka
karibského (Phoenicopterus ruber). Diplomova prace. Depon in: Knihovna biologickych
obort PfF UPOL, Olomouc.

Techow, N.M.S.M., O"Ryan, C. (2004): Characterization of microsatellite loci in White-
chinned Petrel (Procellaria aequinoctialis) and cross-amplification in six other
procellariiform species. Molecular Ecology Notes, 4, 33-35.

Téth, G., Gaspari, Z., Jurka, J. (2000): Microsatellites in different eukaryotic genomes:
Survey and analysis. Genome Research, 10, 967-981.

Veresova, D. (2018): Cross-species amplifikace mikrosatelitt z fadu trubkonosi
u pelikana kadefavého (Pelecanus crispus). Bakalaiska prace. Depon in: Knihovna
biologickych obort PiF UPOL, Olomouc.

Winkler, D.W., Billermann, S.M., Lovette, 1.J. (2015): Bird families of the world: an

invitation to the spectacular diversity of birds. Lynx Editions, Barcelona.

Yuri, T., Kimball, R.T., Harshman, J., Bowie, R.C.K., Braun, M.J., Chojnowski, J.L.,
Han, K.L., Hackett, S.J., Huddleston, C.J., Moore, W.S., Reddy, S., Sheldon, F.H.,
Steadman, D.W., Witt, C.C., Braun, E.L. (2013): Parsimony and model-based analyses
of indels in avian nuclear genes reveal congruent and incongruent Phylogenetic Signals.
Biology, 2, 419444,

Zane, L., Bargelloni, L., Patarnello, T. (2002): Strategies for microsatellite isolation:

a review. Molecular Ecology, 11, 1-16.

64



Zlochova, A. (2017): Cross-species amplifikace mikrosatelith z fadu tucnaci
a konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitti u plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber).

Bakalaiska prace. Depon in: Knihovna biologickych obort PiF UPOL, Olomouc.

Zlochova, A. (2019): Amplifikace vybranych polymorfnich mikrosateliti z tadu
trubkonosi u plamenaka rtzového (Phoenicopterus roseus). Diplomova prace. Depon in:
Knihovna biologickych obort PiF UPOL, Olomouc.

65



9. Prilohy

Piiloha ¢&. 1: Charakteristika 33 nezavislych polymorfnich cross-species u 12 neptibuznych jedinct pelikana afrického. Analyza byla provedena
programem Cervus 3.0.7. V tabulce je uveden nazev lokusu, pocet alel (k), pocet jedincii (N), pozorovana heterozygotnost (HObs), o¢ekavana
heterozygotnost (HExp), obsah polymorfni informace (PIC), pravdépodobnost chybného provedeni studie paternity, pokud neni znamy ani jeden
rodi¢ (NE-1P), pokud je znamy jeden z rodi¢i (NE-2P), pokud je pfitazovan cely rodi¢ovsky péar (NE-PP), pravdépodobnost, Ze existuji dva
identiéti jedinci pro dany lokus (NE-I), pravdépodobnost, Ze existuji dvé identicka mlad’ata pro dany lokus (NE-SI), soulad s Hardy-Weinbergovou

rovnovahou (HW; NS - v souladu, ND - nelze vyhodnotit, ** - signifikantni odchylka na hladiné 1 %), pravdépodobna frekvence nulovych alel

(F(Null)).

Lokus k N HObs | HExp | PIC | NE-1IP | NE-2P @ NE-PP | NE-I NE-SI HW | F(Null)
Del7 2 12 0333 | 0391 | 0305 | 0930 0848 0761 0,461 0,678 ND 0,0588
STAL18 2 12 0250 @ 0344 | 0275 | 0946 0862 0779 = 0,503 0,711 ND 0,1377
LAAL7 2 12 0250 @ 0228 | 0195 & 0976 | 0903 0833 | 0634 0,799 ND -0,0620
Ole21 2 12 0083 | 0083 | 0077 | 0997 @ 0962 0928 = 0,850 0,923 ND -0,0122
Ole22 2 12 0500 = 0391 | 0305 | 0930 @ 0848 0761 = 0,461 0,678 ND -0,1423
Ole26 2 12 0000 = 0507 | 0368 0882 0816 0723 0,382 0,603 *x 0,9993
omn2 2 12 0333 | 0464 | 0346 & 0901 | 0827 0737 0407 0,630 NS 0,1429
omn8 4 12 0500 = 0627 | 0524 0812 0677 @ 0523 0,237 0,509 NS 0,1062
Omn23 2 12 0167 = 029 | 0239 | 0961 080 0803 0,560 0,751 ND 0,2499
Paequ2 4 12 0417 = 0431 | 038 | 0911 0769 0618 0,372 0,636 ND 0,0263
Paequ3 3 12 0583 | 0565 | 0460 @ 0853 | 0735 | 0600 @ 0,292 0,552 NS -0,0318
Paequs 3 12 0333 0627 | 0533 & 0820 @ 0674 0523 0,227 0,506 NS 0,2866
Cd3 2 12 0583 = 0518 | 0373 | 0877 @ 0813 0720 0377 0,596 NS -0,0804
Cds 2 12 0083 | 0083 | 0077 | 0997 @ 0962 0928 0,850 0,923 ND -0,0122
Pc B109 2 12 0333 | 0464 | 0346 & 0901 @ 0827 0737 = 0407 0,630 NS 0,1429
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Priloha 1: Pokradovani.

Lokus k N HObs HEXxp PIC NE-1P | NE-2P | NE-PP NE-I NE-SI HW F (Null)
Bb25 3 12 0,333 0,409 0,341 0,923 0,814 0,699 0,420 0,659 ND 0,0720
Patbel2 2 12 0,667 0,507 0,368 0,882 0,816 0,723 0,382 0,603 NS -0,1566
Patbel3 4 12 0,667 0,725 0,639 0,733 0,566 0,394 0,149 0,440 NS 0,0181
Pacbel_00386 2 12 0,667 0,464 0,346 0,901 0,827 0,737 0,407 0,630 NS -0,1999
Pacbel_08988 2 12 0,083 0,083 0,077 0,997 0,962 0,928 0,850 0,923 ND -0,0122
Pacbel_10033 4 12 0,917 0,699 0,606 0,761 0,604 0,441 0,173 0,458 NS -0,1600
Ech008 2 12 0,500 0,464 0,346 0,901 0,827 0,737 0,407 0,630 NS -0,0588
Emm5 3 12 0,500 0,409 0,341 0,923 0,814 0,699 0,420 0,659 ND -0,1358
Emm6 2 12 0,250 0,489 0,359 0,890 0,821 0,729 0,392 0,614 NS 0,3043
Emm8 2 12 0,083 0,083 0,077 0,997 0,962 0,928 0,850 0,923 ND -0,0122
Em8 5 12 0,333 0,493 0,446 0,878 0,719 0,544 0,305 0,590 NS 0,1973
Man13 3 12 0,250 0,366 0,322 0,939 0,819 0,695 0,450 0,687 ND 0,1544
ShiCa9 2 12 0,583 0,489 0,359 0,890 0,821 0,729 0,392 0,614 NS -0,1089
M1-11 2 12 0,500 0,464 0,346 0,901 0,827 0,737 0,407 0,630 NS -0,0588
CAM-07 2 12 0,167 0,290 0,239 0,961 0,880 0,803 0,560 0,751 ND 0,2499
CAM-24 3 12 0,417 0,366 0,322 0,939 0,819 0,695 0,450 0,687 ND -0,1077
TGO04-041 2 12 0,667 0,522 0,375 0,875 0,813 0,719 0,375 0,594 NS -0,1429
TG11-011 3 12 0,667 0,663 0,561 0,798 0,654 0,505 0,207 0,484 NS -0,0132
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Number of individuals:

Number of loci:

Mean number of alleles per locus:

Mean proportion of loci typed:

Mean expected heterozygosity:

Mean polymorphic information content (PIC):

Combined non-exclusion probability (first parent):

Combined non-exclusion probability (second parent):

Combined non-exclusion probability (parent pair):
Combined non-exclusion probability (identity):

Combined non-exclusion probability (sib identity):

12

33

2,545
1,0000
0,4242
0,3417
0,03101616
0,00078154
0,00000638
1,346E-0013
0,00000055
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