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1 Uvod

Mikrosatelity se nékdy nazyvaji kratké tandemové repetice o typické délce
jednotky 1-6 bp a patii mezi nejpopularnéjsi typy genetickych markert. Jejich velka
vyuzitelnost spociva v tom, Ze jsou kodominantni, multialelické a vysoce polymorfni.
Pouzivaji se hlavné pfi paternitnich studiich a pii studiu fylogenetické piibuznosti

jedincti.

Cép bily je typickym zastupcem Fadu brodivi. Je to zranitelny druh, ktery je po
desitky let sledovan ornitology a v laboratofi Populacni genetiky Katedry bunécné
biologie a genetiky Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci se jiz
nekolik lidi vénovalo hledanim mikrosateliti u tohoto druhu. Ma bakalarska prace by

méla najit dal$i nové polymorfni mikrosatelity od zastupct z fadu trubkonosi pro ¢apa

bilého.



2 Cile prace
1. Shromézdéni dostupnych literarnich zdrojt.
2. Vypracovani reSerSe na téma bakalarské prace.
3. PCR amplifikace DNA ¢apa bilého s vyuzitim cross-species primert pro

mikrosatelity, které jsou znamé u ptaki z fadu trubkonosi.



3 Literarni prehled

3.1 Fylogeneze a systematika radu Ciconiiformes

Recentni ptaky Ize rozdélit na dvé =zakladni podtiidy, a to na béZce
(Palacognathae) a na letce (Neognathae). Letci se dale déli na dva sesterské klady, prvni
je Galloanserae kam se fadi hrabavi (Galliformes) a vrubozobi (Anseriformes) a druhy
sestersky klad je Neoaves, kam se fadi zbyvajici ptaci a kam patii vétSina vodnich ptakt
(Cracratft et al., 2004). Mezi vodni ptaky se fadi brodivi (Ciconiiformes), dlouhokiidli
(Charadriiformes), plamenaci (Phoenicopteriformes), potéplice (Gaviiformes),
trubkonosi (Procellariiformes), tu¢iaci (Sphenisciformes), veslonozi (Pelecaniformes)
a také vrubozobi (Anseriformes) (Sibley et Alhquist, 1988; Gibb et al, 2013; Wang
et Clarke, 2014). Pojeti fylogeneze vodnich ptaka proslo historickym vyvojem a bylo

studovano mnoha autory.

Sibley et Alhquist (1988) studovali fylogenezi ptakii na zakladé DNA-DNA
hybridizace. Zahrnuli veslonohé a brodivé spolecné do jedné parafyletické skupiny
a spojovali je se skupinami jako jsou tuciiaci, potapky a albatrosi. Navrhli, ze ¢apoviti
véetné kondorti jsou sesterskou skupinou pelikanovitych (Pelecanidae) a jejich dalsi

navrh byl, Ze je sestersky vztah mezi trubkonosymi a tucnaky.

Podle Sheldon ef Slikas (1997) tvoti fad brodivych (Ciconiiformes) Celedi ¢apoviti
(Ciconiidae), ibisoviti (Threskiornithidae), volavkoviti (Ardeidae), plamenakoviti
(Phoenicopteridae), ¢lunozobcoviti (Balaenicipitidae) a kladivousoviti (Scopidae).
Vétsina z téchto Celedi sdili spolecné znaky s Cleny fadl veslonohych (Pelecaniformes),
dlouhoktidlych  (Charadriiformes), kratkokiidlych  (Gruiformes), vrubozobych
(Anseriformes) a dravci (Falconiformes), coz by mohlo naznacovat fylogenetickou
piibuznost (Sheldon et Slikas, 1997; Cracraft et al., 2004). Naopak Hackett ef al. (2008)
ve své praci neprokazali zadné piibuzenstvi dravct k Capovitym a fady potapky

a plamendci byly prohldseny za sesterské taxony.

S dalSim zpracovanim systému vodnich ptaka piisli Cracraft ef al. (2004) a na
zaklad¢ jejich studie a novych molekularnich dat je pravdépodobné, ze tady brodivi
a veslonozi nejsou monofyletické. Veslonozi v tradi¢nim pojeti (pelikanoviti, terejoviti,
anhingoviti, kormoranoviti, fregatkoviti, factonoviti) jsou rozsifeni o taxony, které se
drive tadily k brodivym, a to o ¢lunozobce, kladivouse a ibisovité. Podle vysledki studie

provedené Kuramoto et al. (2015) byla v fadu Pelecaniformes ponechana pouze celed’



pelikanoviti ~ (Pelecanidae) a  celedi  terejoviti  (Sulidae), kormoranoviti
(Phalacrocoracidae), anhingoviti (Anhingidae) a fregatkoviti (Fregatidae) vytvotily novy

tad Suliformes. Celed’ factonoviti tvoii samostatny ¥ad factoni (Phaethontiformes).

Kuramoto et al. (2015) do svého studia fylogeneze zahrnuli retrotranspozony.
Vytvofili systém vodnich ptakl, kde zaklad tvoii celedi pelikdnoviti, volavkoviti
a ibisoviti, k nim je fazena jako sesterska skupina celed’ terejoviti, ktera diive pattila do
fadu Pelecaniformes a dal$i sesterskou skupinou k této celé skupin€ jsou Capoviti. Na
stejné Urovni jsou k této skupiné promichanych celedi tradi¢nich brodivych
a veslonohych jako sesterskd skupina fazeni Procellariiformes a Sphenisciformes
a k tomu vSemu jsou sesterskou skupinou Gaviiformes. Vysledek jejich studie naznacuje,
ze je tad brodivi v tradi¢nim pojeti polyfyleticky, coz je v souladu s analyzami jaderné¢ho
genomu. Fylogenetickd pozice ¢apovitych stidle nebyla stanovena ani pfes pouziti
molekularnich analyz. Nejprve byla celed’ ¢apovitych fazena do fadu Ciconiiformes
spolecné s Celedi ibisoviti. Relativné blizky vztah mezi ¢apovitymi, volavkovitymi
a ibisovitymi je zatim postaven na morfologickych datech a srovnanich sekvenci
mitochondrialni DNA. Co se tyce ¢api, diky této studii bylo navrhnuto, Ze néktefi ptaci
napt. kondofi, tucnéci a plamendci mohou byt jejich sesterskou skupinou (Kuramoto
et al., 2015). Aktualn¢ jsou vztahy mezi skupinami tradicné pojatych Pelecaniformes

a Ciconiiformes stale studovany a je otdzkou jaké zmény piinese dalsi vyzkum.

Pelecanidae (Pelicans) *
Ardeidae (Herons) y

e Threskiornithidae (Ibises)

h— U023 1Ganners}i

Ciconiidae (Storks)

— Procellariiformes (petmls]‘f

Sphenisciformes (Penguins)

Gaviiformes {Loons) A

Rhynochetidae [Kagu)
Gruidae (Cranes)
Podicipedidae {Grch-:siJ
Phoenicopteridae (Flamingo)

Obrazek ¢. 1: Zarazeni ¢eledi Ciconiidae dle Kuramoto et al. (2015).



Prum et al. (2015) se zabyvali fylogenezi skupiny Neoaves, do niz zaradili 5
hlavnich kladi a to Strisores, Columbaves, Gruiformes, Inopinaves a Aequorlitornithes.
Aequorlitornithes je novy komplexni klad vodnich ptaki s vyjimkou vrubozobych.
Rozd€luji je na dvé ¢asti, kdy do prvni fadi tuc¢ndky, trubkonosé, potéaplice, brodivé,
veslonoh¢ a dlouhokiidlé. V druhé ¢asti jsou potapky a plamendci, ktefi jsou jejich

sesterskou skupinou.

V poslednich nékolika letech dochazi ke zméné tradicniho pojeti fadu
Ciconiiformes, do n¢hoz se fadili ¢apoviti (Ciconiidae), volavkoviti (Ardeidae), ibisoviti
(Threskiornithidae), clunozobcoviti (Balaenicipitidae) a kladivouSoviti (Scopidae).
V soucasné dobé tvoii fad Ciconiiformes jedina ¢eled’, a to Capoviti a ostatni Celed¢, které
drive tvorily fad brodivych jsou nové fazeny do fadu Pelecaniformes s ¢eledi pelikanoviti

(Pelecanidae) (Gill et Donsker, 2021).

3.2 Charakteristika Fadu brodivi

Brodivi (Ciconiiformes) v novém pojeti jsou skupinou stiedné velkych az velkych
ptakt, ktefi jsou typicti svyma dlouhyma nohama, krkem a zobdkem. Zastupci tohoto
fadu obyvaji s vyjimkou Antarktidy a severnich oblasti Ameriky, Evropy a Asie vSechny
kontinenty (Hanzak et Hudec, 1963). Jejich dlouhé nohy jim slouzi pro brodéni v mélkych
vodach, kde si také obstaravaji potravu. Jako potrava jim slouzi ryby, obojzivelnici,
mékkysi a krabi. Jsou vazani na sladké vody a jejich okoli. Na nohou maji ¢tyfi prsty,
které jsou od sebe oddaleny, tfi prsty smétuji doptedu a jeden dozadu, diky tomu se jejich
hmotnost pfi chlizi v blat€¢ nebo v mokiinach rozlozi do vétsi plochy. Mezi prsty nemaji
plovaci blanu (Svensson et Grant, 2004). VSechny druhy patiici do tohoto fadu maji
Sirok4 kiidla. Pfi letu maji natazeny krk. Maji ostry zrak, ktery hlavné vyuzivaji k hledani
potravy a jakmile zaregistruji kofist, okamzité zautoc¢i svym dlouhym zobakem a kofist
polapi. Ne vsichni lovi Zivou kofist, napiiklad ¢ap marabu je nekrofag, tudiz se zivi

mrtvymi tély jinych zivocichi (Burnie, 2009).

3.3  Celed &apoviti
Celed ¢apoviti (Ciconiidae) zahrnuje 19 recentnich druhd, které jsou rozsitené na
vSech kontinentech s vyjimkou chladnych oblasti. Na zdklad¢ studii provedenych

Slikasem (1997) je siln€ podporovana monofylie ¢eledi.

Capoviti maji mohutné t&lo a dlouhé nohy se Gtyfmi prsty. Maji typicky dlouhy

krk se silnym, klinovitym a na Spicce ze stran zplo§télym zobakem. U nékterych druhti



se zobak uprostfed nedovird. Kromé syc€eni nevydavaji zadny hlasovy projev, nékteti
z nich mohou klapat zobdkem (Gaisler et Zima, 2018). Hnizda si stavéji na skalach, ale
také na stromech z rakosi a n€ktefi z nich si zvykli na ¢lovéka, a proto si stavéji hnizda
1 na lidskych obydlich a jejich okoli. Jsou to vSezravci, kteti se zivi hlavné zivociSnou

potravou, kterou lovi pfi chlizi v mélké vodé nebo na sousi (Hanzék et Hudec, 1963).

Celed ¢apoviti zahrnuje triby Ciconiini, Leptoptilini a Mycteriini. Do prvniho
tribu patfi pouze rod Ciconia se 7 druhy, a to ¢ap bélokrky (C. episcopus), bily
(C. ciconia), Cerny (C. nigra), jihoamericky (C. maguari), pestry (C. stormi), simbil
(C. abdimii) a vychodni (C. boyciana). Druhy tribus zahrnuje 3 rody se 6 druhy a to
Ephippiorhynchus, do kterého patii c¢ap CcCernokrky (E. asiaticus) a sedlaty
(E. senegalensis), rod Jabiru s ¢apem jabiru (J. mycteria), rod marabu (Leptoptilos)
s marabu africkym (L. crumenifer), indickym (L. dubius) a indomalajskym (L. javanicus).
Posledni tribus je tvofen 2 rody se 6 druhy, prvnim rodem je nesyt (Mycteria), kam se
fadi nesyt africky (M. ibis), americky (M. americana), bily (M. cinerea) a indicky
(M. leucocephala) a druhym rodem je zejozob (Anastomus) se zejozobem africkym

(4. lamelligerus) a asijskym (4. oscitans) (viz Obrazek €. 2) (Gill et Donsker, 2021).



Ciconia

Ciconiini

Ciconia

Ciconia

Ephippiorhynchus

Leptoptilini Jabiru

Leptoptilos

Mycteria

Mycteriini

Anastomus

¢ap bily (C. ciconia)

¢ap vychodni (C. boyciana)

¢ap jihoamericky (C. maguari)
¢ap bélokrky (C. episcopus)

¢ap pestry (C. stormi)

¢ap simbil (C. abdimii)

cap Cerny (C. nigra)

¢ap Cernokrky (E. asiaticus)

cap sedlaty (E. senegalensis)

¢ap jabiru (J. mycteria)

marabu indomalajsky (L. javanicus)
marabu indicky (L. dubius)
marabu africky (L. crumenifer)
nesyt americky (M. americana)
nesyt africky (M. ibis)

nesyt indicky (M. leucocephala)
nesyt bily (M. cinerea)

zejozob africky (4. lamelligerus)

zejozob asijsky (4. oscitans)

Obrazek €. 2: Rozd¢leni druhi v ¢eledi ¢apoviti podle Sheldon ez Slikas (1997) a Slikas

(1998).
3.4 Cap bily
Systematické zarazeni ¢apa bilého (Ciconia ciconia) je dle Gaisler et Zima (2018)
nasledujici:
Rige: Animalia - ZivoCichové
Kmen: Chordata - strunatci
Podkmen: Vertebrata - obratlovci
Ttida: Aves - ptaci
Podtiida: Neognathae - letci
Rad: Ciconiiformes - brodivi
Celed: Ciconiidae - ¢apoviti



Rod: Ciconia - ¢ap

Druh: Ciconia ciconia - Cap bily

Cap bily ma délku téla 95-110 cm. Hmotnost je piiblizné 2.5 kg (Burnie, 2009).
Rozpéti kiidel je okolo dvou metrii. Je to velky ptak, s dlouhym krkem a nohama
a kratkym ocasem. Na zemi je nezamé&nitelny, ale za letu je mozné si ho splést s pelikanem

bilym (Svensson et Grant, 2004).

Jeho barva je bila, pouze letky ma ¢erné a nohy a zobdk jsou cervené (Andéra,
2003). Mladi ¢api maji zobak i nohy cerné (Hanzak, 1974). Podle zbarveni od sebe nelze
rozeznat samici od samce, ale samec je vétSinou o trochu vétsi (Hanzék e Hudec, 1963;

Burnie, 2009).

Lovi pomalym krokem a az kdyz spatii kofist, rychle zauto¢i svym dlouhym
zobakem. Zije pievazné v blizkosti mélkych vod, ve kterych se brodi, ale potravu miize
také lovit na sousi, kde lovi vétSinou na polich nebo loukach. Jako potrava mu slouzi
plazi, obojzivelnici, ptaci, ale i mensi savci (Veselovsky, 1987). Mize se zivit také

hmyzem.

Jeho pocetnost se v Evropé v minulém stoleti vyrazné snizila. Na rozdil od
Evropy, kde jsou ¢api chranéni, v Africe jsou loveni (Felix, 1977). Od 90. let jeho pocty
rostou, a to i v Ceské republice (Skorpikova et al., 2012). Kazdoro¢né probiha
mezinarodni s¢itani populace a nejvice ¢apt se nachazi v Polsku, Spanélsku a Bélorusku

(Lacina et Rejman, 2002).

Cép bily je zafazen mezi zvlasté chranéné druhy a tadi se do kategorie ,,malo

dotéeny*.

3.4.1 Rozsifeni a migrace ¢apa bilého
Cap bily je rozsifen v Evropé, v Asii a v Africe (Andéra, 2003; Burnie, 2009).
V dob¢ jeho hnizdéni se nejvice vyskytuje v Evropé, nenachéazi se v zépadni Francii, ve
Velké Britanii, v Italii a také ve Skandinavii. Dale se nachazi v Asii, a to v Izraeli, v Iranu,
Irdku a v Zakavkazi. Hnizdi hlavné v Evropé, v severozapadni Africe (Maroko, Tunisko,
Alzirsko), Malé a Stfedni Asii a na Dalném vychodé (Hanzéak, 1974). V Ceské republice
a na Slovensku hnizdi vétSinou v oblastech bohatych na rybniky a baziny, tudiz v jiznich

Cechach, na jizni Moravé a na Pardubicku (Hanzék et Hudec, 1963; Andéra, 2003).



Je to tazny ptak, evropské populace zimuji v jizni Africe, zatimco asijSti ¢api
zimuji v Indii (Svensson et Grant, 2004). Pomoci krouzkovani ¢apl je mozné Capy
kontrolovat, aniz by se museli lovit nebo usmrtit a je mozné sledovat, kam ¢api tdhnou.
Bylo zjisténo, Ze ptaci ze zapadni Evropy leti do Afriky pres Spanélsko, Gibraltar
a Saharu, zatimco ¢api z vychodni Evropy leti pies Balkan, Malou Asii a Izrael. Za jeden
den urazi néco mezi 100 az 300 km (Bouchner, 1986). Pfi jarnim navratu urazi ¢api denné
piiblizné¢ 150 km. Cesta do zimovist’ jim zabere pfiblizné tfi mésice a celkové urazi
piiblizn€ 13 000 km. Dlvodem, Ze se Capi nemusi vratit ze svych zimovist, jsou stepni
pozary, krupobiti, ale také nedostatek potravy. Nad motfem tahnou vétSinou ve vysce 5 az
15 metrii nad hladinou, coz je pro né také velmi nebezpecné z ditvodu padu do vody

a nasledného utopeni (Hanzak et Hudec, 1963).

3.4.2 Hnizdéni, rozmnoZovani a péce o mlad’ata
Piivodné ¢ap bily hnizdil na vysokych stromech, ale ve velké ¢asti Evropy se stal
synantropnim druhem, a proto dnes hnizdi spisSe na lidskych stavbach jako jsou kominy,
sttechy budov a sloupy elektrického vedeni ve vyskach do 45 m (Andé¢ra, 2003). Na
Balkan¢ stale zlistdva vérny plivodni strategii a hnizdi na starych osamélych stromech

(Hanzak et Hudec, 1963).

Hnizdo ma v priméru az 80 cm a jeho vyska je 30—40 cm, diky uzivani hnizda po
dobu n&kolika let, mize dosahovat v priméru az 2 m (Andéra, 2003). Po zimé se v Ceské
republice ¢api zacinaji objevovat na zacatku jara na prelomu bfezna a dubna v zavislosti
na vyvoji poc¢asi v daném roce, kdy jako prvni ptileti samec, ktery hnizdo obsadi a chrani
ho pted cizimi samci (Hanzak, 1974) a zaCina s opravou star¢ho hnizda, anebo stavi
hnizdo nové. Je to stavba sloZend z vétvi, hliny, drnil, hadrt a travy (Bouchner, 1986).
Pér, ktery hnizdo postavil, ho vétSinou vyuziva kazdy rok a kdyz ma o hnizdo zajem jiny

par, miize dojit 1 k boji, pii kterém muze byt protivnik 1 zabit (Felix, 1977).

Samice obvykle snasi 1-5 vajec a €asto v hnizd¢ nalézaji domov i jini ptaci, napf.
vrabei (Andéra, 2003). Sniska probiha na pfelomu dubna a kvétna (Bouchner, 1986).
V sezeni na vejcich se stfidaji oba rodice po dobu 30 az 40 dni (Felix, 1977). Po vylihnuti
nadale chrani sva mlad’ata pied srazkami, chladem nebo ptipadnym horkem (Hanzak,
1974). Starost o mlad’ata trva asi 70 dni, rodice se stiidaji na hnizd¢, kdyz jeden pftilétne,
druhy odlétne. Pouze v noci jsou v hnizdé€ ptitomni oba rodic¢e. V prvnich 16 dnech se

sttidaji asi po 2 hodinach, pozdéji to uz nedodrzuji a samec asi po 22. az 24. dnu opousti



hnizdo, i kdyz samice neni pfitomna, ta to za¢ne praktikovat az po 30. dni (Hanzak et
Hudec, 1963). I na krmeni se podileji oba rodice, kdy se mlad’ata krmi sama, pomoci
vyvrzka v hnizdé¢ (Bouchner, 1986). V dob¢ hnizdéni se miize kromé zab Zivit také
malymi obratlovci, mékkysi nebo ¢ervy. Capata zistavaji v hnizdé po dobu dvou mésici.

KdyZz maji asi 70 dntl, za¢inaji se osamostatiiovat (Hanzak, 1974).

Kdyz je nedostatek potravy, miize se stat, ze nejmladsi mlade¢ zeslabne a prestane
piijimat potravu a v tu chvili ho rodice za¢nou povazovat za cizi a vyhodi ho z hnizda,
nékdy ho i1 zkonzumuji. Mlad’ata se uci létat v hnizdé sama, kdy kolem 60. dne podstoupi
svilj prvni let. Mladi ¢api dospivaji pohlavné az kolem tfetitho roku Zivota (Hanzak

et Hudec, 1963).

3.5 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou nékdy nazyvany jako jednoduché opakujici se sekvence (SSRs)
nebo také jako kratké tandemové repetice (STRs) ve kterych se opakuje specificky motiv
1-6 bp (Goldstein et Pollock, 1997). V soucasné dob¢ jsou jednim z nejpopuldrnéjSich
typt genetickych markerd pouzivanych v genetickych studiich, v konzervacni genetice,
populacni genetice, ve Slechtitelstvi a paternitnich studiich (Oliveira et al., 2006; Barbara
et al., 2007). Tolik moznosti vyuziti mikrosatelitli spociva v tom, ze jsou kodominantni
a multialelické. Kromé jejich vysoké variability jsou také hojné distribuovany
v eukaryotickych genomech, coz z nich déld preferované markery pro genetické
mapovani s velmi vysokym rozliSenim (Goldstein et Pollock, 1997). Mikrosatelity lze
uspesné pouzit pro genotypizaci vzorkil s nizkou koncentraci nebo kvalitou DNA
(Dawson et al., 2013). U prokaryot jsou mikrosatelity pfitomny v malém poctu. Aby byl
polymorfni mikrosatelit co nejlépe informacné vyuzitelny, mél by mit co nejvice alel

a m¢l by v populaci vykazovat vysokou heterozygotnost (Ellegren, 2004).

Podle typu opakovani Oliveira et al. (2006) rozd¢lili mikrosatelity na dokonalé,
nedokonalé, pieruSované nebo sloZzené. V dokonalém mikrosatelitu neni opakovana
sekvence prerusena zddnou bazi (TATATATATATATATA), zatimco v nedokonalém
mikrosatelitu ~ je  pfitomna  baze, ktera neodpovidda danému  motivu
(TATATATACTATATA). V piipad¢ prerusovaného mikrosatelitu je ptitomna kratka
sekvence, ktera neodpovida sekvenci motivu (TATATACCTGTATATATATATA) a ve
slozeném mikrosatelitu je mikrosatelit tvofen ze dvou riznych repetitivnich sekvenci

(TATATATATAGTGTGTGTGT). Téth et al. (2000) rozd€lili mikrosatelity na mono-,
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di-, tri-, tetra-, penta-, hexa- a polynukleotidové sekvence. Mono-, di-, tri-
a tetranukleotidové repetice jsou hlavnimi typy mikrosatelith. Pfevazna c¢ést
jednoduchych opakovani se nachazi v nekodujici DNA, bud’ v intergennich sekvencich
nebo v intronech (Ellegren, 2004). V exonech jsou nejcastéji piitomné trinukleotidové
repetice a druhé nejCastéji zastoupené jsou hexanukleotidové repetice. V intergennich
oblastech a u intront se Castéji vyskytuji mikrosatelity s hexanukleotidovymi repeticemi

nez u exont (Téth ef al., 2000).

Cetnost vyskytu mikrosatelith ma tendenci pozitivné korelovat s velikosti
genomu. Mezi eukaryotickymi genomy je nejvy$si Cetnost mikrosatelit u savc.
V rostlinach cCetnost vyskytu mikrosatelitii negativné koreluje s velikosti genomu.

(Ellegren, 2004).

Rychlost mutace mikrosatelitii je mnohem vyssi nez v jinych ¢astech genomu a je
v rozmezi 102-10° nukleotidii na jeden lokus na jednu generaci (Sia et al., 2000).
Dtivodem vysoké rychlosti mutace jsou chyby béhem rekombinace, nerovnomérny
crossing-over a sklouznuti polymerazy béhem replikace nebo opravy DNA (Strand ef al.,
1993). Neexistuje jednotnd rychlost mutace mikrosatelitl, rychlost se 1i$i mezi lokusy
mikrosatelitu, kdy se rychlost mutace zvySuje se zvySujicim se poctem opakujicich se

jednotek (Ellegren, 2004).

Vyvoj specifickych mikrosatelitnich primert je velmi nakladny, nicméné se
ukézalo, ze pary primerd, které jsou urcené pro jeden druh, lze pouzit i pro jiné druhy
stejného rodu a tato vlastnost mikrosatelitii je znama jako cross-species PCR amplifikace.
Cross-species PCR amplifikace mtze byt velmi diillezitym faktorem pii usnadnéni vyuziti
mikrosatelitii, protoze snizuje pracnost, zkracuje Cas hledani mikrosatelit a zleviuje
néklady pii praci. Usp&sna pievoditelnost primert pro amplifikaci mikrosatelitt klesa
s fylogenetickou vzdélenosti druhii. Ve srovnani s jinymi skupinami markerd (AFLP,

RFLP, RAPD) jsou mikrosatelity vysoce polymorfni (Oliveira et al., 2006).

Mikrosatelitni lokusy jsou mnohem méné hojné u ptakd nez u nékterych jinych

tiid Zivocichd, jako jsou savci a ryby (Neff et Gross 2001), praktické vyhody cross-

vvvvvv

proto bézné¢ pouzivaji protokoly obohacovani k izolaci dostatecného mnozstvi
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mikrosatelitnich lokust (Dawson et al., 2010). U ptakd se mikrosatelity pouzivaji

pfedevsim pro analyzu rodi¢ovstvi (Dawson et al., 1997).

3.6 Mikrosatelity druhi z Fadu trubkonosi

Rad trubkonosi se déli do étyi &eledi, a to na albatrosovité (Diomedeidae),
buinakovité  (Procellariidae),  bufiidCkovit¢  (Hydrobatidae) a  buinikovité
(Pelecanoididae). Laboratot populacni genetiky Katedry bunécéné biologie a genetiky
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci disponuje celkové 207 pary
primerd od druhii z fadu trubkonosi. Z ¢Celedi albatrosoviti to je 53 mikrosatelitd od 7
druhti. Z celedi buinakoviti 100 mikrosatelitti, které jsou popsany u 9 druhti. V ramci
buriiackovitych to je 54 mikrosatelitii od 3 druht. Od zastupcii z Celedi buirnikoviti
Laboratof populacni genetiky nedisponuje zadnymi mikrosatelity. DalSich 6
mikrosatelitli, které byly uspé$n¢ pouzity u druhd z fadu trubkonosi jako cross-species
pochazelo od druht z tadu dlouhoktidli (Charadriiformes) od alkouna obecného
(Cepphus grylle), kulika motského (Charadrius alexandrinus) a racka novozélandského
(Chroicocephalus novaehollandiae scopulinus) a 1 mikrosatelit z tadu pévci

(Passeriformes) od lesiidcka zlutonohého (Dendroica petechia).

3.6.1 Mikrosatelity od druhi z ¢eledi albatrosoviti
Z cCeledi albatrosoviti disponuje laboratof 53 mikrosatelity, které byly popsany
v 5 ¢lancich a izolovany od 7 druht - albatrose stéhovavého (Diomedea exulans), jizniho
(D. antipodensis), Sedohlavého (Thalassarche  chrysostoma),  cernobrvého
(T. melanophris), bélohibetého (Phoebastria albatrus), cernonohého (P. nigripes)

a laysanského (P. immutabilis).

Burg (1999) charakterizovala 26 polymorfnich mikrosatelitnich lokust, které byly
izolovany ze dvou druhii, a to od albatrose Sedohlavého a albatrose stéhovavého.
Genomickd DNA byla §tépena restrikcni endonukleazou a vybrané fragmenty o velikosti
300-800 bp byly ligovany do plazmidu a poté byly transformovany do E. coli. Pomoci
sondy (AC)is byly vybrany fragmenty s repeticemi a byla zkonstruovand knihovna.
Primery byly navrzeny z 31 mikrosatelitnich sekvenci a z nich vybrali 26, které poskytly
PCR produkt. Cross-species PCR amplifikace byla provadéna s pouzitim DNA
z albatrose Sedohlavého, cernobrvého a stéhovavého. 21 lokustt bylo polymorfnich

u jednoho nebo vice druhil a Grovenl polymorfismu byla v rozmezi 2—11 alel. Pouze dva
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lokusy (Dcl10 a Dcl9) se nepodafilo amplifikovat u albatrose st€hovavého, ale byly

uspésné amplifikovany u dalSich dvou druhd.

Burg et Croxall (2001) zkoumali strukturu populace cernobrvych, campbellskych
a Sedohlavych albatrosti pomoci mtDNA a mikrosatelitnich analyz. Vzorky krve byly
odebrany od albatrost Zijicich na Sesti riznych ostrovech v Jiznim oceanu a genomicka
DNA byla izolovana z krve modifikovanou extrakci pomoci Chelexu. Z 37 lokusti, které
byly izolovany z albatrost, bylo pouzito sedm, které jiz diive popsala Burg (1999).
Téchto sedm mikrosatelitovych lokusti obsahovalo 4—13 alel u albatrosti cernobrvych
a 5—12 alel u albatrost Sedohlavych. Navic pouzili novy mikrosatelitni lokus De35, pro

ktery bylo nalezeno u albatrose ¢ernobrvého 12 alel a u albatrose Sedohlavého 22 alel.

Burg ef Croxall (2004) se zabyvali taxonomii a fylogenetickymi vztahy vybranych
druhti albatrosti. Vyuzili mtDNA a 9 mikrosatelitnich lokusii u ¢ty druhii (albatros jizni,
st¢hovavy, Gibsoniv a tristansky). Krevni vzorky byly ziskany z dospélych albatrost
st¢hovavych zijicich na sedmi ostrovech v oblasti Jizniho ocednu. Genomickd DNA byla
izolovéna z krve. Celkem 772 vzorki bylo genotypovano na 9 mikrosatelitnich lokusech-
De3, Dc5, Dell, Dcl6, Del8, Dc20, Dc27 a De33, které byly uz diive popsany Burg
(1999) anové De37, ktery vykazoval u v§ech druhti polymorfismus se 6 a 7 alelami. Bylo

zjisténo, ze De33 je pohlavné vazany a autofi jej pro dal$i analyzu nepouzili.

Dubois et al. (2005) popsali 10 variabilnich dinukleotidovych mikrosatelitii
u albatrose stéhovavého. DNA byla extrahovand z krevnich vzorkl. Celkové bylo
testovano 1248 klontli, z nichz 254 poskytlo pozitivni signal. 15 lokust s nejvetSim
poctem nepfetrzité¢ opakujicich se sekvenci bylo pouZzito pro dalsi amplifikaci. Jejich
variabilita byla hodnocena u tii populaci z Crozetovych ostrovil a souostrovi Kergueleny.
Deset z 15 lokust bylo polymorfnich, se 2—13 alelami. Cross-species PCR amplifikace
mikrosatelitii albatrose st¢hovavého byla provedena u 5 jedinci, ze tfi dalSich druha
trubkonosych, a to u buinidka Bulwerova, Sedého a sné¢zného. U buiiidka Bulwerova
a snézn¢ho se amplifikovalo 8 mikrosatelitli a lokusy 6F12 a 7D18 se neamlifikovaly
vubec. U buinidka Bulwerova vykazovalo polymorfismus 5 lokust a buiiidka snézného
3 lokusy. U bufnidka Sedého byly vSechny lokusy monomortni. Pocet alel u polymorfnich

lokust autofi neuvedli.

Hernandez et al. (2014) popsali 15 polymorfnich mikrosatelitnich lokust u tfi

druht, a to u albatrose ¢ernonohého, bélohibetého a laysanského. Genomicka DNA byla
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extrahovana ze svalové tkané 36 jedinct albatrose c¢ernonohého, 12 jedincii albatrose
laysanského a 3 jedinct albatrose bélohtbetého a byly sestaveny genomové knihovny.
Testovanim 16 pard primerta bylo 13 polymorfnich lokust s 2—18 alelami u albatrose
¢ernonohého 1 laysanského a 14 polymorfnich lokust s 2-7 alelami u albatrose

bélohibetého.

3.6.2 Mikrosatelity od druhii z ¢eledi buiiakoviti
Z celedi buinakoviti laboratoi disponuje 100 polymorfnimi mikrosatelity, které
byly popsany v 10 clancich a byly izolovany od 9 druhli - buiiidka bélobradého
(Procellaria aequinoctialis), Sedého (Calonectris diomedea), taiko (Pterodroma
magentae), trinidadského (P. arminjoniana), havajského (P. sandwichensis), balearského
(Puffinus mauretanicus), svétlonohého (P. carneipes) Bulwerova (Bulweria bulwerii)

a utlozobého (Pachyptila belcheri).

Techow et O’Ryan (2004) izolovali a charakterizovali Sest polymorfnich
dinukleotidovych mikrosatelitnich lokusi od buifidka bélobradého. Z tkan¢ odebrané
z buindka bélobradého byla DNA izolovana pomoci fenol-chloroformové metody
a nasledn¢ho srazeni s ethanolem. Byla sestrojena genomova knihovna, kterd byla
obohacena o fragmenty DNA, kter¢ mély (CA), repetitivni sekvence.
Z 21 sekvenovanych rekombinantnich plazmid, 17 obsahovalo mikrosatelity. Pro
10 mikrosatelitti byly navrzeny primery. Variabilita byla hodnocena u 68 jedinct buinidka
bélobradého, kdy 6 lokusii bylo polymorfnich a obsahovalo 39 alel. Tyto mikrosatelity
byly nésledné testovany pomoci cross-species PCR amplifikace u buiidka tristanského,
obrovského a Hallova, albatrose st¢hovavého, Sedohlavého a ¢ernobrvého. Lokus Paequ2
se podafilo amplifikovat u vSech druhii a byl polymorfni u buindka tristanského
a u albatrose Sedohlavého a ¢ernobrvého. Paequ3 a Paequl0 vykazovaly polymorfismus
u vSech druhii s vyjimkou albatrose st¢thovavého, zde se nepodafila amplifikace viibec.
Paequ4 byl polymorfni u buiiidka obrovského a Hallova. Paequ7 byl polymortni
u buindka tristanského a obrovského. Paequ8 vykazoval polymorfismus u buifidka
tristanského a albatrose Sedohlavého. A posledni Paequl3 se podatilo amplifikovat u tii
druht, a to u burnaka tristanského, albatrose st€¢hovavého a albatrose Sedohlavého, kde

ve vSech ptipadech byl polymorfni.

Lawrence (2008) nalezla dva polymorfni mikrosatelitni lokusy u buinidka taiko.

DNA byla ziskana ze vzorkl krve od 145 jedinci pomoci fenol-chloroformové extrakce.
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Poté byla sestavena genomicka knihovna, kterd byla obohacena o repetice GT, GA, AAT,
AAAG a GATA. Celkoveé bylo testovano 2016 kloni a 99 z nich obsahovalo
mikrosatelity. Pouze 9 z nich obsahovalo vhodnou sekvenci a byly pro né€ navrzeny pary
primert. Poté probéhla PCR amplifikace na ctyfech lokusech, z nichz tii byly polymorfni.
Nicméné dva byly poté z analyzy odebrany, protoZze jeden obsahoval nulové alely a nebyl
pro analyzu vhodny, u druhého se jednalo o polymorfismus zplisobeny vzacnou inzerci
nebo deleci. Pro dalsi analyzy zistal jen lokus Tch6 se dvéma alelami. Dale autorka
navrhla dalS$i pary primeri pro 9 mikrosatelitnich DNA lokusi, z nichz se Sest

amplifikovalo, ale pouze jeden byl polymorfni, a to lokus Tch25 se ctyimi alelami.

U buiiidka Sedého popsali Bried et al. (2008) 11 polymorfnich mikrosatelitnich
lokust. Variabilita téchto mikrosatelitl byla hodnocena na populaci 43 jedinct buiniadka
Sedého, kterd pochédzela z Azorskych ostrovii. Genomickda DNA byla extrahovana ze
vzorki krve. Bylo testovano 3036 klont a bylo osekvenovano 262 pozitivnich klond. 15
lokust s nejvétsSim poctem nepierusovanych sekvenci bylo pouzito pro dalsi amplifikaci.
11 z 15 lokust bylo polymorfnich a vykazovaly 2—8 alel. Lokus Cd4 byl u vSech samic
homozygotni. Dale byla provedena cross-species PCR amplifikace u dalSich tfi druht,
a to u albatrose stéhovavého, buiniaka bélobradého a Bulwerova. U albatrose stéhovavého
doslo k amplifikaci pouze 5 lokusti, z nichz 1 byl polymorfni, u buiniaka bélobradého bylo
amplifikovano 7 lokust a 2 z nich byly polymorfni. Nejvétsi pocet amplifikovanych
lokust byl zaznamenan u buifidka Bulwerova, kdy doslo k amplifikaci vSech 11 lokust

a 10 z nich bylo polymorfnich.

Od buinaka balearského izolovali Gonzalez et al. (2009) 10 polymorfnich
mikrosatelitnich lokusti. Genomickd DNA byla extrahovand z tkdné¢ pomoci fenol-
chloroformu a proteindzy K a nésledné byla $tépena pomoci restrikénich enzymu
a ligovana. DNA byla obohacena o CA a AAAG repetice a nasledné byla ligovéana do
vektoru a transformovand do E. coli. Bylo vybrano 23 mikrosateliti pro které¢ byly
navrhnuty pary primerti. Polymorfismus byl hodnocen u 55 jedinct buifidka balearského
pochazejicich ze dvou lokalit na Balearskych ostrovech, a to z Cabrery a Ibizy. Pouze 10
lokust bylo polymorfnich se 2—10 alelami a jeden z nich (Puff Sma6) byl vdzan na
pohlavi. Dale byla provedena cross-species PCR amplifikace u 23 jedinct buinidka
sttedomotského, u kterych vSechny tyto vyvinuté markery byly GspéSné amplifikovany

a pouze lokus Puff G2F byl monomorfni, ostatni lokusy byly polymorfni se 2-9 alelami.
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Brown et Jordan (2009) charakterizovali Sest mikrosatelitnich lokusti u buinaka
trinidadského. Vzorky byly odebrany ze tii mrtvych mlad’at na Kulatém ostrové v roce
2005. Celkova genomicka DNA byla izolovana z tkani pomoci fenol-chloroformové
extrakce. Byla vytvofena genomické knihovna obohacena o (CA), a (CAGA), repetice.
Plazmidy obsahujici inzerty byly sekvenovany a byly pro né navrzeny primery. Ze 43
testovanych lokust byly pouze 3 (Parm01-Parm03) polymorfni se 4-10 alelami. Dalsi ti
(Parm04—Parm06) byly monomorfni. VSech 6 lokust bylo testovano na 125 jedincich 17
druhti z fadu trubkonosi a 8 jedincich tu¢naka zlutorohého. Buinak trinidadsky byl také
testovan na cross-species PCR amplifikaci pomoci primert vyvinutych pro 53
mikrosatelitnich lokust izolovanych z buiidka bélobradého, albatrose stéhovavého
a Sedohlavého a kulika motského. Bylo zjisténo, ze 6 lokusti je polymorfnich a to Paequ3,
Paequl3 (Techow et O’Ryan, 2004), 10C5 a 12H8 (Dubois et al., 2005) Dell (Burg,
1999) a Calex-01 od kulika motského (Charadrius alexandrinus) (Kiipper et al., 2007).

Andris et al. (2010) popsali 11 novych mikrosatelitnich lokusi u buinidka
Bulwerova. Genomickd DNA byla extrahovana ze vzorkil krve. Mikrosatelitni lokusy
byly izolovany z obohacené knihovny o (TG)i0a (TC)10 repetice. Celkové bylo provéteno
768 klont a 352 pozitivnich klonid bylo sekvenovédno. 25 lokust s nejvétsim poctem
nepterusovanych sekvenci bylo pouZzito pro dalsi analyzu. Variabilita byla testovana u 91
jedinct buiniaka Bulwerova z ostrova Vila. 24 z 25 lokust bylo polymortfnich, ale vybrali
pouze 11 z nich. Pocet alel byl 2—-8. Zadna z testovanych samic nebyla heterozygotni pro
lokus Bbll, tim lze pfedpokladat, Ze je tento mikrosatelit vazany na pohlavi. Také
provedli cross-species PCR amplifikaci u tii dalSich druhi z fadu trubkonosi a to
u buinaka modravého (Halobaena caerulea), bélobradého (Procellaria aequinoctialis)
a bufiacka Monteirova (Oceanodroma monteiroi). Pouze lokusy Bbll a Bb22

vykazovaly polymorfismus u vSech druhti a pocty alel autofi neuvedli.

U buinaka havajského Welch ef Fleischer (2011) izolovali 10 polymorfnich
mikrosatelitnich lokusti. Genomickd DNA byla extrahovéna ze vzorkid tkan€ jednoho
samce a jedné samice. DNA byla St€pena na fragmenty o velikosti 200-1000 bp, které
byly nasledné ligovany a poté amplifikovany. Knihovna byla obohacena o fragmenty
s mikrosatelitnimi repeticemi (CA)10, (AAAG)s, (AAAC)s a (AGAGG)s. Fragmenty byly
ligovany do plazmidl a poté transformovany do E. coli. Primery byly navrzeny pro 54
klont. Tyto primery byly testovany na 15 jedincich butfiidka havajského a 10 z nich bylo

vyhodnoceno jako polymorfni s 3—10 alelami. Pomoci cross-species PCR amplifikace
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bylo také u bufiidka havajského testovano 37 jiz popsanych para primerti od druhii z fadt
trubkonosi, pévci a dlouhoktidli (Dawson et al., 1997; Burg, 1999; Given et al., 2002;
Techow et O’Ryan, 2004; Friesen et al., 2006; Bried et al., 2008; Gonzalez et al., 2008;
Brown et Jordan, 2009).

Quillfeldt et al. (2012) popsali 7 polymorfnich mikrosatelitnich lokust u buindka
utlozobého. Studie byla provedena v obdobi rozmnozovéni na pielomu let 2006 a 2007
na Falklandskych ostrovech. Genomickd DNA byla extrahovana ze vzorka pefi
(25 dospélych jedinci) a vzorkd krve (43 dospélych jedincii a 34 mlad’at). Sedm part
primerid amplifikovalo polymorfni produkty, které vykazovaly polymorfismus u 10
vybranych jedinct. Ze 7 mikrosateliti dva nebyly vhodné pro analyzu otcovstvi, a to
konkrétné Patbel2 a Patbel5. U Patbel2 bylo hodnoceno celkové 16 alel, ale jejich
problematicka rozliSitelnost vedla ke zvySené pravdépodobnosti vzniku chyb. U Patbel5
bylo zjisténo, Ze je homozygotni pro vSechny samice a heterozygotni pro vSechny samce,

proto je tento mikrosatelit s nejvétsi pravdépodobnosti vazany na chromozom Z.

Hardesty et al. (2013) objevili u buiiidka svétlonohého 11 polymorfnich
mikrosatelitnich lokusti. Genomicka DNA byla extrahovana ze 46 jedincii, a to pomoci
jejich krve nebo peifi z kolonii na ostrové Lord Howe u Nového Jizniho Walesu
v Australii, 20 jedinct bylo z Nového Zélandu, 5 ze Zapadni Australie a 13 nezndmého
puvodu. DNA byla rozstépena pomoci restrikénich enzymi. Fragmenty o velikosti
300-750 bp byly upraveny a byla sestavena genomova knihovna obohacena o fragmenty
obsahujici repetice (AAC)12, (CAG)o, (CATC)s a (TAGA)s. Molekuly byly
amplifikovany a rozstépeny a vysledné fragmenty byly ligovany do klonovaciho mista
plazmidu. Pfi testovani 84 jedinci ze tii odliSnych populaci a dalSich 13 jedinch

neznamého pivodu, vykazovalo vSech 11 lokusi polymorfismus se 3—13 alelami.

Moodley et al. (2015) vyvinuli sadu 25 polymortnich mikrosatelitnich markert
pomoci shotgun sekvenovani genomu buindka utlozobého. Genomickd DNA byla
ziskdna z krve, svalové tkané a brkli per. Pary primert byly navrzeny pomoci programu
Primer 3. Bylo testovano 36 pari primerit na cross-species PCR amplifikaci
a polymorfismus mezi dal§imi ¢tyimi nepfibuznymi jedinci buifidka utlozobého a tfemi
jedinci bufidka holubiho bylo 26 lokust identifikovano jako polymorfnich. Bylo zjisténo,
ze lokus Pacbel 00829 je ve vyznamné vazbé s lokusem Pacbel 03731 a Pacbel 08509,

proto byl z dalSich analyz vyfazen. Polymorfismus byl testovan u 77 jedincti buinaka
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utlozobého ze souostrovi Kergueleny, Falklandy a ostrova Noir, kdy nejvétsi
polymorfismus byl na lokusu Pacbel 03731 u kterého bylo zjisténo 48 alel. Naslednym
testovanim téchto mikrosateliti cross-species PCR amplifikaci u buiiidka Sirokozobé&ho
(P. vittata), holubiho (Pachyptila desolata), Salvinova (P. salvini), hrdlic¢iho (P. turtur),
modravého (Halobaena caerulea) a buinacka Wilsonova (Oceanites oceanicus) byl

zji$tén nejvetsi polymorfismus na lokusu Pacbel 03731 s 51 alelami.

3.6.3 Mikrosatelity od druhi z ¢eledi buinackoviti
Z ¢eledi buinackoviti laboratot disponuje 54 pary primert, které byly popsany ve

3 ¢lancich u 3 druhii — butiiacka dlouhoktidlého (Oceanodroma leucorhoa), madeirského

(O. castro) a Monteirova (O. monteiroi).

Sun et al. (2009) vyvinuli primery pro 10 mikrosatelitnich lokusii od buinacka
dlouhoktidlého a buifiacka madeirského. Genomickd knihovna byla vytvofena ze
7 zmrazenych vzorku krve jedincti buinacka madeirského. DNA byla Stépena restrikénim
enzymem za vzniku fragmenti o velikosti 200—1200 bp. Fragmenty byly defosforylovany
a ligovany. Hybridizovany produkt byl obohacen pomoci smési tfi biotinylovanych
oligonukleotidovych sond: (AC)i3, (AG)13 a (GAA)s. Hybridizovand DNA byla
izolovana a byla sestavena knihovna 96 klonii, z nichz 53 bylo sekvenovano. Variabilita

YN 7w

byla testovana u 27 buinacktt madeirskych, 22 buinackti Monteirovych z Azorskych
ostrovi a u 24 buifiackt dlouhokiidlych z Norska. U bufiiackli madeirskych
a Monteirovych bylo 9 lokust polymorfnich se 2—11 alelami a u buiiackt dlouhoktidlych
bylo 8 lokusti polymorfnich se 2-9 alelami. Cross-species PCR amplifikace byla
testovana na buinacku galapazském a limcovém a na buinidku tmavohibetém. Produkty
amplifikace byly ziskany pro vSechny lokusy s vyjimkou Oc64B a Oc79-2. Informace

o polymorfismus a poctu alel autofi neuvadeéji.

U buinacka dlouhoktidlého popsali Bicknell ez al. (2011) celkem 26 polymorfnich
mikrosatelitnich lokusi, které byly ziskdny od 24 neptibuznych jedinct na kanadském
ostrové Gull. Genomické DNA byla ziskdna z krve. Genomova knihovna byla obohacena
o fragmenty s repeticemi (GT)n, (CT)n, (GTAA)n, (CTAA), (TTTC), a (GATA),. Pary
primert byly navrzeny pro 50 jedine¢nych mikrosatelitnich sekvenci a ty byly otestovany
na 4-6 nepiibuznych jedincich buinacka dlouhokiidlého. Z 50 novych lokust se
6 neamplifikovalo, 18 bylo monomorfnich a 26 polymorfnich. Déale na jedincich

otestovali 47 lokust, kter¢ jiz diive byly popsany Dawson et al. (2010). Ze 47 lokust se
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2 lokusy neamplifikovaly nebo vznikly nespecifické produkty, 30 bylo monomorfnich
a 15 polymorfnich, jejichZ pary primerti byly odvozeny z DNA buifidacka madeirského
a zebficky pestré (Sun et al., 2009). Celkem 41 polymorfnich lokust bylo nasledné
testovano na 24 nepiibuznych jedincich (14 samci a 10 samic), u nichz se vyskytovaly
ve 2-22 alelach. Zjistili, Ze lokusy Olel6, Ol10-39, Olel2 a Ole26 jsou vazany na

chromozom Z.

YN 7w

Bried ef al. (2012) popsali 18 novych mikrosatelitnich lokusti u buifiidcka
Monteirova. DNA byla extrahovana z jednotlivych vzorki krve. Mikrosatelitni lokusy
byly izolovany z obohacenych knihoven. Dvacet sedm lokusii s nejvétsim poctem
nepfetrzit¢ se opakujicich sekvenci bylo pouzito pro dalsi analyzy. Nicméné pouze 18
z nich bylo zachovdno, protoze u nich nebyly problémy béhem amplifikace
a heterozygotnost byla dostatecnd. Variabilita na téchto 18 lokusech byla zkoumana na
125 dospélych jedincich buinacka Monteirova z ostrivku Praia. Na jeden lokus bylo
detekovano 417 alel. Zadna z 65 samic nebyla v lokusu Omn23 heterozygotni. Také
provedli mezidruhovou PCR amplifikaci u buinacka madeirského (O. castro), buinaka
modravého (Halobaena caerulea) a buinaka Bulwerova (Bulweria bulwerii).
polymorfismus sedmnéct lokust se 2—6 alelami. U buifidka Bulwerova vykazovaly

polymorfismus tii lokusy se dvéma alelami, u bufiidka modravého dva lokusy se dvéma

a Sesti alelami.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Biologicky materidl pro analyzu pochazel od rtiznych mladat Capa bilého
(Ciconia ciconia), ktera byla odchycena na uzemi Ceské republiky. Z odebrané krve Sesti
nepiibuznych jedinct byla vyizolovana genomickda DNA vedoucim mé bakalaiské prace
za pouziti fenol-chloroformové metody. Koncentrace izolované DNA, kterda byla

rozpusténa v TE pufru se pohybovala v rozmezi od 10 do 50 pg/ml.

4.2 Seznam pouzitych chemikalii

Akrylamid (Sigma)

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

- Bromfenolova modf (Serva)

- dNTPs (100 mmol/l, 400 pl kazdého), U1240 (Promega)
- Deionizovana voda

- Dusic¢nan stiibrny (Sigma)

- Ethanol - 96% roztok (Lihovar Vrbatky)

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

- Formamid (Lachner)

- Hydroxid sodny (Lachner)

- Chlorid sodny (Lachner)

- Kyselina borita (Lachner)

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

- Kyselina octova (Lachner)

- 3 - methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

- Mocovina (Lachner)

- N, N* - methylenbisakrylamid (AppliChem)

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

- Rain off - tekuté stérace (Sheron)

- Thiosiran sodny (Lachema)

- Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)

- Uhli¢itan sodny (Lachner)

- Xylenova modf (Xylencyanol FF) (Applichem)
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4.3 Seznam pouZitych roztoki

Akrylamid, 6% zasobni roztok:

- 420 g mocoviny
- 50 ml 10x TBE

- 484 ml deionizované vody

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

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

Dusi¢nan stfibrny, 0.1% roztok:

- 0,8 g dusi¢nanu stiibrného
- 800 ml deionizované vody
- Pfed pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu

Fix/stop roztok:

- 88 ml ledové kyseliny octové
- 800 ml deionizované vody

Hydroxid sodny o koncentraci 1 mol/dm?:

- 40 g hydroxidu sodného
- 1 1 deionizovaného vody

Kyselina dusiéna, 1% roztok:

- 12 ml 65% kyseliny dusi¢né
- 800 ml deionizované vody
NanaSeci puft:

- 25 ml deionizované vody

- 100 ml formamidu

- 0,125 g xylenové modie

- 0,125 g bromfenolové modre

Peroxodisiran amonny, 10% roztok:

- 1 g peroxodisiranu amonného
- 10 ml deionizované vody
- Uchovavat v chladnicce

Polyakrylamidovy gel, 6% roztok:

- 60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
- 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného

- 40 uI N, N, N¢, N - tetramethylethylendiaminu

21



Reakéni pufru pro PCR, 10x:

1,211 g trishydroxymethylaminomethanu
80 ml deionizované vody

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

1 ml Triton X-100

Rozpustit a doplnit do 100 ml

Roztok 3 - methakryloxypropyltrimethoxysilanu:

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

TBE pufr, 10x zdsobni roztok:

55 g kyseliny borité
108 g trishydroxymethylaminomethanu
40 ml roztoku Na;EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

Deionizovanou vodou doplnit do 11

Vyvojka:

24 g uhli¢itanu sodného

800 ml deionizované vody

Ulozit do chladnicky

Pted pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl thiosiranu sodného

4.4 Seznam pouzitych laboratornich pristroji
Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)
Hybridiza¢ni pec HB-2D (Techne)

Chladnicka kombinovana (Whirlpool)

Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)
Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)

Mikropipety Finnpipette - 0,5 az 10 pl (osmikandlovd) a 0,3 pl az 1 ml

(ThermoLab systems)

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

Negatoskop NEGA 1 (Maneko)
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- Sekvenacni elektroforetickd komirka S2 (Whatman Biometra)
- Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)

- Susarna CAT 8050 (Contherm)

- Termocykler GenePro (BIOER)

- Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

- Termocykler TP XP (BIOER)

- Ttepacka Orbit 1900 (Labnet International)

- Vortex mixer (Labnet International)

- Vortex MS2 (Ika)

- Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)

- Vyrobnik ledu Ice Flaker (Brema IceMakers)

4.5 PCR amplifikace DNA ¢apa bilého
PCR amplifikace byla provedena na genomické DNA 6 nepiibuznych jedinct
¢apa bilého. PCR reakcni smés byla pfipravena a do kazdého PCR mixu byl ptfidén jeden

par testovanych primert.

1. VSechny slozky PCR mixu rozmrazit, ndsledné zvortexovat a zcentrifugovat.
2. Do 1,5ml mikrozkumavek napipetovat reagencie podle Tabulky ¢. 1, poté

PCR mix zvortexovat a zcentrifugovat.

Tabulka €. 1: Slozeni PCR smési pro 6 vzorkd.

Slozka PCR smési Objem [ul]
Deionizovana voda 39,9
Reakéni pufr pro PCR (10x) 6,7
Roztok MgCl, (25 mmol/l) 4,0
Roztok dNTPs (20 mmol/l) 0,7
Primer R (10 umol/l) 3,3
Primer F (10 umol/l) 3.3
aTaq DNA polymeraza (5 U/ul) 1,5

3. Do 0,2ml mikrozkumavek napipetovat 1 pl genomické DNA c¢apa bilého
a poté pridat 9 ul pripraveného PCR mixu.
4. Mikrozkumavky vlozit do termocykleru s nastavenymi teplotnimi a asovymi

podminkami podle schématu:
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94 °C: 5 min
35x:94°C:30s
50°C:30s 35 cykla
72 °C:30s
72 °C: 7 min
Podle tohoto schématu probihala pocatecni reakce s kazdym parem primert.
Nasledné pfi ptipadném dal§im opakovéni byla teplota annealingu primerii upravovana

pro jednotlivé mikrosatelity (detaily viz kapitola Vysledky).

4.6 Amplifikované mikrosatelitni lokusy u ¢apa bilého

Celkov¢ bylo ke cross-species PCR amplifikaci pouzito 213 part primert, kdy
207 para bylo navrzeno pro PCR amplifikaci mikrosatelith z tadu trubkonosi
(Procellariiformes), 1 pro lesndCka zlutonohého z ftadu pévei (Passeriformes)
a zbyvajicich 5 pro zastupce fadu dlouhoktidli (Charadriiformes) a to pro kulika
moftského, racka novozélandského a alkouna obecného. Seznam téchto mikrosatelitt je

uveden v tabulkach ¢. 2, 3,4 a 5.

Tabulka ¢&. 2: Seznam mikrosateliti od druhi z celedi albatrosoviti testovanych na

polymorfismus u ¢apa bilého.

Zdrojovy druh Mikrosatelit Literarni zdroj
Albatros st¢hovavy 7D8, 12C8, 11H7, 10C5, 11H1, Dubois et al.,
(Diomedea exulans) 6A3, 12HS8, 11F3, 6F12, 12E1 2005

Del, De2, De3, De7, Dell, Del2, | Burg, 1999
Del7, Del8, De25, De30, De33
De35 Burg et Croxall,
2001
De37 Burg et Croxall,
2004
Albatros Sedohlavy Dc5, Dc9, Dc10, Dc16, Dc19, Burg, 1999
(D. chrysostoma) Dc20, Dc21, Dc22, Dc26, Dc27,
Dc31
Albatros Sedohlavy, D6, D24, D29, D32
albatros st€hovavy
Albatros bélohibety STAL4, STALS, STAL12, Hernandez
(Phoebastria albatrus) STAL18, STAL20, STAL24 etal., 2014
Albatros c¢ernonohy BFAL4, BFALI1, BFALI14,
(P. nigripes) BFALI19, BFAL20
Albatros laysansky LAAL1, LAAL7, LAALIO,
(P. immutabilis) LAALI9
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Tabulka €. 3: Seznam mikrosatelitd od druhli z celedi buindkoviti testovanych na

polymorfismus u ¢apa bilého.

Zdrojovy druh Mikrosatelit Literarni zdroj
Buinak bélobrady Paequ2, Paequ3, Paequ4, Paequ7, Techow et
(Procellaria aequinoctialis) | Paequ8, Paequl0, Paequl3 O’Ryan, 2004
Buiiak Sedy Cdl1, Cd2, Cd3, Cd4, Cds, Cde, Bried et al.,
(Calonectris diomedea) Cd7, Cd8, Cd9, Cd10, Cdl11 2008

Buinék taiko
(Pterodroma magentae)

Tché6, Tch25

Lawrence, 2008

(P. sandwichensis)

Ptero05, Ptero06, Ptero07, Ptero08,
Ptero09, Ptero10

Buinék trinidadsky ParmO1, Parm02, Parm03, Parm04, | Brown et
(P. arminjoniana) Parm05, Parm06 Jordan, 2009
Buinék havajsky PteroO1, Ptero02, Ptero03, Ptero04, | Welch et

Fleischer, 2011

Buinak balearsky
(Puffinus mauretanicus)

Puff 1.5, Puff 1.9, Puff 4B,

Puff C5A, Puff C5D, Puff G2F,
Puff G11F, Puff PM2, Puff Sma6,
Puff G2C

Gonzalez et al.,
2009

Buinak svétlonohy
(P. carneipes)

Pc A105, Pc A107, Pc A115,
Pc B11, Pc B109, Pc B115,
Pc C104, Pc D3, Pc D103,
Pc D109, Pc D121

Hardesty et al.,
2013

Buinak Bulwerav

Bb2, Bb3, Bb7, Bb10, Bbl1, Bb12,

Andris et al.,

Pacbel 04355, Pacbel 04991,
Pacbel 07265, Pacbel 08509,
Pacbel 08867, Pacbel 08988,
Pacbel 09021, Pacbel 09528,
Pacbel 09957, Pacbel 10033,
Pacbel 10895, Pacbel 12344,
Pacbel 15293, Pacbel 15327,
Pacbel 16671, Pacbel 16989,
Pacbel 17529, Pacbel 17944,
Pacbel 17986, Pacbel 19907,
Pacbel 20784

(Bulweria bulwerii) Bb20, Bb21, Bb22, Bb23, Bb25 2010
Buinék uzlozoby Patbell, Patbel2, Patbel3, Patbel4, | Quilfeldt et al.,
(Pachyptila belcheri) Patbel5, Patbel6, Patbel7 2012
Pacbel 00386, Pacbel 02653, Moodley et al.,
Pacbel 03731, Pacbel 04240, 2015
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Tabulka ¢&. 4: Seznam mikrosatelith od druhii z Celedi buinackoviti testovanych na

polymorfismus u ¢apa bilého.

Zdrojovy druh Mikrosatelit Literarni zdroj
Burnacek 0Ole01, Ole02, Ole03, Ole04, Ole05, Bicknell et al.,
dlouhoktidly Ole06, Ole07, Ole08, Ole09, Olel0, 2011
(Oceanodroma Olell, Olel2, Olel3, Olel4, Olel5,
leucorhoa) Olel6, Olel7, Olel8, Olel9, Ole20,

Ole21, Ole22, Ole23, Ole24, Ole25, Ole26
0110-39 Sun et al., 2009
Buinacek madeirsky | Oc28B, Oc49, Oc51, Oc63, Oc64B, Oc79,
(O. castro) 0c79-2, Oc84, Oc87B
Burnacek Monteiruv | Omnl, Omn2, Omn3, Omn4, Omn6, Bried et al.,
(O. monteiroi) Omn7, Omng, Omnll, Omnl4, OmnlS5, 2012
Omnl6, Omnl7, Omn21, Omn22, Omn23,
Omn24, Omn25, Omn28

Tabulka €. 5: Seznam mikrosateliti od druhti z fadu dlouhoktidli a pévci testovanych na

polymorfismus u ¢apa bilého.

Rad Celed’ Zdrojovy druh | Mikrosatelit Literarni zdroj
Dlouhokfidli | Alkoviti Alkoun obecny | Cco5-21 Friesen et al., 2006
(Cepphus
guillemonts)
Kulikoviti Kulik motsky Calex-01 Brown et Jordan,
(Charadrius 2009 podle Kiipper
alexandrinus) etal., 2007
Rackoviti Racek RBGI18, Lawrence, 2008,
novozélandsky | RBG18M, Welch et Fleischer,
(Larus RBG29 2011 podle Given
novaehollandiae etal., 2002
scopulinus)
Pévci Lesnackoviti | Lesnacek Dpu01 Friesen et al., 2006
zlutonohy podle Dawson et al.,
(Dendroica 1997
petechia)

4.7 Zpracovani PCR produkti pomoci elektroforetické separace

Postup je optimalizovan pro elektroforetickou separaci probihajici za
denaturujicich podminek za pouziti vyhtivané sekvenacni elektroforetické komtirky S2
(Whatman Biometra). Rozméry skel ur¢enych pro tuto komtrku jsou 330 x 390 mm

a 330 x 420 mm a tloustka gelu je 0,4 mm.
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10.

. Plochu malého i velkého skla, kterd se bude dotykat gelu 2x oplachnout

deionizovanou vodou a vysuSit papirovou utérkou a 2x oplachnout 96%
ethanolem a opé€t ob¢ skla vysusit.

Plochu velkého skla oSetiit ptfipravkem pro odpuzovani vody (Rain-off)
a nasledné pomoci papirového ubrousku diikladné rozettit po celé plose. Po
zaschnuti (5 min) opét sklo 2x oplachnout deionizovanou vodou a znovu osusit
papirovou utérkou.

Plochu malého skla oSetfit v digestofi 1 ml roztoku 3 - methakryloxypropyltri-
methoxysilanu, ktery poté pomoci papirového ubrousku rozettit po celé plose
skla. Po zaschnuti (5 min) sklo 4x oplachnout 96% ethanolem a znovu vysusit.
Na polystyrenovou podlozku umisténou v digestoti polozit velké sklo oSetfenou
plochou nahoru a na jeho delsi okraje umistit dva 0,4mm spacery. Nasledné na
velké sklo polozit malé sklo oSetfenou plochou dolt a spacery srovnat az do kraj

skel a sepnout po obou stranach dvéma klipsy.

.V kadince pftipravit 6% polyakrylamidovy gel a postupné ho nalévat mezi skla

a pritom na sklo druhou rukou lehce poklepavat, aby nedoSlo ke vzniku
vzduchovych bublin.

Po naliti gelu vsunout mezi skla hiebinek asi 5 mm hluboko a v misté hiebinku
sepnout skla ctyfmi klipsy a nechat gel hodinu tuhnout.

Po ztuhnuti gelu sundat klipsy a skla ditkladné omyt vodou a pomoci kartacku
odstranit vSechny zbytky polyakrylamidového gelu hlavné v oblasti hiebinku.
Mensi sklo ususit pomoci papirové utérky a skla upevnit do elektroforetické
komiirky tak, aby mensi sklo sméfovalo k hlinikové desce komtrky a hiebinkem
nahoru.

Do katodového a anodového prostoru nalit 0,5x TBE pufr a nasledné vytdhnout
opatrn¢ hiebinek. Prostor po hiebinku vycistit pomoci sttikacky a pufru. Oba
prostory uzaviit a ptipojit elektrody ke zdroji stejnosmeérného napéti a nasledné
gel 30 min zahtivat pii nastaveni zdroje: napéti 3000 V, proud 150 mA a vykon
90 W.

Mezitim si pfipravit vzorky, ke kazdému produktu PCR pfidat 5 pl nanaseciho
pufru. Poté vzorky vlozit do termocykleru a nechat denaturovat po dobu 3 minut.
Po denaturaci vzorky ithned umistit do ledové tiiste.

Po nahtati gelu vypnout zdroj stejnosmérného napéti, odpojit katodu a znovu

vydcistit prostor mezi skly pomoci stiikacky. Nasledné vsunout hiebinek asi I mm
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

hluboko do gelu a déle nanaset pomoci osmikanéalové pipety 2 pl pfipravenych
vzorki.

Po naneseni vSech vzorkl uzavtit katodovy prostor, pfipojit elektrodu a na zdroji
stejnosmérného napéti nastavit hodnotu vykonu na 70 W a nechat vzorky
separovat 1,5-3 hod, v z&vislosti na relativni molekulové hmotnosti.

Mezitim si pfipravit roztoky k vyvolovani a to fix/stop roztok, vyvojku a 1%
HNOs. Vyvojku po protiepani vlozit do chladnicky.

Elektroforetickou separaci ukoncit vypnutim zdroje stejnosmérného elektrického
proudu, odpojit elektrody a vypustit pufr. Skla vyjmout, polozit na fotomisku
malym sklem nahoru, vytdhnout spacery a hiebinek a pomoci noze opatrné skla
od sebe odd¢lit.

Mensi sklo s gelem vlozit do fotomisky gelem nahoru, pfenést do digestofe na
trepacku a zalit fix/stop roztokem, nechat pisobit 20 min.

Nasledné fix/stop roztok slit zpét do banky a sklo 3x promyt deionizovanou
vodou. Poté do misky nalit roztok 1% HNO3 a nechat ptsobit 4 min.

Roztok HNO; vylit do odpadu a sklo 4x oplachnout deionizovanou vodou. Do
roztoku 0,1% AgNOs pfidat 1,2 ml formaldehydu. Sklo piemistit do dalsi
fotomisky a zalit pfipravenym roztokem a nechat pasobit 30 min

Ptipravit fotomisku s deionizovanou vodou a do barky s vyvojkou ptidat 1,2 ml
formaldehydu a 140 pl roztoku thiosiranu sodného.

Po uplynuti 30 minut roztok 0,1% AgNO;s slit zpét do banky a sklo umistit na
5 sekund do ptipravené vody. Nasledné sklo premistit do dalsi fotomisky a zalit
gel vyvojkou.

Postupné sledovat vyvijeni hnédocernych pruhi produkti PCR, pokud jsou pruhy
dostatecn¢ zietelné zalit sklo fix/stop roztokem, aby doslo k zastaveni vyvijeni
a nechat ptisobit asi 2 min.

Sklo pfemistit do misky s deionizovanou vodou, nechat okapat a poté pienést do
suSarny na piiblizn¢ 30 min pii 90 °C.

Ususeny gel hodnotit na negatoskopu a poté naskenovat.
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5 Vysledky

V ramci experimentalni ¢asti mé bakalarské prace jsem testovala pomoci cross-
species PCR amplifikace celkové 213 parti primerti. 207 pard primert pochazelo od
zastupcl z fadu trubkonosi - 53 od druhti z ¢eledi albatrosoviti, 100 od druhti z ¢eledi
buinakoviti a 54 od druhii z ¢eledi buinackoviti. Dale 5 part primert od zastupcu z fadu
dlouhokfidli, a to od alkouna obecného, kulika mofiského a racka novozélandského
a jeden par primeru od lesiiacka zlutonohého z fadu pévci. VSechny mikrosatelitni lokusy
jsem testovala na 6 neptibuznych jedincich ¢apa bilého a byly hledany polymorfni

mikrosatelitni lokusy.

Testovani para primerti probihalo pfi teploté annealingu 50 °C a nasledné byly
teploty upravovany v zavislosti na konkrétnim polymorfnim mikrosatelitu. V ptipadé
zadného nebo slabého PCR produktu byla teplota annealingu postupné snizovana az na
44 °C, naopak v pfipad¢ velmi silného a Spatné hodnotitelného produktu byla teplota
annealingu postupné zvySovdna az na 69 °C. Dale byla upravovana koncentrace
hotecnatych iontl v PCR mixu, a to z piivodni koncentrace (objemu) na koncentraci
polovicni nebo trictvrtecni (tedy objem poloviéni nebo tfictvrtecni) a o stejny objem byla
doplnéna voda, aby nedoslo ke zméné celkového objemu PCR reakce. Tato zména byla

provedena u dvou mikrosatelitii a to u Puff G2F a u Pacbel 07265.

Ze vsech testovanych mikrosateliti poskytlo polymorfni produkt 18 part primert
(viz Tabulka €. 6). U mikrosatelitniho lokusu Paequ2 se mi nepodaftilo ani po upravach
teploty PCR reakce ziskat zadny produkt. Zbyvajicich 194 lokust poskytlo monomorfni
produkt.
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Tabulka €. 6: Charakteristika 18 polymorfnich mikrosatelitnich lokust testovanych na 6 nepiibuznych jedincich ¢apa bilého. V tabulce je uveden
nazev lokusu s kodem z databaze GenBank, dale zdrojovy druh, sekvence primert, jednotka repetice, pocet alel, Cas elektroforetické separace

a teplota annealingu (T.).

Lokus ., « Cas
(GenBank Acc. Zdrojovy Sekvence primeri (5¢ 2 3°) Jedno.tka Pocet separace ;l“ :
druh repetice alel . [°C]
No.) [min]
De7 Albatros F: GAGGAAAACTCCATCTGCCA AC 5 90 62
(AF096792) st¢hovavy | Rt TCTGAACCTCTATCAAAAGG
Paequl0 Buinak F: GAAGCTGCACTGGAACTG CA 5 90 61
(neuvedeno) bélobrady | R: CATGTGGTAAGAATCCAGATG
Parm02 F: AGCAAGCTGACAGCAACAGA CA 3 90 67
(EU360818) Buinak R: TGTTATGTCCTGCGGATGAG
Parm05 trinidadsky | F: CGTATACCCTGCAGATACGC CA ) 90 60
(EU360821) R: CTCAGTGCCAATTCGTACCC
Ptero02 F: AAGCGCTTCACTGGAGGA CA 4 90 53
(HQ918219) R: TGACCTGTGTGCCTTCATTC
Ptero04 Buinak F: TGCATTGTTTCTGTCCAAACTC CA ) 90 67
(HQ918221) havajsky R: GGCTGGAATGCATAGTACCAAC
Ptero09 F: GCAAATACCAGTCTTCCAAAGG AAGG 4 90 65
(HQ918226) R: TTTAAGATAAAGATGTTTGAGAACCAC
Puff G2C F: CTGAAATCAGACATTATTTC GT 3 90 56
(EU158898) Buinak R: ACAATATGCAAACTTTTTG
Puff G2F* balearsky | F: GCTCTCCCAGTTTGCACG GT ) 130 53
(EU158899) R: TCCCATGCTTTAACCACTG
Pc A107 Buinak F: AAAGCCAGTAGGTGTATTCAAC GT ) 90 59
(JX435472) svétlonohy | R: AAGTGGGAGGAAAGAGTGTAG

30



Tabulka €. 6: Pokrac¢ovani.

Lokus

Cas

(GenBank Acc. Zdrojovy Sekvence primeri (5¢ 2 3°) Jedno.tka Pocet separace ;l‘ .
druh repetice alel . [°C]
No.) [min]
Pc D103 Burnak F: GGAAAGATGTCATGCTGATGA
(JX435479) | svétlonohy | R: GTGGGAGATTCATAGGCAAAG GATA/GATG | 3 20 >
Bb22 F: TTCACAGCAGAATCACCTCAG TG ) 90 62
(HM171898) Buinak R: GCTCAAAGGGTGGAATTGTT
Bb23 Bulwerlv | F: TCAAAAGCTCACTCCCCTTT CA 5 90 51
(HM171899) R: ATCTTCCCTTGCCTTCCTTT
Pacbel 07265* Burnak F: CGTCACTTTAATAGCGCTGGC GT 5 90 56
(neuvedeno) utlozoby R: ACCCTGATTTTCCCAGTCCG
Oc28B F: GCGTTGACCAGCAAATAGTC TG ) 90 55
(FJ238097) Buinaéek | R: GGAAGGCTACCACAATTTCA
Oc87B madeirsky | F: TTTAAGGAACGCAAGTCAGG GA ) 90 53
(FJ238104) R: GTGATTCTTGCAGTGGCTTT
Omn8 F: TGCAACCTTAGCATTACCTAGC AC 6 90 61
(JQ303232) Buinaéek | Rt GGGGCGAGCATTACATTAAA
Omn23 Monteirtiv | F: GGAAAAGGAGACTAGATCTTGTGAA TTG ) 90 61
(JQ303240) R: AAACTTACTTTGTTATTTCCATATGTTT

Pozn.: * - tfi¢tvrtecni koncentrace hofe¢natych iont v PCR mixu
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Z celkové testovanych 213 parQ primeri poskytlo polymorfni produkt 18, tudiz je
uspésnost nalezeni polymorfniho mikrosatelitu 8,5 %. VSechny polymorfni mikrosatelity
pochéazely od druhti ze tii Celedi fadu trubkonosi. Pouze jeden mikrosatelitni lokus
pochazel z celedi albatrosoviti, Ctyii z Celedi buinackoviti a zbytek polymorfnich
mikrosatelitti tedy 13 pochazelo od zéstupct z €eledi buiiidkoviti. V ramci buinakovitych
bylo testovdno 100 part primerd a procentudlni UspéSnost nalezeni polymorfniho
produktu ¢inila 13 %. Nejvice polymorfnich mikrosatelith u c¢apa bilého bylo
zaznamenano puvodem od buindka havajského, a to tii mikrosatelity. Procentudlni
uspesnost nalezeni polymorfniho produktu od celedi buiniackoviti, kde bylo testovano 54
para primert ¢inila 7,4 % a od Celedi albatrosoviti, kde bylo pomoci cross-species PCR

amplifikaci testovano 53 part primera piiblizn€ 2 %. Pfehled polymorfnich produkti

u ¢apa bilého je zaznamenan na Obrazku €. 3.

N

m Albatros stéhovavy
m Burnak bélobrady
m Burndk trinidadsky

m Burndk havajsky

m Burnak balearsky

m Buinak svétlonohy

w Bufnidk Bulwerdv
Burnak utlozoby

m Buiiacek madeirsky

w Buriiacek Monteirtv

Obrazek €. 3: Prehled 18 mikrosatelitnich lokust, které byly polymorfni u ¢apa bilého
vzhledem ke zdrojovym druhtim. Cisla udavaji poet nalezenych polymorfnich

mikrosatelitti od jednotlivych druhti.

V rédmci testovanych polymorfnich mikrosatelitnich lokust bylo detekovano 2—6
alel. U 11 mikrosatelitnich lokusi, tudiz u 61 %, jsem detekovala dv¢ alely, u 3 lokusi
(17 %) ti1 alely, u 2 lokust (11 %) Ctyfi alely, u 1 lokusu (5,5 %) pct alel a u 1 lokusu
(5,5 %) Sest alel.
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V nasledujici tabulce jsou uvedeny genotypy vSech 18 polymorfnich mikrosatelitt
u Sesti nepiibuznych jedinct ¢apa bilého.
Tabulka €. 7: Genotypy 18 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti u 6 neptibuznych

jedincti ¢apa bilého. V tabulce je uveden nazev mikrosatelitniho lokusu, zdrojovy druh,

pocet alel a genotypy.

. . A . Genotyp u jedince
Mikrosatelit Zdrojovy druh Pocet alel 1 2 3 4 5 6
De7 Albatros st¢hovavy 2 ol U ks A
Paequl0 Buinak bélobrady 2 ot
Parm02 et , 3 Vo 25 5 Y5 35 %
Parm05 Burhak trinidadsky P U4 U Y
Ptero02 4 23 31y 23 25 Yy Yy
Ptero04 Buinék havajsky 2 Uy Y Yh th
Ptero09 4 2y Vs 23 Ny 2 25
Puff G2C o, , , 3 35 23 Y3 1 305 3
Puff G2F Burhak baledrsky 2 2% 2y 2y 2
Pc A107 o . , 2 i 2k 2 Yy M Y,
Pe D103 Buinék svétlonohy 3 2y % 2 1, 2
Bb22 o . 2 Uy Y Yo
Bb23 Buffiak Bulwertv 2 U
Pacbel 07265 Buinak utlozoby 5 Us 1 3 35 2y 2y
Oc28B o ., 2 U Y A Y 1 1,
0c37B Buinacek madeirsky > YA VAR VAR VS
Omng& o . 6 Vs 314 2ls %a 2/s s
Omn23 Burfiaéek Monteiriv 2 U s

Hodnoceni mikrosateliti neznamend jenom urceni optimalnich podminek PCR
amplifikace a elektroforetického déleni, ale diilezity je i jejich vysledny obraz v gelu,
protoze riizné mikrosatelity mizou obsahovat nejenom hlavni produkt PCR amplifikace,
ale 1 dalsi extrabandy a dalsi produkty, proto je jejich nasledné hodnoceni problematické
a vysledky polymorfismu pak mohou byt nespolehlivé. Naopak jiné mikrosatelity jsou
velice dobfe hodnotitelné naptiklad Ptero02 (viz Obrazek €. 4), Oc87B (viz Obrazek
¢. 5), Ptero09 (viz Obrazek ¢. 6) a Pc D103 (viz Obrazek ¢. 7).
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Alela 1
Alela 2

Alela 3

Alela 4

Obrazek €. 4: Elektroforetogram mikrosatelitniho lokusu Ptero02 u Sesti nepfibuznych
jedincii ¢apa bilého. Amplifikace tohoto lokusu probihala pti 53 °C a separaci 90 minut.

Sipkami jsou na obrazkil vyznaceny 4 alely. Cislice 1-6 oznaéuji jednotlivé jedince.

Alela 1

Alela 2

Obrizek ¢. 5: Elektroforetogram mikrosatelitniho lokusu Oc87B u Sesti neptibuznych
jedincii ¢apa bilého. Amplifikace tohoto lokusu probihala pti 53 °C a separaci 90 minut.

Sipkami jsou na obrazkt vyznaéeny 2 alely. Cislice 1-6 oznaéuji jednotlivé jedince.

Alela 1
Alela 2
Alela 3
Alela 4

Obrazek €. 6: Elektroforetogram mikrosatelitniho lokusu Ptero09 u Sesti nepfibuznych
jedincii ¢apa bilého. Amplifikace tohoto lokusu probihala pfi 65 °C a separaci 90 minut.

Sipkami jsou na obrazkil vyznaceny 4 alely. Cislice 1-6 oznaéuji jednotlivé jedince.
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1 2 3 4 5 6
- — Alela 1
' - — <+— Alela2
= - “— Alela3
ey

Obrazek €. 7: Elektroforetogram mikrosatelitniho lokusu Pc D103 u Sesti nepfibuznych
jedincti ¢apa bilého. Amplifikace tohoto lokusu probihala pti 51 °C a separaci 90 minut.

Sipkami jsou na obrazki vyznageny 3 alely. Cislice 1-6 oznacuji jednotlivé jedince.
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6 Diskuze

V této bakalarské praci jsem se zabyvala hledanim polymorfnich mikrosatelitnich
lokust pomoci cross-species PCR amplifikace u Sesti neptibuznych jedinct ¢apa bilého.
Celkové jsem testovala 213 parQ primerd, kdy 207 part primert pochazelo od druhti
z fadu trubkonosi, 5 od druhii z fadu dlouhokiidli a 1 od zastupce z fadu pévcei. V ramci
mé experimentalni prace jsem nalezla 18 polymorfnich mikrosatelitnich lokust s poctem

alel od dvou do Sesti.

Od celedi albatrosoviti jsem méla k dispozici 53 para primert, které jsem pomoci
cross-species PCR amplifikace testovala u Sesti jedinct ¢apa bilého. V ramci této celedi
poskytl polymorfni produkt pouze jeden mikrosatelitni lokus a to De7 pochézejici od
albatrose st¢hovavého. V ramci celedi buinakoviti bylo celkové testovano 100 part
primert a polymorfni produkt poskytlo 13 z nich, a to Paequl0 od buifidka bélobradého,
Parm02 a Parm05 od buinaka trinidadského, Ptero02, Ptero04 a Ptero09 od buinaka
havajského, Puff G2C a Puff G2F od buinidka balearského, Pc A107 a Pc D103 od
buiiidka svétlonohého, Bb22 a Bb23 od buiiidka Bulwerova a Pacbel 07265 od buinaka
utlozobého. Pro celed buindckoviti jsem meéla k dispozici 54 part primert, kdy
polymorfni mikrosatelitni lokus poskytly ctyfi, a to Oc28B a Oc87B od buinacka

S e%

madeirského a Omn8 a Omn23 od buinacka Monteirova.

Burg (1999) testovala 26 polymorfnich mikrosatelitnich lokusi, které byly
izolovany od albatrose Sedohlavého a albatrose st¢hovavého. Pfi PCR amplifikaci pouzila
dvé teploty annealingu. U mikrosatelitu De7 byla teplota annealingu prvnich sedm cykli
48 °C a poté dalSich 25 cyklu pii teploté 52 °C a autorka nalezla 2 alely. J& jsem u ¢apa
bilého pii teploté anmealingu 62 °C nalezla také 2 alely. Pfi cross-species PCR
amplifikaci u 50 jedincii albatrose Sedohlavého, 50 jedinct albatrose c¢ernobrvého a 90

jedinct albatrose st¢hovavého nalezla autorka u vsech také 2 alely.

Techow et O’Ryan (2004) izolovali 6 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti od
buiiidka bélobradého. U mikrosatelitniho lokusu Paequl0 nasli u 69 jedincti 7 alel pii Ta
55 °C. Ja jsem u tohoto mikrosatelitu nasSla 2 alely pti Ta 61 °C. Tyto mikrosatelity
testovali pomoci cross-species PCR amplifikace u buinidka tristanského, obrovského

a Hallova, albatrose st¢hovavého, Sedohlavého a cernobrvého. PaequlO vykazoval
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polymorfismus u vSech druhli s vyjimkou albatrose st¢hovavého, kde nebyl zadny

produkt. Pocty alel autofi neuvadeéji.

Brown et Jordan (2009) charakterizovali 6 mikrosatelitnich lokusii u buinidka
trinidadského. U lokusu Parm02 detekovali 4 alely ptfi Ta 55 °C, j& jsem u tohoto
mikrosatelitu nasla 3 alely pfi Ta 67 °C. Parm05 byl jimi ozna¢en jako monomorfni,
zatimco ja jsem nasla 2 alely pii Ta 60 °C. VSechny tyto lokusy testovali pomoci cross-
species PCR amplifikace u 17 druhii z fadu trubkonosi a na tu¢indku zlutorohém. Parm02
byl polymorfni u 4 druhti z fadu trubkonosi a to u 17 jedinct buiiidka proménlivého, 12
jedincti buinidka bélobradého a 8 jedinct buiiidka holubiho se 3 alelami, 1 jedince buitidka
modravého se 2 alelami a u 8 jedincl tuciidka Zlutorohého s 5 alelami. ParmO5 byl
polymorfni u tii druhti z fadu trubkonosi a to u 17 jedinct buinidka proménlivého se
2 alelami, 8 jedinct buinidka madeirského se 3 alelami a u 8 jedinct buindka
kapverdského se 2 alelami, u jednoho druhu byl monomorfni a u dalSich nedoslo

k amplifikaci.

Welch et Fleischer (2011) popsali 10 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti od
buifidka havajského. Testovanim 40 jedinct buinidka havajského nalezli u mikrosatelitu
Ptero02 pét alel, u Ptero04 osm alel a u Ptero09 sedm alel pti T, 53 °C. Ja jsem u Ptero02
nasla ¢tyti alely pii Ta 53 °C, u Ptero04 dvé alely pti Ta 67 °C a u Ptero09 Ctyfi alely pii
Ta65 °C.

Gonzalez et al. (2009) izolovali 10 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti od 54
jedinct buiiidka balearského. Puff G2C byl polymorfni se 7 alelami pifi teploté
annealingu 50 °C a Puff G2F m¢l 2 alely pfi teploté annealingu 60 °C. Ja jsem u lokusu
Puff G2C nasla 3 alely pti Ta 56 °C a u lokusu Puff G2F také 2 alely pfi teploté Ta 58 °C
a s trictvrtecni koncentraci hofeCnatych iontii. Autofi také provedli se vSemi 10
mikrosatelity cross-species PCR amplifikaci u 23 jedinci buinaka stfedomotského,
vSechny mikrosatelity amplifikovaly polymorfni produkt se 2-9 alelami, pouze Puff G2F

byl monomorfni.

Hardesty et al. (2013) naSli u buiiidka svétlonohého 11 polymorfnich
mikrosatelitnich lokusti. U lokusu Pc A107 autoii detekovali pét alel pii Ta 55,2 °C
a u lokusu Pc D103 Sest alel pti Ta 58,7 °C. Ja jsem u Pc A107 naSla dvé alely pii
Ta 59 °C a u lokusu Pc D103 tii alely pii Ta 51 °C.
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Andris et al. (2010) izolovali 11 mikrosatelitnich lokust od buinaka Bulwerova.
U mikrosatelitu Bb22 zjistili 2 alely, ja jsem u tohoto mikrosatelitu také zjistila dvé alely.
U mikrosatelitu Bb23 detekovali 3 alely, zatimco ja jsem u tohoto mikrosatelitu
detekovala alely 2. Jejich amplifikace probihala pii Ta 58°C. Ja jsem amplifikovala
mikrosatelit Bb22 pfi teploté annealingu 62 °C a Bb23 pti 51 °C. Autofi také provedli
cross-species PCR amplifikaci u buinidka modravého a bélobradého a u bufiacka
Monteirova. Mikrosatelit Bb22 byl polymorfni u vSech druhii, zatimco Bb23 byl

polymorfni pouze u buinidkl. Pocty testovanych jedinct ani alel autofi neuvadéji.

Moodley et al. (2015) popsali 25 polymorfnich mikrosatelitnich lokust u buiniéka
utlozobého. U lokusu Pacbel 07265 autoii nasli 15 alel pti Ta 56 °C, zatimco ja jsem
u tohoto lokusu nasla 5 alel pti Ta 56 °C a s tfi¢tvrtecni koncentraci hofe¢natych ionta.
Také provedli cross-species PCR amplifikaci u 118 jedinct buifidka Sirokozobého, 79
jedincti buiiidka holubiho, 18 jedinct buinidka Salvinova, 35 jedinct buifidka hrdli¢¢iho,
99 jedinct buifidka modravého a 6 jedinct buiniacka Wilsonova. Lokus Pacbel 07265
vykazoval polymorfismus u vSech zastupcii s poctem alel: 14 u buinaka Sirokozobého, 15
u buinaka holubiho, 7 u bufniaka Salvinova, 6 u buiffidka hrdli¢¢iho, 28 u buinaka

modravého a 5 u buiniacka Wilsonova.

Sun et al. (2009) charakterizovali 10 mikrosatelitnich lokust u buinacka
dlouhoktidlého a u buinacka madeirského. Variabilitu testovali u 27 jedincti buinacka
madeirského, 22 jedinct buiniacka Monteirova a 24 jedinct buiiidcka dlouhoktidlého pii
Ta 50 °C. U lokusu Oc28B autofii nalezli 3 alely u buifiaCka madeirského 1 Monteirova,
zatimco u buinacka dlouhoktidlého byl tento lokus monomorfni. J& jsem u tohoto lokusu
detekovala 2 alely pfi Ta 55 °C. Amplifikaci lokusu Oc87B autoii ziskali 3 alely
u buinacka madeirského, 6 alel u Monteirova a 9 alel u dlouhokiidlého. Ja jsem

amplifikaci tohoto lokusu nasla 2 alely pii Ta 53 °C.

Bried et al. (2012) popsali 18 polymorfnich mikrosatelitnich lokust u buinacka
Monteirova. Pti testovani téchto lokust pouzili stejnou Ta 58 °C. Pro lokus Omn8 autofi
detekovali 10 alel, ja detekovala 6 alel pti Ta 61 °C. U lokusu Omn23 nasli 4 alely,
zatimco ja jsem pro tento lokus detekovala 2 alely pii Ta 61 °C. Také provedli cross-
species PCR amplifikaci u buifiacka madeirského, buiiidka modravého a buiiidka

MV 7w

Bulwerova. Lokus Omn8 byl polymorfni pouze u buiniacka madeirského, u dalSich dvou
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druhti nedoslo k amplifikaci. Lokus Omn23 nebyl ani u jednoho ze zastupct polymorfni.

Pocty jedincii a alel autofi neuvadgji.

V laboratoii populacni genetiky Katedry bunééné biologie a genetiky
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci jiz mnoho studentt studovalo
variabilitu mikrosateliti od zastupcli z ftadu trubkonosi. Srovnédni jednotlivych

polymorfnich mikrosatelitti je uvedeno v Tabulce €. 8.

Nedvédova (2015) se ve své diplomové praci zabyvala cross-species PCR
amplifikaci u Sesti nepfibuznych jedincii nesyta indomalajského (Mycteria leucocephala)
a nalezla 46 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti se 2 az 5 alelami. Ja jsem pfi testovani
¢apa bilého nalezla 11 stejnych polymorfnich lokust. Jednalo se o nejvétsi shodu v rdmci

porovnani s ostatnimi druhy.

JanuSova (2015) ve své bakalarské praci provedla cross-species PCR amplifikaci
u Sesti nepfibuznych jedincl potdpky rohdle (Podiceps cristatus) a nalezla 20
polymorfnich mikrosatelitnich lokusi. Nasledn¢ tyto polymorfni mikrosatelity
charakterizovala ve své diplomové praci (JanuSova, 2017) na 13 jedincich potapky
rohace. Mikrosatelit Pc A107 ve své bakalaiské praci uvedla jako polymorfni, ale po
charakterizovani byl oznafen jako monomorfni. Tti mikrosatelity byly shodné

s mikrosatelity nalezenymi u ¢apa bilého.

Cross-species amplifikaci u pelikana kadetavého (Pelecanus crispus) se zabyvala
Veresova (2018) a z celkovych 213 mikrosateliti poskytlo polymorfni produkt pouze 12
se 2-3 alelami. Nasledné tyto mikrosatelity charakterizovala ve své diplomové praci
(Veresova, 2020) na 41 jedincich pelikana kadetavého. Ve srovnani s mnou testovanymi

lokusy nebyl ani jeden v jeji diplomové praci polymorfni.

U plamendka karibského (Phoenicopterus ruber) provedla Strejckova (2016)
cross-species PCR amplifikaci s 213 pary primeri a nalezla 51 polymorfnich
mikrosatelitnich lokust. Lokus Puff G2C, ktery byl izolovan z buindka balearského
byl vyhodnocen jako nehodnotitelny a pro dalsi analyzy byl vyfazen. Tyto polymorfni
mikrosatelitni lokusy nasledné testovala ve své diplomové praci (Strej¢kova, 2018) na 30
nepiibuznych jedincich plamendka karibského a detekovala 2 az 11 alel. Ve srovnani
s polymorfnimi mikrosatelity u ¢apa bilého bylo 8 respektive 9 i s lokusem Puff G2C

spole¢nych polymorfnich.
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Zlochova (2019) ve své diplomové préci charakterizovala 48 mikrosatelitnich
lokust z tadu trubkonosi, které jiz diive ve své bakalaiské praci Karova (2017) urcila
jako polymorfni. Pro lokus Puff G2C nebylo mozné urcit genotyp a nebyl tedy
hodnotitelny, proto pro dalsi analyzu nebyl pouzit. Variabilita byla charakterizovana u 22
nepiibuznych jedincl plamenaka rGzového (Phoenicopterus roseus). Ve srovnani

s ¢apem bilym vykazovalo shodu 6 (respektive 7) polymorfnich lokust.

Hudzieczkova (2019) ve své bakalatfské praci testovala variabilitu u Sesti
nepiibuznych jedinc pelikana bilého (Pelecanus onocrotalus) a detekovala 42
polymorfnich mikrosatelitnich lokust s poctem alel od dvou do Sesti, 5 z nich je

polymorfnich u ¢apa bilého.

U pelikana afrického (Pelecanus rufescens) provedla Kopecna (2018) cross-
species PCR amplifikaci s 213 pary primert a nalezla 24 polymorfnich mikrosatelitnich
lokust se 2 az 3 alelami. Mikrosatelity De7, Parm05 a Ptero02 neposkytly Zadny produkt.
Zatimco pii testovani ¢apa bilého byly polymorfni. Nasledné tyto mikrosatelity pouzila
ve své diplomové praci (Kopecnd, 2020) a variabilitu charakterizovala na 12
nepiibuznych jedincich pelikdna afrického. Lokus PcA 107 ve své bakalaiské praci
uvedla jako polymorfni, pii testovani mikrosatelitti v ramci diplomové prace byl oznacen
jako monomorfni. Ja jsem pii testovani ¢apa bilého nalezla 2 stejné polymorfni lokusy

jako ona u pelikana afrického.

Srovnanim 18 polymorfnich mikrosatelitii testovanych u ¢apa bilého s ostatnimi
druhy, které byly také pomoci cross-species PCR amplifikace testovany na polymorfni
mikrosatelity z fadu trubkonosi byla zaznamenana nejvétsi shoda s nesytem
indomalajskym, déale s plamenidkem karibskym a rGzovym. Nejmensi shoda byla
s pelikanem kadetavym, kde byl nulovy prunik polymorfismu. Mikrosatelit Omn8 byl
polymorfni u 7 druhti s vyjimkou pelikdna kadefavého, dale byl vysoce polymorfni
1 mikrosatelit Pc D103, ktery byl polymorfni u 5 druhti s vyjimkou vSech pelikant.
Naopak mikrosatelitni lokusy Paequl0 a Bb23 byly polymorfni pouze u ¢apa bilého (viz
Tabulka €. 8).
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Tabulka €. 8: Piehled polymorfnich mikrosatelitnich lokust z fadu trubkonosi u ¢apa bilého (tato prace) a testy u dalSich vybranych druhti z kladu
Aequorlitornithes: nesyta indomalajského (Nedvédova, 2015), plamenaka karibského (Strejckova, 2018), plamendka rizového (Zlochova, 2019),
pelikéna bilého (Hudzieczkova, 2019), potapky rohace (Janusova, 2017), pelikana afrického (Kopec¢na, 2020) a kadetavého (VereSova, 2020).
Cislem je oznagen pocet alel, M - monomorfni lokus, U - polymorfni nehodnotitelny lokus, NA - z4dna amplifikace. V zavorce jsou uvedeny poéty

jedincti.

Cap Nesyt Plamenak Plamenak Pelikan Potapka Pelikan Pelikan
Lokus bily indomalajsky | Kkaribsky ruzovy bily rohac africky kaderavy
() () (30) (22) () 13) (12) 41)
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Oc28B
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Cép bily byl v ramci Laboratofe popula¢ni genetiky Katedry bun&né biologie
a genetiky Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci celkové testovan ve
4 pracich (Burianova, 2011; Fiserova, 2014; Gajdosikova, 2020 a tato prace). Dohromady
bylo u ¢apa bilého testovano 615 mikrosatelitii z nichz polymorfismus vykazovalo 55,
uspesnost polymorfniho produktu tedy ¢ini 9 %. Testované mikrosatelity byly odvozené
od zéstupct z adu: brodivi (Ciconiiformes), dlouhokfidli (Charadriiformes), plamenaci
(Phoenicopteriformes), veslonozi (Pelecaniformes), potdpky (Podicipediformes),
trubkonosi  (Procellariiformes) a tu¢fiaci (Sphenisciformes). Z celkovych 55
polymorfnich lokust u ¢apa bilého bylo jiz 18 plné charakterizovano (Burianova, 2011;
FiSerova, 2014). DalSich 18 polymorfnich mikrosatelitii z této prace a 19 z prace
Gajdosikové (2020) je zatim pouze vybrano a v blizké dobé by meély byt plné

charakterizované na 24 nepiibuznych jedincich ¢apa bilého.
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7 Zavér

V ramci mé bakalarské prace jsem testovala pomoci cross-species PCR
amplifikace celkoveé 213 part primerti na Sesti nepiibuznych jedincich ¢apa bilého. 207
z téchto pard primerti pochazelo od zastupct z fadu trubkonosi konkrétné 53 mikrosateliti
od druht z ¢eledi albatrosoviti, 100 od druht z ¢eledi buinakoviti a 54 od druht z ¢eledi
buriiackoviti. Zbyvajicich 6 mikrosatelitii pochazelo od druhti z fadu dlouhoktidli (alkoun
obecny, kulik motsky a racek novozélandsky) a pévci (lesnacek zlutorohy) a byly uspésné

pomoci cross-species PCR amplifikovany u nekterého druhu z fadu trubkonosi.

Z celkového poctu 213 parG primerd, 194 poskytlo u ¢apa bilého produkt
monomorfni, 1 neposkytl zadny produkt (konkrétné¢ se jednalo o Paequ2) a 18
mikrosatelitnich lokust bylo polymorfnich. Pfi pocate¢nim testovani byly vSechny pary
primert amplifikovany pii teploté annealingu 50 °C. Nasledné pokud poskytly slaby
produkt byla teplota snizovana az na 44 °C, a naopak pfi silném produktu byla zvySovana
azna 69 °C. U vSech polymorfnich mikrosatelitnich lokusi jsem urcila pocet alel, délku
elektroforetické separace, teplotu annealingu a genotyp. Pocet alel se pohyboval od dvou
do Sesti. Nejvétsi pocet alel (6) jsem zaznamenala u lokusu Omn8 pochazejiciho od

MV 7w

buinacka Monteirova.

Nejvice polymorfnich lokusii se amplifikovalo od druhii z ¢eledi buinidkoviti a to
13. Nejvetsi pocet polymorfnich lokusti byl zaznamenan od buinaka havajského,
konkrétné se jednalo o lokusy Ptero02, Ptero04 a Ptero09. Od celedi albatrosoviti byl
zaznamenan pouze 1 polymorfni lokus a zbyvajici 4 polymorfni mikrosatelitni lokusy

pochazely od zastupcii z ¢eledi buriackoviti.
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