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Souhrn

V této bakalarské praci jsem se zabyvala hledanim polymorfnich mikrosateliti

u pelikana bilého (Pelecanus onocrotalus) pomoci cross-species PCR amplifikace.

V teoretické Casti jsem popsala fad pelikani, ¢eled’ pelikanoviti a pelikana bilého
jako testovany druh, véetné jeho obtizného zatazeni do systému, ktery je stale predmétem
studii. Dale je zde uvedena charakteristika mikrosatelitti, jejich déleni, mutace a vyznam.
Na konci jsou popsany de novo a cross-species mikrosatelity uréené pro testovani na

pelikanu bilém.

V praktické casti jsem testovala polymorfismus mikrosatelitnich lokusi na
genomické DNA 6 neptibuznych jedinct pelikdna bilého uzitim 213 part primert, Z nichZ
207 bylo izolovano z tadu trubkonosi, 5 z fadu dlouhoktidli a 1 pochazel od zastupce
z tadu pévci. Tyto pary primert poskytly u zéstupci z fadu trubkonosi polymorfni
produkt, proto byly do testovani zahrnuty. Cross-species PCR amplifikaci jsem
detekovala 46 parti primert poskytujicich 47 polymorfnich produktt, protoze par primert
Dc5 poskytuje produkty dva. Ze zbytku bylo 163 monomorfnich a ¢tyfi ani pii teploté
annealingu 44 °C neposkytly zadny produkt.



Summary

In this bachelor thesis, | focused on finding polymorphic microsatellite loci of the

Great White Pelican using cross-species PCR amplification.

In the theoretical part, | described the order Pelecaniformes, family Pelecanidae
and the Great White Pelican as a tested species. | also mentioned the problems with its
classification which still makes this species a study object. Furthermore, there is
a characteristic of microsatellites, their classification, mutation and utilization. At the end
of this part, I described de novo and cross-species pairs of primers that were derived from
the original species and used for testing.

In the practical part, | tested 213 microsatellite loci using appropriate pairs of
primers. Two hundred and seven pairs of primers were designed for the Procellariiformes
species, another six pairs of primers were originally designed for the Charadriiformes and
Passeriformes. Cross-species PCR amplification along with these pairs of primers
provided a polymorphic product to the representatives of Procellariiformes and because
of that were included into the experiment. Using cross-species PCR amplification,
| detected 46 polymorphic loci with 47 polymorphic PCR products. The reason is that one
pair of primers amplified two regions of polymorphism. 163 microsatellite loci were

monomorphic and 4 microsatellite loci did not provide any product.
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Seznam zKkratek

A adenin

bp par bazi (base pair)

C cytosin

DNA deoxyribonukleova kyselina

DOP-PCR  PCR amplifikace s degenerovanymi oligonukleotidovymi primery
(Degenerate Oligonucleotide-Primed PCR)

G guanin

PCR polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
SSRs jednoduché opakujici se sekvence (Simple Sequence Repeats)
T thymin

Ta teplota annealingu
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1 Uvod

Mikrosatelity jsou kratké repetitivni sekvence s délkou jednotky repetice 1-6 bp,
vyskytujici se V genomech prokaryotnich a v kédujicich i nekodujicich oblastech genomu
eukaryotnich organismti. Mikrosatelity maji vysokou informativni hodnotu, jsou to
kodominantni, multialelické¢ genetické markery. Umoznuji genetické mapovani mnoha
organismd, své uplatnéni maji i ve forenzni analyze nebo pii studiu struktury populace.
Z davodu vysokych naroku na izolaci mikrosateliti de novo se u piibuznych druhu

vyuziva metoda cross-species PCR amplifikace.

V této bakalaiské praci budu metodou cross-species PCR amplifikace testovat
mikrosatelitni lokusy u Sesti nepfibuznych jedinct pelikéna bilého. Pary primert, které
budu pouzivat, amplifikuji polymorfni mikrosatelitni lokusy u zastupct fadu trubkonost,
dlouhoktidli a pévci. Pary primerd navrzené pro zastupce fadu dlouhokiidli a pévci
poskytly polymorfni produkty u nékterého zastupce z fadu trubkonosi, a proto budou do

testovani zafazeny.



2 Cile prace

1. Vypracovani feSerse na téma bakalarské prace.
2. Shromazdéni dostupnych literarnich zdroja.

3. PCR amplifikace DNA pelikana bilého s vyuzitim Cross-species primerd pro

mikrosatelity, které jsou znamé u ptakt z fadu trubkonosi.



3 Literarni prehled

3.1 Zarazeni pelikana do systému

Donedéavna byli pelikani klasifikovani do fadu veslonozi, do kterého byli na
zéklad¢ spolecnych morfologickych znakl fazeni ptaci Sesti Celedi — anhingoviti
(Anhingidae) kormoranoviti  (Phalacrocoracidae), faetonoviti (Phaethontidae),
fregatkoviti (Fregatidae), terejoviti (Sulidae) a pelikanoviti (Pelecanidae). Mezi znaky
spojujici vSechny zastupce patii plovaci blana mezi prsty, roztazitelny kréni vak a péce
obou rodi¢t 0 mlad’ata (Gosler, 1994).

Hedges et Sibley (1994) popieli monofyleticky ptivod fadu veslonozi testovanim
16 druhti ptakd z tohoto fadu a jejich piibuznych. Pelikani byli oznaceni jako
nejptibuznéjsi k ¢lunozobcei africkému (Balaeniceps rex). Autofi tak vyvratili nejvetsi
ptibuznost pelikand s tereji a kormorany, ktera byla diive vytvofena pouze na zakladé
morfologické podobnosti. DNA-DNA hybridizace zjistila mezi sebou nejvétsi pribuznost
terejovitych, anhingovitych a kormoranovitych. Skupina fregatkoviti byla z této skupiny
vylouena a oznacena jako sesterskd vétev tucidkii. Mensi piibuznost terejovitych,
anhingovitych a kormoranovitych s fregatkovitymi potvrdila i analyza mitochodrialni
DNA, pii které byla nalezena nejvétsi shoda fregatkovitych s kondory.

Mayr (2003) oznacil tady veslonozi a brodivi jako polyfyletické a c&eled
factonoviti za sesterskou skupinu fadu veslonozi. Domnival se, ze piibuznost mezi
¢eledémi tohoto fadu byla zptisobena konvergentni evoluci. Pozdéji Mayr (2005) uvedl,
ze fregatkoviti, na rozdil od pfedchozi studie, jsou bliZze pifibuzni terejovitym neZz
pelikanovitym.

Hackett et al. (2008) klasifikovali pelikany jako sesterskou vétev k ¢lunozobci
a kladivousi. Zastupci fada veslonozi a brodivi se, na rozdil od studie Mayra (2005),
a terejovitych viak s Mayrem (2005) zistala zachovéana. Celed’ faetonoviti byla zcela
vyfazena z téchto kladu.

Rozdélenim radu ve skupiné Neoaves se zabyvali Jarvis et al. (2014). Na zaklade
analyzy celych genomi 48 ptacich druhti byla rozdélena tato skupina na dvé sesterské
linie — Columbea a Passerea, ze které byly nasledné vyclenény skupiny ptakd vodnich
(Aequornithia) a suchozemskych (Telluraves). Do kladu Aequornithia autofi zatazuji
pelikany, volavky, ibise, kormorany, bufiaky (rod Fulmarus), tu¢naky a potaplice;

faetoni spolecné se slunatci byli zahrnuti do sesterské skupiny k tomuto kladu.



S vysledky studie Jarvise et al. (2014) se vsak pfiili§ neztotoznovali Prum et al.
(2015). Zpochybnili zejména malé mnozstvi analyzovanych vzorkd odebranych ze 48
ptacich druht, narozdil od Prum et al. (2015), kteti provedli fylogenetickou analyzu 198
ptacich druha ze 122 ¢eledi ve 40 fadech. Do skupiny Neoaves bylo zafazeno 5 kladi —
Strisores, Columbaves, Gruiformes, Inopinaves a Aequorlitornithes, zahrnujici v§echny

vodni ptaky mimo fad vrubozobi. Pelikani tvofi s ¢lunozubcem a kladivousem sesterskou

o 24

vétev k zastupctim z ¢eledi volavkoviti. Kormorani a anhingy jsou nejpiibuzngéjsi terejiim,
dale 1 fregatkdm. Spole¢ny predek této skupiny a pelikani se datuje do obdobi paleocénu
(viz Obrazek ¢. 1, Prum et al., 2015).
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Obrazek ¢. 1: Schéma klasifikace kladu Aequorlitornithes (Prum et al., 2015).

Z tradi¢niho pojeti veslonohych byli pelikani vyfazeni, zbytek celedi z fadu

veslonozi se nove oznacuje Suliformes (Gaisler et Zima, 2018).

3.2 Rad pelikani

zadni prst smétfuje dopiedu a vSechny prsty spojuje plovaci bléna, ktera tak umoziuje
efektivni padlovani (Stastny et al., 1998). Dlouha kiidla s rozpétim az 345 cm jsou
uzpusobena pro vyborné plachténi. Ocas je kratky a opefeny, u vétSiny druhti bily s ¢erné
zbarvenymi konci. V zavislosti na druhu se hmotnost téla pohybuje od 4 do 13 kg.

Zplostely zobak, u pelikana bilého dlouhy az 47 cm, je spolu s roztazitelnym vakem velmi

4



dobie uzpuisoben pro loveni ryb. Samci jsou vétSinou vEtsi a t€z8i nez samice, nejvetsi
hmotnosti dosahuji mlad’ata tésné pred opetenim (del Hoyo et al., 1992, Gosler, 1994).
Stejné jako ostatni vodni ptaci se pelikani zdrzuji v blizkosti vody. VétSina druha
preferuje sladkovodni oblasti, miizou se ovSem nachazet i v lagunach s brakickou vodou
nebo usti fek, méné casto podél pobiezi. Pelikani uptednostiiuji vyssi teploty tropickych
a teplych mirnych pasem, mohou se v8ak vyskytovat i v nékterych poustnich oblastech
s velmi nizkymi no¢nimi teplotami. Vysoka teplota byva regulovana Sirokym otevienim
koutki zobdku s naslednym roztazenim a kmitanim kréniho vaku. Dal$i moznosti
termoregulace je rozevieni kitidel, ackoli je tento znak charakteristicky zejména pro

kormorany a anhingy (del Hoyo et al., 1992).

3.2.1 Celed’ pelikanoviti

Kennedy et al. (2013) rozdéluji zastupce Celedi pelikanoviti do tii kladt — prvni
skupinu tvofi pelikan skvrnozoby (Pelecanus philippensis), kadetavy (P. crispus), africky
(P. rufescens) a australsky (P. conspicillatus), druhou skupinu zahrnuje pelikan
severoamericky (P. erythrorhynchos), hnédy (P. occidentalis) a chilsky (P. thagus). Tteti
skupinu tvofi pouze pelikan bily (P. onocrotalus), ktery se ptilezitostné fadi ke skupiné
prvni.

Za jediného motského pelikana je povazovan pelikdn hnédy obyvajici biehy
Tichého a Atlantského ocednu na americkém kontinentu. S mensi velikosti pelikant
skvrnozobych a africkych souvisi 1 niz§i nadroky na potravu, které tak umoznuji osidlovani
i mensich vodnich ploch (feky, nadrze nebo rybniky) témito druhy (del Hoyo et al., 1992).
Pelikéani lovi zejména ryby, jejichz velikost se pohybuje od nejmensich ancovicek
a sardinek vyskytujicich se v hejnech az po kapry, Stiky a okouny, nékteré druhy se zivi
i raky. Pelikani severoameri¢ti upfednostiuji ryby, které nejsou vyhledavany komerénimi
rybafi; mezi tyto ryby patii sladkovodni kapr a jelec a slanovodni menidie (Menidia)
a menhaden (Brevoortia), tvofici v jihovychodni USA az 95 % stravy pelikana hnédého.
Pelikan hnédy a chilsky lovi tak, Ze v letu nad vodni hladinou vyhledavaji koftist, za kterou
se nasledné ze vzduchu potapéji. Pti letu do vody hlava strmé sméfuje dolu, kiidla jsou
drzena ve tvaru ,,V*, hlava a krk jsou natdhnuty dopfedu. Ptak se mize ponofit cely, ale
diky podkoznim vzduchovym vakiim se zase rychle vraci na hladinu. Ostatni druhy, jez
se pii lovu nepotapéji, vyuzivaji pro zachyceni kofisti své dlouhé krky a usta.
Morfologické adaptace jako pruzné dolni Celisti a roztazitelné kréni vaky tvotici chytaci

sit¢ nemaji funkci skladovaci, nybrz striktné kofistni. Tito ptaci se spole¢né¢ druzi do
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skupin ve tvaru podkovy po 8-12 jedincich, ktefi nasledné usmérnuji pohyb ryb do mélké
vody. Postupem ke biehu rozeviraji kiidla a soucasné nofi zobak pod hladinu. Tato
technika koordinované predace je mezi ptaky velmi nevsedni (del Hoyo et al., 1992,
Winkler et al., 2015).

Pelikani jsou monogamni, o mlad’ata se staraji oba rodi¢e. Ziji v koloniich
dosahujicich i tisice part. Snaseji 1-6 vajec, ve vétsiné ptipadi pouze dvé (Winkler et
al., 2015). Vejce jsou ovalna, kryta vapenatou skofapkou s namodralou, piipadné
nazloutlou barvou. Hmotnost vajec se pohybuje od 120 do 195 g (del Hoyo et al., 1992).
Hnizdi na zemi nebo na stromech, samec vét§inou sbira material, samice hnizdo stavi
(Gosler, 1994). Jiz prvni snesené vejce se zadina zahfivat, a proto se mlad’ata lihnou
postupné. Inkubace trva 30-36 dndl, v sezeni na vejcich se po 24 h stfidaji oba rodice.
Vylihla mlad’ata jsou nidikolni, z po¢atku krmena fidkou smési az tficetkrat denné, od
dvou tydna se jiz zZivi natrdvenymi rybami. Po cca 3 mésicich jsou Gpln¢ opetena, stavaji
se samostatnymi a piipojuji se k rodi¢tim na lov ryb. U druhi hnizdicich na stromé¢ rodice
postupné omezuji mladatim piisun potravy, ¢imz indukuji jejich nedobrovolné opusténi
hnizda. Pohlavni dospélosti dosahuji ve 3-5 letech, v ptirodé se dozivaji az 25 let. Mezi
mlad’aty pelikana afrického bézné dochazi k soupeteni mezi sourozenci, kdy diive vylihla
mlad’ata vytlacuji z hnizda mladsi, pfipadné jim odebiraji piid¢l stravy, coz vede k jejich
naslednému vyhladovéni — tento zptisob kompetice je typicky i pro pelikana hnédého (del
Hoyo et al., 1992, Stastny et al., 1998).

3.2.2 Pelikan bily

Na rozdil od ostatnich druhti pelikdnGt ma pelikén bily ¢ervené zbarvené nohy.
V Evrop¢ muzeme tento druh spatiit v Rumunsku, Bulharsku a na pobiezi Azovského
moie (Hudec et Hanzak, 1974). Za potravou je schopen létat kazdodenné az 100 km.
Hnizda pelikanti v Evropé a Asii se vyskytuji vétsinou v rakosi, v Africe navic i ve
skalnatych oblastech (Stastny et al., 1998). Pelikan bily patii mezi ¢aste¢né stéhovavé
ptaky, evropské populace migruji pies Turecko a oblasti stfedniho vychodu do Afriky,
zatimco populace pelikanti na africkém kontinentu své stanovisté neméni (del Hoyo et

al., 1992).



Na zéklad¢ nejnovéjsi klasifikace podle Gaisler et Zima (2018) se pelikan bily
fadi do systému nasledovné:
Rige: Zivocichové (Animalia)
Kmen: strunatci (Chordata)
Podkmen: obratlovci (Vertebrata)
Ttida: ptaci (Aves)
Rad: pelikani (Pelecaniformes)
Celed’: pelikanoviti (Pelecanidae)
Rod: pelikan (Pelecanus)

Druh: pelikan bily (Pelecanus onocrotalus)

3.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity (Simple Sequence Repeats = SSRs) jsou kratké repetitivni sekvence
s jednotkou repetice 1-6 nukleotidl, hojné se vyskytujici v eukaryotickych
I prokaryotickych genomech. Délka SSRs se pohybuje od dvaceti do n¢kolika stovek bazi
(Beckmann et Weber, 1992). Mutace v mikrosatelitnich oblastech jsou velmi Casté,
z divodu piitomnosti vice alel se vyznacuji vysokou heterozygotnosti (Barbara et al.,
2007, Tang et al., 2008). Mikrosatelity jsou kodominantni, jejich variabilita se zjist'uje
porovnanim jejich délky (Ellegren, 2004) nejcastéji pomoci PCR amplifikace (Primmer
et al., 1996). Vyskytuji se jak v kodujicich, tak i v nekodujicich oblastech genomu.
Vyskyt v nekodujicich oblastech, ve kterych mutace neovliviiuje fitness jedince,
preduréuje fixaci alel v genomu a nasledny prenos do dalSich generaci (Ellegren, 2004).
Diky jejich rozsahlym variacim jsou velmi dobte vyuzitelné pfi analyze jedincu stejného
druhu (Schlétterer et Tautz, 1992). 30—70 % mikrosatelitt se vyskytuje v dinukleotidové
formé, u obratlovcu je nejbéznéjsim motivem (AC)n (Toth et al., 2000).

Nejvétsi nevyhodou mikrosatelitt je jejich nutna izolace de novo zvlast pro kazdy
druh. Divodem je pfitomnost mikrosatelitii v nekddujicich oblastech, v nichz dochazi
k vétsi mife substituce nukleotidi nez v oblastech kodujicich. Z tohoto divodu je
navrhovani ,,univerzalnich* primerti velmi problematické (Kocher et al., 1989). Izolace
novych mikrosatelitnich lokust je finan¢né€ a ¢asove narocna, vyzaduje odbornou znalost
a specializované laboratote. Pary primert pro amplifikaci pochazejici z jiného druhu se
oznacuji jako heterologni, amplifikaci s témito pary primerta znac¢ime jako mezidruhovou,

tzv. cross-species (Primmer et al., 2005, Dawson et al., 2010). Cetnost mikrosateliti
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v genomu je u vSech organismu piimo umérna jeho velikosti (Hancock, 1996). Uziti
téchto cross-species mikrosatelitnich markert poskytuje informace o genetické struktuie
sledované populace uréitého druhu, uplatiuji se rovnéz pii studiu mezidruhové

ptibuznosti nebo vyvoje karyotypu a genomu (Primmer et al., 1996, Dawson et al., 2013).

Toth et al. (2000) rozdéluji mikrosatelity na mono-, di-, tri-, tetra-, penta-
a hexanukleotidy. Analyzou mikrosatelitli napfi¢ riznymi systematickymi jednotkami
autoti zjistili, ze vyskyt poly(A/T) sekvence je v kazdém taxonu CastéjsSi nez sekvence
poly(C/G). Rozdil je nejvice zfejmy u primatl, smérem k evoluc¢né primitivnéj$Sim
organismim se tento rozdil stira. Oliveira et al. (2006) dé€li mikrosatelity podle motivu
do ¢tyt skupin — na dokonalé, skladajici se vyhradné z jednoho motivu; nedokonalé,
s vlozenym parem bazi odlisujicim se od motivu; prerusené, pokud je do motivu vlozena
sekvence n¢kolika parii bazi a kombinované, sloZzené z nékolika opakujicich se motivil.

Polymorfismus je zptsoben inzerci nebo deleci celych repetitivnich motivi,
jedinci se mezi sebou lisi o jednotku repetice. Nejcast&jSimi pii¢inami vzniku téchto
mutaci je nerovnomérna rekombinace a sklouznuti DNA polymerazy (DNA slippage)
z templatového fetézce béhem replikace (Oliveira et al., 2006). V bunce Escherichia coli
dochazi k takovému sklouznuti v jednom ptipadé ze sta replikaci (Schldtterer et Tautz,
1992). Jelikoz jsou vysoce repetitivni oblasti citlivé na vznik mutaci béhem DNA
replikace, stabilita mikrosatelitii je zajisténa systémem MMR (mismatch repair) (Sia et
al., 1997). Ke sklouznuti DNA polymerazy dochazi ¢astéji u kratsich repetitivnich vlaken
nez u delSich. Vldkna s delsi jednotkou repetice maji navic vétSi Sanci pro chybné

sparovani béhem reannealingu nové syntetizovaného vlakna (Eisen, 1999).

3.3.1 Mikrosatelity od druhii z Fadu trubkonosi

Zastupci fadu trubkonosi (Procellariiformes) se déli do ¢ty celedi — albatrosoviti
(Diomedeidae) buiiidkoviti (Procellariidae), buinackoviti (Hydrobatidae) a buinikoviti
(Pelecanoididae). Laboratoi populac¢ni genetiky Katedry bunééné biologie a genetiky
Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci disponuje 207 mikrosatelity
pro celedi albatrosoviti, bufidkoviti a buiiackoviti. Pro ¢eled” buinikoviti nebyl doposud

popséan zadny mikrosatelit.

Dalsich 5 mikrosateliti pochdzi z fadu dlouhoktidli (Charadriiformes) od celedi
alkoviti (Alcidae), kulikoviti (Charadriidae) a rackoviti (Laridae) a 1 z fadu pévci
(Passeriformes) z celedi lesnackoviti (Parulidae); tyto mikrosatelity byly polymorfni

U zastupct fadu trubkonosi.



3.3.1.1 Mikrosatelity od druhi z ¢eledi albatrosoviti

Celkem 53 testovanych mikrosatelitti, popsanych v 5 ¢lancich, bylo izolovano od
7 druhti z celedi albatrosoviti — albatrosa Sedohlavého (Diomedea chrysostoma),
stthovavého (D. exulans), jizniho (D. gibsoni a D. antipodensis), cernobrvého
(Thalassarche melanophris), laysanského (Phoebastria immutabilis), bélohibetého
(P. albatrus) a ¢ernonohého (P. nigripes).

Burg (1999) poprvé popsala 26 polymorfnich mikrosatelitt izolovanych od
albatrosa Sedohlavého a stéhovavého. Genomicka DNA byla naStépena restrikéni
endonukleazou Alul, fragmenty o velikosti 300-800 bp byly ligovany a transformovany
do DHS5a Escherichia coli. Inzerty v plazmidech byly hybridizovany se synteticky
ptipravenymi (AC)1s oligonukleotidy a nasledné sekvencovany. Z pivodné navrzenych
31 paru primert pro mikrosatelitni sekvence byl PCR produkt pouze u 26 z nich. Tyto
mikrosatelity byly otestovany cross-species PCR amplifikaci u albatrosa Sedohlavého
(Diomedea chrysostoma), st€éhovavého (D. exulans) a ¢ernobrvého (D. melanophris).
Devadesat jedinct albatrosa stéhovavého pochazelo z péti riznych skupin ostrovu —
Crozetovy ostrovy, Adamstv a Aucklandiv ostrov, ostrov prince Edwarda a Jizni
Georgie. Polymorfismus vykazovalo 21 lokust s 2—11 alelami. U jedinci albatrosa
¢ernobrvého a stehovavého autofi nalezli po 15 polymorfnich lokusech, 16 polymorfnich
lokusti bylo nalezeno u albatrosa Sedohlavého. U albatrosa st¢hovavého nedoslo
k uspésné amplifikaci mikrosatelitnich lokusi Dc10 a Dc19. Na mikrosatelitnim lokusu
De33 s velmi dlouhou repetitivni sekvenci bylo u jedinci albatrosa sté¢hovavého

pozorovano 11 alel, zatimco u obou dalSich druht byl tento lokus monomorfni.

Burg et Croxall (2001) analyzovali strukturu populace albatrosa ¢ernobrvého,
campbellského a Sedohlavého pomoci mikrosateliti a mitochondrialni DNA. Vétsina
populaci téchto druht se vyskytuje na ostrovech v oblasti Jizniho oceanu. Z odebranych
vzorkd krve byla pomoci chelexu vyizolovana genomickda DNA. Otestovanim 37
mikrosatelitnich lokust bylo pro dal$i analyzu pouzito sedm nejvariabilnéjSich lokust —
6 jiz diive popsanych podle Burg (1999) a nové popsany De35. U 765 jedinct albatrosa
cernobrvého, respektive campbellského, bylo na mikrosatelitnich lokusech detekovano
4-13 alel, u 756 jedinct albatrosa Sedohlavého se vyskytovalo 5-22 alel.

Studiem fylogenetickych a populacnich struktur za tcelem objasnéni
taxonomického zatazeni vybranych druhti albatrosa se zabyvali Burg et Croxall (2004).

Z dospélych jedincu albatrosa stéhovavého (Diomedea exulans) a dalsich dvou druhd,



ey

¢esky shodné oznacovanych jako albatros jizni (D. antipodensis a D. gibsoni), Zijicich
na sedmi skupinach ostrovii v Jiznim oceanu, byly ziskany vzorky krve, z nichz byla
pouzitim chelexu vyizolovana genomicka DNA. U 772 vzorku byly ureny genotypy na
testovanych 9 mikrosatelitnich lokusech — De3, Dc5, Dell, Dcl6, Del8, Dc20, Dc27,
De33 (Burg, 1999) a nové popsaném De37, ktery vykazoval u vSech druhl nejvétsi
polymorfismus s 6 a 7 alelami. Lokus De33 byl oznacen jako pohlavné vazany a pro dalsi

analyzu vyloucen.

Dubois et al. (2005) popsali dalsich deset polymorfnich dinukleotidovych
mikrosatelitli u albatrosa stéhovavého. Z odebrané krve pomoci QIAmp Tissue Kitu
(QIAGEN) vyizolovali DNA. Pro izolaci mikrosatelitnich lokust pouzili biotinem
znacené sondy a magnetické kulicky s navazanym streptavidinem. Celkové bylo vybrano
1248 klond obsahujicich mikrosatelity, z nichz 138 bylo vyhodnoceno jako vhodné pro
sekvencovani. Patnact vybranych mikrosatelitnich lokust s nejvétsim poctem
nepierusenych repetitivnich sekvenci bylo poté otestovano na jedincich ve tfech
populacich. Polymorfismus vykazovalo 10 mikrosatelitnich lokust s 2—-13 alelami. Tyto
mikrosatelity byly nasledné cross-species PCR amplifikaci otestovany na jedincich
z Celedi buinakoviti u buinaka Bulwerova (Bulweria bulwerii), sedého (Calonectris
diomedea) a sné€zniho (Pagodroma nivea). U kazdého testovaného druhu bylo
amplifikovano 8 lokustl, lokusy 6F12 a 7D8 se neamplifikovaly viibec. U buinidka
Bulwerova bylo detekovéano 5 polymorfnich lokusii a u buifidka sné€zniho 3 polymorfni
lokusy. U buinaka sedého bylo vsech 8 lokusii monomorfnich. Pocet alel u polymorfnich

lokustu autof1 neuvedli.

U tfi ohrozenych druhi albatrosi — albatrosa ¢ernonohého, laysanského
a bélohi‘betého charakterizovali Hernandez et al. (2014) 15 polymorfnich
mikrosatelitnich lokusi. Ze vzorkl svalové tkané 51 jedinci tii riznych druht albatrosi
byla na DNeasy kitu (QIAGEN) vyizolovana DNA, ktera byla nasledné rozstépena.
Sekvencovano bylo vzdy prvnich 250 bp od konce fragmentu smérem do jeho stiedu.
Z téchto sekvenci byly vytvofeny genomové knihovny za pouziti NEBNext Ultra™ DNA
Library Prep Kit for Illumina a NEBNext Multiplex Oligos for Illumina. Pii amplifikaci
mikrosatelitnich lokusti u 36 albatrosti ¢ernonohych (BFAL), 12 albatrost laysanskych
(LAAL) a 3 albatrost b&lohibetych (STAL) byla pouzita konstantni teplota annealingu
60 °C. Otestovanim 16 pard primert bylo detekovano 13 polymorfnich lokusi u BFAL
I LAAL, nejvice alel bylo nalezeno na lokusu BFAL19 (18+13+5). Monomorfnimi
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lokusy u vsech tii druhti byly STAL8 a STAL12. Mikrosatelitni lokus STAL18 vykazoval
polymorfismus se 7 alelami u albatrosa ¢ernonohého i laysanského, monomorfni produkt
poskytla PCR amplifikace u albatrosa bélohibetého — divodem byl podle autord

pravdépodobné maly pocet testovanych jedinci tohoto druhu (3).

3.3.1.2 Mikrosatelity od druhi z ¢eledi buiia¢koviti

Celkem 54 parQ primert bylo popsano ve ¢tyfech Clancich u téi druhti z Celedi

buinackoviti — buinacka dlouhokiidlého (Oceanodroma leucorhoa), madeirského

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

Sun et al. (2009) popsali deset novych mikrosatelitnich lokust u buifiacka
madeirského a dlouhokfidlého. Genomicka knihovna byla vytvofena ze zmrazenych
vzorkli krve sedmi jedincti buinaCka madeirského a dvou mrazenych vzorkl tkani
buinacka dlouhokiidlého. Autofi navrzenymi pary primera testovali deset
mikrosatelitnich lokustt na 27 jedincich bufiidcka madeirského, 22 buinaccich
Monteirovych z Azorskych ostrovii a 24 jedincich buiniacka dlouhokiidlého z Norska.
U kazdého druhu byl zjistén polymorfismus alesponn na 6 lokusech s 2-11 alelami.
Cross-species PCR amplifikaci mikrosatelitnich lokusti u bufnacka galapazského
(Oceanodroma tethys), limcového (O. hornbyi) a buiiiaka tmavohibetého (Pterodroma
phaeopygia) se nepodafilo ziskat produkt na lokusech Oc64B a Oc79-2 u zadného
Z testovanych druhi. Nejvetsi polymorfismus mikrosatelitnich lokust autofi zaznamenali

u burnaka tmavohibetého.

Celkem 26 polymorfnich mikrosatelitnich lokustit Olel-Ole26 u bufhacka
dlouhok¥ridlého nalezli Bicknell et al. (2011). Genomickda DNA byla ziskana z krve
metodou srazeni s octanem amonnym. Genomova knihovna byla obohacena o jednotky
repetice (CT)n, (GTAA), (TTTC)n a (GATA)n navazanymi na magnetické kuli¢ky podle
Glenn et Schable (2005). Z transformovanych bakterii autofi vyizolovali 211
mikrosatelitnich sekvenci, pro 50 z nich byly navrZzeny pary primeru v softwaru Primer3
(Rozen et Skaletsky, 2000), které byly otestovany na 4-6 nepiibuznych jedincich
buinacka dlouhokfidlého. U 6 lokusii nedoslo k amplifikaci vibec nebo vznikl
nespecificky produkt, 26 lokusti bylo polymorfnich a 18 monomorfnich. Na jedincich
bylo rovnéz otestovano jiz dfive popsanych 47 primeri S velkou mezidruhovou
prenosnosti (Dawson et al., 2010). Polymorfni produkt poskytlo 15 lokust, jejichz pary
primera byly izolovany z buifiaCka madeirského (Sun et al., 2009) a zebticky pestré (Sun

et al., 2009). Celkem 41 polymorfnich lokusti bylo dale testovano na 24 jedincich
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buinacka dlouhok#idlého (14 samct a 10 samic), u nichz se vyskytovaly ve 2-22 alelach.

Fishertiv exaktni test porovnavajici po¢et homozygott u samcti a samic potvrdil vazbu

mikrosatelitnich lokusu Ol10-39, Olel12 a Ole26 na chromozom Z.
Bried et al. (2012) a Andris et al. (2012) popsali osmnact novych mikrosateliti

u buriacka Monteirova, ohrozené¢ho endemita Azorskych ostrovi. Velikost populace
tohoto druhu se odhaduje na 250-300 part. Pomoci QIAamp Tissue Kitu byla provedena
izolace DNA. Variabilita byla otestovana na 125 jedincich, z navrzenych 27 lokusi
vykazovalo polymorfismus 18 z nich se 4 az 17 alelami. VSech 65 testovanych samic bylo
na lokusu Omn23 homozygotnich, ¢imz autofi ptedpokladaji vazbu na chromozom Z.
Nasledné byla provedena cross-species PCR amplifikace téchto mikrosatelitti u buiniacka
madeirského, buifidka modravého a buiiidka Bulwerova. Detekce 17 polymorfnich
lokusit u buifiatka madeirského potvrdila jeho tuzkou piibuznost s buinackem
Monteirovym. U zbylych dvou testovanych druhii nedoslo u vétsiny lokust k amplifikaci

vubec.

3.3.1.3 Mikrosatelity od druhi z ¢eledi buiiakoviti

Z celedi buinakoviti jsem testovala celkem 100 pard primerd, popsanych v 11
¢lancich, jenz byly izolovany od 9 druhii — buffidka bélobradého (Procellaria
aequinoctialis), taiko (Pterodroma magentae), trinidadského (P. arminjoniana),
havajského (P. sandwichensis), sedého (Calonectris diomedea), balearského (Puffinus
mauretanicus), svétlonohého (P. carneipes), Bulwerova (Bulweria bulwerii)
a utlozobého (Pachyptila belcheri).

Sest polymorfnich dinukleotidovych mikrosatelitnich lokust izolovali a popsali
Techow et O'Ryan (2004) u buiiiaka bélobradého. DNA byla ziskana extrakci z tkané
pomoci fenol-chloroformu a srazenim s ethanolem, pro $té€peni proteint v roztoku byla
pouzita proteindza K. Genomova knihovna vytvotend z DNA péti jedincii byla obohacena
o repetitivni sekvence (CA)n, na které byla aplikovana DOP-PCR. Na biotinylované
hybridiza¢ni sondy pro sledované (CA)n repetitivni sekvence PCR produktli se navazaly
streptavidinové Castice. Fragmenty s vlozenymi sekvencemi se klonovaly pies vektor
Pomega pGEM-T-Easy. Po kultivaci na médiu s Ampicillinem a X-gal se vyselektovaly
bilé kolonie bakterii, které se vysazely do mikrotitracni desticky s Ampicillinem-LA.
Klony byly odebrany a ptfeneseny na blotovaci Hybond N+ membranu (Amersham
Pharmacia) a otestovany na pfitomnost inzertu pouzitim CA sondy znacené 32P. V 21

rekombinantnich plazmidech byly hledané mikrosatelity v 17 Z nich. Pro 10 mikrosateliti
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s vhodnou ohrani¢ujici sekvenci DNA byly navrzeny pary primera v softwaru DNAMAN
4.13 (Lynnon BioSoft), které nasledn¢ autofi otestovali u 68 jedincti buinidka
bélobradého. Polymorfismus vykazovalo Sest lokusti s 3-9 alelami, zbyvajici byly
monomorfni. Tyto mikrosatelity byly nasledné cross-species PCR amplifikaci otestovany
I na 5-6 jedincich buiniaka Hallova (Macronectes hallis), obrovského (M. giganteus)
a tristanského (Procellaria conspicillata), albatrosa cernobrvého (Thalassarche
melanophris), sedohlavého (T. chrysostoma) a stéhovavého (Diomedea exulans). PCR
podafilo amplifikovat tento lokus u vSech testovanych druhti. Polymorfismus byl
detekovan u buinaka tristanského, albatrosa ¢ernobrvého, Sedohlavého a st€éhovavého.
Lokusy Paequ3 a Paequl0O vykazovaly polymorfismus u péti druhti, u albatrosa
stéhovavého se autorim nepodafilo tyto lokusy amplifikovat. Mikrosatelitni lokus
Paequ4, ktery byl u vSech jedinct buiniaka bélobradého monomorfni, poskytl polymorfni
produkt u buinaka Hallova a obrovského. Mikrosatelitni lokus Paequ7 vykazoval
polymorfismus pouze u buinaka tristanského a obrovského. U dvou druht, buinaka
tristanského a albatrosa Sedohlavého, byl polymorfni i lokus Pacqu8. Na lokusu Paequl3
autofi detekovali polymorfismus u buifidka tristanského a albatrosa cernobrvého
a Sedohlavého, u zbyvajicich tfi druhti nedoslo k PCR amplifikaci tohoto lokusu vibec.
Pocty alel polymorfnich lokust nebyly autory uvedeny.

Dva polymorfni mikrosatelitni lokusy Tch6 a Tch25 popsala Lawrence (2008)

u kriticky ohrozené¢ho burnaka taike. Mlad’ata této populace, Citajici ve volné piirodé
pouze 120-150 jedinci, se velmi Casto stavaji kofisti exotickych predatorti. Autorka se
zabyvala ur¢enim plivodu té€chto jedinctl, vzdjemnou piibuznosti a vyhledavanim dalSich
hnizd pro nasledné premisténi jejich potomkd na chranéné, plotem ohrani¢ené, tizemi.
Celkem od 145 jedinct byly postupné od fijna 1996 ziskany vzorky krve. Pfitomnost
inzertnich mikrosatelitii s di-, tri- a tetranukleotidovymi repeticemi zna¢enych 2P byla
zjisténa screeningem 2016 klont, z nichz 178 klonti obsahovalo 99 mikrosateliti. Pouze
pro 9 oblasti s vhodnou sekvenci byly v programu Primer3 (Rozen et Skaletsky, 2000)
navrzeny pary primerid. PCR amplifikace probéhla Gspésné na 4 lokusech, z nichz tii
poskytly polymorfni produkt. Dva z téchto lokusti v$ak byla nasledn¢ z analyzy odebrany,
jelikoz na prvnim lokusu byl polymorfismus zptsoben pfitomnosti nulovych alel,
vV druhém pfipadé se jednalo o unikatni inzerci a deleci v dané oblasti; jedinym
polymorfnim lokusem tak zstal lokus Tch6 s dvéma alelami. Autorka déale navrhla pro
9 mikrosatelitnich oblasti pary primert podle Hamilton et al. (1999), u nichz doslo
13



k amplifikaci 6 lokusu, pfi¢emz polymorfni byl pouze lokus Tch25 se 4 alelami. Na 142—
143 jedincich buinéaka taiko bylo nasledné otestovano 22 para primerd pro mikrosatelitni
lokusy izolované z jinych ptacich druhti. Po vyrazeni mikrosatelitu De33, u kterého byla
zjisténa vazba na pohlavni chromozom, byl polymorfismus detekovan na péti

mikrosatelitnich lokusech s 2 az 9 alelami.

Pro monitorovani populace buifiaka Sedého na Azorskych ostrovech popsali
Bried et al. (2008) 11 dinukleotidovych mikrosateliti. Genomickou DNA izolovali z krve
pomoci QIAmp Tissue Kitu (QIAGEN), pouzitim mikrosatelitnich sond znacenych
biotinem, magnetickych kulicek se streptavidinem a XL10 Gold ultrakompetentnich
bakterii provedli izolaci mikrosatelitnich lokusti podle Dubois et al. (2005). Celkem 262
klont bylo analyzovano pomoci sekvenatoru ABI 3100 (Applied Biosystems), pro 15
lokusti S nejvétsim poctem nepferusovanych sekvenci byly navrzeny pary primert.
Variabilita testovana na 43 jedincich byla zjisténa na 11 lokusech s 2 az 8 alelami. Lokus
Cd4 byl u vsech 24 samic detekovan pouze v homozygotni formé¢, S nejvetsi
pravdépodobnosti se jedna o lokus vazany na chromozom Z. Cross-species PCR
amplifikaci lokustt Cd1-Cd11 na 6 jedincich albatrosa st€hovavého, buiniaka bélobradého
a buinaka Bulwerova byl zjistén polymorfismus na 9 lokusech, zbyvajici lokusy Cd4

a Cd5 byly u vSech druhtit monomorfni, pfipadné nedoslo k amplifikaci vibec.

Sest mikrosatelitnich lokusti Parm01-Parm06 popsali Brown et Jordan (2009) za
ucelem zjisténi ptivodu a struktury populace buiiiaku trinidadskych na ostrové Round
Island. Vzorky byly odebrany z téi mrtvych mlad’at a uchovany ve 100% ethanolu pii
okolni teploté. Genomickou DNA autofi vyizolovali podle Sambrook et al. (1989) uzitim
fenol-chloroformu. Genomicka knihovna byla obohacena o (CA), a (CAGA)n repetice.
Nasledné byly podle Lunt et al. (1999) vyselektovany pozitivni klony s inzertem
obsahujici (CA)n a (CAGA), sekvence. Pary primeri navrzené v programu Primer3
(Rozen et Skaletsky, 2000) byly otestovany na 260 jedincich z Round Island v Indickém
oceanu a 80 jedincich z ostrova Trindade v jiznim Atlantském oceanu. Ze 43 testovanych
lokust byly polymorfni pouze tii lokusy Parm01-Parm03 se 4 az 10 alelami, dalsi tii
lokusy Parm04-Parm06 byly monomorfni. Autofi vSak detekovali polymorfismus
u téchto lokusi pti nasledné cross-species PCR amplifikaci na 125 jedincich sedmnacti
druhti z tadu trubkonosi a 8 jedincich tu¢naka Zlutorohého. Na jedincich buinaka
trinidadského bylo rovnéz cross-species PCR amplifikaci otestovano 53 pard primert jiz

dfive navrZzenych pro buffidka bélobradého, kulika motského a albatrosa st¢hovaveho
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a Sedohlavého. Polymorfni PCR produkt poskytlo 6 lokust —Dell (Burg, 1999), Paequ3,
Paequl3 (Techow et O'Ryan, 2004), 10C5, 12H8 (Dubois et al., 2005) a Calex-01
(Kiipper et al., 2007).

Pro sledovani genetické diverzity, struktury populace a piipadného kiizeni
S piibuznym buindkem stiedomoiskym popsali Gonzalez et al. (2009) deset
mikrosatelitnich lokustt u bufifiaka balearského, Kkriticky ohroZzeného endemita
Balearskych ostrovii. Genomové knihovny byly obohaceny o (CA), a (AAAG),
repetitivni sekvence. Pro nastépeni genomické DNA, izolované z tkan€ za pouziti fenol-
chloroformu a proteinazy K, byly pouzity restrikéni enzymy Rsal a Xmnl (New England
Biolabs). Pozitivni transformované kolonie byly chemiluminiscen¢né detekovany v CDP-
Star kitu (Sigma) a pro 23 mikrosatelitti byly navrZeny pary primert. Polymorfismus byl
sledovan u 55 jedinct na dvou ruznych lokalitaich Balearskych ostrovii — na ostrovech
Cabrera a Ibiza. Jen 10 lokust vykazovalo polymorfni charakter se 2 az 10 alelami.
Nejvétsi pocet alel zaznamenali na lokusu Puff Sma6, k jehoz amplifikaci doslo pouze
u samic. Nasledna amplifikace gentt CDHI1, ktera dala PCR produkt pouze u samic,
potvrdila lokalizaci tohoto mikrosatelitu na pohlavnim chromozomu W. Na 23 jedincich
blizce piibuzného buinaka sttedomotského autoti provedli cross-species PCR amplifikaci
mikrosatelitti, monomorfni produkt dal pouze lokus Puff G2F, nejvétsi variabilita byla
zaznamenana na lokusu Puff G11F s 9 alelami.

Jedenact polymorfnich mikrosatelitnich lokust u bufiaka Bulwerova poprvé
popsali Andris et al. (2010 a 2012). Ze vzorkd krve uzitim QlAamp Tissue Kitu
(QIAGEN) vyextrahovali genomickou DNA. Z knihovny obohacené o (TG)10 a (TC)1o
pomoci oligonukleotidovych sond znacenych biotinem, streptavidinovych kuli¢ek
a kompetentnich bakterii (Promega) byly podle Dubois et al. (2005) vyizolovany
mikrosatelitni lokusy. Osekvencovanim rekombinantnich klont byly pro 25 lokustu
navrzeny pary primeru, které byly otestovany na 91 dospélych jedincich. Polymorfismus
byl detekovan na 24 lokusech, avsak kvuli problémim p#i amplifikaci a nedostatku
heterozygoti na nekterych lokusech bylo pro dal$i testovani vybrano pouze 11 lokust,
u nichz bylo nalezeno 2 az 8 alel. Amplifikaci lokusu Bb11 byla zjisténa homozygotnost
u vSech 44 testovanych samic, coz dokazuje pravdépodobnou vazbu na pohlavni
chromozom Z. Mikrosatelitni pary primera autofi nasledné testovali cross-species PCR

amplifikaci na péti jedincich kazdého druhu u buinéka bélobradého, modravého
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a buiiaCka Monteirova. Pouze lokusy Bbl1l a Bb22 vykazovaly polymorfni produkt
u vSech tii druhti, pocty alel autofi neuvedli.

Welch et Fleischer (2011) popsali 10 novych polymorfnich mikrosatelitnich
lokusti u ohrozeného burnaka havajského. Genomickd DNA byla extrahovana ze
vzorka tkané jednoho samce a jedné samice. Po nastépeni genomické DNA byly
fragmenty velké 200-1000 bp spojeny SNX linkery a amplifikovany. Nasledné doslo
k obohaceni téchto fragmentd o mikrosatelitni oligonukleotidové repetice (CA)io,
(AAAG)s5, (AAAC)s a (AGAGG)s. Po opétovné amplifikaci a ligaci byly vloZeny pies
pBluescript II SK do plazmida a pfeneseny do ultrakompetentnich bakterii Escherichia
coli. Po oscreenovani pfiiblizné 1400 transformovanych kolonii autofi vybrali 65
unikatnich sekvenci s vhodnou oblasti, pro které navrhli pary primeru v softwaru Primer3
(Rozen et Skaletsky, 2000). Na 15 jedincich bylo celkem otestovano 54 nové vytvoienych
para primert a 37 part primerd jiz diive publikovanych z fadu trubkonosi, dlouhoktidli
a pévci (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).
Z54 de novo izolovanych mikrosatelitnich lokust bylo vyhodnoceno 10 jako
polymorfnich s 3-10 alelami, stejny pocet polymorfnich lokust byl i v pfipadé
cross-species PCR amplifikace, kde se pocet alel pohyboval od 3 do 14.

Dalsich sedm mikrosatelitnich lokust Patbell—Patbel7 popsali Quillfeldt et al.
(2012) pro studium mimoparové paternity u buriiaka utlozobého. Genomicka DNA byla
vyextrahovana za pouZiti DNeasy Tissue Kitu (QIAGEN) z pefi a krve, jeZ byla odebrana
43 dospé€lym jedincim a 33 mlad’atim. Podle Klauke et al. (2009) byla provedena PCR
amplifikace, izolace mikrosatelitd a klonovani. Mikrosatelitni lokus Patbel2 vykazoval
16 alel, u ostatnich testovanych lokust se pocet pohyboval v rozmezi 5-10 alel. Alely
lokusu Patbel5 byly u vSech samic nalezeny pouze v homozygotnim stavu, u samcu se
vyskytovaly heterozygotné, ¢imz je ptedpokladana vazba tohoto mikrosatelitniho lokusu
na pohlavni chromozom Z.

Pro lokalizaci oblasti hnizdéni v australské rybaiské oblasti popsali Hardesty et al.
(2013) jedenact polymorfnich lokust u buiiaka svétlonohého. Tento druh se vyskytuje
na ostrovech jizni polokoule pobliz Australie a na ostrové Kauwahaia u Nového Zélandu,
vlivem hojného rybolovu v této oblasti ¢etnost této populace neustale klesa. Genomicka
DNA byla rozstépena uzitim restrikénich enzymu Rsal, Haelll, BsrB1, Pvull, Stul, Scal

a EcoRV. Na ziskané fragmenty s tupymi konci byly navdzany biotinylované magnetické
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kulicky, pomoci kterych byla nasledné¢ sestavena genomova knihovna s obohacenymi
repeticemi (AAC)12, (CAG)10, (CATC)s a (TAGA)s. Amplifikované molekuly byly pro
odstranéni adaptérti rozstépeny restrikénim enzymem Hindlll a vysledné fragmenty
vlozeny do klonovaciho mista plazmidu pUC19. Pozitivni klony obsahujici mikrosatelity
byly néasledné analyzovany pomoci sekvenatoru ABI 377. Z krve a pefi byla pro testovani
polymorfismu extrahovéna genomicka DNA tii populaci buinidka svétlonohého z Nového
Jizniho Walesu, Zapadni Australie a Nového Zélandu a tfinacti ptaki nezndmého ptivodu
chycenych pii rybolovu. Otestovanim 84 jedinct bylo nalezeno 11 polymorfnich lokust

se 3-11 alelami.

Moodley et al. (2015) zkoumali genetickou strukturu riznych populaci buiiaka
utlozobého. Pro tyto ucely popsali 25 polymorfnich mikrosatelitnich lokust
Pacbel_00386-Pacbel 20784 s 5 az 48 alelami. Genomicka DNA byla extrahovana
z krve, brki pefi a svalové tkan¢ pomoci DNeasy Tissue Kitu (QIAGEN) a rozstépena na
300-800bp fragmenty, které byly nasledné vlozeny do ssDNA knihovny. Fragmenty byly
nasledné obohaceny 0 tandemové repetitivni sekvence s magnetickymi streptavidinovymi
kulickami a biotinem znacené (CT)n a (GT)n repetitivni oligonukleotidy. Knihovna byla
osekvencovana technologii Roche 454 GS-FLX, pro jejiz vysledné sekvence byly
navrzeny pary primerd. Otestovanim 36 part primert cross-species PCR amplifikaci
u ¢tyf neptibuznych jedinct buiniaka ttlozobého a tii jedinct buiidka holubiho bylo
nalezeno 26 polymorfnich lokust. Jeden z lokalizovanych lokusi Pacbel 00829 byl
zjistén ve vyznamné vazbé s lokusem Pacbel_03731 a lokusem Pacbel_08509, proto byl
z analyzy autory vyfazen. Autofi néasledné otestovali polymorfismus na 77 jedincich
buinaka Gtlozobého napii¢ ostrovy Kergueleny, Falklandy a Isla Noir v jiznim Chile.
Nejvétsi polymorfismus byl zaznamenan na lokusu Pacbel_03731, na kterém bylo u 74
jedinct zjisténo 48 alel. Naslednym testovanim téchto mikrosatelitd cross-species PCR
amplifikaci u buinaka holubiho (Pachyptila desolata), Sirokozobého (P. vittata),
hrdli¢¢iho (P. turtur), Salvinova (P. salvini), modravého (Halobaena caerulea)
a burnacka Wilsonova (Oceanites oceanicus) autofi zjistili nejvétsi polymorfismus na

lokusu Pacbel 03731, ktery vykazoval u 75 jedinct buiniaka holubiho 51 alel.
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

Biologicky material byl pro analyzu ziskan zaméstnanci Zoologické zahrady Dvur
Kralové. Z krve odebrané 6 nepiibuznym jedincim pelikana bilého byla vedoucim

bakalarské prace vyizolovana DNA uzitim fenol-chloroformové metody. Koncentrace

izolované DNA byla fedénim upravena na 10-50 pg-ml=,

4.2 PCR amplifikace DNA pelikana bilého

PCR amplifikace byla provedena na genomické DNA 6 jedincu pelikana bilého.
Podle Tabulky €. 1 byla ptipravena PCR reakéni smés pro 6 vzorki, do kazdého PCR
mixu byl pfidan jeden par primert pro amplifikaci mikrosatelitniho lokusu.

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

Slozka PCR reakéni smési Objem [pl]
Deionizovana voda 44,4
Reakéni pufr (10x) 6,7
Roztok MgCl; (25 mmol-I?) 4,0
Roztok dNTPs (20 mmol-I?) 0,7
Primer F (10 pmol-dm®) 3,3
Primer R (10 pmol-dm™) 3,3
aTag DNA polymeraza (5U-ul?) 1,0

VSechny reagencie byly rozmraZeny, zvortexovany a zcentrifugovany. Do 1,5ml
mikrozkumavek byly napipetovany slozky PCR reakéni smési a zvortexovany. Do 0,2ml
mikrozkumavek bylo napipetovano po 1 pl genomické DNA pelikana bilého, do kazdé
z nich bylo nasledn¢ pridano 9 pl pfipravené PCR reakéni smési. Mikrozkumavky byly
vlozeny do termocykleru s nastavenymi c¢asovymi a teplotnimi podminkami

znazornénymi Ve Schématu €. 1.

Schéma ¢&. 1: Casové a teplotni podminky PCR reakce.

1.94°C ... 5min

2.94°C...30s
50°C...30s } 35X
72°C...30s

3.72°C ... 7min

Podle vyse popsaného schématu byla provedena pocatecni reakce s kazdym parem

primert, kdy teplota annealingu primert byla nastavena na 50 °C. Pfi dalSim opakovani
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byla individualn¢ podle potfeby upravena pro jednotlivé mikrosatelity na zakladé
ptedchoziho testovani.

Ke cross-species PCR amplifikaci bylo pouzito celkem 213 pard primeru. 207
parti primerd bylo navrzeno pro PCR amplifikaci mikrosatelitd pro zastupce z fadu
trubkonosi ~ (Procellariiformes), dalsich 5 pro zastupce fadu dlouhokiidli
(Charadriiformes) a 1 pro lesnacka zlutonohého z fadu pévci (Passeriformes).
Amplifikaci vybranych mikrosatelitt z fadu dlouhokiidli a pévci byl zjistén
polymorfismus u zastupcti z fadu trubkonosi, proto byly zafazeny do testovani. Seznam
vSech pouzitych mikrosatelitli je uveden v Tabulce €. 2 a 3.

Tabulka €. 2: Seznam mikrosatelit izolovanych od zéstupct druhti z fadu trubkonosi,

které byly testovany na polymorfismus u jedinct pelikéna bilého.

Celed’ Zdrojovy druh Mikrosatelitni lokus Literarni zdroj

7D8, 12C8, 11H7, 10C5,
11H1, 6A3, 12H8, 11F3,
6F12, 12E1

Del, De2, De3, De7,
Dell, Del2, Del7,
Del8, De25, De30,
De33

Dc5, Dc9, Dc10, Dc1s6,
albatros Sedohlavy Dc19, Dc20, Dc21,

(D. chrysostoma) Dc22, Dc26, Dc27,
Dc31

Dubois et al.,
2005

albatros stéhovavy
(Diomedea exulans)

Burg, 1999

albatros Sedohlavy,

y , D6, D24, D2, D32
albatros st€éhovavy

albatros jizni
(D. gibsoni De37 Burg et Croxall,

a D. antipodensis), 2004
albatros stéhovavy

albatros cernobrvy

(Thalassarche melanophris), | De35 Burg et Croxall,

albatrosoviti (Diomedeidae)

albatros Sedohlavy 2001
albatros laysansky LAALL, LAALY,
(Phoebastria immutabilis) | LAAL10, LAAL19
1Tt STAL4, STALS,
albatros Ibelohrbety STAL12, STAL1S, Hernandez et
(P. albatrus) STAL20, STAL24 al., 2014

BFAL4, BFALI11,

albatros dernonohy BFAL14, BFAL19,
(P. nigripes) BFAL20
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Tabulka €. 2: Pokradovani 1.

aequinoctialis)

Paequl3

Celed’ Zdrojovy druh Mikrosatelitni lokus Literarni zdroj
buinak bélobrady
ok e oo T | o
qu/, Faequs, Faequit, O'Ryan, 2004

buinak taiko

(Pterodroma magentae)

Tch6, Tch25

Lawrence, 2008

burnak trinidadsky
(P. arminjoniana)

Parm01, Parm02, ParmO03,
Parm04, Parm05, Parm06

Brown et
Jordan, 2009

buinidk havajsky
(P. sandwichensis)

Ptero01, Ptero02, Ptero03,
Ptero04, Ptero05, Ptero06,
Ptero07, Ptero08, Ptero09,
Pterol0

Welch et
Fleischer, 2011

buiidk edy

(Calonectris diomedea)

Cd1, Cd2, Cd3, Cd4, Cds,
Cd6, Cd7, Cd8, Cd9, Cd10,
Cdl1

Bried et al.,
2008

Puff 1.5, Puff 1.9, Puff 4B,

burnakoviti (Procellariidae)

Pacbel 10895, Pacbel 12344,
Pacbel 15293, Pacbel 15327,
Pacbel 16671, Pacbel 16989,
Pacbel 17529, Pacbel 17944,
Pacbel 17986, Pacbel 19907,
Pacbel 20784

buinak balearsky Puff C5A, Puff C5D, Puff Gonzalez et al.,
(Puffinus mauretanicus) | G2C, Puff G2F, Puff G11F, 2009

Puff PM2, Puff Sma6
Pc A105, Pc A107, Pc Al115,

buiiidk svétlonohy Pc B11, Pc B109, Pc B115, Hardesty et al.,

(P. carneipes) Pc C104, Pc D3, Pc D103, Pc 2013
D109, Pc D121
. Bb2, Bb3, Bb7, Bb10, Bb11, .

(gﬁffvfﬁ.fﬁffﬂ.) Bb12, Bb20, Bb21, Bb22, 9010 3 2015
Bb23, Bb25
Patbell, Patbel2, Patbel3, .
Patbel4, Patbel5, Patbel6, Qu'll?éiget al,
Patbel7
Pacbel 00386, Pacbel 02653,
Pacbel 03731, Pacbel 04240,
Pacbel 04355, Pacbel 04991,
Pacbel 07265, Pacbel 08509,

buriiak utlozoby Pacbel_08867, Pachel 08988,

(Pachyptila belcheri) Pacbel_09021, Pacbel 09528, Moodley et al

Pacbel 09957, Pacbel 10033, 2015 N
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Tabulka €. 2: Pokrad¢ovani 2.

Celed’ | Zdrojovy druh Mikrosatelitni lokus Literarni zdroj
—~ Ole01, Ole02, Ole03, Ole04, Ole05,
% bufiidtek Ole06, Ole07, Ole08, Ole09, Olel0,
=] gl “;“"LC;, i, | Olell, Ole12, Ole13, Olel4, Olels, | Bicknell etal,
= Oou ° dl Y | Ole16, Ole17, Ole18, Olel19, Ole20, 2011
o | Iceanohmma Ole21, Ole22, Ole23, Ole24, Ole25,
o eucorhoa) Ole26
© -
S — 0l10-39
L m‘;ﬁr"; 0c28B, Oc49, Oc51, Oc63, Oc64B, | Sunetal., 2009
o Y 0c79, 0c79-2, Oc84, Oc87B
E (O. castro)
,3 Omn1, Omn2, Omn3, Omn4, Omné,
>Q buinacéek Omn7, Omn8, Omnll, Omnl4, Bried et al.,
;g Monteirav Omn15, Omn16, Omnl7, Omn21, 2012 a Andris et
>5 (O. monteiroi) Omn22, Omn23, Omn24, Omn25, al., 2012
O Omn28

Tabulka &. 3: Seznam mikrosatelitii izolovanych od zastupci druhti z fadu dlouhokiidli

a pévci, které byly testovany na polymorfismus u jedinct pelikana bilého.

Rad | Celed’ Zdrojovy druh | Mikrosatelitni lokus | Literarni zdroj
alkoun obecny Friesen et al
alkoviti (Cepphus Cco5-21 2006 v
guillemots)
:
. e Brown et
= kulik mofsky Jordan, 2009
24 | kulikoviti (Charadrius Calex-01
= alexandrinus) podle Kiipper et
< al., 2007
s
=
o) racek Lawrence, 2008,
novozélandsky Welch et
rackoviti (Larus RBG18, RBG18M, Fleischer, 2011
. RBG29 :
novaehollandiae podle Given et
scopulinus) al., 2002
B3 lesiaéek zlutonohy Fgggzn gtd?;"
> | lestiackoviti (Dendroica Dpu01 P
0] X Dawson et al.,
a¥ petechia) 1997
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4.3 Zpracovani PCR produktu elektroforetickou separaci

Uvedeny postup je navrzen pro pouziti vyhfivané sekvenacni elektroforetické

komirky S2 Whatman Biometra. Rozméry skel jsou 330 x 390 mm a 330 x 420 mm

a tloust’ka gelu ¢ini 0,4 mm.

1.

Plochu velkého i malého skla diikladn¢ omyt vodou a saponatem za pouziti kartacku.
Plochu obou skel oplachnout deionizovanou vodou, osetiit dvakrat 96% ethanolem
a osusit papirovym ubrouskem.

Na plochu malého skla nanést 1 ml molekularniho lepidla, papirovym ubrouskem
roztok rozetfit, klast diiraz na okraje oSetfované plochy. Po zaschnuti (5 min) oSettit
povrch skla ¢tytikrat 96% ethanolem.

Plochu velkého skla oSetfit ptipravkem Rain-off pro odpuzovani vody, ktery nasledné
papirovym ubrouskem rozetfit po celé plose skla. Po zaschnuti (5 min) oplachnout
deionizovanou vodou a opét osusit ubrouskem.

Na polystyrenovou podlozku v digestofi polozit velké sklo oSetfenou plochou nahoru.
Na kraje delSich stran umistit dva spacery o tloustce 4 mm. Na spacery polozit malé
sklo osettenou plochou dold. Hrany skel srovnat k sob¢ tak, aby na jedné kratsi strané
byly v zakrytu, na opaéné strané by delsi sklo mélo pte¢nivat cca o 2,5 cm. Skla
sepnout dvéma Klipsy na obou stranach.

V kadince si ptipravit polyakrylamidovy gel, a ten nasledné nalit do mezery mezi skly
po celé jejich Sifce, pfiCemz rukou poklepavat na sklo, aby se piedeSlo vzniku
vzduchovych bublin v gelu.

Do gelem vyplnéného prostoru zasunout mezi skla rovnou stranou hiebinek tak, aby
byl cca 5 mm hluboko, v misté hiebinku sepnout skla ¢tyifmi klipsy a nechat gel
hodinu tuhnout.

Po ztuhnuti gelu skla odklipsovat, omyt vodou, kartaickem odstranit ptebytecny gel
Vv okoli hiebinku a osusit papirovou utérkou.

Skla vlozit do elektroforetické komurky tak, aby malé sklo bylo v kontaktu
s hlinikovou deskou komurky. Katodovy prostor zalit 0,5 x TBE pufrem, po kontrole
zda jsou skla dostatecné uchycena a pufr neprotéka, zalit i anodovy prostor
a vytahnout hiebinek.

Injekéni stiikackou a plastovou S$pachtli odstranit mezi skly piebyteény gel

a vzduchové bubliny. Ke zdroji stejnosmérného napéti pripojit elektrody, nastavit
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

hodnotu vykonu na 90 W, napéti na 3000 V a proud na 150 mA. Gel za téchto
podminek nechat nahtivat 30 minut.

Béhem této doby si pfipravit vzorky. Ke kazdému PCR produktu piidat 5 pl
nanaseciho pufru, takto pfichystané vzorky cca 5 min pfed nanaSenim do gelu vlozit
do termocykleru a nechat denaturovat. Po 3 minutach vzorky ihned pienést do ledové
tfisté, aby se zabranilo renaturaci denaturovanych vlaken DNA produkta.

Vypnout zdroj napéti, odpojit katodu, oteviit katodovy prostor a injekéni stiikackou
a Spachtli odstranit zbytek polyakrylamidového gelu a rozpusténé mocoviny.
Hiebinek vsunout do gelu asi 1 mm hluboko tak, aby se pfedeslo ulomeni zoubki.
Osmikanélovou pipetou nanést po 2 pl vzorku do mezer hiebinku, po naneseni vSech
vzorkl uzavtit katodovy prostor, pfipojit ke zdroji napéti a nastavit hodnotu vykonu
na 70 W, napéti na 3 000 V a proud na 150 mA.

V zavislosti na molekulové hmotnosti trva elektroforeticka separace 1,5-3 hod,
rychlost separace lze orientacné sledovat na zakladé barviv obsazenych v nanasecim
pufru.

Po uplynuti doby elektroforetické separace vypnout zdroj elektrického napéti, odpojit
elektrody, Sroubem uvolnit kanalek pro pritok pufru z katodového prostoru. Uvolnit
uchytky skel, skla vyjmout a umistit na vodorovnou podlozku. Odstranit spacery
a Cepeli noze oddé¢lit skla od sebe.

Sklo s gelem sméfujicim nahoru pienést do fotomisky na tfepacku v digestofi, gel
zalit fix/stop roztokem a nechat pusobit alespont 20 min.

Po této dobé slit roztok zpét do baiiky a misku s gelem promyt 3x deionizovanou
vodou. Do misky nalit roztok 1% HNO3 a méftit Cas 4 min.

Roztok vylit a gel promyt 4x deionizovanou vodou. Do roztoku 0,1% AgNO3 piidat
1,2 ml formaldehydu, a takto pfipravenym roztokem zalit fotomisku s gelem a nechat
min 30 min puisobit.

Do banky s vyvojkou (vychlazeny uhli¢itan sodny) pfidat 1,2 ml formaldehydu
a 140 pl thiosiranu sodného.

Roztok 0,1% AgNO:s slit zpét do zasobni lahve a gel oplachnout v deionizované vodé
po dobu 5 vtefin. Sklo s gelem premistit do dalsi misky, ten nasledn¢ zalit roztokem
s vyvojkou. Postupné¢ dochédzi k vyvijeni hnédoCernych pruhti PCR produkti.
Vyvijeni zastavit ptidanim fix/stop roztoku a nechat piisobit asi 2 min.

Sklo s gelem ponofit do misky s deionizovanou vodou, nechat okapat a ptenést do
susarny, gel schne 30 min pfi teploté 90 °C.
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21. Ususeny gel vyhodnotit na negatoskopu a naskenovat.

22. Gel ze skla odstranit ponofenim do roztoku NaOH o koncentraci 1 mol-I. Pro

opétovné pouziti sklo omyt saponatem a kartackem.

4.4 Pouzité chemikalie

akrylamid (Sigma)

aTagq DNA polymeraza (5U-ult), M1241 (Promega)
bromfenolova modi (Serva)

dNTPs (100 mmol-I%, 400 ul kazdého), U1240 (Promega)
deionizovana voda

dusi¢nan stfibrny (Sigma)

ethanol - 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
ethylendiamintetraoctan 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)

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)
uhlic¢itan sodny (Lachner)

xylenova modi - Xylencyanol FF (AppliChem)

4.5 Pouzité roztoky

Akrylamid, 6% zasobni roztok:

50 ml 10x TBE
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420 g mocoviny

484 ml deionizované vody

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

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

Dusi¢nan stiibrnv, 0.1%:

0,8 g dusi¢nanu sttibrného
800 ml deionizované vody

pted pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu

Fix/stop roztok:

88 ml ledové kyseliny octové

800 ml deionizované vody

Hydroxid sodny, 1 mol-I":

40 g hydroxidu sodného

doplnit deionizovanou vodou na 1 000 ml

Kyselina dusiéna, 1% roztok:

12 ml 65% kyseliny dusi¢né

800 ml deionizované vody

Molekularni lepidlo:

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

NanéSeci pufr:

25 ml deionizované vody
100 ml formamidu
0,125 g bromfenolové modie

0,125 g xylenové modie

Peroxodisiran amonny, 10% roztok:

1 g peroxodisiranu amonného
10 ml deionizované vody

uchovavat v chladniéce

Polyakrylamidovy gel, 6% roztok:

60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu

400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného
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40 ul N, N, N’, N” - tetramethylethylendiaminu

Reakéni pufr pro PCR, 10x:

1,211 g trishydroxymethylaminomethanu
80 ml deionizované vody

upravit pH pomoci HCI na hodnotu 9,0
3,73 g KCI

1 ml Triton X-100

rozpustit a doplnit do 100 ml

TBE pufr, 10x zdsobni roztok:

55 g kyseliny borité
108 g trishydroxymethylaminomethanu
40 ml roztoku Na;EDTA 0,5 mol-I', pH 8,0

deionizovanou vodou doplnit do 1 000 ml

Vyvojka:

24 g uhli¢itanu sodného

800 deionizované vody

ulozit do chladnicky

pted pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl thiosiranu sodného

4.6 Laboratorni pristroje

Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)
Hybridiza¢ni pec HB-2D (Techne)

Chladnic¢ka kombinovana (Whirlpool)
Laboratorni vdhy Mark S622 (BEL Engineering)
Magneticka michatka MR Hei-Combi (Heidolph)

Mikropipety Finnpipette - 0,5-10 ul (osmikanalova) a 0,3 pul-1 ml (Thermolab

Systems)

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

Negatoskop NEGAL (Maneko)

Sekvenacni elektroforeticka komitirka S2 (Whatman Biometra)

Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)
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Susarna CAT 8050 (Contherm)

Termocykler GenePro (BIOER)

Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

Termocykler TP XP (BIOER)

Ttepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

Vortex mixer (Labnet International)

Vortex MS2 (Ika)

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

V ramci experimentalni ¢asti jsem otestovanim 213 pard primert metodou cross-
species PCR amplifikace zjistovala polymorfismus mikrosatelitnich lokusi na 6
nepiibuznych jedincich pelikdna bilého. Pro kazdy nalezeny polymorfni lokus byla
urCena teplota annealingu pii PCR reakci, doba elektroforetické separace, ptipadné

koncentrace hotfe¢natych iontd v PCR mixu.

Z celkové testovanych 213 mikrosateliti pochédzelo 207 z fadu trubkonosi — 53 od
zastupcti z Celedi albatrosoviti, 100 od zéstupct z celedi buinakoviti a 54 od zastupct
z ¢eledi buinackoviti. Zbyvajicich 6 mikrosateliti pochazelo od Ctyi zastupct fada
dlouhok#idli a pévci, tyto mikrosatelity byly polymorfni u nékterého zastupce z tadu
trubkonosi. Z fadu dlouhoktidli pochazely 3 mikrosatelity od racka novozélandského, 1
od kulika moiského a 1 od alkouna obecného. Posledni mikrosatelit pochazel od lesnacka
zlutonohého z fadu pévci.

PCR testy vSech pard primerd prob&hly nejprve pii teploté annealingu 50 °C.
V ptipadé poskytnuti velmi slabého, ptipadné zZadného produktu byla teplota postupné
snizovana na 44 °C. Pokud byl naopak produkt velmi tmavy, $patné hodnotitelny, teplota
se zvySovala na 69 °C. Pro lepsi vizualizaci jednotlivych alel a ur€eni genotypti jedincti
byla elektroforetickd separace prodlouzena z 90 az na 180 minut nebo byla upravena
koncentrace hofecnatych ionti v PCR mixu z plivodni koncentrace na tfictvrtecni
hodnotu 1,2 nmol-dm, ¢ehoz bylo docileno snizenim objemu pipetovaného roztoku
MgClI> a o stejnou hodnotu navySenim objemu vody, aby byl zachovan celkovy objem

PCR reakce.

Z 213 testovanych mikrosateliti poskytlo polymorfni lokus 46 parG primert.
Polymorfnich produktii je ale o jeden vic, protoZe jeden par primeru (Dc5) poskytl dva
polymorfni lokusy. Ctyii pary primer( ani opakované pfi snizované teploté az na 44 °C
neposkytly zadny produkt, zbytek testovanych primert poskytl produkt monomorfni.

Nalezené polymorfni mikrosatelitni lokusy jsou uvedeny v Tabulce €. 4.
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Tabulka ¢. 4: Charakteristika 46 polymorfnich mikrosatelitd, které byly testovany na 6 nepiibuznych jedincich pelikana bilého. V tabulce je

uveden nazev mikrosatelitniho lokusu s kodem z databaze GenBank, zdrojovy druh, sekvence primert, jednotka repetice, pocet alel (N), teplota

annealingu (Ta) a ¢as elektroforetické separace (ELFO). Hvézdicka (*) znazornuje pouziti tii¢tvrteni koncentrace hofeénatych iontd v PCR mixu.

( GeNn%Z;r‘]’lj (')Al\((:::s.uno.) Zdrojovy druh Sekvence primeru (5'— 3°) Jednotka repetice N [;ré] Ifrh:;(])
7D8 F: CACGCTGCACTTTGTGATTT A ) 6 | 120
(AY945757) albatros R: ACACGGTTTGATTCCTCTGC
11H1 stshovavy | F: ACCGGAGCACCAAAATACCT CTIGA ) 2 | o0
(AY945752) R: CCGGTATTGACCCAGAGAGA
Dc5* albatros F: AGGAGGGAAACTTCTCCCAG
(AF096790) sedohlavy | R: AGCAGGGAGTGACTTGAGGAG ACICAC 2+3 | 5L 1 90
D24 albatros — | £ A GCCTGCTTTTGATGGAAGE
(AF096804) sedohlavy | o A CTCTATTTTTCCTCCAGCTGA CA 2 67 | 90
a st¢hovavy
Dc3l albatros F: CTGACTCTCTGGGATGAGCC
(AF096810) sedohlavy | R: GTACCCCTGGAAAGCCAGAC GCIANIACIAG 2 6 | 90
De35 albatros — £ o A AACCTGAAACCTTCCAAAAC
(neuvedeno) cemnobrvy | b CCCCCTGTTTCTACTCTGGTC neuvedeno 2 61 | 90
a Sedohlavy
BFAL4 albatros F: TGGGTCAGTTTACCTCTCAGC e ) s | o0
(neuvedeno) gernonohy | R: GTTTGCCATTTTAAACTGTCATTGGC
LAAL19 albatros F: ATGACCAGTGCCATCAACAG ATCC 3 65 90
(neuvedeno) laysansky R: TGGCCAGATGTGATTTGAAG
Paequ2 bufiak F: GCCTACTCCATCTTAATTGTG A , N
(AY371070) belobrady | R: GGTTCATACAGTTTCCTAGGTC
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Tabulka ¢. 4: Pokradovani 1.

(GeNn%Z;r‘l,lg(:\((;::s.uno.) Zdrojovy druh Sekvence primeru (5'— 3") Jednotka repetice [;ré] ?rh:il(])
Paequ3 F: TGTGGGTGCAGTAGAGCA GA 66 120
(AY371071) burnak R: CAATAAGAAGATCAGCAGAACAGAC
Paequ8 bélobrady F: TATTCTGAGACTTGCGTTATCC CA 58 120
(AY371074) R: GTGATCCATTAGTTGATGTCTACTG
Tch6 NI F:GTTTCTTGGTGGTGGCTGAAGGTGTATG
(neuvedeno) buffidk taiko | p. 5 CCATTTGAGAATGTTTCAGC GT/GC %2 | 90
Cd1 F:. CAAGCAGTCAGAACTCTGTG TG/TC 66 90
(EU029083) R: TGAGTTTGCCCTACATGAAC
Cd2 F:. CAACAACTCACCCTGCCTTT TG/CG 53 90
(EU029084) R: GCTCCTTTCTGAAGCTGTGG
Cd3 F: TTGCCTCTTTTACAGGACTGC GT/CT 58 90
(EU029085) buifidk Sedy R: TCCCTGTGGCTAAGGATCTG
Cd4 F: AAAGCTTTAAGCAGCGTTCC CA 63 150
(EU029086) R: AAGAGAAGCCAACATTGTGAAA
Cds F: CTGCACAGACTGAGAGTATAAGATTC GT/AT 63 120
(EU029087) R: GGCTTAAAGGGTAAATACACATGG
Cd6é F: GAGAGGAAAAAGCGTTAGGG AC 58 90
(EU029088) R: TGCTGCAGTTACTGATTGGA
Parm02 burnak F: AGCAAGCTGACAGCAACAGA CA 67 120
(EU360818) trinidadsky R: TGTTATGTCCTGCGGATGAG
Puff 1.5 buinidk F: AGGCAGCAACATAGTCAC GT 55 90
(EU158894) balearsky R: GCACTGATAAGGGAACTT
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Tabulka ¢. 4: Pokradovani 2.

(GeNn%Z;r‘l,lg(:\((;::s.uno.) Zdrojovy druh Sekvence primeru (5'— 3") Jednotka repetice [;ré] ?rh:il(])
Ptero04 F: TGCATTGTTTCTGTCCAAACTC CA 60 90
(HQ918221) R: GGCTGGAATGCATAGTACCAAC
Ptero06 - . ., | FFGTTCCATGGCGATGAAGG
(HQ918223) butfidk havajsky | p. -1 A AAATGGCATCCAAACG AAGG 48 | 0
Ptero09 F: GCAAATACCAGTCTTCCAAAGG AAGG 60 90
(HQ918226) R: TTTAAGATAAAGATGTTTGAGAACCAC
Pc B109 burnak F: CTCAGAGCGATCACACTGTACT CAA 65 120
(JX435475) svétlonohy R: AAAGCATTCAGGATGTAGGTTC
Patbel2 F: GGTGTCATGCAACTGACTGAA CTAT 65 90
(JF288776) R: CAATGGGAATGGCAGAGACT
Patbel3 F: CCTTCCCTAGAGCAATGGAG CTAT 62 90
(JF288777) R: TGCACACACTGAAAGAGGACA
Patbel6 F: TGAGTGGGTGGAATTGAACA CTAT 53 90
(JF288790) butfidk ttlozoby & AATGGTTTGGGCACACTTCT
Pacbel 08867 F: TTTGGTCAATTTTCCCTCGC GA 55 90
(neuvedeno) R: ACAGAAAACCAATGTTGTTAATAGG
Pacbel 10895 F: AGCTTTCTGTCTGGTAGCAC
(neuvedeno) R: TGCTCCTGCCTAAGCTACG ACIAT 47 0
Pacbel 15327 F: TTCTTGTAGCAGTAGGAGACC CA 55 90
(neuvedeno) R: ACCTCATGTGTAAAACCTGCC
Ole01 buinacek F: CACCCTGAATCCCAGAACCAAGC ACAG 58 90
(FR696377) dlouhoktidly R: TCAGTGAAGGTCCACTCCGAATCC
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Tabulka ¢. 4: Pokradovani 3.

(AM072445)

: CTTGACTTGGCCTGAGGTTTAGGTT

(GeNn%Z;r‘l,lg(:\((;::s.uno.) Zdrojovy druh Sekvence primeru (5'— 3") Jednotka repetice [;ré] ?rh:il(])

Ole01 F: CACCCTGAATCCCAGAACCAAGC ACAG 58 90
(FR696377) R: TCAGTGAAGGTCCACTCCGAATCC

Ole09 F: GGCCTGGATTCTGCGTGTTGGG CA 66 90
(FR696385) R: CAGCTACAGGCCACGGGTGC

Olel3 F: GGGCCAGACATGTATTTACTGGAGGG TG 51 120
(FR696389) buifiacek R: GTGCATCCGAGAGCCGACGC

Ole19 dlouhokiidly | F: GAAGGCTCTCAAGGGTCAAG GA/CA 60 90
(FR696395) R: TTTGGGAGAAGTTCAGTAGAAGAAC

Ole25 F: CCTCCTCATCGTAGGGACTG
(FR696401) R: TTAAAGGCAGCGATTCTGTTC AGATIGAAA 64 | 90

Ole26 F: TCAGCTTCTGGTGCAGTTATG TG 53 90
(FR696402) R: TCCTGCTGATGGATAGGTTATG

Oc28B F: GCGTTGACCAGCAAATAGTC TG 54 90
(F1238097) R: GGAAGGCTACCACAATTTCA

Oc79 buinacek F: TATTCCTGGCCATGTTTTCC AC 59 90
(FJ238102) madeirsky R: GCTTCCTTTGTTCAGTTTAGA

Oc84 F: CCTTTTTCCAGGCAGACAAA AG 62 90
(FJ238103) R: AGTTCAAGGGCAACCTTGTG

Omn3 F: GCGCTTGAAAGGGTGAAGTA AC/GT 64 180
(JQ303228) buinacek R: TCCCATCTGAGATTTAAGGAAGA

Omn8 Monteiriv F: TGCAACCTTAGCATTACCTAGC AC 63 90
(JQ303232) R: GGGGCGAGCATTACATTAAA

Calex-01 kulik moisky ; CTTCTCCATTGTTGTCACCTCCAGT GT/GA/GC 69 90
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Z celkové testovanych 213 mikrosateliti byl zjistén polymorfismus u 46 z nich,
coZ znamena uspesnost nalezeni polymorfniho mikrosatelitu 21,6 %. Z 46 polymorfnich
mikrosateliti bylo 45 izolovano od zastupct z fadu trubkonosi a 1 od kulika motského
z Celedi kulikoviti. Nejvétsi uspésnost pro nalezeni polymorfniho lokusu vykazovala
celed” buinakoviti, ze 100 testovanych bylo 26 polymorfnich, uspésnost tedy cinila
26,0 %. V ramci této celedi byla zaroven zjiSténa 1 nejveétsi tispéSnost polymorfismu
v ramci druhu, kdy z 11 testovanych lokusii izolovanych od buinidka Sedého bylo 6
polymorfnich u pelikana bilého. Z ¢eledi buinackoviti vykazovalo polymorfismus 11
lokust, uspésnost tedy byla 20,4 %. Nejmensi tspéSnosti bylo dosazeno pii Cross-species
PCR amplifikaci lokust z celedi albatrosoviti, ktera Cinila pouze 15,1 %. Ptehled
polymorfnich mikrosateliti u pelikdna bilého podle Celedi a druhti, ze kterych byly
izolovény, jsou uvedeny na Obrazku €. 2.

albatros st¢hovavy
albatros Sedohlavy

albatros Sedohlavy a st€hovavy

= albatros Sedohlavy

2 2 1 .
3 = albatros ¢ernobrvy a Sedohlavy
1 albatros ¢ernonohy
1 albatros laysansky
6 buiniak bélobrady
3 bufidk taiko

butiiak sedy

! butiiak trinidadsky
= buinak balearsky
= buinak Bulwertiv
6 = bufiiak havajsky
= buinak svétlonohy
1 = buinak utlozoby
buinacek dlouhoktidly

buinacek madeirsky

buinac¢ek Monteirav

= kulik motsky

Obrazek ¢&. 2: Graf rozdéleni 46 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti podle celedi
a druht, ze kterych byly ptivodné izolovany. Zelené¢ jsou znaceny druhy z celedi
albatrosoviti, modie z Celedi buinakoviti, oranzové z Celedi buinackoviti a Cervené

z &eledi kulikoviti. Cislem je vyjadfen podet nalezenych mikrosatelitt.
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Z hlediska poctu alel zjisténych u 46 pard primerd jsem u 32 mikrosatelitnich
lokust detekovala dvé alely, u 8 lokusu tfi alely, u 3 lokusu ¢tyfi alely, u 1 lokusu pét alel
a u 1 lokusu sest alel. Pary primert pro amplifikaci mikrosatelitniho lokusu Dc5 poskytly
dv¢ polymorfni oblasti. Prvni oblast m¢la dvé alely, druha tii alely. Na Obrazku ¢. 3 jsou

znazornény obé¢ tyto oblasti.

2 alely
3alely
4 alely
5 alel

33 6 alel

Obrazek €. 3: Graf rozdeleni 47 mikrosatelitii podle poctu alel amplifikovanych 46 pary
primerd, odvozenych od zastupci z fadu trubkonosi a dlouhoktidli, které poskytly
cross-species PCR amplifikaci polymorfni produkt. Cislem je vyjadien nalezeny pocet
alel u téchto mikrosatelitli testovanych u pelikana bilého.

Cross-species PCR amplifikace mikrosatelitii byla otestovana na genomické DNA
Sesti neptibuznych jedinct pelikana bilého, pro kazdy polymorfni lokus byly urceny
genotypy té€chto jedincli znazornéné v Tabulce €. 5.
Tabulka ¢&. 5: Genotypy 47 polymorfnich mikrosatelitnich lokusii ziskanych
cross-species PCR amplifikaci s 46 pary primerti u 6 nepiibuznych jedinci pelikana
bilého. V tabulce je uveden mikrosatelitni lokus, zdrojovy druh, pocet alel a genotypy

jedinct. U lokusu Ole09 jsou znazornény nulové alely.

Mikrosatelitni lokus | Zdrojovy druh Pocet alel Genotypy
7D8 albatros stshovave 2 Yo Yo Y Y Y Uy
vav
11H1 Y 2 Yo Uy o Myt
Yo o o 2y My 2y
D 1 Sedohlavy 2+
c5 albatros Sedohlavy 3 35 s 20, 3 2, 1,
D24 albatrog sedoh!avy 5 Yy Yy Yy Yy Yy Yy
a st¢hovavy
Dc31 albatros Sedohlavy 2 e i
De3s albatrvos cemol?rvy ) 21, 2/, 1, 2/, 2/, 2/,
a Sedohlavy
BFAL4 Valbatros, 2 2o Yy Yy Yy Y
¢ernonohy
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Tabulka €. 5: Pokradovani.

Mikrosatelitni lokus

Zdrojovy druh

Pocet alel

Genotypy

LAALI19 albatros laysansky 3 2l3 315 215 %3 33ty
Paequ?2 2 2y Yy Yy 2 %0
Paequ3 buriidk bélobrady 3 Ya Y3t Yo Ys Y
Paequ8 2 Yz 213 Yo Yp 2H5 2y

Tch6é burnak taiko 2 205 215 2[5 2l Y, 2y
Cdl 4 Yy 21y %5 1 Ha Yy
Cd2 2 Yot Yot Myt
Cd3 bufiidk Sedy 3 Y3 213 2l Y5 %5 %3
Cd4a 2 Yo 2y 2 Y MYy
Cd5 2 Y1 Yo 2 Yy 2y Y
Cd6 2 2y Yo Yy Yy Yo Yo

Parm02 buinak trinidadsky 3 23 Y5 2 25 Yy

Puff 1.5 buiniak balearsky 2 205 215 205 2, Yo Uy
Bb3 2 e e e )
Bb20 buinak Bulwertv 2 T2 *l2 7Tz 7Tz Tz 7Tz
Bb21 2 Yo 2 Yo o % 2y
Bb25 3 2o %y Y5 215 215 s

Ptero04 3 23 Y, Y5 25 25 2,
Ptero06 buinak havajsky 2 Y521, Y, 21 2 2y
Ptero09 5 Y4205 314 Yg %5 *y
Pc B109 buiniak svétlonohy 3 33 15 22 Yo My Ys
Patbel2 4 203 Yy 44 %1 Y3 s
Patbel3 6 Ye s s 23 Yo s
Patbel6 bufiidk ttlozoby 2 2o Yo 2o Yo Y Y

Pacbel 08867 2 205 2l Yy 2Ly 215 %y

Pacbel 10895 2 Y2 213 %5 2l 2y 2hy

Pacbel 15327 2 205 205 2 Yo Yo Yy
Ole01 2 Yo Uy Yo o My Y
Ole09 2 2l =2 Yy -,
Olel3 buifiaéek 2 Yy 215 Yo Y 2Hp 2y
Ole19 dlouhoktidly 2 Yy Yy 20y 1Yy Yy 1Yy
Ole25 2 Yo Yy 2l 2 My
Ole26 2 Y120 %1 215 %y 2y

Oc28B L 3 Y1203 %1 Y3 313 23
0c79 IE‘;(‘;‘;?;’S% 2 2y 11y 25 21y 3y Yy
0Oc84 2 2052 Yy Yo Yo Y

Omn3 buitiacek 2 Ya Mo Yz 2y Ha Mo
Omn8 Monteirtav 4 20511, 11, 2/, 2/, 2/,
Calex-01 kulik moisky 2 Yo % Yh M Y
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Na nasledujicich fotografiich jsou znazornény vysledky elektroforetické separace PCR

produktu po provedené cross-species PCR amplifikaci lokusu Cdl (viz Obrazek ¢. 4)
a Cd3 (viz Obrazek ¢. 5).

<«—— alela 1

<+«—— alela 2

¥ «—— alela 3
- <+«———alela4

. )
: iiu ¥
’

Obrézek & 4 Elektroforetogram mikrosatelitniho lokusu Cdl testovaného na Sesti
nepiibuznych jedincich pelikdna bilého. Na obrazku jsou Sipkami vyznaceny 4 alely,

které byly detekovany pii Ta 66 °C.

<+«——alela ]
' e ——alela 2

<+«——alela 3

e

-

Obrizek ¢&. 5: Elektroforetogram mikrosatelitniho lokusu Cd3 testovaného na Sesti
nepiibuznych jedincich pelikdna bilého. Na obrazku jsou Sipkami vyznaceny 3 alely,

které byly detekovéany pii Ta 58 °C.
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6 Diskuze

V této bakalaiské praci jsem cross-species PCR amplifikaci testovala 213 para
primerti pro mikrosatelitni oblasti, z nichz 207 bylo izolovano z fadu trubkonosi. Pét
mikrosatelitti pochazejicich z fadu dlouhoktidli a jeden z fadu pévci byly vyhodnoceny
jako polymorfni u nékterého zastupce z fadu trubkonosi, a proto byly do testovani rovnéz
zahrnuty. U Sesti neptibuznych jedinct pelikana bilého vykazovalo polymorfismus 47
mikrosatelitnich lokusii amplifikovanych 46 pary primert. 163 mikrosatelitnich lokust
bylo monomorfnich. V piipadé¢ neposkytnuti PCR produktu byla PCR opakovéana
a teplota annealingu optimalizovana, pfipadné byly pfemichany pary primeru, piesto se

u 4 lokusli nepodatilo ziskat zd&dny PCR produkt.

Pro celed’ albatrosoviti bylo navrzeno 53 parti primerti, se kterymi jsem po
cross-species PCR amplifikaci mikrosatelitti u 6 nepiibuznych jedincti pelikéna bilého
detekovala 9 polymorfnich lokust, pfi¢emz jeden par primerd (Dc5) amplifikoval dvé
polymorfni oblasti. Dva z téchto polymorfnich lokust pochazely od albatrosa
st¢hovavého (Diomedea exulans) a sedohlavého (D. chrysostoma) a jeden spole¢ny byl
popsan pro oba tyto druhy. U albatrosa cernonohého (Phoebastria nigripes)
a laysanského (P. immutabilis) bylo nalezeno po jednom polymorfnim lokusu. Posledni
lokus vykazujici polymorfismus byl izolovan od albatrosa ¢ernobrvého (Thalassarche
melanophris) a sedohlavého.

Deset polymorfnich mikrosatelitt u albatrosa stéhovavého charakterizovali
Dubois et al. (2005). Pii teploté annealingu 58 °C u mikrosatelitu 7D8 nalezli autoti dvé
alely, stejné jako ja pii teploté Ta 62 °C. Pii stejné Ta jsem u mikrosatelitu 11H1
detekovala 2 alely, autofi pii Ta 58 °C otestovanim 20 jedincu zjistili 13 alel.

Burg (1999) popsala 26 mikrosatelitnich lokusti u albatrosa Sedohlavého
a st¢hovavého. PCR amplifikace zahrnovala dvé teploty annealingu — 7 cyklu pfi teploté
Ta1 a 25 cykla pii teploté Taz. Autorka amplifikaci lokusu Dc5 u 50 jedinct albatrosa
Sedohlavého uzitim Ta 46 °C a 48 °C nalezla 4 alely. Ja jsem pii teploté annealingu 51 °C
a upravenou koncentraci hofe¢natych ionti v PCR mixu (1,2 nmol-dm) detekovala dvé
oblasti polymorfismu s dvéma a tfemi alelami. U lokusu D24 jsem, na rozdil od autorky,
pii Ta 67 °C nalezla 2 alely. Autorka provedenim PCR pii Ta 48 °C a 52 °C ziskala
u vSech jedinct albatrosa st€hovavého, Sedohlavého a ¢ernobrvého monomorfni produkt.

Cross-species PCR amplifikaci lokusu Dc31 za stejnych podminek PCR reakce ziskala

37



opét monomorfni produkt u vSech tii druhti albatrost, ja jsem uzitim Ta 56 °C nalezla
dve alely.

O dva roky pozdéji se ve své studii Burg et Croxall (2001) zabyvali otazkou
ptibuzenstvi druhti albatrosti a jejich geografickym rozsifenim na Sesti ostrovech,
respektive souostrovich v subantarktické oblasti. Amplifikaci lokusu De35 uzitim PCR
S Ta 48 °C a 52 °C autoti detekovali, v zavislosti na ostrove, 7-12 alel, ja jsem pii Ta

61 °C nalezla alely dvé.

Pro albatrosy bélohibeté, ¢ernonohé a laysanské Zijici v severnim Pacifiku popsali
Hernandez et al. (2014) 15 mikrosateliti. Otestovanim 36 jedinct albatrosa ¢ernonohého
pii Ta 60 °C autofi detekovali 8 alel, ja jsem uzitim Ta 65 °C nalezla pouze 2 alely. Pii
stejné teploté annealingu jsem u mikrosatelitu LAALL9 nalezla tfi alely, autofi u 12

jedinct albatrosa laysanského nalezli pii Ta 60 °C 6 alel.

Pro celed’ buinakoviti bylo navrzeno 100 parG primeri, se kterymi jsem po
provedeni cross-species PCR amplifikace nalezla 26 polymorfnich lokust: po jednom
lokusu izolovaném od buinaka taiko (Pterodroma magentae), trinidadského
(P. arminjoniana), balearského (Puffinus mauretanicus) a svétlonohého (P. carneipes),
po tiech lokusech izolovanych od buinaka bélobradého (Procellaria aequinoctialis)
a havajského (Pterodroma sandwichensis) a po Sesti lokusech odvozenych od buitidka
Sedého (Calonectris diomedea) a utlozobého (Pachyptila belcheri). Ctyti polymorfni
lokusy byly izolovany od buitidka Bulwerova (Bulweria bulwerii).

Techow et O'Ryan (2004) izolovali u buinidka bélobradého Sest polymorfnich
mikrosatelitnich lokust. Pro lokus Paequ2 zjistili pii Ta 54 °C u 94 jedinct 4 alely, ja
jsem pii Ta 57 °C nalezla pouze dvé alely. Polymorfismus u 6 jedinct pelikana bilého
vykazoval i lokus Paequ3, u které¢ho jsem nalezla pii Ta 66 °C 3 alely. Autofi amplifikaci
tohoto lokusu u 93 jedinct a uzitim Ta 55 °C detekovali alel devét. Na lokusu Paequ8
byly pii Ta 58 °C autory popsany 3 alely, pfi stejné Ta jsem nalezla o jednu alelu méné.
Pary primera navrzené pro lokusy Paequ3 a Paequ8 otestovala Lawrence (2008) pti
cross-species PCR amplifikaci DNA 143 jedinct buinaka taiko, u kterych nalezla devét,
respektive dve alely.

Lawrence (2008) se zabyvala studiem kriticky ohrozeného buinaka taiko na
Chathamskych ostrovech vychodné od Nového Zg¢landu. Popsala dva mikrosatelitni

markery, z nichz u 6 nepfibuznych jedincti pelikana bilého vykazoval polymorfismus
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lokus Tch6. Dvé alely jsem nalezla pti Ta 52 °C, stejny pocet alel pii Ta 57 °C popsala
I autorka.

Jedenact dinukleotidovych mikrosatelitt Cd1-Cdll u buinadka Sedého
charakterizovali Bried et al. (2008). Vsechny lokusy autofi amplifikovali u 43 jedinct pfi
Ta 58 °C, u pelikana bilého vykazovalo polymorfismus Sest lokusit Cd1-Cd6. Pti stejné
teploté jsem nalezla 3 alely u lokusu Cd3 a 2 alely u lokusu Cd6, autofi u téchto lokustu
popsali 5 alel. U obou lokust Cd4 a Cd5 jsem pii teploté annealingu 63 °C detekovala
dv¢ alely, autofi lokus Cd4 lokalizovali na pohlavni chromozom Z. Pti cross-species PCR
amplifikaci u Sesti nepfibuznych jedinci pelikana bilého se vsSak tento predpoklad
nepotvrdil. Amplifikaci lokusu Cd5 autofi nalezli 6 alel, stejny pocet alel zaznamenali
i ulokusu Cd1, u kterého jsem pii Ta 66 °C detekovala o dvé alely méné. U lokusu Cd2
bylo popsano 5 alel, ja nalezla pouze dvé pii Ta 53 °C.

Brown et Jordan (2009) izolovali u buifidka trinidadského Sest polymorfnich
lokusti. Pouze lokus Parm02 vykazoval polymorfismus u 6 neptfibuznych jedinct
pelikana bilého, u nichz jsem popsala 3 alely s Ta 67 °C, zatimco u zdrojového druhu
byly popséany alely ¢tyii s Ta 55 °C. Autofi tyto mikrosatelity otestovali u 17 druhii z fadu
trubkonosi a tucnédka Zlutorohého. Pocet testovanych jedinct kazdého druhu byl velmi
variabilni, u 8 jedinct tu¢naka Zlutorohého na lokusu Parm02 autofi detekovali 5 alel.
U ctyf zastupct fadu trubkonosi byly na tomto lokusu popsany 2—3 alely.

Deset polymorfnich lokusti bylo popsano u ohrozeného buinidka balearského. Za
jediny polymorfni lokus jsem urcila Puff 1.5 s dvéma alelami pii Ta 55 °C. Stejny pocet
alel zaznamenali Gonzalez et al. (2009) u 54 jedincti s Tanizsio 1 °C.

Andris et al. (2010 a 2012) charakterizovali 11 mikrosatelitt u buiniaka
Bulwerova. Ctyii mikrosatelity jsem zaznamenala jako polymorfni i u pelikana bilého.
U dvou lokusti Bb3 a Bb21 jsem pii Ta 59 °C a 62 °C detekovala po dvou alelach, autofi
uzitim Ta 58 °C pro vSechny lokusy nalezli v obou pfipadech o alelu vice. Dvé alely jsem
rovnéz pozorovala u lokusu Bb20 s Ta 49 °C, u které¢ho bylo autory popséano sedm alel.
Sest alel bylo zaznamenano na lokusu Bb25 u buifidka Bulwerova, ja jsem amplifikaci
tohoto lokusu u pelikana bilého s Ta 66 °C ziskala alely tfi. Nasledné cross-species
testovani péti jedinci buinaka bélobradého, modravého a buinacka Monteirova ukézalo
nejvetsi pribuznost buiiidka Bulwerova s buindkem modravym, u kterého autoii nalezli

deset polymorfnich lokusti. U buifidcka Monteirova se neamplifikovaly lokusy Bb2

a Bb21, u jedinct buinaka b&lobradého byla uspésna amplifikace vSech lokusu.
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Deset mikrosatelitnich lokus Ptero01-Pterol0 popsali ve své studii Welch et
Fleischer (2011) zabyvajici se buiidkem havajskym, endemitem Havajskych ostrovu.
Otestovanim 40 jedincii autofi nalezli pro lokus Ptero04 pii Ta 53 °C 8 alel, ja jsem
nalezla 3 alely pii Ta 60 °C. U 6 neptibuznych jedinci pelikana bilého vykazoval
polymorfismus pii Ta48 °C rovnéz lokus Ptero06 s dvéma alelami, u néhoz autofi pii Ta
53 °C detekovali alel devét. Pri stejné teploté annealingu u lokusu Ptero09 popsali 7 alel,
ja jsem pii Ta 60 °C nalezla o dvé alely méng.

Hardesty et al. (2013) otestovanim 84 jedinct buifidka svétlonohého nalezli 11
mikrosatelitnich lokusi. U mikrosatelitu Pc B109 detekovali pfi teploté annealingu 57 °C

5 alel, ja jsem u tohoto mikrosatelitu pii Ta 65 °C nalezla 3 alely.

Otestovanim 68 jedinct buinaka tutlozobého charakterizovali Quillfeldt et al.
(2012) sedm mikrosatelitii. Cross-species PCR amplifikaci téchto mikrosateliti u Sesti
neptibuznych jedinct pelikana bilého jsem nalezla 3 polymorfni lokusy — Patbel2,
Patbel3, Patbel6 se Ctyfmi, Sesti a dvéma alelami s Ta 65 °C, 62 °C a 53 °C. Autofi
detekovali pro Patbel2 16 alel, Patbel3 vykazoval 10 alel a Patbel6 7 alel, teploty
annealingu nebyly uvedeny.

Pro studium genetické variability v rtiznych populacich buinaka utlozobého
izolovali Moodley et al. (2015) 25 polymorfnich mikrosatelitd. PCR reakce byla
provedena za pouziti dvou riznych teplot annealingu — 30 cykli probéhlo pii Ta 56 °C,
dalSich 8 cykli pfi teploté o 3 °C niz§i. U 6 nepiibuznych jedincii pelikdna bilého jsem
detekovala 3 polymorfni lokusy s dvéma alelami. Dv¢€ alely jsem zjistila pti amplifikaci
lokusti Pacbel 08867 a Pacbel 15327 s Ta 55 °C, autofi u 74, respektive 75 jedinct
detekovali shodné po 8 alelach. Pro lokus Pacbel 10895 Moodley et al. (2015) popsali
u 75 jedincti 19 alel, ja jsem pifi Ta 47 °C, stejné jako u dvou piedchozich lokusi,

detekovala alely pouze dvé.

Pro Celed’ buinackoviti bylo doposud popsano 54 mikrosatelitnich lokustli, po
jejichz otestovani vykazovalo polymorfismus 11 z nich. Dva mikrosatelity pochazely od
buiniacka Monteirova (Oceanodroma monteiroi), tfi od bufiacka madeirského
(O. castro) a Sest polymorfnich lokust bylo odvozeno od buifiatka dlouhokiidlého
(O. leucorhoa).

U buinacka dlouhokiidlého izolovali Bicknell et al. (2011) 26 mikrosatelitt,
pticemz U pelikana bilého jsem nalezla u v§ech Sesti polymorfnich mikrosateliti dvé alely
s nasledujicimi teplotami annealingu: 58 °C pro Ole01, 66 °C pro Ole09, 51 °C pro Olel3,
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60 °C pro Olel9, 64 °C pro Ole25 a 53 °C pro Ole26. Autotfi amplifikovali uvedené
lokusy pii Ta 60 °C u 23-24 jedinct s vyjimkou Ole26, kde s predpokladem vazby lokusu
na pohlavni chromozom Z bylo testovano 25 samct a 22 samic. U lokusi Ole01 a Ole09
autofi detekovali 2 alely, u lokusu Olel3 zaznamenali 3 alely, u Olel9 8 alel, Ole25
vykazovalo 7 alel a u lokusu Ole26 popsali pro kazdé pohlavi 2 alely. U dvou jedinct
pelikana bilého jsem PCR amplifikaci lokusu Ole09 detekovala ptitomnost nulovych alel.

Sun et al. (2009) popsali 9 mikrosatelitnich markerti u buifnacka madeirského a 1
u buinacka dlouhoktidlého. VSechny lokusy amplifikovali pfi teploté annealingu 50 °C.
U lokusu Oc28B autoti nalezli 3 alely u 27 jedinci buinacka madeirského a 22 jedinci
buinacka Monteirova, u 6 jedinct buifiacka dlouhoktidlého byl tento lokus monomorfni.
Stejné jako autofi jsem pii Ta 54 °C detekovala 3 alely. Amplifikaci lokusu Oc79 jsem
pti Ta 52 °C nalezla 2 alely, stejny pocet alel byl zaznamenan i u buifiac¢ka madeirského
a Monteirova. Amplifikaci Oc84 jsem pii Ta 62 °C nalezla 2 alely, autofi u buiniacka

madeirského a dlouhoktidlého detekovali 3 alely a u buiiacka Monteirova o jednu alelu

navic.

Osmnact mikrosatelitt popsali Bried et al. (2012) a Andris et al. (2012)
u buinacka Monteirova, ktery v dlsledku lidské kolonizace obyva v soucasné dob¢ pouze
dva neobydlené ostrivky Azorskych ostrovii. Autofi pro amplifikaci vSech mikrosatelitt
125 jedinct pouzili jednotnou teplotu annealingu 58 °C. Amplifikaci lokusu Omn3 pii
Ta 64 °C jsem nalezla 2 alely, autofi alel Sest. U lokusu Omn8 bylo autory nalezeno 10
alel, ja jsem pii Ta 63 °C detekovala pouze 4 alely. Autofi rovnéz provedli i cross-species
PCR amplifikaci na 5 jedincich tii druhti — buifiacka madeirského, buiidka Bulwerova
a buinaka modravého. Nalezenim 17 polymorfnich lokust u buifiatka madeirského byla
potvrzena jeho nejvétsi piibuznost s buifiaCtkem Monteirovym. Po cross-species PCR
amplifikaci 11 lokusd u jedinct buifidka Bulwerova a 12 lokust u jedinct buiidka

modravého autofi nezjistili Zadny produkt.

Jediny polymorfni lokus z tadu dlouhoktidli byl zjistén po otestovani 6
nepiibuznych jedinct pelikana bilého. Jednalo se o mikrosatelit Calex-01 pochazejici od
kulika motského z ¢eledi kulikoviti. U tohoto lokusu jsem pii Ta 69 °C urcila 2 alely,
Kiipper et al. (2007) uzitim teploty annealingu 62 °C detekovali u 42 jedincti deset alel.
Tento lokus prostiednictvim cross-species PCR amplifikace testovali i Brown et Jordan
(2009) u 340 jedincu buinaka trinidadského, u kterych nalezli 4 alely s Ta 55 °C.
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V ramci Laboratofe populacni genetiky Katedry bunécné biologie a genetiky
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci zamé&fujici se na klasifikaci
druhti z kladu Aequorlitornithes byly otestovany stejné Cross-species pary primert
u potapky rohace (JanuSova, 2015), nesyta indomalajského (Nedvédova, 2015),
plamenaka karibského (Strejckova, 2016), plamenaka rizového (Karova, 2017), pelikana
kaderavého (Veresova, 2018) a pelikana afrického (Kopecnd, 2018).

JanuSova (2015) cross-species PCR amplifikaci s navrzenymi 213 pary primert
detekovala u potapky rohace (Podiceps cristatus) 20 polymorfnich lokusi s dvéma az

Sesti alelami, zatimco u pelikdna bilého bylo polymorfnich pouze 6 z téchto lokust.

U nesyta indomalajského (Mycteria leucocephala) provedla Nedvédova (2015)
cross-species PCR amplifikaci s 212 pary primeri, pti¢emz detekovala 46, respektive 45
polymorfnich oblasti s dvéma az péti alelami, jelikoz dva pary primert amplifikovaly
stejny lokus. Ja jsem pii testovani pelikana bilého nalezla ¢trnact polymorfnich lokust,

které se s autorkou shodovaly.

Strejckova (2016) provedla cross-species PCR amplifikaci u plamenaka
karibského (Phoenicopterus ruber), u 6 nepfibuznych jedinct tohoto druhu nalezla 50
polymorfnich lokusi s dvéma az péti alelami, u Sestnacti z nich byl polymorfismus

detekovan 1 U testovan¢ho pelikana bilého.

Kirova (2017) testovala 213 parit primert u plamendka riZového
(Phoenicopterus roseus) a nalezla celkem 48 polymorfnich lokusti S dvéma az péti

alelami, z nichz Sestnact bylo shodné polymorfnich s pelikanem bilym.

Cross-species PCR amplifikaci s 213 pary primerti u pelikana kadetavého
(Pelecanus crispus) provedla VereSova (2018), z nichz vyhodnotila 12 jako polymorfni
s dvéma aZ tfemi alelami, pfi¢emz jeden par primerti amplifikoval dvé polymorfni oblasti.

V porovnani s pelikanem bilym vykazovalo shodu sedm polymorfnich lokust.

Kopeéna (2018) u pelikana afrického (Pelecanus rufescens) pomoci cross-species
PCR amplifikace nalezla 24 polymorfnich lokusti s dvéma az tfemi alelami, dvanact

Z nich jsem rovnéz urcila jako polymorfni u pelikana bilého.

Ptehled 30 lokusi, které vykazovaly polymorfismus u pelikéna bilého a n¢kterého
z testovanych druhu z kladu Aequorlitornithes, je uveden v Tabulce ¢. 6.
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Tabulka ¢&. 6: Pfehled polymorfnich mikrosatelitii Z fadu trubkonosi, které byly pomoci cross-species PCR amplifikovany u 6 nepiibuznych jedinct

pelikana bilého (tato prace) a souCasné byly polymorfni u 6 nepiibuznych jedincti pelikana afrického (Kopecnd, 2018), pelikana kaderavého

(Veresova, 2018), plamendka karibského (Strejckova, 2016), plamenaka riizového (Ktrova, 2017), potapky rohace (Janusova, 2015) a nesyta

indomalajského (Nedvédova, 2015). Cislem je vyjadien podet nalezenych alel, pismeno M oznaluje monomorfni lokus. Testovany lokus Dc5

u pelikana bilého znazoriuje dveé polymorfni oblasti.
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Tabulka €. 6: Pokracovani.
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Doposud v Laboratofi populacni genetiky Katedry bunécné biologie a genetiky
Prirodovédecké fakulty v Olomouci bylo u neptibuznych jedinct pelikana bilého
otestovano v péti pracich (vcetné této) — Ranochova (2008), Mikulova (2010), Burzdkova
(2013) a Bartoitkova (2013) — celkem 764 mikrosateliti z fadu brodivi, veslonozi,
plamenaci, vrubozobi a trubkonosi. Polymorfismus vykazovalo celkem 204
mikrosatelitnich lokusti, coz ¢ini GspéSnost 26,7 %. U pelikana bilého se v soucasné dobé
provadi testovani 173 mikrosateliti z fadu tuciidci a univerzalnich ptacich mikrosatelitt.

Pro ziskani vice polymorfnich mikrosatelita navrhuji provést u pelikana bilého
dotestovani mikrosateliti odvozenych od fadu dlouhoktidli. Rovnéz by bylo vhodné
provést analyzu polymorfnich mikrosatelitti zjiSténych v této bakalarské praci na vice
jedincich pelikdna bilého pro urceni téch nejvhodnéjSich pii studiu populacnich

a paternitnich analyz.
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7 Zavér

V této bakalaiské praci jsem otestovala 213 par primerti pomoci Cross-species
PCR amplifikace na 6 jedincich pelikana bilého (Pelecanus onocrotalus). Tyto pary
primerd byly ptivodné navrzeny pro amplifikaci mikrosatelitti u zastupct fadu trubkonosi,
dlouhoktidli a pévci. Od druht fadu trubkonosi bylo popsano 207 mikrosateliti,
respektive 53 mikrosateliti pochéazelo z ¢eledi albatrosoviti, 100 z ¢eledi buiiiakoviti a 54
z Celedi buinackoviti. Pet mikrosateliti bylo izolovano z tadu dlouhokiidli z cCeledi
alkoviti, rackoviti, kulikoviti a jeden z celedi lesnackoviti z fadu pévcei, které pii

cross-species testech u trubkonosych poskytovaly polymorfni produkty.

Po PCR amplifikaci téchto pard primerG na DNA pelikana bilého poskytlo
produkt pouze 209 mikrosatelitl, u zbylych &tyt se i pfes opakované snizeni teploty
annealingu az na 44 °C nepodatilo PCR produkt amplifikovat. Polymorfni produkt byl
ziskan amplifikaci 46 part primert, které poskytly celkem 47 polymorfnich lokusti,
protoze mikrosatelit Dc5 mél dva polymorfni produkty. Pro kazdy z téchto lokust byla
urCena teplota nasedani primert (Ta), délka elektroforetické separace v 6%
polyakrylamidovém gelu, pocet alel a genotypy Sesti nepiibuznych jedinct pelikdna
bilého. Nejvétsi pocet alel jsem nalezla u lokusu Patbel3, u kterého jsem popsala celkem
6 alel. U ostatnich lokus bylo detekovano 2-5 alel. Nejvyssi uspéSnosti nalezeni
polymorfniho lokusu Vv rdmci druhu dosahla amplifikace lokust S pary primert
navrzenych pro buifiaka Sedého, pro ktery z 11 testovanych vykazovalo polymorfismus
6 lokust, coz ¢ini 54,5 %. Celkova uspésnost nalezeni polymorfniho lokusu ¢inila 21,6 %.
V zavislosti na jednotlivych Celedich byla z 26 % nejuspésnéjsi Celed’” buiiidkoviti.
Z mikrosateliti izolovanych od druhil z ¢eledi buinackoviti byl detekovan polymorfismus
ve 20,4 % piipadech, nejnizs§i GspéSnost amplifikace s detekci polymorfniho lokusu
vykazovala amplifikace s pary primeri navrzenymi pro Celed’ albatrosoviti, pouze
15,1 %.

Celkové jsem nalezla 8 polymorfnich mikrosateliti izolovanych od druhti z ¢eledi
albatrosoviti, 26 pochazelo od druhli z celedi buinidkoviti a 11 od druht z celedi
buinackoviti. Poslednim polymorfnim mikrosatelitnim lokusem byl Calex-01, popsany

U kulika moftského z fadu dlouhokiidli.
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