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Abstrakt
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Uvod

Mikrosatelity jsou useky DNA slozené z tandemové se opakujicich repetic,
jejichz délka je v tadu jednotek nukleotidd. Mikrosatelity jsou casto délkove
variabilni, kdy se v populaci na jednom lokusu nachazi vice alel. Maji Siroké vyuziti,
predeviim v genetice, kde se pouzivaji jako molekularni markery. Casto u nich také
dochazi k mutacim. Mikrosatelity mohou byt izolovany pomoci izolace de novo,

cross-species nebo in silico.

V laboratofi popula¢ni genetiky se dlouhodobé fesi vodni ptaci kladu
Aequorlitornithes a hledaji se pro né cross-species polymorfni mikrosatelity. Tato
prace bude tematicky v souladu, protoze pomoci cross-species PCR amplifikace se
budu snazit ovétit polymorfismus 42 mikrosatelitt a charakterizovat je na

21 nepiibuznych jedincich pelikana bilého.



Cile prace
1. Shromazdéni dostupnych literarnich zdrojt.
2. Vypracovani reSerSe na téma diplomové prace.
3. Amplifikace a charakteristika vybranych polymorfnich mikrosatelitnich
lokusi na DNA 21 nepfibuznych jedincti pelikdna bilého; jedna se
0 mikrosatelity oznacené jako polymorfni v bakalafské praci
Hudzieczkova, A. (2019): Cross-species amplifikace mikrosateliti z fadu

trubkonosi u pelikana bilého (Pelecanus onocrotalus).



1 Literarni prehled

1.1 Systematické zarazeni pelikana bilého

V tradiénim pojeti systému ptakd zahrnuje tad Pelecaniformes 6 celedi
vodnich ptaku: terejovité (Sulidae), kormoranovité (Phalocrocoracidae), fregatkovité
(Fregatidae), factonovité (Phaetontidae), anhingovité (Anhingidae) a pelikanovité
(Pelecanidae) (Nelson, 2005; Gaisler et Zima, 2007). Nov¢jsi taxonomické revize
zalozené na podrobnéj$im zkoumani a aplikaci molekularnich technik plné zménily
pohled na systém a fylogenezi tohoto fadu. Nejdiive byli uplné¢ vyjmuti factonoviti,
ktefi byli oznaceni za zcela neptibuznou skupinu. Zbylych 5 €eledi bylo zatazeno do
podiadu Pelecani. Novéjsi studie vSak kromé céeledi Pelecanidae a Fregatidae tadi
zbylé &eledi fadu Pelecaniformes do fadu Suliformes. Rad Pelecaniformes tvoii dnes
Celed pelikanoviti, dale monotypické ¢eledi kladivousSoviti, clunozobcoviti a téz jsou
zde nékterymi autory fazeny Celedi volavkoviti a ibisoviti (Kovalik et al., 2010).
Celed fregatkoviti, byla z fadu veslonozi odstranéna a byla oznadena za sesterskou
skupinu tuénakt. Podle metody DNA-DNA hybridizace bylo zjisténo, Ze
nejpiibuznéjsi jsou Celedi terejoviti, kormoranoviti a anhingoviti. Hedges et Sibley
(1994) z dat odvodili, ze ¢eled’ pelikanoviti je nejptibuznéjsi k ¢lunozobci africkému
(Balaeniceps rex). Mayr et al. (2003) na zakladé studia jejich fylogeneze do ¢eledi
pelikanoviti kromé rodu pelikan zafadili i ¢lunozobce afrického (Balaeniceps rex)

a kladivouse afrického (Scopus umbretta).

Jarvis et al. (2014) na zakladé molekularnich dat vytvofili podobu systému
ptaki, mimo jiné¢ rozdélili Neornithes na 2 zakladni skupiny (Paleognathae
a Neognathae). Skupina Neognathae byla roz¢lenéna na Galloanseres a Neoaves,
kterd zahrnuje i pelikany. Pomoci dalSich podrobnych fylogenetickych analyz byla
skupina Neoaves dale rozdélena na 2 velké samostatné klady - Passera a Columbea.
Soucasti kladu Passera je i klad Aequornithia, do kterého patii pravé vodni ptaci

s vyjimkou vrubozobych, ktefi se fadi do kladu Galloanseres.



Obrazek ¢. 1: Fylogenetické rozdéleni ptakt podle Jarvis et al. (2014)
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Millions of years ago

Prum et al. (2015) ustanovili klad Aequorlitornithes, ktery zahrnuje 2 hlavni
skupiny. Do prvni skupiny zafadili plamenaky (Phoenicopteriformes), dlouhokiidlé
(Charadriiformes) a potapky (Podicipediformes). Do druhé skupiny zahrnuli
slunatce, kagu, potaplice (Gaviigormes), trubkonosé (Procellariiformes), tuc¢naky
(Sphenisciformes), brodivé (Ciconiiformes) a veslonohé (Pelecaniformes). V ramci
druhé skupiny byl puvodni tad veslonozi (Pelecaniformes) rozdélen na fad
Pelecaniformes v uz8$im slova smyslu, kam byla zahrnuta celed Pelecanidae
(pelikanoviti). Faetoni byli zafazeni do jedné skupiny spole¢né se slunatcem
nadhernym (Eurypyga helias), kagu chocholatym (Rhynochetos jubatus). Dalsi
vyraznou zménou je, Ze zbytek fadu Pelecaniformes vytvofil vlastni fad Suliformes

zahrnujici ¢eledé kormoranoviti, anhingoviti, fregatkoviti a terejoviti.

1.2 Rod pelikan
Rod pelikan (Pelecanus) je jedinym rodem celedi pelikanoviti (Pelecanidae).

Jedna se o velké vodni ptéky s pfiznacnou veslovaci nohou, kterd ma vSechny 4 prsty
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spojené pomoci plovaci blany (Gaislet et Zima, 2007). Je pro n¢ charakteristicky
roztazitelny vak, ktery se nachazi pod spodni Celisti a byl vytvofen jako adaptace na
lov ryb. Velké kolonie pelikant za den zkonzumuji az 20 kg ryb, proto se kazdy den
musi pfemistovat az na vzdalenost 160 km, aby nedoslo k vycCerpani zdroji
(Alderton, 1995). Kofist pelikdnii mize byt riizné velikosti, od malych ancovicek
a sardinek, az po vétsi ulovky, jako je kapr, okoun ¢i stika (Winkler et al., 2015). Do
vaku mohou nabrat vodu, ktera mize mit objem az okolo 14 1. Vak casto pelikani

pouzivaji, kdy se jeho roztazenim a pulzaci ochlazuji (Stastny et al., 1998).

Opeteni byva po vétSinu casu bilé barvy, Casto s Sedymi nebo rGzovymi
skvrnami, kromé pelikana hnédého. Mladi jedinci jsou nenapadného zbarveni, oproti
dospélctim. Pelikani maji dlouhy krk, ktery jim umoziuje polozeni si velkého zobaku
na prsa. Nohy jsou kratké a jsou umistény daleko od sebe, v zadni ¢asti téla, aby
mohly slouzit jako u¢inna padla (del Hoyo et al., 1992). Ryby chytaji vétSinou
Vv koloniich a maji pii tom k#idla zdvizena nad vodni hladinu (Alderton, 1995). Vzlet
z vodni hladiny je diky jejich hmotnosti obtizny a vyzaduje spoustu usili. Potfebuji
taktéz i velky prostor, aby mohli vzlétnout. Rozbéhnou se po vodni hlading, zatimco
soucasné mavaji kiidly a kopou nohama, dokud se jim nepodaii vzlétnout (del Hoyo

etal., 1992).

Je znamo celkem 8 druht pelikanti — pelikan bily (Pelecanus onocrotalus),
p. hnédy (P. occidentalis), p. africky (P. rufescens), p. australsky (P. conspicillatus),
p. kadetavy (P. crispus), p. skvrnozoby (P. philippensis), p. severoamericky (P.
erythrorhynchos) a p. chilsky (P. thagus). Vyskytuji se v Siroké Skale vodnich
prostiedi, at’ uz se jedna o oteviené oceany, slana jezera, mocaly, feky a jejich delty.
Preferuji mé¢lké vody, zejména kvili jejich stylu lovu ryb (del Hoyo et al., 1992).
Pelikdni a kormordni mohou béhem roku meénit stanovisté, mohou tedy stiidat

prostiedi se sladkou a slanou vodou (Winkler et al., 2015).

Hnizdi na zemi i na stromech, hnizda si Casto stavéji z vétvi (Gosler, 1994).
Na zacatku pafeni se jejich pefi zbarvuje pestrymi barvami, a tim muize dojit
k odliseni pohlavi (del Hoyo et al., 1992). Pohlavni dospélosti dosahuji pelikani az
po n¢kolika letech (3—5 letech). Jedna se o jedince, ktefi se dozivaji vysokého véku
(15-25 let), v zajeti se mtizou dozit az 54 let (Hanzak et Hudec, 1974, Stastny et al.,
1998).
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1.3 Pelikan bily

Pelikan bily (Pelecanus onocrotalus) je stfedné velky vodni ptak, ktery je
Casto velikostné pripodobnovan k labuti (Bouchner, 1989). Délka natazeného téla se
pohybuje okolo 140 az 160 cm a jeho hmotnost mize byt az 11 kg. Pelikan bily je
velice dobry letec a plachtat. Ktidla jsou dlouha a Siroka, jejich rozpéti je od 2 do
2,8 m (Gosler, 1994). Dospéli jedinci maji bilé zbarveni pefi, ob¢as s nddechem do
rizova, jen konce kiidel maji tmavé hnéd¢ az Cerné zbarvené. Zobak maji zariveé
zluty, je zakonleny cerven¢ zbarvenou Spickou. Mladata jsou nejprve rtzove
zbarvena a naha, nasledné se jejich té€lo pokryva hustym hnédym petim (Brown et
al.,, 1982). Od ostatnich druhti pelikanti se pelikan bily 1isi ¢ervené zbarvenyma

nohama (Hanzak et Hudec, 1974).

Potravu pelikant tvoii piedevsim ryby, které mohou dosahovat hmotnosti az
600 g. Dokazi pojmout vétsi ryby nez pelikan africky, pokud jsou k dispozici, tak
tvofi az 90 % jeho jidelnicku (Brown et al., 1982). Nejvétsim tlovkem pelikana byl
kapr, ktery vazil 1850 g (Stastny et al., 1998).

V dobé¢ pafeni maji samec i samice malou chocholku v oblasti tyla a pefi ma
ruzovy nadech (Gosler, 1994). Hnizdi Casto v roztrousenych koloniich, které mohou
mit az 3000 part. Kolonie se nachdzeji na méné dostupnych mistech, pfedev§im
kvuli ochrané pied predatory. Velikost hnizda je pfiméfena télu pelikani a je
postaveno z rakosi, které sbira samec, samice hnizdo stavi (Brown et al., 1982). Na
vejcich sedi samice i samec, ktery ji vystfida pouze v pfipadé, kdy se samice
potiebuje nasytit. Samice useda na prvni vejce a druhé snasi az po Ctrnacti dnech,
proto byvaji mlad’ata z jednoho hnizda odliSného stafi. Obvykla doba sezeni na
vejcich je az 6 tydnti. Miva 2—4 vejce, kterd jsou namodrala a maji vapenitou
skotapku (Bouchner, 1989). Mlad’ata se lihnou po 33 dnech, jsou nidikolni a krmena
dvakrat denn¢ (Hanzak et Hudec, 1974).

Pelikan bily se vyskytuje v okoli alkalickych a sladkovodnich jezer, ziidka
i Umoiského pobiezi (Brown et al., 1982). Rozsifeni pelikdna bilého je od
jihovychodni Evropy (Rumunsko a Bulharsko) az po Mongolsko, dale pak Afrika
jizné od Sahary, severozapad Indie nebo jizni Vietnam (Hanzék et Hudec, 1974,
Stastny et al., 1998).
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1.4 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou urcité tuseky DNA se specialni strukturou, kde se
bezprostiedn¢ za sebou opakuji nékolikanukleotidové sekvence, S rtiznou délkou
pard bazi. Jsou znamé jako SSRs (Simple Sequence Repeats) nebo STRs (Short
Tandem Repeats). Jejich rozlozeni neni stejnomérné, ale vyskytuji se v kodujicich
i nekddujicich oblastech DNA, téméf u vSech prokaryotnich i eukaryotnich
organismu (Téth et al., 2000; Zane et al., 2002; Oliveira et al., 2006). Mikrosatelity
jsou rozprostieny po celém genomu a délka jejich repetic se mize liSit. Rzni autofi
uvadgéji rtzna cisla, 2-8 bp nebo 1-5 bp (Zane et al., 2002; Kantartzi 2013). Jsou
vyuzivany predevs§im pii studiu evoluénich vztaht nebo pfii urceni piibuznosti jako

genetické markery (Zane et al., 2002).

141 Klasifikace mikrosateliti

Podle Toth et al. (2000) se mikrosatelity rozd€luji na zakladé délky jejich
zakladni jednotky na mono-, di-, tri-, tetra- az polynukleotidové repetice. Bylo
zjisténo, ze repetice poly (A/T) u vSech taxont vyskytuji vice nez repetice poly
(CIG). Mezi nejcastéji zastoupené repetice patii trinukleotidové a hexanukleotidové

mikrosatelity (Oliveira et al., 2006).

Dalsi rozdéleni mikrosateliti uvadéji ve své praci Oliveira et al. (2006), ktefi
je rozde€luji podle typu opakovani na 4 skupiny: dokonalé, nedokonalé, pierusované
a slozené. Dokonalé mikrosatelity nemaji opakovanou sekvenci zékladniho motivu
pferusenou zadnou bazi (napt. TATATATATATATA). Od nich se odlisujici
nedokonalé mikrosatelity, které maji vloZenou bazi, ktera preruSuje jejich zakladni
sekvenci (napf. TATATACTATATA). U ptrerusovanych mikrosatelitd je do
zakladniho motivu vloZena sekvence bazi, ktera danému motivu neodpovida (napft.
TATATACGTGTATATATATA). SloZzené mikrosatelity jsou tvofeny dvéma
riznymi jednotkami repetic, které spolu sousedi (napf.

TATATATATAGTGTGTGTGT).

1.4.2 Mutace mikrosateliti

Mutace mikrosateliti jsou Castéj§i U mikrosatelithi S vétSim poctem
repetitivnich jednotek, jsou relativné nestabilni a jejich Cetnost se pohybuje od 1072
do 10 nukleotidii na jednu generaci (Goldstein et Schlstterer, 1999). Mechanismus,

ktery je zodpovédny za mutaci mikrosatelitl, je popisovan jako sklouznuti DNA
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polymerazy pii replikaci (DNA replication slippage) (Schlotterer, 2000). Princip
sklouznuti DNA polymerazy pii DNA replikaci spociva v prozatimnim odlouceni
fetézci DNA a v jiném mist¢ dochazi k jejich opétovnému sparovani do
dvousroubovice. Takto dochazi k posunu bazi a nov¢ vznikajici vlakno se tak

prodluzuje nebo zkracuje (Olivier et al., 2006).

U lidi mohou mutace trinukleotidovych mikrosateliti zplsobovat
neurodegerativni autozomalné¢ dominantni dédi¢né onemocnéni, Huntingtnovu

chorobu. Toto onemocnéni je zpusobeno zmozenim opakovani triplett CAG (Téth et

al., 2000).

143 Vyuziti mikrosateliti

Diky jednoduché PCR amplifikace se z mikrosateliti staly oblibené genetické
markery, které maji Siroké uplatnéni v genetice (Schlotterer, 2000) a pouzivaji se
pfedevSim ke studiu vnitrodruhovych vztahti (napf. ptislusnosti k poddruhu ¢i
geograficky oddélené populaci), ale i k ur€eni pfibuznosti mezi jednotlivymi jedinci
(Vieira et al., 2016). Hlavnim nedostatkem mikrosatelitt je i to, ze od druhu, které
jsem zkoumany poprvé, musi nejdiive probéhnout izolace de novo. Protoze se
mikrosatelity nachazeji predev§im v nekodujicich oblastech genomu, je obtizné

navrhnout univerzalni primery (Zane et al., 2002).

144 Hledani mikrosatelitii

Izolace mikrosatelith mlZe byt provedena pomoci riiznych metod. Mezi
zakladni 3 metody izolace patii metoda de novo, cross-species PCR amplifikace a in
silico (Zane et al., 2002; Dawson et al., 2010).

Izolace de novo se vyuziva pii zkoumani druht, které jsou predmétem zajmu
poprvé. Problém je, ze v nekodujicich oblastech genomu se mikrosatelity nachézeji
ve vétsi mire, nez v kédujicich oblastech v dusledku toho je velice obtizné navrhnout
tzv. univerzalni primery. Izolace mikrosatelitnich lokusti metodou de novo je slozena
z nékolika krokt. Nejprve dojde k izolaci DNA zkoumaného druhu a k vytvofeni
knihovny. V dalsi fazi pfichdzi na fadu sekvenovani, nasledné pak navrhovani
primerd, optimalizace podminek PCR amplifikace a nakonec ovéfeni polymorfismu
na nepiibuznych jedincich. Tato metoda je vsak velmi ¢asové narocnd, proto jsou
navrhovany nové alternativni metody, které by ¢as izolace mohly zkratit (Zane et al.,

2002).
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Jednotlivé alely mohou byt rozliSeny diky gelové elektroforetické separaci.
Homozygotni lokus je typicky tim, ze ma obé alely stejné, zatimco lokus
heterozygotni obsahuje jiny pocet repetic na kazdé alele (Oliviera et al., 2006).
Pomoci metody cross-species PCR amplifikace 1ze u druhu, které jsou si blizce
ptibuzné, vyuzit PCR primery jednoho druhu ke zjisténi polymorfismu u druhu
druhého (Moore et al., 1991). Cross-species PCR amplifikace, ktera vyuziva diive
navrzené primery pro jiné druhy, které jsou spolu v tésném piibuzenském vztahu.
Casto usp&$nost PCR amplifikace zvySuje fylogeneticka blizkost zdrojového
acilového druhu. S rostouci fylogenetickou vzdalenosti mezi zdrojovym
a testovanym druhem klesa uspésnost cross-species PCR amplifikace, kterou lze také

ovlivnit naptiklad snizenim teploty annealingu (Primmer et al., 1996, Primmer et al.,
2005).

Metoda in silico je nejnovéjsi metoda, ktera se da vyuzit pro nalezeni
mikrosateliti. Jedna se o rychlejsi a levnéjsi formu izolace, a proto postupné
vytlaCuje metodu de novo. Princip spociva v prizkumu databazi sekvenci DNA
pomoci programi (Dawson et al., 2010, Dawson et al., 2013). Ptikladem mohou byt
programy MISA (MlroSAtellite), Tandem-Repeats Finder ¢i TROLL (Tandem
Repeats Occurent Locator) (Sharma et al., 2007).

1.4.5 Mikrosatelity izolované u ptaki z Fadu trubkonosi

Rad trubkonosi (Procellariiformes) se déli do 4 Geledi. Jsou to &eledi
albatrosoviti ~ (Diomedeidae),  buinakoviti ~ (Procellariidae),  buinackoviti
(Hydrobatidae) a buinikoviti (Pelecanoididae). V Laboratofi populaéni genetiky na
Katedife bunétné biologie a genetiky PiF Univerzity Palackého v Olomouci bylo
celkem studovano 213 mikrosatelitnich lokust, z nichz 207 pochazi od 3 ¢eledi fadu
trubkonosych (albatrosoviti, buffidkoviti a buifiaCkoviti), 5 od zastupcl z fadu
dlouhokfidli a 1 z fadu pévci. V laboratofi nejsou k dispozici zadné mikrosatelity od

posledni ¢eledé buinikovitych.

1.4.6 Mikrosatelity izolované de novo u pelikani
Pomoci izolace mikrosateliti de novo bylo nalezeno celkem

10 mikrosatelitnich lokust, které jsou znamé od dvou druht pelikant.

U pelikana severoamerického bylo celkem testovano 25 part primerd, z nichz

9 mikrosatelitnich lokust (PeEr 01-09) bylo polymorfnich u 23 jedinct. Nejdiive
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byla provedena extrakce DNA a poté byly navrzeny primery, které¢ byly ndsledné
pouzity pro PCR amplifikaci. Autofi u polymorfnich mikrosateliti nalezly od 2 do
8 alel (Hickman et al., 2008).

U pelikdna bilého bylo izolovano 10 mikrosatelitnich lokust (PELOS6,
PEL149, PEL175, PEL185, PEL188, PEL190, PEL207, PEL221, PEL265
a PEL304). Pro PCR amplifikaci byly navrZzeny primery a nasledn¢ byly testovany
u 46 jedinct, ktefi pochazeli ze dvou populaci. 23 jedinci pochazelo z oblasti
Jihoafrické republiky a 23 jedincti bylo z Namibie. Pocet alel se pohyboval
vrozmezi od 2 do 19 na lokus. Nesoulad s Hardy-Weinbergovou rovnovahou
vykazovaly dva mikrosatelitni lokusy (PEL185 a PEL221) (De Ponto Machado et al.,
2009).

1.4.7 Cross-species PCR amplifikace u pelikani

De Ponte Machado et al. (2009) nalezli celkem 10 mikrosatelitnich lokust
u tfi druht pelikant a u vSech tii vykazovaly polymorfismus. U pelikana afrického se
jednalo o jednoho jedince, u pelikana hnédého o pét jedinci a u pelikana
severoamerického o dva jedince. Dva mikrosatelity z deseti (PEL086 a PEL185)
u pelikana afrického nebyly tUspéSné amplifikovany. Ostatni mikrosatelitni lokusy

poskytly produkty s 1-7 alelami na lokus.

Populace pelikdna severoamerického byla zkoumana z hlediska genetické
struktury. Cekem bylo prostudovano 10 mikrosatelitnich lokust, z nichz
7 mikrosatelitd (PeEr01, PeEr02, PeEr03, PeEr04, PeEr06, PeEr08 a PeEr09) bylo
izolovano od pelikana severoamerického (Hickman et al., 2008) a zbylé
3 mikrosatelity (PEL0O86, PEL149 a PEL304) byly ziskany od pelikdna bilého (de
Ponte Machado et al., 2009). PCR amplifikace byla provedena celkem na
333 jedincich, kteti pochazeli z 19 rtiznych kolonii. U pelikana severoamerického se
pocet alel pohyboval v rozmezi od 4 do 13 na lokus a pocet alel u pelikana bilého byl
v rozmezi od 7 do 19 (Reudink et al., 2011).

Jeyasingham et al. (2013) se zabyvali vyzkumem genového toku u pelikana
chilského. Testovali celkem 7 mikrosatelitnich lokust izolovanych od pelikana
severoamerického a bilého na 83 jedincich. Lokusy PeEr02, PeEr03, PeEROS5,
PeEr07 a PeEr09 byly izolavany od pelikana severoamerického (Hickman et al.,
2008) a zbylé dva lokusy pochazely od pelikana bilého (PEL149 a PELI185) (de
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Ponte Machado et al., 2009). Pocet alel se pohyboval v rozmezi od 4 do 26 na lokus,
v pruméru bylo nalezeno 12 alel na lokus. Autoti nalezli nulové alely u lokusu
PeEr05.

Laboratot populacni genetiky na Katedfe bunécné biologie a genetiky
Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci se v bakalafskych
a diplomovych pracech vénuje cross-species PCR amplifikaci u vybranych druht
velkych vodnich ptakt. V ptehledu uvadim pouze ty, které se vénovaly pelikanu

bilému.

Burzakova (2011) pomoci cross-species PCR amplifikace ve své bakalaiské
praci testovala celkem 137 mikrosatelitnich lokusi u pelikana bilého a pelikdna
skvrnozobého. Pary primerd byly odvozeny pro amplifikaci mikrosatelitl piibuznych
druhii ptaktt z tadu veslonozi, plamenaci, brodivi a vrubozobi. Celkem nalezla
20 polymorfnich mikrosatelitd, Z nichz jeden byl nehodnotitelny kvili velkému poctu
stutter bandd. 13 polymorfnich mikrosateliti pochézelo z ftadu veslonozi,
3 polymorfni mikrosatelity z fadu brodivi a z fadu plamenéci nalezla 4 polymorfni

mikrosatelity.

Bartonikova (2013) se ve své diplomové praci zabyvala cross-species PCR
amplifikaci u pelikana bilého a pelikana skvrnozobého. K PCR amplifikaci pouzila
82 parti primeri, které amplifikuji 84 polymorfnich lokusti u pelikdna bilého
a 18 polymorfnich lokusi u pelikana skvrnozobého. Testovala lokusy, které byly
prohlaseny za polymorfni u riznych druhti pelikanti a v diplomovych pracech
Ranochova (2008) a Mikulova (2010) a v bakalafské praci Burzdkova (2011).
Celkem u pelikana bilého nalezla 10 polymorfnich mikrosateliti, které

charakterizovala na 21 nepiibuznych jedincich.

Kremlova (2019) ve své bakalarské praci testovala pomoci cross-species PCR
amplifikace 173 part primeri na 6 neptibuznych jedincich pelikdna bilé¢ho. 113 part
primerQ bylo navrZeno pro amplifikaci u 9 druhil tucnékd, 36 part primert pro EST
ptaci mikrosatelity a 24 par primert pro konzervované ptaci mikrosatelity. Celkem
nalezla 35 polymorfnich mikrosatelitd, z nichz 18 bylo od 7 druht tucnaku,
10 polymorfnich EST ptadich mikrosateliti a zbylych 7 konzervovanych ptacich
mikrosateliti. Vyzkumem polymorfismu se zabyvala i1 ve své diplomové praci

(Kremlova, 2021). Pomoci cross-species PCR amplifikace mikrosateliti, které
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oznacila za polymorfni ve své bakalarské praci (Kremlova, 2019), zjistila, Ze ne
vSechny mikrosatelity, které oznacila jako polymorfni ve své bakaldiské praci
skute¢né vykazuji polymorfismus. Celkem potvrdila 32 para primert, které
amplifikovaly celkem 34 polymorfnich lokusti, z nichz 17 para primera bylo
navrzeno pro amplifikaci mikrosatelitti pochazejicih z fadu tucnaci a 15 part primert

bylo navrzeno pro amplifikaci univerzéalnich ptacich mikrosatelitt.

Hudzieczkova (2019) se ve své bakalafské praci zabyvala hledanim
polymorfnich mikrosateliti u pelikana bilého pomoci cross-species PCR
amplifikace. Na 213 parech primert (207 z fadu trubkonosi, 5 z fadu dlouhokiidli
alz tadu pévci) nalezla celkem 47 polymorfnich produktd, které byly
amplifikovany na 46 parech primert (Dc5 poskytoval 2 produkty). 46 para primert,
které¢ amplifikovaly polymorfni PCR produkt, budu testovat v praktické ¢asti své
diplomové prace. Presny soupis Celedi, zdrojového druhu, ptisluSnych mikrosateliti,

véetné literarniho zdroje je v Tabulce ¢. 2 v kapitole Material a metody.
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2 Material a metody

2.1 Biologicky material

Zoologické zahrady Dvir Kralové, Jihlava a Liberec poskytly biologicky
material pro praktickou ¢ast mé diplomové prace. Krev byla odebrana
21 nepiibuznym jedincim pelikdna bilého (Pelecanus onocrotalus) z tarzalni zily
dolni koncetiny. DNA byla vyizolovana pomoci fenol-chloroformové metody mym
vedoucim prace, nafedéna v TE pufru, spektrofotometricky zméfena jeji koncentrace

a nafedéna pro PCR v koncentraci 10—20 pg/ml.

2.2 PCR amplifikace genomické DNA
PCR amplifikace byla provedena na 21 neptibuznych jedincich pelikana

bilého. K testovani bylo pouzito celkem 42 part primert. V Tabulce ¢. 1 je uvedeno

slozeni reak¢éni smési, které bylo pfipraveno pro 21 vzorkl kazdého paru primert.

1. Kazda slozka PCR mixu byla napfed ponechdna pti laboratorni teploté, aby
rozmrzla a nasledné¢ byla zvortexovana a zcentrifugovana. Do 1,5ml
mikrozkumavky byly napipetovany jednotlivé slozky PCR mixu podle Tabulky

¢. 1 a poté znovu zvortexovany a zcetrifugovany.

Tabulka €. 1: Slozeni PCR reak¢ni smési pro 21 vzork.

SloZeni PCR mixu Objem [pl]
Deionizovana voda 177,6
Reakéni pufr (10x) 26,8
Roztok MgCl; (25 mmol/l) 16,0
Roztok dNTPs (20 mmol/Il) 2,8

Primer R (10 umol/l) 13,2
Primer F (10pumol/1) 13,2

aTaq DNA polymeraza (5U/ul) 6,0

2. Do kazdé z ptipravenych 0,2ml mikrozkumavek bylo napipetovano po 1l
genomické DNA a nasledné 9 pl PCR reakéni smési.
3. Uzaviené mikrozkumavky byly vlozeny do termocykleru, kde podle teplotniho

a casoveého rozpisu probiha reakce podle schématu €. 1.
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Schéma ¢&. 1: Casovy a teplotni profil PCR reakce.

1. 94°C...
2. 94°C...
Ta°C ...
72°C ...
3. 72°C...

5 minut
30s
30s
30s

7 min

35 cykla

Jako teplota annealingu (Ta) byla pouzita finalni teplota, ktera byla uvedena

Vv bakalarské praci Anety Hudzieczkové (2019).

Tabulka ¢. 2: Seznam 42 mikrosatelitnich lokust od druhi z fadu trubkonosi, které

byly oznaceny jako polymorfni u pelikdna bilého v bakalarské praci Hudzieczkova

(2019). V ptipadé problematického produktu byla teplota snizovana nebo zvySovana,

viz. Tabulka €. 3 v kapitole Vysledky.

Celed’ Zdrojovy druh Mikrosatelity Literarni zdroj
albatros stéhovavy Dubois et al.,
(Diomedea exulans) /D8, 11H] 2005
albatros Sedohlavy Dc5, De3l
(D. chrysostoma)
” , Burg, 1999
albatros Sedohlavy,
" . D24
albatrosoviti albatros stéhovavy
(Diomedeidae) 210atros éernobrvy Burg et Croxall,
(T. melanophris), De35 2001
albatros Sedohlavy
albatros ¢ernonohy
(Phoebastria nigripes) BFAL4 Hernandez et
albz_ltros layga_nsky LAALLY al., 2014
(P. immutabilis)
buinak bélobrady Paequ2, Paequ3, Techow et
(P. aequinoctialis) Paequ8 O’Ryan, 2004

buinakoviti
(Procellariidae)

buinak taiko

Tch6 Lawrence, 2008
(Pterodroma magentae)
burnak trinidadsky Brown et
(P. arminjoniana) Parm02 Jordan, 2009
buinak havajsky Ptero04, Ptero06, Welch et
(P. sadwichensis) Ptero09 Fleischer, 2011
buinak Sedy Cd1, Cd2, Cds3, Bried et al.,
(Calonectris diomedea)  Cd4, Cd5, Cd6 2008
burnak svétlonohy Hardesty et al.,
(Puffinus carneipes) PcB109 2013
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Tabulka €. 2: Pokradovani.

Celed’ Zdrojovy druh Mikrosatelity Literarni zdroj
buFiak balearsky Gonzalez et al.,
(P. mauretanicus) PUff 1.5 2009

buiiidkoviti Patbel2, Patbel3, Quillfeldt et al.,

.. buifiak utlozoby  Patbel6, 2012

(Procellariidae) .
(Pachyptila Pacbel 08867, Moodley et al
belcheri) Pacbel 10895, 2015 B

Pacbel 15327

burnacek
dlouhokiidly Ole01, Ole09, Olel3, Bicknell et al
(Oceanodroma Olel9, Ole25, Ole26 2011 N
leucorhoa)

buinackoviti bufiacek

(Hydrobatidae) madeirsky Oc28B, Oc79, 0Oc84  Sunetal., 2009
(O. castro)
buiniacek Bried et al., 2012
Monteirav Omn3, Omn8 a Andris et al.,
(O. monteiroi) 2012

kulikoviti kulik moFsky Brown et Jordan
(Charadrius Calex-01 ’

(Charadriidae) alexandrius)

2009

2.3 Chemikalie
- Akrylamimd (Sigma)
- aTag DNA polymeraza (5 U/ul), M1241 (Promega)
- Bromfenolova modf (Serva)

- Deionizovana voda

- dNTPs (100 mmol/l, 400 ul od kazdého), U1240 (Promega)

- Dusicnan stiibrny (Sigma)

- Ethanol, 96% roztok (Lihovar Vrbatky)

- Ethylendiaminotetraoctan sodny - Na;EDTA (Lachner)

- Formaldehyd (Lachner)

- Formamid (Lachner)

- Hydroxid sodny (Lachner)

- Chlorid sodny (Lachema)

- Kyselina borita (Lachner)

- Kyselina dusi¢na 65% roztok (Lachner)

- Kyselina octova (Lachner)
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- Mocovina (Lachner)

- N, N" - methylenbisakrylamid (Serva)

- N, N, N’, N’ - tetramethylethylendiamin - TEMED (Serva)
- Peroxodisiran amonny (Serva)

- Rain-off - tekuté stérace (Sheran)

- Thiosiran sodny (Lachema)

- Trishydroxymethylaminomethan - Tris (AppliChem)

- Uhli¢itan sodny (Lachner)

- Xylenova modi - Xylenecyanol FF (AppliChem)

- 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

2.4 Roztoky
1. Akrylamid, 6% zasobni roztok
- 150 ml 40% zasobniho roztoku - akrylamid: N, N’"-methylenbisakrylamid
(19:1)
- 420 g moCoviny
-50 ml 10x TBE
- 484 ml deionizované vody
- po rozpusteéni vSech slozek zfiltrovat a ulozit v temné lahvi v chladnicce
2. Dusicnan stiibrny, 0,1% roztok
- 0,8 g dusi¢nanu stfibrného
- 800 ml deionizované vody
- pfed pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu
3. Fix/stop roztok
- 800 ml deionizované vody
- 88 ml ledové¢ kyseliny octové
4. Hydroxid sodny, 1mol/dm® roztok
- 40 g hydroxidu sodného
- deionizovanou vodou doplnit do 1 |
5. Kiyselina dusi¢na, 1% roztok
- 12 ml 65% kyseliny dusi¢né
- 800 ml deionizované vody
6. Roztok 3-metakryloxypropyltrimetoxysilanu

- 1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% etanolu
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- 3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu
7. Nanaseci pufr pro polyakrylamidové gely
- 0,125 g xylenové modie
- 0,125 g bromfenolové modie
- 100 ml formamidu
- 25 ml deionizované vody
8. Peroxodisiran amonny, 10% roztok
- 1 g peroxodisiranu amonného
- 10 ml deionizované vody
- rozpustit ve vod¢ a roztok uchovavat v chladnicce
9. Polyakrylamidovy gel, 6% roztok
- 60 ml 6% zéasobniho roztoku akrylamidu
- 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného
-40 ul N, N, N, N'- tetramethylethylendiaminu
- 25 ml deionizované vody
10. Reakéni pufr pro Taqg DNA polymerdzu, 10x
- 80 ml deionizované vody
-1,211 g Tris
- upravit pH pomoci HCI na hodnotu 9
- 3,73 g KCI
- 1 ml Triton X-100
- po rozpusténi doplnit na 100 ml
11. TBE puftr, 10x zasobni roztok
- 55 g kyseliny borité
- 108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
- 40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
- doplnit do 1 I deionizovanou vodou
12. Vyvojka
- 24 g uhli¢itanu sodného
- 800 ml deionizované vody
- vychladit na teplotu nizsi nez 10 °C
- pied pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu a 160 ul roztoku thiosiranu

sodného
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2.5 Laboratorni pristroje
- Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)
- Hybridiza¢ni pec HB-2D (Techne)
- Chladnicka kombinovand (Whirlpool)
- Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)
- Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)
- Mikropipety Finnpipette 0,5-10 pl (osmikanalova) 0,3 ul—1 ml
(jednokanalové) (Thermo Labsystem)
- Mikropipety Nichipet EX 0,5 ul—1 ml (Nichiryo)
- Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)
- Minicetrifuga Prism mini (Labnet International)
- Negatoskop NEGA (Maneko)
- Sekvenéni elektroforeticka komiirka S2 (Whatman Biometra)
- Susarna CAT 8050 (Contherm)
- Termocykler GenePro (BIOER Technology)
- Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)
- Termocykler TC XP (BIOER Technology)
- Ttepacka Orbit 1 900 (Labnet International)
- Vortex mixer (Labnet International)
- Vortex MS2 (lka)
- Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 01 (AquaOsmotic)
- Vyrobnik ledu Ice Flaker (Brema IceMakers)

2.6 Analyza PCR produktii pomoci elektroforetické separace
Nasledujici postup elektroforetické separace probihd za denaturujicich

podminek. Vyuziva sekvenacni elektroforetické komurky S2 (Whatman Biometra)

s rozmerem velkého skla 330 x 420 mm a malého skla 330 x 390 mm. Za pouziti 6%

polyakrylamidového gelu, jehoz tloustka byla 0,4 mm.

1. Plochy velkého i malého skla, které se budou dotykat gelu fadné umyt pomoci
saponatu a kartaCku pod tekouci vodou. Dale ob¢ skla oplachnout deionizovanou

vodou a osusit je ubrouskem.
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Na plochu velkého skla nanést piipravek na odpuzovani vody Rain off (tekuté
stéraCe), rozetiit pomoci ubrousku a nechat chvili zaschnout. Po zaschnuti je
zapotiebi velké sklo oSetfit znova deionizovanou vodou ze stiicky a zase ususit.
Plochu malého skla, ktera se bude dotykat gelu je zapotiebi nejprve 2x umyt
deionizovanou vodou, nasledné ususit a poté 2x oplachnout 96% ectanolem. Poté
je nutné na sklo nanést roztok 3-metakryloxypropyltrimetoxysilanu, dikladné
rozettit po celé plose skla, nechat 5 minut zaschnout a dale sklo 4x oSettit 96%
etanolem.

Velké sklo pfenést na nachystanou polystyrenovou desku do digestofe oSetienou
plochou vzhiiru. Po jeho stranach umistit 2 spacery, jejichz tloustka je 0,4 mm.
Na spacery na velkém skle prilozit malé sklo oSetfenou plochou smérem dolu
a urovnat spacery tak, aby pftiléhaly ke kratsi strané¢ malého skla. Na delsi stran¢
skla upevnit pomoci 4 klipsi.

Do kadinky si nachystat 6% polyakrylamidovy gel. Roztok je zapotiebi obezietné
promichat krouzivymi pohyby a nasledn¢ ho pomalu za pomoci poklepavani na
sklo nalévat mezi skla, aby nedoslo ke vzniku bublin.

Az bude prostor mezi skly vyplnén gelem, je tfeba zasunout pfipraveny hiebinek
rovnou stranou do gelu asi 5 mm. Obé¢ skla zafixovat pomoci 4 klipsi a nechat
gel po dobu 60 minut polymerizovat.

Po uplynuti doby, ktera je zapotiebi, aby doSlo k polymerizaci gelu, odd¢lat
vSechny klipsy a oplachnout pod tekouci vodou ve vylevce, aby byly odstranény
nezadouci zbytky gelu. Mal¢ sklo je zapotfebi osuSit dosucha papirovymi
ubrousky a upevnit do elektroforetické komiirky pomoci Sroubd.

Do katodového 1 anodového prostoru je tieba nalit dostatecné mnozstvi 0,5x TBE
pufru. V dalsim kroku je nutné vyjmout hiebinek a prostor, ktery jeho vyjmutim
vznikl, dikladn¢ pomoci injek¢ni stiikacky promyt. Uzavtit oba prostory vikem,
ptipojit elektrody ke zdroji stejnosmérného elektrického proudu a gel ponechat
po dobu 30 minut nahfivat. Podminky nahfivani nastavit na 90 W, proud na
hodnotu 150 mA a napéti na hodnotu 3000 V.

Béhem nahtivani gelu si pfipravit mikrozkumavky s PCR vzorky. Ke kazdému
vzorku pfidat 5 pl nanaseciho pufru a vlozit je na 3 minuty do termocykleru, kde
dojde k denaturaci pti 96 °C. Po skonceni denaturace vzorky pienést do

pfipravené polystyrenové nadoby s ledem.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Po nahiati gelu vypnout zdroj stejnosmérného elektrického proudu a odpojit
elektrody. Pomoci injekéni stiikacky opatrné vycistit prostor mezi skly proudem
0,5x TBE pufru a nasledné do tohoto prostoru zasunout hiebinek tak, aby zoubky
sméiovaly asi 1 mm do gelu. Poté pomoci osmikandlové pipety nanést vzorky
0 objemu 2ul do prostor mezi zoubky hiebinku.

Po naneseni vSech vzorkil, uzavtit katodovy prostor, pfipojit elektrody a zdroj.
Parametry nastavit na vykon 70 W a hodnoty elektrického proudu a napé€ti nechat
na maximu (150 mA a 3000 V). Doba elektroforetické separace je rtzna, zavisi
na poc¢tu nukleotida fetézce (90-180 minut).

Béhem separace si nachystat piislusné roztoky (roztok fix/stop, 1% roztok HNO3
a vyvojku, kterou je zapotfebi umistit do chladni¢ky).

Po skoncCeni elektroforetické separace odpojit zdroj stejnosmérného proudu,
elektrody a vypustit pufr z katodového prostoru. Povolit Srouby, vyjmout skla
apolozit je na podlozku, aby malé sklo bylo smérem vzhiiru. Poté opatrné
vytdhnout spacery a pomoci noze od sebe skla odlepit.

Mal¢ sklo vlozit do fotomisky gelem nahoru, umistit ho na tfepacku a zalit
roztokem fix/stopu, ten nechat ptisobit po dobu 20 minut. Po uplynuti doby
roztok slit zpét do bariky a sklo s gelem 3x proplachnout deionizovanou vodou.
Fotomisku umistit zpét na tiepacku a sklo s gelem zalit 1% roztokem HNOs,
ktery bude pulsobit 4 minuty. Poté roztok vylit a sklo s gelem promyt
4x deionizovanou vodou.

Nasledné sklo s gelem umistit do misky, ktera je uréena na roztok dusi¢nanu
stiibrného a umistit ji na tfepacku. Do roztoku 0,1% AgNOj piidat 1200 pl
formaldehydu, vznikly roztok nalit na sklo s gelem a nechat pisobit po dobu pil
hodiny. Béhem toho je zapotiebi si pfipravit misku s deionizovanou vodou.

Po uplynuti 30 minut roztok AgNOjs slit zpét do zasobni lahve. Po skonceni
reakce sklo s gelem vlozit na 5 vtetin do misky s deionizovanou vodou. Poté ho
pfenést do Cisté fotomisky a zalit vyvojkou z chladnicky, do které je nutno pred
pouzitim ptidat 1200 pl formaldehydu a 160 pl 1% thiosiranu sodného.

Postupné bude dochazet k vyvijeni obarvenych bandu, které budou mit
hnédocernou barvu. Az budou bandy dostatecné viditelné, zalit gel fix/stop

roztokem a tim dojde k zastaveni vyvijeni.
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19. Po 2 minutédch piisobeni fix/stopu, roztok slit do odpadu a sklo s gelem nasledné
umistit do misky s deionizovanou vodou. Poté sklo s gelem vlozit do susarny po
dobu 30 minut a 90 °C.

20. Po usuSeni gel vlozit gel na negatoskop, kde je za pomoci vedouciho prace
hodnocen a nasledné¢ byl proveden sken jednotlivych geli, které jsou poté
vlozeny do roztoku NaOH, jehoZ koncentrace je 1 mol/dm®. Pro dalsi pouZiti je
nutno sklo fadné umyt vodou, saponatem a oplachnout deionizovanou vodou.

Takto ocisténé sklo je mozno opakované pouzit.
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3 Vysledky

V experimentalni ¢asti diplomové prace jsem se zabyvala cross-species PCR
amplifikaci mikrosatelit, které byly oznaCeny za polymorfni u pelikana bilého
(Pelecanus onocrotalus) v bakalaiské praci Anety Hudzieczkové (Hudzieczkova,
2019). Ta nalezla celkem 42 part primeri, které poskytovaly 43 polymorfnich
lokusti (mikrosatelit Dc5 poskytl dva polymorfni produkty). 8 polymortnich
mikrosateliti pochazelo od zastupci z Celedi albatrosoviti, 22 od zastupci z Celedi
buinakoviti, 11 mikrosateliti od druht z ¢eledi buinackoviti a 1 z fadu dlouhokiidli,
ktery byl popsan u kulika moiského. PCR amplifikaci provedla na 6 nepfibuznych

jedincich pelikana bilého.

Vsechny mikrosatelity jsem amplifikovala pii teplot¢ annealingu (Ta), ktera
byla oznacena jako findlni u jednotlivych polymorfnich mikrosatelitd v bakalarské
praci Hudzieczkové (2019). Pi#i PCR amplifikaci bylo nutné u nékterych
mikrosatelitli upravit findlni teplotu, délku separace ¢i koncentraci hotecnatych iontd,
protoze mikrosatelity neposkytovaly dobie hodnotitelné produkty. Snizenim puvodni
koncentrace hofenatych iontl, respektive snizenim objemu roztoku MgCl,, ktery
jsem pipetovala do PCR mixu. U paru primer pro amplifikaci mikrosateliti Ole25
jsem koncentraci (objem) hofecnatych iontll snizila na %. Findlni teploty byly
v rozmezi od 48 do 67 °C. Nejkratsi elektroforeticka separace byla 90 minut, naopak

nejdelsi 180 minut.

Pii PCR amplifikaci u 21 neptibuznych jedinct pelikana bilého nakonec
poskytlo pouze 36 mikrosatelitti celkem 37 produktt, u kterych bylo detekovano od
2 do 7 alel. U mikrosatelitu Oc28B byla nalezena 2 mista polymorfismu. Z dalsich
experimentt byly vyrazeny mikrosatelity: Cd2 byl myln¢€ oznacen jako monomorfni
a dalsi (Dc5, Paequ2, Cd4, Ptero06 a Olel3) byly polymorfni, ale byly nezictelné
bandl a mutacemi v oblastech nasedani primert.. Nebo to, co bylo na 6 neptibuznych
jedincich povazovano za mikrosatelitovou variabilitu, odpovida pravdépodobné
jinym sekvencim genomu. Souhrn vSech polymorfnich mikrosateliti uvadim

v Tabulce ¢. 3.
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Tabulka ¢&. 3: Charakteristika 36 polymorfnich mikrosatelitt, které byly charakterizovany na 21 neptibuznych jedincich pelikana bilého. V tabulce

je uveden nazev lokusu, zdrojovy druh, jednotka repetice, sekvence primerti, pocet alel (N), teplota annealingu Ta [°C], délka elektroforetické

separace (ELFO), ptipadna odchylka od Hardy—Weinbergovy rovnovahy (HW) a jako posledni frekvence vyskytu nulovych alel (F).

Nazev lokusu . Jednotka . o mr Ta | ELFO

(GenBank) Zdroj repetice Sekvence primeri (5'—3") C] | [min] HW F
7D8 F: CACGCTGCACTTTGTGATTT
(AY945757) Abatros <thovav GA IR ACACGGTTTGATTCCTCTGC 62 | 120 | ND | -
11H1 Y area | ACCGGAGCACCAAAATACCT 2 | o | w | .
(AY945752) R: CCGGTATTGACCCAGAGAGA
D24 Albatros st¢hovavy CA F: AGCCTGCTTTTGATGGAAGC 65 90 NS i
(AF096804) a sedohlavy R: CACTCTATTTTTCCTCCAGCTGA
Dc3l ) | GCIANIAC/ |F: CTGACTCTCTGGGATGAGCC
(AF096810) Albatros Sedohlavy AG  |R:GTACCCCTGGAAAGCCAGAC 61 | 90 | NS 02447
De35 Albatros Gemobrvy | | F: CAAACCTGAAACCTTCCAAAAC = o | w | .
(neuvedeno) a sedohlavy R: CCCCCTGTTTCTACTCTGGTC
BFAL4 ) , F: TGGGTCAGTTTACCTCTCAGC .
(neuvedeno) Albatros cernonohy TC R: GTTTGCCATTTTAAACTGTCATTGGC 63 | 90 0,994
LAALL9 , F: ATGACCAGTGCCATCAACAG
(neuvedeno) Albatros laysansky ATCC R TGGCCAGATGTGATTTGAAG 63 | 90 | NS 10,0580
Cdl N F: CAAGCAGTCAGAACTCTGTG
(EU029083) Buffidk Sedy TG/TC | R TGAGTTTGCCCTACATGAAC 64 1 90 | NS |-
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Tabulka €. 3: Pokradovani 1.

Nazev lokusu . Jednotka . o mr A Ta | ELFO

(GenBank) Zdroj repetice Sekvence primeri (5" —3") eCy | [min] HW F
Cd3 F: TTGCCTCTTTTACAGGACTGC
(EU029085) GT/CT | R TCCCTGTGGCTAAGGATCTG 58 | 90 | NS 00294
Cds e F: CTGCACAGACTGAGAGTATAAGATTC
(EU029087) Buffidk Sedy CTAT | R GGCTTAAAGGGTAAATACACATGG 63 | 90 | NS | -
Cd6 F: GAGAGGAAAAAGCGTTAGGG
(EU029088) AC IR TGCTGCAGTTACTGATTGGA 58 | 90 | NS 105426
PUFf 1.5 o F: AGGCAGCAACATAGTCAC
(EU158894) Burfidk baledrsky CT  |R: GCACTGATAAGGGAACTT 5 | 90 | ND 10,2857
Ptero04 F: TGCATTGTTTCTGTCCAAACTC
(HQ918221) R CA IR GGCTGGAATGCATAGTACCAAC 60 | 90 | NS 10,1662
Ptero09 Jsky AAGe | F: GCAAATACCAGTCTTCCAAAGG o | 10 | NS o172
(HQ918226) R: TTTAAGATAAAGATGTTTGAGAACCAC ’
omng e |F TGCAACCTTAGCATTACCTAGC 2 | s |ns | -
(JQ303232) Buficek Monteirt R: GGGGCGAGCATTACATTAAA
omn3 e vionteltuv AC/GT |F: GCGCTTGAAAGGGTGAAGTA 50 | 180 | Ns lo2267
(JQ303228) R: TCCCATCTGAGATTTAAGGAAGA ’
Patbel? F: GGTGTCATGCAACTGACTGAA
(JF288776) Burfik ttlosahe CTAT | R CAATGGGAATGGCAGAGACT 65 | 90 | NS 100345
Patbel3 y crar | F: CCTTCCCTAGAGCAATGGAG 2 | 90 | N> oot
(JF288777) R: TGCACACACTGAAAGAGGACA ’
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Tabulka €. 3: Pokradovani 2.

Nazev lokusu . Jednotka . o mr A Ta | ELFO

(GenBank) Zdroj repetice Sekvence primeri (5" —3") Cy | [min] HW| F
Patbel6 F: TGAGTGGGTGGAATTGAACA
(JF288790) CTAT  |R. AATGGTTTGGGCACACTTCT 5 | 90 ND| -
Pacbel_08867 cn  |FTTTGGTCAATTTTCCCTCGC N O N
(neuvedeno) Bk Glomob R: ACAGAAAACCAATGTTGTTAATAGG
Pacbel_10895 y nc/aT |F: AGCTTTCTGTCTGGTAGCAC 5 | o lwol -
(neuvedeno) R: TGCTCCTGCCTAAGCTACG
Pacbel_15527 cA  |F:TTCTTGTAGCAGTAGGAGACC = | o |nol -
(neuvedeno) R: ACCTCATGTGTAAAACCTGCC
Tch6 o F: GTTTCTTGGTGGTGGCTGAAGGTGTATG
(neuvedeno) Burfidk taiko GT/GC | R: GCCATTTGAGAATGTTTCAGC 51 | 90 | NS 0249
Ole01 F: CACCCTGAATCCCAGAACCAAGC
(FR696377) ACAG | R TCAGTGAAGGTCCACTCCGAATCC 58 | 90 IND -
Olel19 F: GAAGGCTCTCAAGGGTCAAG
(FR696395) GAICA | R TTTGGGAGAAGTTCAGTAGAAGAAC 60 | 90 |ND 03205
Ole09 - e F: GGCCTGGATTCTGCGTGTTGGG
(FR696385) Burnacek dlouhokiidly CA R CAGCTACAGGCCACGGGTGC 66 90 | ND |0,8973
Ole25 AGAT/ |F: CCTCCTCATCGTAGGGACTG = | 180 | NS | 03507
(FR696401) GAAA |R: TTAAAGGCAGCGATTCTGTTC '
Ole26 F: TCAGCTTCTGGTGCAGTTATG .
(FR696402) TG IR TCCTGCTGATGGATAGGTTATG 48 1 0 0,6086
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Tabulka ¢. 3: Pokra¢ovani 3.

Nazev lokusu . Jednotka . o mr A Ta | ELFO
(GenBank) Zdroj repetice Sekvence primeri (5" —3") Cy | [min] HW F
0c79 F: TATTCCTGGCCATGTTTTCC
(F3238102) AC  |R:GCTTCCTTTGTTCAGTTTAGA 54 | 90 | NS 01064
Oc84 . o F: CCTTTTTCCAGGCAGACAAA
(FJ238103) Burhacek madeirsky AG  |R: AGTTCAAGGGCAACCTTGTG 58 | 90 | NS | -
Oc28B F: GCGTTGACCAGCAAATAGTC
TG 54 | 90 | NS |0,0345
(F3238097) R: GGAAGGCTACCACAATTTCA
Calex-01 o F: CTTCTCCATTGTTGTCACCTCCAGT
711 ND |0,0151
(AMO72445) Kulik mofsky CTIGAIGC | o, CTTGACTTGGCCTGGGTTTAGGTT 6 80 0,015
Parmo2 N F: AGCAAGCTGACAGCAACAGA
(EU360818) Burfidk trinidadsky CA IR TGTTATGTCCTGCGGATGAG 63 | 120 | NS 10,0773
Pc B109 o , F: CTCAGAGCGATCACACTGTACT
(JX435475) Burhak svétlonohy CAA | R: AAAGCATTCAGGATGTAGGTTC 60 | 120 | NS |0,0015
Paequ3 ca |F TGTGGGTGCAGTAGAGCA o | 130 | N
(AY371071) B bElobrads R: CAATAAGAAGATCAGCAGAACAGAC -
Paequ8 Hitidk belobraty ca | [ TATTCTGAGACTTGCGTTATCC 0 | 120 | NS
(AY371074) R: GTGATCCATTAGTTGATGTCTACTG -
Legenda:

ND - lokus nelze vyhodnotit, zda je v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou
NS - lokud je v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou

**k*

- signifikantni odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy na hladin¢ vyznamnosti 0,1 %
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Z 213 testovanych para primerti pochazi celkem 208 od trubkonosych a 1 od
kulika motského z tadu dlouhoktidli. Z celedi albatrosobitych pochazelo
53 mikrosatelitli, nakonec jich mam polymorfnich 7, coz odpovida 3,4 %. Z Celedi
buinakoviti 100 mikrosateliti, z nichz nakonec polymorfnich bylo 18 (8,7 %),
z Celedi buinackoviti 54 mikrosatelitt, z nichz polymorfnich nakonec bylo
10 (4,8 %). Souhrn vSech polymorfnich mikrosateliti u pelikana bilého uvadim
Vv Grafu ¢. 1.

Graf ¢. 1: Rozdéleni 36 polymorfnich mikrosateliti u pelikana bilého na zaklad¢
zdrojového druhu. V zavorce je uveden pocet polymorfnich lokust, které byly od

daného druhu polymorfni.

M albatros stéhovavy (2)
W albatros stéhovavy a Sedohlavy (1)
M albatros ¢ernobrvy a Sedohlavy (1)
albatros Sedohlavy (1)
albatros laysansky (1)
M albatros ¢ernonohy (1)
B burnak Sedy (4)
burndk balearsky (1)
burndk havajsky (2)
W burnak utlozoby (6)
W burnak taiko (1)
W burndk svétlonohy (1)
W burndk trinidadsky (1)
burnak bélobrady (2)
burnacek MonteirGv (2)
burnacek dlouhokridly (5)
burriacek madeirsky (3)

kulik mofsky (1)

Amplifikaci 36 parti primert jsem naSla 37 polymorfnich produkti, které
vykazovaly od 2 do 7 alel. Celkové jsem méla 14 dvoualelovych lokusi (tj. 38,9 %),
10 tiialelovych (tj. 27,7 %), 7 ¢tytalelovych (tj. 19,4 %), jeden pétialelovy (tj. 2,7 %),
2 Sestialelové (tj. 5,56 %) a 3 sedmialelové (tj. 8,3 %).

Na zaklad¢ analyzy mikrosatelit pomoci programu Genopop (Rousset, 2008)

jsem prokdzala, Ze mezi zadnou dvojici lokust neni vazba a vSechny jsou navzajem
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nezéavislymi markery. Potencidlné nckolik lokusii je vazdno na pohlavi, ale maji
nizky pocet alel, proto by testovani muselo probehnout na vét§Sim poctu jedinct.
Pomoci programu Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al., 2007) bylo vypocitano, Ze na
lokus ptipadalo v praméru 3,351 alely a primérna oc¢ekavana heterozygotnost byla
0,4641. Soucasti analyzy byla dale vypocitana pravdépodobnost, ze by bylo mladé¢
chybné ptifazeno k prvnimu rodic€i, v ptipade€, Ze jsou oba rodice neznami, ta Cinila
0,00265. Dale pravdépodobnost chybného zatazeni k druhému rodi¢i, v ptipadé, Ze je
uz prvni rodi¢ znamy ¢inila 0,00000984, pravdépodobnost, ze bude mladé chybné
piifazeno k rodiovskému péaru byla 3,48-10°°. Pravd&podobnost vyskytu dvou
jedincd, kteii by méli stejny genotyp na viech lokusech, byla 7,88-107
a pravdépodobnost, Ze dv€ ndhodné vybrand mladata by méla stejny genotyp na
viech lokusech, byla 6,994-107*.

Nejenom charakteristika z hlediska statistiky, ale i to jak se mikrosatelity 1épe
¢i hate hodnoti je dulezita vlastnost. Mezi $patné hodnotitelné mikrosatelity pattily
napi. Cd4, Paequ2 a Olel3. Dobie hodnotitelné a viditelné byly mikrosatelity
Paequ8, Oc79 a Cdl. Na Obrazcich ¢. 2, 3 a 4 jsou zobrazeny vyfezy gell téchto
mikrosateliti, které byly vygenotypovany na 21 nepfibuznych jedincich pelikdna
bilého.

Obrazek ¢. 2: Elektroforetogram dvoualelového lokusu Paequ8 u 21 nepiibuznych
jedinct pelikana bilého. Teplota annealingu byla 60 °C a elektroforeticka separace

probihala po dobu 120 minut. Jednotlivé alely jsou vyznaceny Sipkami.

«—alelal
«— alela 2

Obrazek ¢. 3: Elektroforetogram dvoualelového lokusu Oc79 u 21 nepiibuznych
jedinct pelikana bilého. Teplota annealingu byla 54 °C a elektroforeticka separace

probihala po dobu 90 minut. Jednotlivé alely jsou vyznaceny Sipkami.

—alelal

«— alela 2
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Obrazek ¢. 4: Elektroforetogram Sestialelového lokus Cdl u 21 neptibuznych

jedinct pelikana bilého. Teplota annealingu byla 64 °C a elektroforeticka separace

probihala po dobu 90 minut. Jednotlivé alely jsou vyznaceny Sipkami.

«—alela 1
«— alela 2

«—alela 3
«— alela 4
«— alela 5

«— alela 6
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4 Diskuze

V této diplomové praci jsem se snazila charakterizovat a genotypovat
42 polymorfnich mikrosateliti na 21 nepfibuznych jedincich pelikana bilého
(Pelecanus onocrotalus), které vybrala v bakalaiské praci Hudzieczkova (2019).
Nakonec jsem polymorfismus potvrdila pouze u 36 part primert, které tvofi
37 polymorfnich produktii a ty jsem vygenotypovala. 35 pard primert pochdzelo
primarné¢ od druhu z fadu trubkonosi, jeden od kulika moi#ského z fadu dlouhokiidli
(Calex-01). Pti charakterizovani jsem vyfadila mikrosatelity Dc5, Paequ2, Cd4,
Olel3 a Ptero06, protoze jejich produkty byly nehodnotitelné a Cd2, ktery vibec
neposkytl polymorfni produkt.

Z Celedi albatrosoviti jsem charakterizovala a genotypovala 7 mikrosatelitt.
7D8 a 11H1 od a. st¢hovavého (Diomedea exulans), Dc31 od a. Sedohlavého (D.
chrysostoma), D24 od a. st€éhovavého a Sedohlavého, De35 od a. Cernobrvého
(Thalassarche melanophris), BFAL4 od a. ¢ernonohého (Phoebastria nigripes)
a LAAL19 od a. laysanského (P. immutabilis).

Dubois et al. (2005) nalezli celkem 10 polymorfnich mikrosatelitnich lokust
u albatrosa st¢hovavého, mezi které patii 1 lokusy 7D8 a 11HI1. Pii teploté
annealingu 58 °C nalezli u téchto dvou mikrosateliti po 2 alelach. Ja jsem pfi
amplifikaci u pelikana bilého nalezla stejné jako autofi pii teploté annealingu 58 °C

2 alely.

Albatrosem st€éhovavym a Sedohlavym se zabyvala Burg (1999), ktera
izolovala 26 mikrosateliti od téchto druhl. Pouzila dvé rizné teploty annealingu
(Ta). Ta1 zvolila pro prvnich 7 cykld a Taz pro dalSich 25 cykld. Lokus D24 mi
poskytl pii teploté annealingu 65 °C 3 alely. Autorka pii Tar 48 °C a Taz 52 °C
ziskala monomorfni produkt. U lokusu Dc31 ziskala pii stejnych podminkach opét
monomorfni produkt. V. mé diplomové praci jsem u tohoto lokusu nalezla celkem
4 alely pii Ta 61 °C.

Burg et Croxall (2001) popsali mikrosatelity u albatrosa c¢ernobrvého
a Sedohlavého. Pomoci cross-species PCR amplifikace autofi u lokusu De35 objevili
pii Tar 48 °C a Taz 52 °C 12 alel. Ja jsem pii teploté annealingu 57 °C nalezla
2 alely.
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Hernandez et al. (2014) charakterizovali pro albatrosy bélohibeté, ¢ernonohé
a laysanské celkem 15 mikrosatelitnich lokust. Ja jsem polymorfimus potvrdila
udvou mikrosateliti. Autofi u lokusu BFAL4 amplifikovali DNA 36 jedinctu
albatrosa ¢ernonohého a 12 jedincu a. laysanského, pouzili teplotu annealingu 60 °C
a detekovali u obou 8 alel. Ja jsem pii Ta 63 °C nalezla 2 alely, zatimco u lokusu
LAAL19 s teplotou annealingu 63 °C jsem detekovala celkem 6 alel jako autofi

U obou vyse zminénych druha, kteii méli Ta 60 °C.

Osmnact polymorfnich mikrosateliti pochazelo od druhti ¢eledi buiiidkoviti.
Celkem 6 od buinaka ttlozobého (Pachyptila belcheri) (Patbel2, Patbel3, Patbel6,
Pacbel_08867, Pacbel 10895, Pacbel 15327) 4 pro b. Sedého (Calonectris
diomedea) (Cdl, Cd3, Cd5 a Cd6) po 2 od b bélobradého (Procellaria
aequinoctialis) (Paequ3, Paequ8) a b havajského (Pterodroma. sandwichensis)
(Ptero04, Ptero09) a po jednom mikrosatelitu od b. taiko (P. magentae) (Tch6),
b. trinidadského (P. arminjoniana) (Parm02), b. balearského (Puffinus mauretanicus)
(Puff 1.5) a b. svétlonohého (P. carneipes) (Pc B109).

U buinaka bélobradého Techow et O'Ryan (2004) nalezli 6 mikrosatelitt.
Lokus Paequ3, ktery jsem charakterizovala na 21 nepiibuznych jedincich pelikana
bilého, poskytoval 4 alely pii teploté¢ annealingu 62 °C. Autofi ho amplifikovali pti
Ta 55 °C na 93 jedincich a nalezli 9 alel. Polymorfismus vykazoval 1 lokus Paequs,
ktery amplifikaci pii Ta 58 °C m¢l 3 alely. Ja jsem ho pomoci cross-species PCR

amplifikace charakterizovala pfi teploté annealingu 60 °C a jeho produkt mél 2 alely.

Lawrence (2008) popsala mikrosatelitni lokusy izolované od buifidka taiko.
Mikrosatelit Tcho6, ktery amplifikovala pfi teploté annealingu 52 °C, mél dvé¢ alely.
Ja jsem u tohoto lokusu nalezla 3 alely pii teploté annealingu 51 °C.

Bried et al. (2008) izolovali 11 mikrosatelitnich lokust, které byly odvozeny
od buffidka Sedého. Polymorfismus vykazovaly u 21 neptibuznych jedinct pelikdna
bilého 4 mikrosatelity. Autofi mé¢li pro vSechny lokusy stejné podminky, a to Ta
58 °C a testovali je na 43 jedincich. Mikrosatelit Cd1 jim poskytl 5 alel, stejné jako
mné pii teploté annealingu 64 °C. Amplifikaci lokusu Cd3 autofi nalezli 3 alely a ja
pii stejné teploté 4 alely. Po dvou alelach jsem nalezla u lokusu Cd5 pii Ta 63 °C
a u lokusu Cd6 pii Ta 58 °C. Autofi u lokusu Cd5 nalezli 6 alel a u Cdé6 5 alel.
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Brown et Jordan (2009) ve své studii popsali pro buifidka trinidadského
6 lokust, které vykazovaly polymorfismus. Na 21 neptibuznych jedincich pelikdna
bilého byl polymorfni pouze lokus Parm02. Podminky optimalizace byly zvoleny
tak, ze teplota annealingu byla 63 °C a produkt poskytoval celkem 4 alely. Autofi
u stejného lokusu nalezli téz 4 alely s teplotou annealingu 55 °C. Pocet jedinct ale

neuvadgji.

Buinadkem balearskym, od kterého izolovali 10 mikrosatelitnich lokust, se
zabyvali Gonzalez et al. (2009). V mé diplomové praci polymorfismus vykazoval
pouze jediny a to Puffl.5, u kterého jsem nalezla 2 alely pfi Ta 55 °C. Autofi
testovani provadéli na 54 jedincich pfi teploté annelingu 54 °C a nalezli shodny

pocet alel.

Welch et Fleischer (2011) charakterizovali 10 mikrosatelitnich lokust od
buinidka havajského. V mé praci byly za polymorfni prokazany pouze dva. Lokus
Ptero04, ktery autofi pomoci PCR amplifikace testovali na 40 jedincich, poskytl pfi
Ta 53 °C 8 alel. J4 jsem u pelikdna bilého na 21 nepiibuznych jedincich nalezla
3 alely, které odpovidaly teploté annealingu 60 °C. Autofi oznacili za polymorfni
I mikrosatelit Ptero09, ktery mél pii Ta 48 °C 2 alely. Ja jsem nalezla celkem 4 alely
pii Ta 61 °C.

Hardesty et al. (2013) popsali 11 mikrosateliti, které testovali na 84 jedincich
buinaka svétlonohého. Pii amplifikaci u pelikana bilého vykazoval polymorfismus
pouze jeden lokus, Pc B109, ktery pfi teploté annealingu 60 °C m¢l 3 alely. Autoti
méli Ta 57 °C a detekovali 5 alel.

Buinakem utlozobym se zabyvali Quilfeldt et al. (2012) a izolovali celkem
7 mikrosateltnich lokusti na 68 jedincich. V mé diplomové praci jsem polymorfismus
prokazala u 3 z nich. Lokus Patbel2, u kterého jsem pti Ta 65 °C nalezla 5 alel, dale
Patbel3 pii teploté annealingu 62 °C, u které¢ho jsem detekovala 7 alel a u lokusu

Patbel6 jsem méla T 55 °C a 2 alely.

Moodley et al. (2015) navrhli 25 mikrosatelitd pro buinaka utlozobého.
Podminky PCR reakce byly u vSech stejné a Ta byla 56 °C. Testovani provadéli na
celkem 77 jedincich. Ve své diplomové praci jsem polymorfismus detekovala

u3znich. U Pacbel 08867 a Pacbel 15327 byly nalezeny 3 alely s teplotou
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annealingu u obou 55 °C. Autofi pouzili Ta 55 °C a detekovali 8 alel u kazdého.
U lokusu Pacbel_10895 byla pouzita teplota annealingu 48 °C a detekovala jsem
celkem 2 alely. Moodley et al. (2015) nalezli u 75 jedinct 19 alel.

DalSsich 11 mikrosatelitd bylo izolovano od druhi ¢eledi buinackoviti, kde se
nakonec polymorfismus prokazal u 10 z nich. Ole01, Ole09, Olel9, Ole25 a Ole26
pochéazely od buinacka dlouhoktidlého (Oceanodroma leucorhoa), Oc28B, Oc79
a0c84 od b. madeirského (O. castro) a Omn3 a Omn8 od b. Monteirova

(O. monteiroi).

Studiem buinacka dlouhok#idlého se zabyvali Bickenell et al. (2011) a nalezli
26 mikrosatelitti. Testovani provadéli na 23 jedincich a teplotu annealingu zvolili
60 °C. Ja jsem polymorfismus prokazala u 4 z nich. Na lokusech Ole01 a Ole26 jsem
pomoci cross-species PCR amplifikace detekovala celkem 3 alely, pficemZz Ta
uprvniho byla 58 °C, zatimco u druhého 48 °C. Autofi u obou zminénych
mikrosatelitnich lokusti nalezli po 2 alelach. Dv¢ alely jsem objevila u Ole09
a Ole19. Podminky annealingu byly pro Ole09 66 °C a pro Olel9 60 °C. U lokusu
Ole25 jsem detekovala 7 alel stejné jako Bickenell et al.(2011) pti teploté annealingu
57 °C s %. koncentraci hofe¢natych iontt, ale z divodu toho, Ze byl problematicky

hodnotitelny, tak nebylo mozné urcit genotyp u jednoho jedince pelikana bilého.

Devét mikrosatelitt  charakterizovali Sun et al. (2009) u buinacka
madeirského. Jako teplotu amplifikace zvolili 50 °C. V mé diplomové praci jsem
polymorfismus zjistila pouze u 3 z vyse zminénych. Lokus Oc28B mé¢l 3 alely, autofi
jej testovali na 27 jedincich buifiacka madeirského a 22 jedincich buinacka
Monteirova. Ja jsem u tohoto lokusu identifikovala 2 mista polymorfismu
s vyskytem 4 alel u prvniho mista 2 alel u druhého mista polymorfismu a teplotou
annealingu 54 °C. 2 alely jsem také nalezla u mikrosatelitu Oc79, kdy jsem zvolila
teplotu annealingu stejnou jako u lokusu Oc28B. Stejny pocet alel u tohoto lokusu
nalezli i autofi. Polymorfni byl také lokus Oc84, u kterého autoti detekovali 3 alely.
Ja jsem u pelikana bilého na 21 neptibuznych jedincich pifi Ta 58 °C detekovala

stejny pocet alel jako autofi.

Bried et al. (2012) popsali u buinacka Monteirova dohromady

18 mikrosatelitnich lokust, kter¢ testovali na 125 jedincich. Ve vSech piipadech méli
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teplotu annealingu 58 °C. Amplifikaci lokusu Omn3 jsem pii Ta 60 °C detekovala
4 alely, autofi 6. Lokus Omn8 mél u pelikdna bilého nejvétsi pocet alel, celkove 7,
které jsem detekovala pii teploté annealingu 61 °C. Bried et al. (2012) nalezli

u lokusu Omn8 celkem 10 alel.

Od tadu dlouhokftidlli z ¢eled¢ kulikoviti, konkrétné od kulika motského, byl
polymorfni pouze jeden mikrosatelit, Calex-01. Testovanim tohoto lokusu Brown et
Jordan (2009) objevili pii Ta 55 °C 4 alely. Ja jsem nalezla 3 alely a jako teplotu

annealingu jsem zvolila 67 °C.

Laboratof populaéni genetiky na Katedfe bunétné biologie a genetiky
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci se specializuje hlavné na
testovani mikrosatelitd, které pochazi z kladu Aequorlitornithes pomoci metody
cross-species PCR amplifikace. V diplomovych pracech byly charakterizovany
mikrosatelity od trubkonosych celkem u 6 druht ptaki z tohoto kladu - potapka
roha¢ (JanuSova, 2017), nesyt indomalajsky (Nedvédova, 2015), plamendk karibsky
(Strejckova, 2018), plamenak riazovy (Zlochova, 2019), pelikan kaderavy (Veresova,
2020) a pelikan africky (Kopec¢na, 2020).

Janusova (2017) se zabyvala analyzou polymorfnich mikrosatelitt od
trubkonosych u potapky rohace (Podiceps cristatus) pomoci cross-species PCR
amplifikace. Svij vyzkum provadéla na 13 nepiibuznych jedincich. Celkem
vygenotypovala 42 polymorfnich mikrosatelitd, které obsahovaly od 2 do 12 alel na
lokus. U pelikana bilého vykazovaly polymorfismus pouze 4 z nich.

Nedvédova (2015) testovala polymorfismus u nesyta indomalajského
(Mycteria leucocephala) na 6 nepiibuznych jedincich. U tohoto druhu nalezla
dohromady 46 polymorfnich, pfesnéji feceno 45 originalnich, z divodu toho, ze
2 polymorfni mikrosatelity byly ve skutecnosti jeden lokus, ktery byl amplifikovan
dvéma riznymi pary primerd. Dohromady 14 lokust vykazovalo polymorfismus

I U pelikana bilého.

Polymorfismem u plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber) se ve své
diplomové praci zabyvala Strejckova (2018). Pomoci metody cross-species PCR
amplifikace analyzovala polymorfni mikrosatelity u 30 nepfibuznych jedinct

plamenaka karibského. K dispozici méla 50 part primert, z nichz polymorfismus
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vykazovalo 44, a nalezla od 2 do 11 alel. U 21 nepiibuznych jedincti pelikana bilého

bylo polymorfnich celkem 12 z nich.

Zlochova (2019) testovala cross-species PCR amplifikaci polymorfismus
u 22 nepiibuznych jedinci plamendka ruzového (Phoenicopterus roseus).
U 43 polymorfnich lokust nalezla 44 polymorfnich oblasti, z nichz 13 vykazovalo

polymorfismus i u pelikéna bilého.

Kopec¢na (2020) provadéla analyzu metodou cross-species PCR amplifikace
na 12 nepfibuznych jedincich pelikana afrického (Pelecanus rufescens).
Charakterizovala 36 mikrosatelitti a polymorfismus prokazala u 34 z nich, u kterych
detekovala od 2 do 5 alel na lokus. Ja pti svém testovani u pelikana bilého méla

polymorfnich 10 z nich.

VereSova (2020) charakterizovala 11 polymorfnich mikrosatelitnich lokusii
na 41 jedincich pelikana kadefavého (Pelecanus crispus). Jenom 5 lokust (BFAL4,
Cd1, Ole25, Paequ2 a Calex-01) vykazovalo polymorfismus i u pelikana bilého.

V Tabulce €. 4 jsou uvedeny mikrosatelity, které byly polymorfni u pelikdna
bilého a u zaroven u ptaki, kteti jsou uvedeni vyse. Ze shora dolli jsou mikrosatelity
sefazeny od nejvétsiho spoleéného prekryvu polymorfismu az po nejméné
zastoupené. V Tabulce neuvddim mikrosatelity (7D8, 11H1, D24, De35, Cd6,
Puffl.5, Ptero04, Patbel6, Pacbel 08867, Pacbel 10895, Ole01, Olel9 a Oc84)
protoZe byly polymorfni pouze u pelikana bilého, ale u Zadného z dale uvadénych
druhti. Jednotlivé druhy ptakl jsou uspofaddany zleva doprava tak, Ze nejdiive je
mnou testovany pelikan bily a nésleduje druh, ktery s nim sdilel nejvice spole¢nych
polymorfnich mikrosateliti aZ po druh, ktery s nim sdilel nejméné polymorfnich

mikrosatelitu.
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Tabulka €. 4: Porovnani mikrosatelitnich lokust, které byly testované v této
praci a vykazovaly polymorfismus u pelikana bilého s dal§imi 6 druhy vodnich ptaki
z kladu Aequorlitornithes. V tabulce je uveden nazev lokusu, dale testovany druh
apocet alel. V ptfipad¢, ze byl dany lokus monomorfni, je oznacen pismenem M.

V zavorce je uveden pocet charakterizovanych jedinc.

Druh
<

Lokus T Ea =ZZ = g -

=3 < = ; = =4 = 5 = ; g )

o <\\I/ - E %) g L @ ® SRS o0

= 5 >0 £ 9 E2 X2 29 =1

D = R S5 = = D & T = S

a2 = O SO AR A Ao
BFAL4 2 2 2 2 2 2 M
Omn8 7 4 5 3 3 M 9
Dc31 4 M 2 3 M 2 M
Paequ3 4 2 4 2 3 M M
Tch6é 3 3 4 M M M 4
Cd5 2 M 2 2 2 M M
Patbel2 5 5 M M 2 M 5
Ole09 2 3 5 2 M M M
Calex-01 3 2 2 M M 3 M
LAALI19 6 M 5 3 M M M
Paequ8 2 4 M 2 2 M M
Cd1 6 4 M M M 2 M
Pc B109 3 M 2 3 2 M 12
Patbel3 7 M 2 M 3 M M
Ole25 7 3 M M M 3 M
Ole26 3 3 M M 2 M M
Oc28B 4+2 M 3 2 M M M
Cd3 4 M M M 2 M M
Parm02 4 4 M M M M M
Ptero09 4 2 M M M M M
Pacbel 15327 3 2 M M M M M
Oc79 2 M M 2 M M M
Omn3 4 M M 2 M M M

Celkové v ramci Aequorlitornithes je pro pelikana bilého otestovano
a charakterizovano Vv  laboratofi  populacni  genetiky 154  polymorfnich
mikrosatelitnich lokust na 21 neptibuznych jedincich. Jejich ptehled uvadim v Grafu
€. 2. V ramci 154 lokust jsem charakterizovala a analyzovala celkem 36 paru

primert, které poskytovaly 37 polymorfnich produktt.
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Graf €. 2: 154 polymorfnich cross-species mikrosatelita, které byly
u pelikana bilého charakterizovany. Jejich pocet je uveden v zavorce u nazvu Celedi,

ze kterych pochazely.
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VSsechny mikrosatelity, které vykazovaly polymorfismus u pelikdna bilého,
byly dohromady zpracovany programy Cervus 3.0.7 a Genopop. Pomoci programu
Genopop se zjistilo, ze jeden mnou charakterizovany mikrosatelit (Ole26) je ve
velmi silné vazbé s mikrosatelitem Sn2A-36, ktery pochazi od tereje modronohého
(Sula nebouxii) (Tailor et al., 2010). U mikrosatelitu Sn2A-36 je znamo, Ze je vazany
na pohlavi, ale neni to typickd vazba na chromozom Z. U tohoto lokusu se vazba na
chromozom Z projevuje tak, ze vSechny samice jsou homo nebo heterozygotni
asamci jsou vzdy homozygotni (Burzakova, 2011). Lokus Ole26 by mohl

V budoucnosti slouzit jako geneticky marker pohlavi pro pelikany bilé
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S Zavér

V této diplomové praci jsem charakterizovala a analyzovala
42 mikrosatelitnich lokust, které byly oznaceny za polymorfni v bakalaiské praci
Hudzieczkové (2019), ktera je testovala na 6 neptibuznych jedincich pelikana bilého
(Pelecanus onocrotalus). Jednalo se o 8 mikrosatelitt odvozenych od zastupcu
z Celedi albatrosoviti (Diomeideidae), 22 z c¢eledi buinakoviti (Procellariidae),
11 z Celedi buinackoviti (Hydrobatidae) a 1 mikrosatelit, ktery byl izolovany od
kulika moiského =z celedi kulikoviti (Charadriidae) z fadu dlouhoktidli.
Charakterizaci mikrosateliti jsem provadéla pomoci metody cross-species PCR

amplifikace na 21 neptibuznych jedincich pelikana bilého.

Snazila jsem se charakterizovat 42 mikrosatelitnich lokusi, které mély byt
polymorfni u pelikdna bilého. Z toho jsem 1 vyfadila jako monomorfni a 5 jako
nehodnotitelnych. Celkem jsem amplifikovala 36 part primert, které poskytovaly
37 polymorfnich produktt. Tyto produkty jsem charakterizovala pomoci genetickych
programi Cervus 3.0.7 a Genopop. Tyto lokusy mohou slouzit pro studium

variability a paternity u pelikana bilého.
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6 Didakticka Cast
1) Zarazeni tématu do vyuky
Téma mé diplomové prace je nad rozsah RVP stiedni Skoly ¢i gymnazia.
Téma PCR bych zaradila do vyuky biologie, konkrétné pak do genetiky. Déle bych
se pak také zminila v biologii zivocichli o pelikdnu bilém a jeho charakteristickych

znacich.

2) Plan vyuky
PCR se fadi mezi metody do metod genetického inzenyrstvi, proto bych ho
zminila spole¢né s restrikéni a sekvenacni analyzou. Na Gvod bych zdky seznamila
s tim, co to genetické inzenyrstvi je, jak dochazi k izolaci a namnozeni DNA. Tim
bych navazala na PCR a vysvétlila princip této metody. V zoologii zivo¢ichl bych
zaky informovala o rozSifeni a zafazeni pelikdna bilého do systému ptaki a jeho
roz§ifenim tohoto druhu. Na zacatku dalsi hodiny bych zaktim rozdala pracovni list

pro otestovani znalosti z minulé hodiny.
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7

Prilohy

Priloha €. 1: Pracovni list pro zaky k didaktické ¢asti.

Ukol &. 1: Pospojujte spravné dvojice.

PCR useky DNA slozené z tandemové se opakujicich
repetic

termocykler zmnozeni

annealing pfistroj, pouzivany k amplifikaci DNA

mikrosatelity in vitro replikace DNA

amplifikace hybridizace, spojeni jednovlakna do dvojvlakna na

zakladé komplementarity

Ukol &. 2: Dopliite kiizovku.

© © N o g bk~ 0w DN PE

N
= O

Zména genetické informace.

Ptesné a rovnomeérné rozdéleni duplikovanych chromozomu (ve které fazi).
Védec, ktery popsal strukturu DNA spole¢né s J. Watsonem.

Misto rozdéleni chromozomu na dvé raménka.

Veskera genetickd informace organismu.

Gen, ktery hraje dalezitou roli pfi rozvoji muzského pohlavi.

Varianta genu.

Pieklad RNA do molekuly proteinu.

Jeden z péti zakladnich typl urceni pohlavi.

. Zakladatel genetiky (pfijmeni).

. Nejrozsitenéjsi modelovy organismus pouZzivany v genetice. Pracoval s nim uz T.

H. Morgan.

12. Nejcastéjsi porucha barevného vniméni, kdy jedinec neni schopen rozlisit

¢ervenou a zelenou barvu.
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Ukol &. 2: Pokracovani
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Priloha &. 2: Pracovni list pro ucitele k didaktické Casti.

Ukol &. 1: Pospojujte spravné dvojice.

PCR useky DNA slozené z tandemové se opakujicich
repetic
termocykler zmnozeni

annealing pfistroj, pouzivany k amplifikaci DNA

mikrosatelity in vitro replikace DNA

amplifikace hybridizace, spojeni jednovlakna do dvojvlakna na

zakladé komplementarity

Ukol &. 2: Dopliite kiizovku.

Zmeéna genetické informace.
Ptfesné a rovnomérné rozdéleni duplikovanych chromozomt (ve které fazi).
Védec, ktery popsal strukturu DNA spole¢né s J. Watsonem.

Misto rozdéleni chromozomu na dvé raménka.

1

2

3

4

5. Veskera geneticka informace organismu.

6. Gen, ktery hraje dilezitou roli pfi rozvoji muzského pohlavi.

7. Varianta genu.

8. Pieklad RNA do molekuly proteinu.

9. Jeden z péti zékladnich typl urceni pohlavi.

10. Zakladatel genetiky (pfijment).

11. Nejrozsitenéjsi modelovy organismus pouzivany v genetice. Pracoval s nim uz
T. H. Morgan.

12. Nejcastéjsi porucha barevného vnimani, kdy jedinec neni schopen rozlisit

éervenou a zelenou barvu.
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Ukol &. 2: Pokracovani
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Priloha €. 3: Vystup z programu Cervus 3.0.7. Charakteristika 37 polymorfnich mikrosatelitnich lokust u 21 neptibuznych jedincti pelikana
bilého.

Lokus k N Hobs Hexp PIC NE-1P  NE-2P  NE-PP NE-I NE-SI HW f (Null)
7D8 2 21 0,238 0,215 0,188 0,978 0,906 0,838 0,646 0,807 ND -
11H1 2 21 0,286 0,251 0,215 0,970 0,893 0,819 0,600 0,778 ND -
D24 3 21 0,571 0,528 0,438 0,867 0,751 0,619 0,313 0,570 NS -
Dc31 4 21 0,286 0,443 0,373 0,906 0,792 0,670 0,382 0,629 NS 0,2447
De35 2 21 0,143 0,136 0,124 0,991 0,938 0,888 0,761 0,874 ND -
BFAL4 2 21 0,000 0,502 0,370 0,880 0,815 0,722 0,380 0,600 Hx 0,9994
Ole01 3 21 0,190 0,180 0,166 0,985 0,913 0,841 0,689 0,834 ND -
Ole09 2 21 0,000 0,177 0,157 0,985 0,921 0,861 0,700 0,839 ND 0,8973
Oc84 3 21 0,714 0,623 0,527 0,815 0,683 0,537 0,235 0,505 NS -
Ole25 7 20 0,350 0,821 0,774 0,564 0,386 0,202 0,066 0,367 NS 0,3907
LAALI19 6 21 0,619 0,702 0,650 0,715 0,533 0,335 0,135 0,441 NS 0,0580
Paequ3 4 21 0,667 0,635 0,557 0,800 0,648 0,486 0,207 0,492 NS -
Paequ8 2 21 0,667 0,511 0,374 0,876 0,813 0,719 0,376 0,594 NS -
Tch6 3 21 0,238 0,408 0,336 0,921 0,822 0,717 0,425 0,657 NS 0,2495
Cd1 6 21 0,714 0,735 0,671 0,696 0,522 0,340 0,126 0,423 NS -
Cd3 4 21 0,524 0,584 0,501 0,830 0,692 0,537 0,253 0,528 NS 0,0294
Ole19 2 21 0,143 0,285 0,239 0,961 0,880 0,803 0,560 0,751 ND 0,3205
Ole26 3 21 0,143 0,554 0,453 0,854 0,742 0,611 0,299 0,554 Hx 0,6086
Omn3 4 21 0,381 0,596 0,496 0,825 0,703 0,557 0,261 0,524 NS 0,2267
Cd5 2 21 0,762 0,502 0,370 0,880 0,815 0,722 0,380 0,600 NS -
Cd6 2 21 0,143 0,494 0,366 0,884 0,817 0,724 0,385 0,605 NS 0,5426
Parm02 4 21 0,476 0,580 0,508 0,831 0,684 0,521 0,247 0,529 NS 0,0773
Puffl.5 2 21 0,095 0,177 0,157 0,985 0,921 0,861 0,700 0,839 ND 0,2857
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Priloha ¢é. 3: Pokracovani

Lokus k N Hobs Hexp PIC NE-1P  NE-2P  NE-PP NE-I NE-SI HW f (Null)
Ptero04 3 21 0,429 0,591 0,510 0,833 0,692 0,542 0,246 0,523 NS 0,1662
Ptero09 4 21 0,476 0,577 0,521 0,829 0,665 0,489 0,233 0,527 NS 0,1172

Oc28a 4 21 0,571 0,654 0,577 0,783 0,626 0,459 0,192 0,479 NS 0,0629

Oc28b 2 21 0,381 0,418 0,325 0,917 0,838 0,749 0,434 0,654 NS 0,0345

Omn8 7 21 0,810 0,756 0,712 0,642 0,456 0,253 0,095 0,405 NS -
Pc B109 3 21 0,524 0,539 0,455 0,862 0,735 0,596 0,296 0,561 NS 0,0015
Patbel12 5 21 0,667 0,720 0,652 0,716 0,546 0,368 0,140 0,433 NS 0,0345
Patbel13 7 21 0,762 0,852 0,810 0,510 0,338 0,165 0,051 0,347 ND 0,0421
Patbel6 2 21 0,143 0,136 0,124 0,991 0,938 0,888 0,761 0,874 ND -

Pacbel_08867 3 21 0,190 0,180 0,166 0,985 0,913 0,841 0,689 0,834 ND -
Pacbel_10895 2 21 0,048 0,048 0,045 0,999 0,977 0,956 0,910 0,954 ND -
Pacbel_15327 3 21 0,238 0,222 0,205 0,977 0,889 0,802 0,625 0,798 ND -
Oc79 2 21 0,381 0,483 0,360 0,889 0,820 0,728 0,390 0,612 NS 0,1064
Calex-01 3 21 0,333 0,361 0,315 0,938 0,827 0,713 0,456 0,688 ND 0,0151
Legenda:
k pocet nalezenych alel
N pocet testovanych jedinci
Hobs pozorovand heterozygotnost
Hexp ocekéavana heterozygotnost
PIC vypovidaci hodnota lokusu
NE-1P pravdépodobnost chybného pfitazeni prvniho rodi¢e k mladéti v ptipadé€, Ze neni znam ani jeden z rodi¢u
NE-2P pravdépodobnost chybného ptifazeni druhého rodice k mladéti v pfipad¢, Ze je znam prvni z rodi¢u
NE-PP pravdépodobnost chybného pfitazeni rodi¢ovského paru k mladéti
NE-I pravdépodobnost vyskytu stejné alelové konstituce vsech polymorfnich lokust u dvou ndhodné vybranych neptibuznych jedinct
NE-SI pravdépodobnost vyskytu stejné alelové konstituce vsech polymorfnich lokusi u dvou piibuznych mlad’at
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HW soulad/odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy

NS lokus je v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou
ND lokus nelze vyhodnotit, zda je nebo neni v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovéahou
otk signifikantni odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy na hladin€ vyznamnosti 0,1 %
F (null) frekvence vyskytu nulovych alel
Number of individuals: 21
Number of loci: 37
Mean number of alleles per locus: 3,351
Mean proportion of loci typed: 0,9987
Mean expected heterozygosity: 0,4641
Mean polymorphic information content (PIC): 0,3997
Combined non-exclusion probability (first parent): 0,00265121
Combined non-exclusion probability (second parent): 0,00000984
Combined non-exclusion probability (parent pair): 3,479-10°°
Combined non-exclusion probability (identity): 7,879-10°%°

Combined non-exclusion probability (sib identity): 6,994.10°°



8 Literatura
Alderton, D. (1995): Ptaci. Nakladatelsky dim OP, Praha.

Bartonkova, 1. (2013): Analyza a charakteristika polymorfnich cross-species
mikrosatelitti u pelikana bilého (Pelecanus onocrotalus) a pelikana skvrnozobého (P.
philippensis). Diplomova prace. Depon in: Knihovna biologickych oborti PfF UPOL

Olomouc.

Bicknell, A. W. J., Dawson, D. A., Horsburgh, G. J., Knight, M. E., Bilton, D. T.,
Votier, S. C. (2011): Characterisation and predicted genome locations of Leach’s
stormpetrel (Oceanodroma leucorhoa) microsatellite loci (Procellariidae, Aves).

Conservation Genetics Resources, 3, 711-716.
Bouchner, M. (1989): Kapesni atlas ptakt. Statni pedagogické nakladatelstvi, Praha.

Bried, J., Andris, M., Dubois, M.-P., Jarne, P. (2012): Eighteen polymorphic
microsatellite markers in Monteiro’s storm-petrel, Oceanodroma monteiroi, and
cross-species amplification in three other Procellariiformes. Molecular Ecology
Resources. Manuskript, dostupné online na https://www.yumpu.com/en/document/48
view/39976169/eighteen-polymorphic-microsatellite-markers-in-monteiros-storm,
navstiveno dne 25. 2. 2021.

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

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

Academic Press Limited, London.

Brown, R. M., Jordan, W. C. (2009): Characterization of polymorphic microsatellite
loci from Round Island Petrels (Pterodroma arminjoniana) and their utility in other

seabird species. Journal of Ornithology, 150, 925-929.

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

53



Burg, T. M., Croxall, J. P. (2001): Global relationships amongst black-browed and
greyheaded albatrosses: analysis of population structure using mitochondrial DNA

and microsatellites. Molecular Ecology, 10, 2647-2660.

Burzakova, K. (2011): Analyza vybranych polymorfnich cross-species mikrosatelitt
pro determinaci paternity u pelikana bilého (Pelecanus onocrotalus) a pelikana
skvrnozobého (P. philippensis). Bakalarska prace. Depon in: Knihovna biologickych
oborti PfF UPOL Olomouc.

Dawson, D. A., Ball, A. D., Spurgin, L. G., Martin-Galvez, D., Stewart, 1. R.,
Horsburgh, G. J., Potter, J., Molina-Morales, M., Bicknell, A. W. J., Preston, S. A. J.,
Ekblom, R., Slate, J., Burke, T. (2013): High-utility conserved avian microsatellite
markers enable parentage and population studies across a wide range of species.
BMC Genomics, 14, 176.

Dawson, D. A., Horsburgh, G. J., Kiipper, C., Stewart, I. R. K., Ball, A. D., Durrant,
K. L., Hansson, B., Bacon, I., Bird, S., Klein, A., Krupa, A. P., Lee, J. W., Martin-
Galvez, D., Simeoni, M., Smith, G., Spurgin, L. G., Burke, T. (2010): New methods
to identify conserved microsatellite loci and develop primer sets of high cross-
species utility — as demonstrated for birds. Molecular Ecology Resources, 10, 475—
494,

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

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

Dubois, M.-P., Jarne, P., Jouventin, P. (2005): Ten polymorphic microsatellite
markers in the wandering albatross Diomedea exulans. Molecular Ecology Notes, 5,
905-907.

Gaisler, J., Zima, J. (2007): Zoologie obratlovci. Academia - nakladatelstvi
Akademie véd Ceské republiky, Praha, 431—490.

54



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

Oxford University Press, Oxford.

Gonzalez, E. G., Genovart, M., Oro, D., Zardoya, R., Juste, J. (2009): Polymorphic
microsatellite markers for the critically endangered Balearic shearwaters, Puffinus
mauretanicus. Molecular Ecology Resources, 9, 1044-1046.

Gosler, A. (1994): Atlas ptaki svéta, Ceské vydani 1. Priroda a. s., Bratislava.

Hanzak, J., Hudec, K. (1974): Svétem zvifat. Dil 2. Cast 1, Ptaci. Druhé

ptepracované vydani. Albatros, Praha.

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

Hedges, S. B., Sibley, C. G. (1994): Molecules vs. morphology in avian evolution:
the case 59 of the "pelecaniform” birds. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 91, 9861-9865.

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

shotgun sequencing. Conservation Genetics Resources, 6, 491-493.

Hickman, C. R, Peters, M. B, Crawford, N. G., Hagen, C., Glenn T. C., Somers, C.
M. (2008): Development and characterization of microsatellite loci in the American
white pelican (Pelecanus erythrorhynchos). Molecular Ecology Resources, 8, 1439—
1441.

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

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

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

55



Jarvis, E. D., Mirarab, S., Aberer, A. J., Li, B., Houde, P., Li, C., Ho, S. Y. W,,
Faircloth, B. C., Nabholz, B., Howard, J. T., Suh, A., Weber, C. C., da Fonseca, R.
R., Li, J., Zhang, F., Li, H., Zhou, L., Narula, N., Liu, L., Ganapathy, G., Boussau,
B., Bayzid, S., Zavidovych, V., Subramanian, S., Gabaldon, T., Capella-Gutiérrez,
S., Huerta-Cepas, J., Rekepalli, B., Munch, K., Schierup, M., Lindow, B., Warren,
W. C,, Ray, D., Green, R. E., B ruford, M. W., Zhan, X., Dixon, A,, Li, S., Li, N,
Huang, Y., Derryberry, E. P., Bertelsen, M. F., Sheldon, F. H., Brumfield, R. T.,
Mello, C. V., Lovell, P. V., Wirthlin, M., Schneider, M. P. C., Prosdocimi, F.,
Samaniego, J. A., Velazquez, A. M. V., Alfaro- Nuiiez, A., Campos, P. F., Petersen,
B., Sicheritz-Ponten, T., Pas, A., Bailey, T., Scofield, P., Bunce, M., Lambert, D. M.,
Zhou, Q., Perelman, P., Driskell, A. C., Shapiro, B., Xiong, Z., Zeng, Y., Liu, S., Li,
Z., Liu, B., Wu, K., Xiao, J., Yingi, X., Zheng, Q., Zhang, Y., Yang, H., Wang, J.,
Smeds, L., Rheindt, F. E., Braun, M., Fjeldsa, J., Orlando, L., Barker, F. K., Jensson,
K. A., Johnson, W., Koepfli, K. P., O'Brien, S., Haussler, D., Ryder, O. A., Rahbek,
C., Willerslev, E., Graves, G. R., Glenn, T. C., McCormack, J., Burt, D., Ellegren,
H., Alstrom, P., Edwards, S. V., Stamatakis, A., Mindell, D. P., Cracraft, J., Braun,
E. L., Warnow, T., Jun, W., Gilbert, M. T. P., Zhang, G. (2014): Whole-genome
analyses resolve early branches in the tree of life of modern birds. Science, 346,
1320-1331.

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

Kalinowski, S., Taper, M., Marshall, T. (2007): Revising how the computer program
CERVUS accommodates genotyping error increases success in paternity assignment.
Molecular Ecology, 16, 1099-1106.

Kantartzi, S. K. (2013): Microsatellites: methods and protocols. Methods in

molecular biology, v. 1006. Humana Press, Springer, New York.

Kope¢na, K. (2020): Analyza a charakteristika vybranych polymorfnich
mikrosatelitl z fadii trubkonosi a tucndci a konzervovanych ptacich mikrosatelitii
u pelikana afrického (Pelecanus rufescens). Diplomova prace. Depon in: Knihovna

biologickych obort PfF UPOL Olomouc.

56



Kovalik, P., Pagenovsky, S., Capek, M., Topercer, J. (2010): Slovenské mena vtakov
sveta. SOS/BirdLife Slovensko, Bratislava. Aktualizovano pro rok 2010.

Kremlova, H. (2019): Cross-species amplifikace mikrosatelitt z fadu tucnaci
a konzervovanych ptacich mikrosateliti u pelikana bileho (Pelecanus onocrotalus).

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

Kremlova, H. (2021): Analyza a charakteristika vybranych polymorfnich
mikrosateliti z fadu tucndci a konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitd u pelikdna
bilého (Pelecanus onocrotalus). Diplomova prace. Depon in: Knihovna biologickych
obori Pif UPOL, Olomouc.

Lawrence, H. A. (2008): Conservation genetics of the world’s most endangered
seabird, the Chatham Island taiko (Pterodroma magentae). Dissertation. Auckland,
New Zealand, dostupné online na https://mro.massey.ac.nz/handle/10179/657,
navstiveno dne 25. 2. 2021

Mayr, G. (2003): The phylogenetic affinities of the Shoebill (Balaeniceps rex).
Journal of Ornithology, 144, 157-175.

Mikulova, V. (2010): Mikrosatelitové lokusy pro determinaci paternity u vybranych
druht pelikanti (Pelecanus spp.). Diplomovd prace. Depon in: Knihovna

biologickych obort PfF UPOL, Olomouc.

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

microsatellite markers in seabirds. Molecular Ecology Resources, 15, 1046-1058.

Moore, S. S., Sargeant, L. L., King, T. J., Mattick, J. S., georges, M., Hetzel, D. J.
(1991): The concervation of dinucleotide microsatellites among mammalian
genomes allows the use of hetelogous PCR primer pairs in closely related species.
Genomics, 10, 654—660.

Nedvédova, M. (2015): Cross-species amplifikace mikrosatelitd z fadu trubkonosi
unesyta indomalajského (Mycteria leucocephala). Diplomova prace. Depon in:
Knihovna biologickych obort PfF UPOL, Olomouc.

57



Nelson, J. B. (2005): Pelicans, Cormorants, and their Relatives. The Pelecaniformes,
1st ed. Oxford University Press, Oxford, 661.

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

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

Primmer, C. R., Moller, A. P., Ellegren, H. (1996): A wide-range survey of cross-
species microsatellite amplification in birds. Molecular Ecology, 5, 365-378.

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

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

Ranochova, A. (2008): Analyza mikrosatelitovych lokusti pro determinaci paternity
u vybranych druhti pelikant. Diplomova prace. Depon in: Knihovna biologickych
obort PfF UPOL, Olomouc.

Reudink, M., Kyle, C. H. J., Nocera, J. J.,, Oomen, R. A., Green, M. C., Somers, C.
H. M. (2011): Panmixia on a continental scale in a widely distributed colonial

waterbird. Biological Journal of the Linnean Society, 102, 583-592.

Rousset, F. (2008): GENEPOP‘007: a complete re-implementation of the GENEPOP
software for Windows and Linux. Molecular Ecology Resources, 8, 103-106.

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

Schlosser, J. A., Garner, T. W. J., Dubach, J. M., McElligott, A. G. (2003):
Characterization of microsatellite loci in Humboldt penguin (Spheniscus humboldti)

and crossamplification in other penguin species. Molecular Ecology Notes, 3, 62—-64.

58



Schlétterer, C. (2000): Evolutionary dynamics of microsatellite DNA. Chromosoma,
109, 365-371.

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

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

Diplomova prace. Depon in: Knihovna biologickych obor PiF UPOL, Olomouc.

Sun, Z., Goémez-Diaz, E., Bailie, A., Friesen, V. (2009): Isolation and
characterization of microsatellite loci for storm-petrels. Molecular Ecology
Resources, 9, 913-915.

St’astn}'/, K., Bejéek, V., Hudec, K. (1998): Svét zvitat IV. Ptaci 1. Albatros, Praha.

Tailor, S. A., Morris-Pocock, J. A., Sun, Z., Friesen, V. L. (2010): Isolation and
charakterization of ten microsatellite loci in Blue-footed (Sula nebouxii) and

Peruvian Boobies (Sula variegata). Journal of Ornitology 151; 525—528.

Techow, N. M. S. M., O'Ryan, C. (2004): Characterization of microsatellite loci in
Whitechinned Petrel (Procellaria aequinoctialis) and cross-amplification in six other

procellariiform species. Molecular Ecology Notes, 4, 33-35.

Toth, G., Gaspari, Z., Jurka, J. (2000): Microsatellites in different eukaryotic

genomes: Survey and analysis. Genome Research, 10, 967-981.

VereSovd, D. (2020): Analyza a charakteristika vybranych polymortnich
mikrosatelitli z fadi trubkonosi a tucnéci a konzervovanych ptacich mikrosateliti
u pelikana kadetavého (Pelecanus crispus) a u plamenaka rizového (Phoenicopterus
roseus). Diplomova prace. Depon in: Knihovna biologickych obortt PtF UPOL

Olomouc.

Vieira, M. L. C., Santini, L., Diniz, L., de Freitas Munhoz, C. (2016). Microsatellite
Markers: What They and Why They Are so Useful. Genetics and Molecular Biology,
39, 312-328.

59



Welch, A. J., Fleischer, R. C. (2011): Polymorphic microsatellite markers for the
endangered Hawaiian petrel (Pterodroma sandwichensis). Conservation Genetics
Resources, 3, 581-584.

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

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

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

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

Zlochova, A. (2019): Amplifikace vybranych polymorfnich mikrosatelitd z tadu
trubkonosi u plamenaka rizového (Phoenicopterus roseus). Diplomova prace. Depon
in: Knihovna biologickych obori PfF UPOL v Olomouci.

60



