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Souhrn

V této bakalarské praci jsem Se zabyvala hledanim polymorfnich mikrosatelitii
u plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber) za pomoci cross-species PCR
amplifikace mikrosatelitnich lokust izolovanych od zastupct fadu trubkonosi.

V teoretické casti jsem se zaméfila na problematiku zafazeni plamenaka
karibského do systému a zmény, kterymi toto zafazeni v pribéhu cCasu prochazelo,
popsala jsem fad plamenaci, ¢eled’ plamenakoviti a také plamenaka karibského. Dale
jsem se veénovala obecné charakteristice mikrosatelitl, vyskytu mikrosatelita
V pta¢im genomu a popisu de novo a cross-species mikrosateliti pro plamenaka
karibského a mikrosatelitdi izolovanych od druht z fadu trubkonosi.

V experimentalni ¢asti jsem na genomické DNA Sesti neptibuznych jedinci
plamenaka karibského testovala cross-species PCR amplifikaci celkem 213
mikrosatelitt, z ¢ehoz 207 predstavovalo vSechny de novo mikrosatelity doposud
odvozené od zastupct z fadu trubkonosi a u zbylych 6 se jednalo o cross-species
mikrosatelity polymorfni u zastupcl z fadu trubkonosi, ptivodné izolované u zastupcii
z tadu dlouhoktidli a pévci. VSechny testované mikrosatelity poskytly monomorfni nebo
polymorfni produkt. Z 52 polymorfnich mikrosatelitt jsem 2 vytadila jako nehodnotitelné
a u jednoho mikrosatelitu jsem pozorovala 2 polymorfni oblasti. Celkem jsem tedy
nalezla 50 parti primerii, které u plamendka karibského amplifikuji 51 polymorfnich

produkta.



Summary

In this bachelor thesis I dealt with the searching for polymorphic microsatellites
in the Caribbean flamingo (Phoenicopterus ruber) using the method of cross-species PCR
amplification of microsatellite loci isolated from representatives of the order
Procelariiformes.

In the theoretical part of the thesis | focused on the problematic of the taxonomic
classification of the Caribbean flamingo and its changes in the course of time, and 1 also
described the order Phoenicopteriformes, family Phoenicopteridae and the Caribbean
flamingo. Furthermore, | characterized microsatellites and their occurrence in the avian
genome, and finally, | discussed de novo and cross-species isolated microsatellites in the
Caribbean flamingo and microsatellites derived from species of the order
Procelariiformes.

In the experimental part | performed the cross-species PCR amplification of 213
microsatellites, which included all 207 so far known loci isolated from representatives
from the order Procellariiformes and 6 cross-species microsatellites polymorphic in the
order Procellariiformes isolated from representatives from the order Charadriiformes and
Passeriformes, on the genomic DNA of six unrelated individuals of the Caribbean
flamingo. All of the tested microsatellites provided monomorphic or polymorphic
products. Two out of 52 polymorphic microsatellites were excluded as polymorphic but
unscorable and at one microsatellite loci | found two areas of polymorphism.
To summarize, | found 50 pairs of primers which amplified 51 polymorphic products in

the Caribbean flamingo.
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1 Uvod

Mikrosatelity jsou kratké useky DNA skladajici se z tandemové opakovanych
jednotek dlouhych 1-6 part bazi. Diky variabilit¢ v délce mikrosatelitnich lokusi
zpusobenych mutacemi Se z mikrosatelitd staly popularni genetické markery, které jsou
vyuzity napiiklad pii studiich genetické struktury populaci, testovani paternity c¢i
pii genetickém mapovani. Mimo de novo izolaci lze mikrosatelity také nalézt pomoci
cross-species PCR amplifikace, ktera umoziuje pouziti primerd pro izolovany lokus
od zdrojového druhu k amplifikaci stejného mikrosatelitniho lokusu u druhu

fylogeneticky blizce ptibuzného.

V této bakalatské praci budou u Sesti nepiibuznych jedinct plamenaka karibského
(Phoenicopterus ruber) pomoci cross-species PCR amplifikace testovany vSechny
mikrosatelity plivodné izolované od zastupct z fadu trubkonosi a nékolik mikrosateliti
izolovanych od zéastupct z fadu dlouhokiidli a pévci, které u trubkonosych vykazovaly
polymorfismus. Ukolem bude nalezeni polymorfnich mikrosatelitnich lokusi a jejich

charakteristika.



2 Cile prace

Vypracovani reSerSe na téma bakalarské prace.

Shromazdéni dostupnych literarnich zdroju.

PCR amplifikace DNA plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber) s vyuzitim cross-
species primert pro mikrosatelity, které jsou znamé u ptakd zfadu trubkonosi

(Procellariiformes).



3 Literarni prehled

3.1 Zarazeni plamenaki do systému

Plamenaci (Phoenicopteriformes) jsou podle nékterych autort (del Hoyo et al.,
1992) jednim z nejstarSich radu ptakt, coz dokazuji fosilie z obdobi oligocénu staré asi
30 miliona let, které byly nalezeny i v nékterych ¢astech Evropy, Australie a Severni
Ameriky, kde se plamenaci jiz nevyskytuji. Plamenaci byli tedy diive rozsifeni na vétsi
plose nez dnes (del Hoyo et al., 1992). Moderni studie (Prum et al., 2015) zpochybiiuji,
7e plamenaci jsou jednou z nejstarSich skupin ptaki, i kdyz podle nejstar$i znamé
nalezené fosilie jednoho z potomkii teoretického spoleéného piedka plamenakt a
potapek, datuji jejich divergenci jiz do obdobi eocénu. Naptiklad fosilni ndlezy staré asi
58 milioni let dokladaji vyskyt fadu faetoni (Phaethontiformes) jiz v obdobi paleocénu.
Dale se podle nalezenych fosilii v obdobi paleocénu pied vice nez 62 miliony lety od sebe
oddélily tad tucnaci (Sphenisciformes) a jejich sestersky ftad trubkonosi
(Procellariiformes) (Prum et al., 2015).

Taxonomické zatazeni plamendki je problematické a v pribé&hu let se neustale
méni. V nékteré literatuie se naptiklad uvadi, Ze plamenaci jsou na zéklad¢ nékterych
anatomickych podobnosti ptibuzni s fadem brodivi (Ciconiiformes) (Cracraft, 1981,
Stastny et al., 1998, Veselovsky, 2001). Jednim z navrhi bylo zafazeni plameniakt jako
podiad brodivych (del Hoyo et al., 1992). Chovani a hlas plamenakt je na druhou stranu
podle nékterych autort fadi blize k fadu vrubozobi (Anseriformes), stejné tak jako jejich
nohy opatiené plovaci blanou nebo pefi uzpiisobené pobytu ve vodé, které poukazuji
na podobnost s husami (del Hoyo et al., 1992, Stastny et al., 1998). Piifazeni plamenaki
k vrubozobym bylo taktéz podporovano vysledky studie zkoumajici strukturu zlu¢ovych
kyselin, které se pouzivaji KurCeni evoluénich vztahi mezi obratlovci. Kvili
podobnostem s obéma fady byla tedy tendence plamenaky fadit do samostatného fadu
Phoenicopteriformes, mezi brodivé a vrubozobé (del Hoyo et al., 1992). Na zakladé
podobnosti v chovani a podobné anatomie mezi plamenakem a pisilou australskou
(Cladorhynchus leucocephalus) bylo také navrzeno, aby byli plamenaci zarazeni jako
samostatna Celed’ v ramci fadu dlouhok#idli (Charadriiformes) (del Hoyo et al., 1992,
Veselovsky, 2001).

Pii studiu morfologické konvergence a divergence v evoluci vodnich ptakt
zapouziti DNA-DNA hybridizace a dat ziskanych analyzou sekvenci jaderné a

mitochondrialni DNA, doSlo na zdkladé vyhodnoceni =ziskanych vysledka
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k ptekvapivému zjisténi, ze plamenaci a potapky patii do stejné skupiny v ramci vodnich
ptakl, 1 kdyz jinak nevykazuji morfologickou podobnost, coz je pravdépodobné
zpusobeno pravé morfologickou divergenci (Van Tiunen et al., 2001). Tuto hypotézu
podporuji morfologické, oologické a parazitologické dukazy, které byly ziskany
pti detailnim morfologickém porovnani plamendku a potapek, jez nikdy predtim nebylo
uskute¢néno, a tudiz byly ur€ité podobnosti mezi témito fady piehlizeny (Mayr, 2004).
Diskutabilni ptifazeni plamenakt jako sesterské skupiny potapek bylo potvrzeno také
fylogenetickou studii ptakt zaloZzenou na analyze nuklearni DNA, ktera vSak ve vzniklém
fylogenetickém strom¢ plamenaky S potapkami nepovazuje za soucast kladu vodnich
ptaka, ktery zahrnuje Cleny fadu veslonozi, brodivi, trubkonosi, tu¢iiaci a potéaplice
(Hackett et al., 2008).

Autoii dalsi studie (Jarvis et al., 2014) zkoumali historii modernich ptaka
na zaklad¢ fylogenetické analyzy celych genomt u 48 druhl ptdkd reprezentujicich
vSechny fady Neoaves. Ve fylogenetickém stromé sestaveném na zaklad¢ ziskanych
molekularnich dat ponechali plamenaky a potapky jako sesterské skupiny, ale taktéz je
nepftifadili k ostatnim velkym vodnim ptaktim (brodivi, trubkonosi, potaplice, tu¢naci a
veslonozi).

Nejnovéjsi fylogeneticka analyza zaloZena na sekvenovani nové generace (Prum et
al., 2015) se svymi vysledky od vySe zminéné analyzy (Jarvis et al., 2014) v mnohém
1181, zteymé kviili rozdilnému poctu vzorkl pouZitych k sestaveni fylogenetického stromu
a jinému zpusobu interpretace ziskanych dat. Pro studii, kterou zvefejnil Jarvis et al.
(2014) byly vzorky odebrany pouze od 48 ptacich druhi, kdezto vzorky pro analyzu,
kterou provedli Prum et al. (2015), byly odebrany od 198 ptacich druht ze 122 ¢eledi
ve vSech 40 existujicich fadech ptakt. V ramci monofyletické skupiny Neoaves rozlisuji
Prum et al. (2015) pét hlavnich kladd — Strisores, Columbaves, Gruiformes,
Aequorlitornithes a Inopaves. Kazdy z téchto kladi je sesterskou skupinou ke zbyvajicim
nasledujicim kladim Neoaves. Nejnovejsim pohledem na systematické zatrazeni
plamenakd, je jejich pfifazeni do kladu oznacovaného jako Aequorlitornithes, ktery
zahrnuje vSechny vodni ptaky S vyjimkou vrubozobych (Anseriformes). Plamenaci
(Phoenicopteriformes), dlouhokftidli (Charadriiformes) a potapky (Podicipediformes) zde
tvoii sestersky klad ke kladu skladajicimu se ze vSech ostatnich vodnich ptakt (Prum et
al., 2015).

Diive, kdyz jesté nebyla dostupnd molekularni data, byly vztahy v ramci kladu

vodnich ptaki tézko rozlisitelné, predevsim kvuli extrémni morfologické divergenci a
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nedostatku apomorfnich morfologickych charakteristik (McCormack et al., 2013).
Podle tradi¢niho pojeti difive fad veslonozi obsahoval fregatkovité, pelikanovité,
terejovité, anhingovité, kormordnovité a faetonovité a fad brodivi zahrnoval ¢apovité,
ibisovité, volavkovité, plamenakovité, kladivouSovité a ¢lunozobcovité (Gosler, 1994).
Monofylie fadt veslonozi a brodivi vSak nebyla podpofena zddnou molekularni studii
zalozenou na analyze mitochondrialnich a jadernych sekvenci DNA ato, Ze jsou oba fady
polyfyletické, potvrdila i kladisticka analyza anatomickych charakteristik (Mayr, 2003).
Dnes je tad veslonozi rozdélen na tii skupiny — prvni skupinu tvoii pelikanoviti a
kladivous$oviti s ¢lunozobcovitymi, kteti byli dfive fazeni do fadu brodivi. Druha skupina
se sklada z faetonu, ke kterym byli jako sesterské skupiny piifazeni rovnéz slunatec a
kagu, ktefi byli dfive fazeni do ftadu kratkokiidlych. Tteti skupina obsahuje
kormoranovité, fregatkovité, terejovité a anhingovité. TaktéZ fad brodivi je dnes rozdélen
— jednu skupinu tvofi vlastni ¢api a nesyti, druhou volavkoviti a ibisoviti a jak jiz bylo
zminéno, kladivousi s ¢lunozobci byli pfifazeni k pelikdnovitym (viz obrazek ¢. 1, Prum
et al., 2015). Otazkou je, zda do budoucna nebudou i volavkoviti a ibisoviti rozdéleni
na dvé samostatné skupiny. Tucnaci jsou dnes podle vysledkd fylogenetickych analyz
zalozenych na molekularnich datech i pfes morfologické odlisnosti fazeni jako sesterska

skupina trubkonosych (Hackett et al., 2008, McCormack et al., 2013, Prum et al., 2015).
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Obrazek ¢. 1: Vysek z kladogramu ptaki obsahujici klad Aequorlitornithes. (Prum et al.,
2015)

3.2 Rad plamendaci

Plamenaci (Phoenicopteriformes) jsou vodni ptaci vysoci asi 80-145 cm. Jejich
typickym znakem jsou dlouhé nohy a krk, zahnuty zobak a pefi s charakteristickym
razovym zbarvenim. Télo plamenaki je ovalné s malou hlavou na protahlém krku. Hlava
je opatifena mohutnym zobakem, pomoci kterého filtruji vodu a ziskavaji z ni potravu.
Okraje Celisti obsahuji lamely (rohovité Gtvary) uspotadané do fad (del Hoyo et al., 1992,
Gaisler et Zima, 2007). Rohovité lamely jsou pokryty jemnymi vlasky, které mohou byt
podle potieby ve vztycené nebo lezici poloze. Velky jazyk vyplituje mezeru mezi ¢elistmi
a plamenaci jej pouzivaji jako pist. Opakované pumpuji vodu s bahnem dovnitf a ven
ze zobaku, pficemz ji filtruji pres vnitini lamely, které zachytavaji fasy, rozsivky, vodni
bezobratlé a dalsi potravu. Zobaky se u jednotlivych druhti plamendkd lisi tvarem a také
uspofadanim a poctem lamel s vlasky. Uzpuisobeni zobak k lovu riizné potravy vylucuje
mezidruhovou konkurenci pfi pfipadném souziti téchto druhi ve stejném prostiedi (del
Hoyo et al., 1992). Télo plamenaki je pokryto rizovym pefim s cernymi letkami. Rizové
zbarveni je zajiSténo karotenoidnimi pigmenty. Plamenaci je ziskdvaji konzumaci fas,
které tyto pigmenty produkuji, nebo vodnich bezobratlych zivocichl zivicich se témito
fasami. Dlouhy krk plamenaku je tvofen 17 krénimi obratli, které jsou prodlouzené a
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vytvareji typicky stupnovity vzhled pii ohnuti krku (del Hoyo et al., 1992). Dlouhé nohy
bez opefeni umoznuji plamenakiim brodéni ve vétsich hloubkach. Pti chlizi v mél¢inach,
ale i pfi plavani jim napomaha koZovita plovaci blana mezi tftemi prednimi prsty (Gaisler
et Zima, 2007). Za letu se jejich rychlost blizi az k 60 km/h (del Hoyo et al., 1992).

Kromé Australie a Antarktidy obyvaji plamenéci vSechny kontinenty. Tito ptaci
vytvareji velka hejna, ktera mohou dosahovat az né€kolik desitek tisicti ptakd. Hejna
setrvavaji ve slanych, brakickych nebo i alkalickych vodach s pH az 10,5. Obyvaji mélké
laguny, jezera a moiské zatoky. (del Hoyo et al., 1992)

Z peti, blata a vegetace si stavéji hnizda kuzelovitého tvaru, vysoka asi 30 cm (del
Hoyo et al., 1992, Gaisler et Zima, 2007). Na skalnatych ostrovech, kde neni bahno,
pouZzivaji ke stavbé hnizd kameni a sut’. Samice kladou jedno, ojedinéle dvé vejce. Vejce
je pomérné velké, velikost se u jednotlivych druhti 1i8i. Obecné vejce vazi v rozmezi 115—
140 g. Inkubace trva 27-31 dni a pfi zahfivani vejce se stiidaji oba rodice. Vylihlé mladé
ma rovny zobak a Sedé prachové pefi. Toto pefi je asi ve 4 tydnech véku nahrazeno
druhym prachovym pefim, které je tmavsi barvy. V hnizd¢ mlad¢ setrvava 5 az 12 dni,
poté hnizdo opusti a ptipoji se k ostatnim mladatim, kterd formuji velké jesle ¢itajici
tisice ptaku (del Hoyo et al., 1992). O skupinu mlad’at se stara nékolik dospé€lych. Rodic¢e
krmi sva mlad’ata mléku podobnou tekutinou (Gosler, 1994, Veselovsky, 2001), jejiz
sekrece je zajisténa horni ¢asti zazivaciho traktu a regulovana hormonem prolaktinem
(del Hoyo et al., 1992). Schopnost produkovat vyzivny sekret maji ob¢ pohlavi a krmi
jim mlad’ata v hnizd¢ i v jeslich, kde své mlad¢ rozpoznaji podle hlasu (del Hoyo et al.,
1992).

3.3 Celed’ plameiiakoviti

Rad plametiaci obsahuje pouze jednu &eled” — plametiakoviti (Phoenicopteridae).
Vramci této cCeledi se rozliSuji tii rody: Phoenicopterus, Phoeniconaias a
Phoenicoparrus, pticemz Cesky jsou vSechny tfi rody oznacované jako plamenaci, které
zahrnuji pét druhti (del Hoyo et al., 1992). V rozliseni druhti v ramci rodu Phoenicopterus
se autofi rozchazeji. VéE&tsina do rodu Phoenicopterus fadi plamenaka rtazového (P. ruber)
a plameniaka chilského (P. chilensis) (del Hoyo et al., 1992, Stastny et al., 1998,
Veselovsky, 2001). Podle del Hoyo et al. (1992) se druh plamenak rtizovy dé€li na dva
poddruhy — plamenaka rizového (Phoenicopterus ruber roseus) a plamenaka karibského
(Phoenicopterus ruber ruber), pficemz se tyto dva poddruhy lisi svym geografickym

rozSitenim. N¢&ktefi autofi naopak ptifazuji Cesky ekvivalent plamenak ruzovy
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k latinskému nazvu P. roseus (Gaisler et Zima, 2007). Ja v této bakalaiské praci povazuji
plamenaka karibského (P. ruber) a plamenaka rizového (P. roseus) za dva samostatné
druhy, stejn¢ jako Torres et al. (2014). Rod Phoenicopterus se oproti zbyvajicim rodim
¢eledi plamenakoviti vyznacuje primitivnéj$i stavbou zobaku. Rod Phoeniconaias se
svym jedinym zastupcem plamendkem malym (P. minor) a rod Phoenicoparrus
zahrnujici plamenaka andského (P. andinus) a plamenaka Jamesova (P. jamesi) tvofi

skupinu se specializovanéjsi strukturou zobaku. (del Hoyo et al., 1992)

3.3.1 Plamenak karibsky

Plamenak karibsky (Phoenicopterus ruber) je nejvétsi plamenak vysoky 120-145
cm, srozpétim kiidel 140-165 cm. Jeho hmotnost se pohybuje okolo 2100-4100 g.
Samice maji oproti samctiim krat$i nohy a mensi télo. (del Hoyo et al., 1992)

Vyskytuje se na Galapagach a v Karibiku. Tvofi velké kolonie, ve kterych Zije
az 20 000 pard. Populace plamenaka karibského na Galapagach je n¢kdy povazovéana
za poddruh oznacovany Phoenicopterus ruber glyphorhynchus. Odlisuje se od ostatnich
populaci plamenakt tvorbou malych kolonii C¢itajicich 3-50 part. Jedinci zijici
na Galapagach se od ostatnich plamenak 1i$i také svym zbarvenim a velikosti. (del Hoyo
etal., 1992)

Strava plamenaka karibského je rtiznoroda a sklada se z zivocisné a rostlinné
slozky. Zivogisnou slozku potravy tvoii vodni bezobratli, jako jsou korysi, mekkysi,
krouzkovci a larvy hmyzu. Pfilezitostné mize pozit také vodni brouky, mravence, kraby
nebo malé ryby. Rostlinnou slozkou potravy jsou semena a vyhonky bahennich rostlin.

Potravu pfijima za chize. (del Hoyo et al., 1992)

3.3.1.1 Taxonomické zarazeni plamenaka karibského

Zarazeni plamenaka karibského do systému (Meziani, 2011):
Rige: Zivo&ichové (Animalia)
Kmen: strunatci (Chordata)

Podkmen: obratlovci (Vertebrata)

Trida: ptaci (Aves)

Rad: plamenaci (Phoenicopteriformes)

Celed”: plamenakoviti (Phoenicopteridae)

Rod: plamenak (Phoenicopterus)

Druh: plamenak karibsky (Phoenicopterus ruber)
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3.4 Mikrosatelity

Mikrosatelity, které se také oznacuji jako STRs (Short Tandem Repeats) nebo SSRs
(Simple Sequence Repeats), jsou kratké useky DNA skladajici se ztandemové
opakovanych jednotek o délce 1-6 paru bazi (Primmer et al., 1997, Schlétterer, 2000).
Nekteti autofi uvadéji délku repetitivnich jednotek 1 méné nez 5 part bazi (Bruford et
Wayne, 1993) nebo 1-10 part bazi (Baker, 2000). Mikrosatelity se nachazeji ve vSech
eukaryotnich a prokaryotnich genomech, jak v proteiny kodujicich, tak i v nekddujicich
oblastech DNA (Toth et al., 2000). Mikrosatelity jsou hypervariabilni ve své délce (Tautz,
1989), diky ¢emuz jsou vysoce polymorfni (Bruford et Wayne, 1993). Mikrosatelitni
alely se daji nepiimo pozorovat po PCR amplifikaci a nasledném rozdéleni PCR produktu
pomoci elektroforézy (Chapuis et Estoup, 2007).

3.4.1 Rozdéleni mikrosateliti

Podle délky repetitivni jednotky lze mikrosatelity délit na mono-, di-, tri-
az dekanukleotidové (Baker, 2000). Obecné, se ve vSech taxonech castéji vyskytuji
poly(A) a poly(T) mononukleotidové repetice, nez sekvence poly(C) a poly(G).
Dinukleotidové repetice se ziidka vyskytuji v exonech a jsou hojné ptedevs§im v intronech
a intergenovych oblastech DNA, stejné tak jako repetice tetranukleotidové. NejcastéjSim
dinukleotidovym repetitivnim motivem u vSech obratlovei a c¢lenovet je AC.
Pentanukleotidové repetice jsou taktéz malo zastoupeny v exonech vSech taxoni.
V exonech se nejcastéji vyskytuji repetice trinukleotidové a hexanukleotidové.
Trinukleotidové repetice hraji dilezitou roli v mnoha lidskych neurodegenerativnich
poruchach, jako jsou naptiklad syndrom fragilniho X chromozomu a Huntingtonova
choroba (To6th et al., 2000).

Mikrosatelity se také mohou délit podle typu repetitivni sekvence na dokonalé,
nedokonalé, pteruSované a slozené (Oliveira et al., 2006). Repetitivni Sekvence
dokonalého mikrosatelitu neni narusena a opakuje se vni pouze zadkladni motiv,
do sekvence nedokonalého mikrosatelitu je vlozen par bazi, které neodpovidaji sekvenci
opakujiciho se motivu (Baker, 2000, Oliveira et al., 2006). Prerusovany mikrosatelit
kromé repetitivni sekvence, kterou je tvofeny, obsahuje také kratkou sekvenci, kterd
neodpovida zakladnimu motivu (Oliveira et al., 2006). Slozené mikrosatelity obsahuji

dva odlisné repetitivni motivy, které spolu sousedi (Baker, 2000, Oliveira et al., 2006).
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3.4.2 Vyuziti mikrosateliti

Vyuziti mikrosatelitd v biologii se vyrazné rozsifilo po té, co byla zavedena
polymerazova fetézova reakce (PCR) (Schlbtterer, 2000). SSRs jsou ohrani¢ené
jedine¢nymi tseky DNA, pro které je mozné navrhnout primery a pomoci PCR po té
amplifikovat specificky mikrosatelitni lokus (Tautz, 1989). Ackoliv primery navrzené
pro mikrosatelity nemohou byt pouzity univerzalng, je mozné provést tzv. Cross-species
PCR amplifikaci mikrosatelitu, mezi blizce pfibuznymi druhy (Moore et al., 1991).
Uspésnost cross-species PCR amplifikace mikrosatelitil je piimo zavisla na evoluéni
divergenci mezi druhem, od kterého byl mikrosatelitni lokus izolovan a druhem, na ktery
bude dany lokus aplikovan (Primmer et al., 1996). Jinymi slovy, ¢im jsou si dva druhy
fylogeneticky piibuznéjsi, tim je vétsi pravdépodobnost, Zze izolovany mikrosatelit
od jednoho druhu bude amplifikovan u druhého druhu. SniZeni annealingové teploty PCR
vSak mize zvysit Sanci uspé$né cross-species PCR amplifikace, nezavisle na genetické
vzdalenosti mezi druhem, ktery slouzi jako zdroj mikrosatelitu a cilovym druhem
(Primmer et al., 2005). Zména (zpisobend mutaci) Vv nukleotidové sekvenci jedine¢ného
useku DNA, ktery ohraniCuje mikrosatelitni lokus, mlze zabranit nasednuti vybrané¢ho
primeru na templatovou DNA b&éhem amplifikace mikrosatelitniho lokusu pomoci PCR,
coz ma za nasledek vznik nulové alely (Chapuis et Estoup, 2007). Vyskyt nulové alely
muze zpusobit znacné problémy zejména pii studiu rodicovstvi, kde jsou mikrosatelitni
markery hojné vyuzivany (Dakin et Avise, 2004).

Mikrosatelity jsou uz dvé desitky let jedny z nejpopularnéjsich genetickych
markert (Schlbtterer, 2000). Siroké uplatnéni mikrosateliti, které se vyskytuji ve velkém
poctu alel, je umoznéno diky jejich kodominanci a vysoké variabilité. Homozygotni
mikrosatelitni lokus se vyznaCuje stejnym poctem repetici na obou homolognich
chromozomech, kdezto heterozygotni mikrosatelitni lokus se liSi poctem repetici
pro kazdou alelu — naptiklad jedna alela obsahuje 9 repetici, druha alela 10. V populaci
se vétSinou vyskytuje n€kolik alel s riznym poctem repetici, ¢ehoz je vyuZito v populacéni

genetice a forenznich védach (Oliveira et al., 2006).

3.4.3 Mutace mikrosateliti

Faktorem limitujicim informativnost mikrosatelitu pro stanoveni genetické
piibuznosti pti pouziti standardni genotypizace je to, ze urCity typ alely — naptiklad alely
se stejnou velikosti, mize obsahovat nejen alely od identického ptedka, ale také alely

stejné délky, které vznikly konvergenci, coZ je nevyhnutelny nasledek mutacniho procesu
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(Primmer et al., 1998). Stav, kdy maji dva mikrosatelitni lokusy bez stejného predka
identickou délku se oznacuje homoplazie (Estoup et al., 2002).

Hlavnim mechanismem zpUsobujicim mutace mikrosateliti je S nejvetsi
pravdépodobnosti DNA slippage, ktery byva v literatufe oznacovany i jako slipped-
strand mispairing (SSM) (Levinson et Gutman, 1987, Klintschar et al., 2004). DNA
slippage je proces, diky kterému se v prubéhu replikace mize zménit pocet repetitivnich
jednotek mikrosatelitu (Levinson et Gutman, 1987, Tachida et lizuka, 1992). Druhym
mechanismem podilejicim se mensi mirou na vysoké mutacni rychlosti mikrosateliti,
ktera se pohybuje mezi 10>-10* na lokus a generaci, je rekombinace (Harding et al.,
1992). Rekombinace muize potencionalné¢ zménit délku SSR nerovnomérnym crossing-
overem nebo genovou konverzi (Brohede et Ellegren, 1999, Li et al., 2002).

Mezi potencionalni faktory ovliviiujici Cetnost mutaci mikrosatelitu patii naptiklad
pocet repetici, sekvence repeti¢éniho motivu, délka repetitivni jednotky nebo cetnost
rekombinace (Schldtterer, 2000). Neff et Gross (2001) zaznamenali pozitivni korelaci
mezi délkou (poCtem repetici na mikrosatelitnim lokusu) a poctem alel mikrosatelitu, a
to napfi¢ vSemi 5 studovanymi tfidami obratlovecl (ryby, plazi, obojzivelnici, ptaci a

savci).

3.4.4 Vyskyt mikrosateliti v pta¢im genomu

V ptacim genomu se mikrosatelity vyskytuji méné ¢asto, neZ je tomu u ostatnich
obratlovcll a na rozdil od mikrosateliti vyskytujicich se u savci, se ptaci mikrosatelity
nejevi jako asociované s kratkymi rozptylenymi jadernymi elementy (SINEs) (Primmer
et al., 1997). Nabizelo se vysvétleni, Ze mensi po¢et mikrosatelitnich lokust u ptaka je
zpusoben redukei velikosti jejich genomu, coz vedlo k menSimu poméru nekodujici
DNA, kde se mikrosatelitni lokusy hojné vyskytuji (Primmer et al., 1997). Neff et Gross
(2001) vsak myslenku, Ze pocet mikrosatelitii zavisi na velikosti genomu, kterou
prezentoval Primmer et al. (1997), vyvratili. Moznym vysvétlenim nizsi frekvence
vyskytu mikrosatelitd v pta¢im genomu je to, Ze ptaci ve svém genomu maji nedostatek
evolu¢nich prekurzorti mikrosatelitl, kterymi jsou SINEs a LINES (dlouhé rozptylené
jaderné elementy) a na rozdil od savcl, doposud charakterizované rozptylené jaderné
elementy u ptakti nemaji poly(A) zakonéeni (Chen et al., 1991), které poskytuje zdroj
pro vytvoteni rozdilnych typu repetici (Primmer et al., 1997, Neff et Gross, 2001).
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3.4.5 Mikrosatelity u plamenaki

Jak jiz bylo zminéno dfive, v ramci Celedi plamenakoviti rozliSujeme tfi rody:
Phoenicopterus, Phoeniconaias a Phoenicoparrus, které zahrnuji 5 druhii. Cast znamych
mikrosateliti u plamenaku byla izolovana de novo a nékteré mikrosatelity byly nalezeny
pomoci cross-species PCR amplifikace. De novo bylo u plamenakt doposud izolovano
dohromady 67 mikrosatelitti, z ¢ehoz 61 bylo izolovano a popsano u rodu Phoenicopterus
a zbylych 6 u rodu Phoeniconaias. U rodu Phoenicoparrus zatim nebyly popsané zadné

mikrosatelitni lokusy.

3.4.5.1 De novo mikrosatelity znamé u plamenaki

Izolaci mikrosatelitnich lokust u zastupcti rodu Phoenicopterus se jako prvni
vénovali autofi dvou disertac¢nich praci, ve kterych byly popsany lokusy Prupl1—Prup6
(Kapil, 2005) a Prup7—Prup13 (Preston, 2005). Drobek (2010) vSak ve své diplomové
praci uvadi, Ze nazakladé bioinformatického studia mikrosatelitnich lokust Prupl-—
Prup13 a nasledného cross-species testovani 10 z 13 mikrosatelitli popsanych v téchto
dvou diserta¢nich pracich a jejich genotypizace dosel k zavéru, ze primery navrzené
pro lokusy Prup7-Prupl2 amplifikuji jeden a ten samy mikrosatelitni lokus. Z toho
vyplyva, Zze dohromady bylo v téchto dvou disertacnich pracich (Kapil, 2005, Preston,
2005) popsano pouze 8 unikatnich mikrosatelitnich lokust. Kapil et al. (2010) do své
publikace zahrnuli 9 pard primert navrzenych pro lokusy Prupl-Prup9, avsak ¢lanek
nebyl zvefejnén a jejich vysledky byly publikovany pouze v elektronické databazi
casopisu Molecular Ecology Resources spolecné s vysledky dalSich autort (Molecular
Ecology Resources Primer Development Consortium et al., 2010a).

Mikrosatelitni lokusy Prupl a Prup2 (Kapil, 2005) vyuzili Frias-Soler et al.
(2014) k prokazani genetické divergence Cc¢lent galapazské populace plamenaka
karibského spolu s dalsimi tfemi mikrosatelity PhoeniE37, PhoeniE104 a PhoeniE66,
které prevzali z diplomové prace Bauer (2007). Tato diplomova prace v$ak neni dostupna
Vv elektronické podobé a pro potieby Laboratofe populacni genetiky na Katedie bunécné
biologie a genetiky na PiF Univerzity Palackého v Olomouci se podafilo ziskat pouze
tabulku 14 mikrosatelitnich lokust (vCetné tifi vySe zminénych publikovanych
mikrosatelitnich lokust), které v ramci své diplomové prace Bauer popsal. Tti z téchto
14 lokust oznacil Bauer za monomorfni, 5 za polymorfni a u zbyvajicich Sesti

predpoklada polymorfismus a navrhuje jejich dalsi testovani.
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Dale se popisu mikrosatelitt u rodu Phoenicopterus vénovali Geraci et al. (2010),
ktefi izolovali a charakterizovali 37 polymorfnich mikrosatelit u plamendka riazového
(Molecular Ecology Resources Primer Development Consortium et al., 2010b).

U plamenaka malého, patiiciho do rodu Phoeniconaias, bylo ze dvou africkych
populaci (jizni a vychodni) de novo izolovano 6 mikrosateliti, pfi¢emz pocet
detekovanych alel u téchto mikrosatelitnich lokust se pohyboval od 4 do 13 na lokus.

Dohromady bylo pro tyto mikrosatelity identifikovano 49 alel. (Zaccara et al., 2011)

3.4.5.2 Cross-species mikrosatelity znamé u plamenaki

Cross-species PCR amplifikaci mikrosateliti u plamenaki se zabyvali
Nadvornik et al. (2008). Pro plamenaka karibského bylo pomoci cross-species PCR
amplifikace za pouziti primerd amplifikujicich polymorfni mikrosatelitni lokusy u druhti
Z t4dt veslonozi (kormoran velky a kormoran galapazsky), brodivi (volavka velka, nesyt
americky, ibis rudy a kolpik rizovy) a potapky (potapka rudokrka) nalezeno 10
polymorfnich mikrosateliti. Celkové mnozstvi testovanych mikrosateliti bylo 70.
Z 15 testovanych mikrosateliti izolovanych od druhii z fadu veslonozi byly U plamenaka
karibského polymorfni 2 cross-species mikrosatelity: PcD 6 (Piertney et al., 1998) a
PhG8 (Duffie et al., 2008), ze 48 mikrosateliti popsanych u druhti z fadu brodivi bylo
polymorfnich 8 cross-species mikrosateliti: WSu 03, WSu 17, WSu 20 (Tomasulo-
Seccomandi et al., 2013), WS2 (van den Bussche et al., 1999), Eru03, Erull(Santos et
al., 2006), Aaju4 (Sawyer et Benjamin, 2006) a Ah 630 (McGuire et Noor, 2002) a ze 7
testovanych polymorfnich mikrosateliti nalezenych u zéastupce z fadu potapky, nebyl
U plamenaka karibského uspéSné amplifikovan zadny mikrosatelit. U plamendka
rizového bylo stejnym zpiisobem nalezeno 7 polymorfnich mikrosatelitnich lokust. Tti
z nalezenych polymorfnich cross-species mikrosateliti: WSu 17, PcD 6 a Ah 630,
poskytly polymorfni produkt jak u plamendka karibského, tak u plamendka riizového.
(Nadvornik et al., 2008)

Déle bylo v Laboratofi populacni genetiky na Katedie bunécéné biologie a genetiky
na PfF Univerzity Palackého v Olomouci pomoci primert navrzenych pro mikrosatelitni
lokusy izolované u druhtli z ¥adh brodivi, veslonozi, plamenéci, dlouhokiidli, potapky a
potaplice nalezeno 73 cross-species mikrosateliti pro plamenaka karibského a 39 cross-
species mikrosatelitd pro plamenaka rtzového, coz i se 37 de novo mikrosatelity

publikovanymi pro tento druh (Geraci et al., 2007) ¢ini dohromady 76 polymorfnich
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lokust. (Drobek, 2010, Manisova, 2011, Matoskova, 2011, Burzakova, 2013, Malkova,
2013).

3.4.6 Mikrosatelity u druhi z ¥adu trubkonosi

Rad trubkonosi (Procellariiformes) je v soudasnosti zafazen do kladu
Aequorlitornithes, ktery obsahuje vSechny vodni ptaky az na vrubozobé (Prum et al.,
2015). U ptaka z fadu trubkonosi bylo de novo popsano 207 mikrosatelitt u tii ¢eledi:
nejvice mikrosateliti (100) bylo doposud nalezeno u zastupct celedi buiiidkoviti
(Procellariidae), u zastupci celedi albatrosoviti (Diomedeidae) bylo izolovano 53
mikrosatelitti a u zastupct ¢eledi buinackoviti (Hydrobatidae) pak 54. Pro zastupce ¢eledi

buinikoviti (Pelecanoididae) nebyl doposud popsan zadny mikrosatelit.

3.4.6.1 Mikrosatelity u druhi z ¢eledi buinackoviti

V ramci ¢eledi buiniackoviti bylo de novo izolovano a popsano 54 mikrosatelitnich
lokust. Tyto mikrosatelity byly izolovany od buinacka madeirského (Oceanodroma
castro), dlouhok#idlého (O. leucorhoa) a Monteirova (O. monteiroi).

Primery pro 10 mikrosatelitnich lokustt u dvou druhti buinacku, bufnacka
madeirského a dlouhok¥idlého, navrhli Sun et al. (2009). Genomicka knihovna byla
zkonstruovana z DNA ziskané ze zmrazenych vzorki krve od 7 jedinct buinacka
madeirského (Friesen et al., 2007) pomoci klonovani (Glenn et Schable, 2005).
Z knihovny obsahujici 96 na repetice obohacenych klonti bylo 53 klond sekvenovano.
Ctyficet Sest z nich obsahovalo mikrosatelity a devét z nich mélo devét a vice repetici a
vhodnou sekvenci jedine¢nych useki DNA ohranicujicich mikrosatelitni lokus
pro navrzeni primerd. Primery byly navrzeny pomoci Primer 3 softwaru (Rozen et
Skaletsky, 2000). Genomicka knihovna byla taktéz sestavena z DNA ze zmrazenych
vzorku tkan€ dvou jedincl buiniacka dlouhokfidlého. Z 21 kloni, které byly sekvenovany,
pouze dva spliovaly pozadovana kritéria a byly pro né navrZzeny primery, avSak pouze
jeden z mikrosatelitd byl amplifikovan. Variabilita mikrosateliti byla testovana na 27
vzorcich DNA ziskanych z krve bufiidcka madeirského, 22 vzorcich DNA buinacka
Monteirova a 24 vzorcich DNA od buinacka dlouhokitidlého. U buiiidacka madeirského i
Monteirova bylo z 10 amplifikovanych lokusti: Oc28B, Oc49, Oc51, Oc63, Oc64B,
Oc79, Oc79-2, Oc84, Oc87B a 0Ol10-39, 9 polymorfnich. U buinacka dlouhokiidlého se
neamplifikovaly 2 lokusy, 2 poskytly monomorfni produkt a zbylych 6 bylo
polymorfnich. Tyto lokusy byly také testovany na cross-species PCR amplifikaci

YN 7w vV 7w

u buinacka galapazského (O. tethys) a buiniacka krouzkového (O. hornbyi) taktéz z Celedi
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bufnackoviti a buifidka havajského (Pterodroma phaenopygia) z celedi buinakoviti.
U téchto tfi druhG byly ziskany produkty cross-species PCR amplifikace vSech
mikrosatelitnich lokusti az na Oc64B a Oc79-2. U buinidka havajského byly témér
vSechny amplifikované mikrosatelity (mimo lokus Oc49) polymorfni, pficemz pocet alel
autofi neuvadéji.

Bicknell et al. (2011) charakterizovali set 37 mikrosatelitnich markerti vhodnych
pro populaéni ¢i paternitni studie u bufiacka dlouhok¥idlého. Nové izolovali a popsali
26 polymorfnich mikrosateliti (Ole01-Ole26). Z krve jedinct buinacka dlouhoktidlého
byla pomoci precipitaéni metody za pouziti octanu amonného extrahovana genomicka
DNA. Genomicka knihovna byla obohacena o repetitivni sekvence. Transformované
kolonie byly sekvenovany a poté bylo izolovano 211 novych unikatnich mikrosatelitnich
sekvenci pro buiiaka dlouhoktidlého. Za pouziti Primer 3 softwaru (Rozen et Skaletsky,
2000) byl navrzen set primert pro 50 unikatnich mikrosatelitnich sekvenci. Pti hledani
polymorfnich mikrosateliti u bufiiacka dlouhoktidlého byly pouzity i jiz existujici
mikrosatelity: 7 mikrosatelitnich lokust izolovanych u jinych druht patiicich do ¢eledi
buinackoviti (Sun et al., 2009) a 47 mikrosateliti zahrnujici mikrosatelity s vysokou
cross-species pienositelnosti (Dawson et al., 2010) v¢etné mikrosatelitli izolovanych
u sovy palené (Tyto alba) (Klein et al., 2009). Tyto existujici mikrosatelitni lokusy byly
spole¢né s novymi testovany na polymorfismus na 4—6 neptibuznych jedincich. Ze 47 jiz
existujicich lokusti bylo 15 polymorfnich a z 50 novych mikrosatelitd izolovanych
u buinacka dlouhokiidlého bylo polymorfnich 26 mikrosatelitnich lokust. Téchto celkem
41 polymortnich lokusti bylo déle testovano na 24 neptibuznych jedincich (14 samcich a
10 samicich) a bylo detekovano 2-22 alel na lokus. Tfi z lokust se ukazaly jako vazané
na chromozom Z.

U bufiiacka Monteirova Bried et al. (2012) nové popsali 18 polymorfnich
mikrosatelitii. Ptaci DNA byla izolovana z krve jedinct za pouziti QlAamp Tissue Kit
(QIAGEN). Mikrosatelity byly poté izolovany z obohacen¢ knihovny a pyrosekvenovany
podle Malausa et al. (2011) a Meglécz et al. (2010). Ze sekvenci, které se svou velikosti
pohybovaly v rozmezi 80—469 bazi a zdroven obsahovaly mikrosatelitni motiv del§i nez 5
repetici, bylo vybrano 27 lokusu s nejvys$$im poctem nepierusovanych repetici. Z nich
bylo po analyze pro dalsi praci zachovano pouze 18 lokusti: Omn1-Omn4, Omn6-Omn§,
Omnll, Omn14-Omnl7, Omn21-Omn25 a Omn28. Variabilita téchto lokusii byla

testovana na 125 dospélych jedincich buifidaCka Monteirova. Pocet alel na lokus se

pohyboval od 4 do 17. Primery navrzené pro téchto 18 mikrosatelitti byly také pouzity

21



pro cross-species PCR amplifikaci u dalsich tii druht z fadu trubkonosi. Cross-species
ktery patii do celedi buinackoviti, stejné tak jako buinid¢ek Monteirtiiv a byly u n¢j
amplifikovany vSechny testované lokusy, z ¢ehoz bylo 17 polymorfnich se 2—6 alelami.
U dalsich dvou testovanych druht, buinidka Bulwerova a modravého, ktefi patii do Celedi
buinakoviti, m¢la cross-species PCR amplifikace mensi Gispésnost. U buiidka Bulwerova
bylo amplifikovano 7 lokust, z toho byly 3 polymorfni se 2 alelami a u buinaka

modravého bylo amplifikovano 6 lokust, z ¢ehoz byly 2 polymorfni se 3 a 6 alelami.

3.4.6.2 Mikrosatelity u druhi z ¢eledi buiniakoviti

V ramci Celedi buifnakoviti bylo popsano a de novo izolovano 100
mikrosatelitnich lokust, a to od buinaka b&lobradého (Procellaria aequinoctialis),
Sedého (Calonectris diomedea), taiko (Pterodroma magentae), balearského (Puffinus
mauretanicus), trinidadského (Pterodroma arminjoniana), Bulwerova (Bulweria
bulwerii), havajského (Pterodroma sandwichensis), utlozobého (Pachyptila belcheri) a
svétlonohého (Puffinus carneipes).

Techow et O’'Ryan (2004) izolovali a charakterizovali 6 polymorfnich
dinukleotidovych mikrosatelitii u buffiaka bélobradého. Z tkang, ktera byla odebrana 5
jedincim bufiidka bélobradého, byla ziskana DNA digesci proteinazou K a naslednou
fenol-chloroformovou extrakci a srazenim ethanolem. Ke konstrukci obohacené
genomové knihovny byla pouzita PCR amplifikace s degenerovanymi
oligonukleotidovymi primery (DOP-PCR). Z 21 sekvenovanych rekombinantnich
plazmida, 17 obsahovalo mikrosatelity. Pro 10 mikrosateliti s vhodnou unikatni oblasti
DNA ohranicujici mikrosatelit byly navrZeny primery za pouZziti softwaru DNAMAN
verze 4.13 (Lynnon BioSoft). Sest z mikrosatelitnich lokusti: Paequ2, Paequ3, Paequ7,
Paequ8, Paequl0 a Paequl3, se ukédzalo u buiidka bélobradého jako polymorfni. Pocet
alel na lokus se pohyboval od 3 do 9. Primery navrzené pro mikrosatelity u buifidka
bélobradého byly také pouzity pro cross-species PCR amplifikaci u dal$ich Sesti druht
zZ fadu trubkonosi, a to u tfi druhti z ¢eledi buinakoviti: buiniaka tristanského (Procellaria
conspicillata), obrovského (Macronectes giganteus) a Hallova (M. halli) a u tfi druht
z Celedi albatrosoviti: albatrosa st€hovavého (Diomedea exulans), Sedohlavého
(Thalassarche chrysostoma) a cernobrého (T. melanophris). Nejvice polymorfnich

mikrosatelitt (7) bylo ziskano u buindka tristanského, naopak nejméné u albatrosa
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st¢hovavého, kde byl polymorfni pouze lokus Paequ2. U ostatnich druhti se pocet
polymorfnich mikrosatelitti pohyboval od 3 do 5, pficemz pocet alel autofi neuvadéji.

U buiiiaka Sedého popsali Bried et al. (2008) 11 polymorfnich dinukleotidovych
mikrosatelitit Cd1-Cd11. DNA byla extrahovana ze vzorku ptaci krve pomoci QIAamp
Tissue Kit (QIAGEN). Mikrosatelity byly izolovany z obohacené knihovny za pouziti
biotinem znafenych mikrosatelitnich sond, magnetickych kulicek potazenych
streptavidinem a XL10 Gold kompetentnich bakterii (Stratagene). Z rekombinantnich
klonii bylo vybrano 262 pozitivnich kloni a ty byly sekvenovany. Pro dalsi PCR
amplifikaci bylo vybrano 15 mikrosatelitli s nejvétSim poctem nepierusovanych repetici.
Tyto mikrosatelity byly testovany na 43 jedincich buiniaka Sedého. Jedenact z 15
mikrosatelitnich lokust bylo polymorfnich a bylo u nich detekovano 28 alel na lokus.
Lokus Cd4 se ukazal jako vazany na chromozom Z, jelikoz zadna z 23 testovanych samic
pro tento lokus nebyla heterozygotni. S 11 pary primerti navrzenych pro polymorfni
mikrosatelity u buifidka Sedohlavého byla provedena cross-species PCR amplifikace
u dalsich tii druhi z fadu trubkonosi. Dva ze tii druhi, které byly k testovani pouzité, jsou
klasifikovany jako celosvétové ohrozené: albatros stéhovavy z Celedi albatrosoviti a
buiiidk bélobrady z Celedi buindkoviti a tfeti druh buinak Bulwerlv, taktéz z celedi
buinakoviti, je povazovan za ohrozeného v Evropé. Nejvice polymorfnich mikrosatelitii
bylo amplifikovano u buifidka Bulwerova, kde z 10 amplifikovanych lokust bylo 8
polymorfnich. U buitidka bélobradého se amplifikovalo 7 mikrosatelitti a z toho byly dva
polymorfni: Cd2 a Cd9. U albatrosa stéhovavého se z 11 lokusti amplifikovalo pouze 5,
z ¢ehoz byl polymorfni pouze lokus Cd1.

Lawrence (2008) popsala dva polymorfni mikrosatelitni lokusy Tch6 a Tch25
u buriidka taiko. Od 145 jedinct byly odebrany vzorky krve a pefi, z nichZ byla
extrahovdna DNA. Mikrosatelity byly poté izolovany ze sestavené genomické knihovny
obohacené o repetice. Pozitivni klony obsahujici mikrosatelity byly sekvenovany a
pro devét mikrosatelitovych sekvenci byly navrzeny primery pomoci programu Primer 3
(Rozen et Skaletsky, 2000). Po otestovani variability téchto mikrosatelitd pro dalsi
analyzu zbyly pouze dva polymorfni mikrosatelitni lokusy: Tch6 s dvéma alelami a
Tch25 se ¢tyfmi alelami. U buinaka taiko bylo také na cross-species PCR amplifikaci
testovano 22 mikrosatelitli izolovanych u jinych druhti z fadu trubkonosi a dlouhokfidli.
Sest z t&chto testovanych mikrosateliti bylo u buitidka taiko polymorfnich se 2-9 alelami
na lokus: Paequ3, Paequ8 a Paequ 13 izolované od buinaka bélobradého z celedi
buinakoviti (Techow et O'Ryan, 2004), De33 od albatrosa stéhovavého z cCeledi

23



albatrosoviti (Burg, 1999) a také RBG18 a RBG29, které byly izolované od racka
novozélandského (Larus novaehollandiae scopulinus) z fadu dlouhokiidli (Given et al.,
2002).

Deset novych polymorfnich mikrosatelit u kriticky ohrozeného burnaka
balearského izolovali Gonzales et al. (2009). Genomicka DNA byla extrahovana
za pouziti fenol-chloroformové metody, nastipana restrikénimi enzymy Rsal a Xmnl a
fragmenty byly nasledn¢ ligovany do univerzalnich SNX linkeri a DNA byla
amplifikovana. Fragmenty byly obohaceny o CA/AAAG repetice a po dalsi amplifikaci
byla obohacena DNA ligovana do pGEM-T Easy vektoru (Promega). Nasledovala
transformace do ultrakompetentni E. coli. Sto osm klonti obsahovalo mikrosatelity a
dvacet tfi z nich bylo vybrano pro navrzeni primerd pomoci Primer 3 softwaru (Rozen et
Skaletsky, 2000) a z toho bylo 19 Gspésné optimalizovano. Variabilita téchto lokust byla
testovana na 55 jedincich buinéaka balearského a bylo zjisténo, ze pouze 10 mikrosatelitt
je polymorfnich: Puff 1.5, Puff 1.9, Puff 4B, Puff C5A, Puff C5D, Puff G2C, Puff G2F,
Puff G11F, Puff PM2 a Puff Sma6. Jeden z téchto 10 mikrosatelita, Puff Sma6, byl
prokdzan jako vazany na chromozom W, ¢emuZ napovidalo i to, ze byl amplifikovany
pouze u samic. Zaznamenany pocet alel na lokus byl 2—-10.

Brown et Jordan (2009) izolovali 6 mikrosatelitnich lokus (Parm01-Parm06)
u buriidka trinidadského. Genomickd DNA byla ziskdna ze vzorki tkédni tii mrtvych
mlad’at buiniaka trinidadského fenol-chloroformovou extrakci. Byla zkonstruovana
obohacena genomova knihovna, pozitivni klony byly screenovany a plazmidy obsahujici
mikrosatelity byly poté sekvenovany za pouziti M 13 forward a reverse primert a BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequence Kit (Applied Biosystems). Primery pro mikrosatelitni
lokusy byly navrzeny pomoci Primer 3 softwaru (Rozen et Skaletsky, 2000). Ze 43
testovanych parti primerti pouze 6 part u buinaka trinidadského amplifikovalo produkt.
Polymorfni byly tfi lokusy, u kterych bylo detekovano 4-10 alel, zbylé tii byly
monomorfni, ale ukazaly se jako polymorfni u nékolika dalSich testovanych druhii. VSech
Sest mikrosatelitt bylo testovano cross-species PCR amplifikaci na 17 druzich z fadu
trubkonosi a 1 druhu tu¢naka. Lokusy Parm01 a Parm02 se amplifikovaly u vSech 18
testovanych druht, ostatni lokusy se amplifikovaly u méné druht a lokus Parm05 byl
amplifikovan pouze u 4 testovanych druhii. Dale Brown et Jordan (2009) testovali
u bufiidka trinidadského PCR amplifikaci s primery navrzenymi pro 53 mikrosatelitnich
lokust, které byly izolovany od buinaka bélobradého z celedi buinakoviti, albatrosa

st€thovavého a Sedohlavého z Celedi albatrosoviti a od kulika moiského (Charadrius
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alexandrinus) z tadu dlouhok#idli. Nasli 6 polymorfnich lokust: Paequ3, Paequl3
(Techow et O'Ryan, 2004), 10C5, 12H8 (Dubois et al., 2005), Dell (Burg, 1999) a
Calex01, ktery byl izolovan od kulika motského z fadu dlouhoktidli (Kiipper et al., 2007).

Andris et al. (2010) u buinaka Bulwerova popsali 11 polymorfnich
dinukleotidovych mikrosatelitnich lokust. Pta¢i DNA byla ziskdna pomoci QIAamp
Tissue Kit (QIAGEN) ze vzorku krve. Mikrosatelity byly izolované z obohacené
knihovny s pouzitim biotinem znacenych mikrosatelitnich oligonukleotidovych sond,
magnetickych kuli¢ek potazenych streptavidinem a kompetentnich bunék E. coli JM 09
(Promega). Screenovani rekombinantnich klond prob&hlo podle Dubois et al. (2005). 352
pozitivnich klonti bylo sekvenovano pomoci genetického analyzatoru ABI 3130 (Applied
Biosystems). Ze 282 sekvenci vhodnych pro navrzeni primerii vybrali pro dalsi analyzu
25 lokust s nejvyssim poétem nepieruSovanych repetic. Variabilitu téchto mikrosatelitti
zkoumali na 91 dospélych jedincich buinédka Bulwerova. Z 25 bylo 24 lokust
polymorfnich, avSak kvili amplifikaénim problémim a snizené heterozygotnosti
u n€kterych lokust bylo mozné dale pracovat pouze s 11 polymorfnimi mikrosatelity:
Bb2, Bb3, Bb7, Bb10-Bb12, Bb20-Bb23 a Bb25. Bylo detekovano 2-8 alel na lokus.
Vsech 44 testovanych samic bylo pro lokus Bb1l1 homozygotnich, coz napovida, ze je
tento mikrosatelit vazany na pohlavi, konkrétn¢ na chromozom Z. S primery navrzenymi
pro 11 polymorfnich mikrosatelitli izolovanych u buiiidka Bulwerova byla provedena
cross-species PCR amplifikace u dalSich tfi druhtt z tadu trubkonosi: buifidka
bélobradého a buiidka modravého z Celedi buinakoviti a buinacka Monteirova z celedi
buriiackoviti. U buinidka beélobradého bylo nalezeno 6 polymortnich lokust, u buinidka
modravého 10 a u buiniacka Monteirova polymorfismus vykazovalo 5 amplifikovanych
mikrosatelitnich lokusi, pficemz pocet alel v publikaci neni uveden.

U buiiaka havajského, ktery je ohrozenym druhem, izolovali Welch et Fleischer
(2011) 10 novych polymorfnich mikrosatelitd. Ze vzorki tkani jednoho samce a jedné
samice buiniaka havajského byla izolovana DNA, ktera byla poté rozstipana a fragmenty
o velikosti 200 az 1000 bp byly ligovany do SNX linkerd a amplifikovany.
Amplifikované fragmenty byly hybridizovany s oligonukleotidovymi sondami a byly
obohaceny o mikrosatelitni sekvence. Takto pfipravené fragmenty byly opét
amplifikovany, poté ligovany do pBluescript II SK + plazmidd a nésledné
transformovany do ultrakompetentni E. coli. Pozitivni klony poté byly screenovany a
bylo vybrano 54 klonid nesoucich vhodné sekvence, pro které byly navrzeny primery

pomoci Primer 3 softwaru (Rozen et Skaletsky, 2000). Pouze 10 z amplifikovanych
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lokust (Ptero01-Ptero10) bylo polymorfnich. U téchto lokust bylo zaznamenano 3-10
alel. Dale bylo na cross-species PCR amplifikaci u buinaka havajského testovano 37 jiz
publikovanych part primert, které byly izolované od druhui z fada trubkonosi (Burg,
1999, Techow et O'Ryan, 2004, Friesen et al., 2006, Bried et al., 2008, Brown et Jordan,
2009, Gonzalez et al., 2009), dlouhoktidli (Given et al., 2002) a pévci (Dawson et al.,
1997). Variabilita téchto lokust byla zjistovana na 15 jedincich buifidka havajského.
Deset z 37 mikrosatelitnich lokust bylo polymorfnich: Parm0O1, Parm02, ParmO03,
Parm05 (buinak trinidadsky; Brown et Jordan, 2009), Cd2, Cd10 (buinak Sedy; Bried et
al., 2008), PuffPM2 (buinak balearsky; Gonzalez, et al., 2009), Paequ3 (buinak
bélobrady; Techow et O’'Ryan, 2004), véetné RBG18M a RBG29 izolovanych od racka
novozélandského (Larus novaehollandiae scopulinus) z ¥adu dlouhok#idli (Given et al.,
2002). Testované lokusy odvozené od lesnacka Zzlutonohého (Dendroica petechia)
(Dawson et al., 1997) z tadu pévci u buinaka havajského nevykazovaly polymorfismus.

Sedm polymorfnich mikrosatelitnich lokust Patbel1—Patbel7 nasli Quillfeldt et al.
(2012) pro ucely studia mimoparové paternity U buiiiaka utlozobého. Genomicka DNA
byla extrahovéana ze vzorki pefi od 25 dospélych jedinct a vzorkl krve odebrané 43
dospélym a 34 mlad’atim buinaka utlozobého. Extrakce byla provedena za pouziti
DNeasy Tissue Kit (QIAGEN). PCR amplifikace, izolace mikrosatelit a klonovani bylo
provedeno podle Klauke et al. (2009). Ze sedmi polymorfnich mikrosateliti, které byly
nalezeny, byl jeden (Patbel5) homozygotni u v§ech samic a heterozygotni u v§ech samct,
coZ naznacovalo, Ze tento mikrosatelitni lokus je vazany na chromozom Z. Pocet alel
U polymorfnich lokusti se pohyboval od 5 do 16.

Genetickou variabilitu u populace buifiaka svétlonohého =za pouziti
mikrosatelitt  studovali Hardesty et al. (2013). Mikrosatelity izolovali ze
sestavené genomické DNA knihovny. Genomickd DNA byla izolovana od 71 jedinct
buinaka svétlonohého, bud’ z pefi, nebo krve. DNA byla pomoci restrikénich enzymi
rozStépena na fragmenty o velikosti 300 az 750 parti bazi, které byly zachycené
magnetickymi biotinylovanymi kulickami a nésledné ligované do plazmidu pUCI19.
Klony, které obsahovaly mikrosatelity, byly ndhodné vybrané pro sekvenovani a
mikrosatelitni lokusy byly poté amplifikovany pomoci PCR. Amplifikované produkty
byly separovany na polyakrylamidovém gelu. Polymorfismus mikrosatelitnich lokust byl
testovan na 90 jedincich buindka svétlonohého. Jedenact mikrosatelitd (Pc A105, Pc
Al107, Pc A115, Pc B11, Pc B109, Pc B115, Pc C104, Pc D3, Pc D103, Pc D109 a
PcD121) bylo polymorfnich se 3—-13 alelami.
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Moodley et al. (2015) u bufiiaka utlozobého nalezli 25 novych polymorfnich
mikrosatelitnich lokust. Pro analyzu mikrosatelitnich markert u druhii z fadu trubkonosi
pouzili vzorky krve, svalové tkané a pefi, které byly odebrany 7 riznym druhtim z ¢eledi
buinakoviti: buiiakovi utlozobému, holubimu (Pachyptila desolata), sirokozobému (P.
vittata), Salvinovu (P. salvini), hrdlicéimu (P. turtur), modravému a Wilsonovu
(Oceanites oceanicus). Nejprve od dvou jedinct buinidka utlozobého, jejichz DNA byla
ziskana z krve za pouziti Qiagen DNeasy Tissue Kit (QIAGEN), izolovali DNA sekvence
obsahujici mikrosatelity. Z obohacené genomické knihovny, kterd byla vytvofena, byly
izolovany vhodné mikrosatelitové sekvence, pro néz byly v programu Primer 3 (Rozen et
Skaletsky, 2000) navrzeny primery. Tticet Sest z navrzenych part primert bylo testovano
na polymorfismus a cross-species amplifikaci u 4 nepfibuznych jedinci buitidka
utlozobého a 3 neptibuznych jedincii buinidka holubiho. Dvacet Sest mikrosatelit
vykazovalo u buiniaka utlozobého polymorfismus a amplifikovalo se u obou testovanych
druhii. Dalsi analyza téchto 26 mikrosatelitii byla provedena na 77 jedincich buinidka
utlozobého. Pocet alel na lokus se pohyboval od 5 do48. Jeden ztestovanych
mikrosatelitnich lokust byl vyfazen, protoze vykazoval vazbu na lokusy Pacbel 03731 a
Pacbel 08509, pricemz tyto dva lokusy se statisticky jevily jako na sob& nezavislé.
Zbyvajicich 25 part primert bylo pouzito pii cross-species PCR amplifikaci u dalSich 5
vySe zminénych testovanych druhd. Nejméné polymorfnich lokust (15) bylo nalezeno
u buinacka Wilsonova z ¢eledi buinackoviti, jez je buinidkovi utlozobému pouze vzdalené

piibuzny.

3.4.6.3 Mikrosatelity u druhii z ¢eledi albatrosoviti

V ramci Celedi albatrosoviti bylo doposud de novo izolovano 53 mikrosatelitt
od albatrosa st¢hovavého (Diomedea exulans), sedohlavého (D. chrysostoma), jizniho
(D. antipodensis), ¢ernonohého (Phoebastria nigripes), bélohibetého (P. albatrus),
laysanského (P. immutabilis) a ¢ernobrvého (Thalassarche melanophris).

Burg (1999) izolovala 26 mikrosateliti od dvou druhti: albatrosa Sedohlavého a
stéhovavého. Genomickd DNA izolovana od téchto druhil byla rozstipana restrikéni
endonukleazou Alul na fragmenty o velikosti 300-800 bp, které byly ligovany do pUC19
plazmidu a poté probéhla transformace do bakterii E. coli. Po sestaveni genomické
knihovny byly navrZeny primery pro 31 vybranych mikrosatelitovych sekvenci, ispé$na
amplifikace v§ak probéhla pouze u 26 lokust. Variabilita téchto lokusi byla testovana na

genomické DNA izolované od 90 jedinct albatrosa st€hovavého, kde bylo nalezeno 15
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polymorfnich lokusti se 2-11 alelami a genomické DNA 50 jedincti albatrosa
Sedohlavého, kde bylo zjisténo 16 polymornich lokusi se 2—10 alelami. U albatrosa
stéhovavého nebyly amplifikovany 2 lokusy: Dc10 a Dc19. Uspé$nost cross-species PCR
amplifikace 26 izolovanych mikrosatelitii byla otestovdna u albatrosa ¢ernobrvého, kde
bylo polymorfnich 15 lokust se 2—7 alelami.

Analyzu struktury populace u albatrosa ¢ernobrvého a Sedohlavého na zéklade
studia sekvenci mitochondrialni DNA a mikrosatelita provedli Burg et Croxall (2001).
Genomickou DNA izolovali z krve odebrané 73 jedincim albatrosa ¢ernobrvého a 50
jedincim albatrosa Sedohlavého. Ke 26 mikrosatelitim, které izolovala Burg (1999),
pridali noveé nalezeny lokus De35 a poté vybrali 7 nejvice variabilnich mikrosatelitnich
lokusti pro populaéni analyzu obou druht. U lokusu De35 bylo u 5 rtiznyh populaci
albatrosa cernobrvého detekovano 7-12 alel a u 4 raznych populaci albatrosa
Sedohlavého 8-22 alel.

Pii studiu fylogenetickych vztahti 3 druht albatrosi: albatrosa stéhovavého a 2
druhd albatrosu (D. gibsoni a D. antipodensis), pro které je v ¢estiné stejné oznaceni —
albatros jizni, nalezli Burg et Croxall (2004) novy mikrosatelit De37. Vzorky krve byly
odebrany 772 jedinciim a DNA byla izolovana pomoci Chelexu. U vSech 772 vzorkt byla
testovana variabilita 8 jiz dfive popsanych mikrosatelitii (Burg, 1999) a jednoho nové
nalezeného mikrosatelitu De37 (Burg et Croxall, 2004). Lokus De33 se ukdzal jako
vazany na pohlavi. Lokus De37 byl polymorfni u vSech testovanych druhil se 6 nebo 7
detekovanymi alelami.

Deset polymorfnich mikrosatelitovych markeri u albatrosa stéhovavého popsali
Dubois et al. (2005). DNA byla extrahovana ze vzorku ptaci krve pomoci QIAamp Tissue
Kit (QIAGEN). Mikrosatelity byly izolovany ze sestavené genomické knihovny
obohacené o repetice, s pouZitim biotinem znacenych mikrosatelitovych sond a
magnetickych kuli¢ek potazenych streptavidinem. Klony, které obsahovaly mikrosatelity
byly screenovany a 132 z téchto pozitivnich klonti bylo sekvenovano. Pro 94 sekvenci
byly navrzeny primery a 15 z téchto sekvenci bylo vybrano pro dalsi analyzu. Variabilita
mikrosatelitli byla testovana na tfech populacich albatrosa st¢hovavého, z nichz kazda
Citala dvacet jedinct. Deset z 15 lokust bylo polymorfnich se 2 az 13 alelami. Na tfech
druzich z celedi buinakoviti taktéz z fadu trubkonosi: buifidkovi Bulwerové, Sedém a
snézném (Pagodroma nivea), byla testovana cross-species PCR amplifikace 10
mikrosateliti izolovanych u albatrosa st€éhovaného. U vSech testovanych druhl se

amplifikovalo 8 lokust, pficemz u Zzadného z druht se nepodatilo amplifikovat ani lokus
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6F12 ani 7D8. U buinaka Bulwerova bylo pét lokusti polymorfnich, u buinaka Sedého
bylo vSech 8 amplifikovanych lokusi monomorfnich a u bufiidka snézného byly
polymorfni tfi lokusy. Pocet alel u polymorfnich lokust Dubois et al. (2005) neuvadéji.
Hernandez et al. (2014) charakterizovali 15 polymorfnich mikrosateliti
u albatrosa cernonohého, laysanského a bélohrbetého. Genomickd DNA byla
izolovana ze svalové tkané 36 jedinct albatrosa Cernonohého, 12 jedinct albatrosa
laysanského a 3 jedinct albatrosa bélohitbetého pomoci Qiagen DNeasy blood and tissue
kit (QIAGEN). Pomoci NEBNext Ultra™ DNA Library Prep Kit for Hlumina (New
England Biolabs) a NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (New England Biolabs) byla
sestavena genomicka knihovna. Bylo vybrano 44 lokusu s di-, tri- a tetranukleotidovymi
repeticemi, pro néz byly navrzeny primery pomoci programu Primer 3 (Rozen et
Skaletsky, 2000). Sestnact ztéchto lokusti bylo déile testovano na polymorfismus
nasouboru 51 jedinct slozeném ze zastupct od druhd albatrosa ¢ernonohého,
laysanského a bélohibetého. U albatrosa ¢ernonohého a laysanského bylo polymortnich
13 lokust s 218, respektive s 2-14 alelami. U albatrosa bélohibetého se ukazalo jako

polymorfnich 14 mikrosateliti s 2—7 alelami na lokus.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Biologicky materidl pro analyzu byl poskytnut pracovniky Zoologické zahrady
Dvir Kralové. Krev byla odebrana 6 nepiibuznym jedincim plamendka karibského
(Phoenicopterus ruber). Genomicka DNA byla z krve izolovana vedoucim bakalaiské
prace za pouziti fenol-chloroformové metody. Koncentrace izolované DNA rozpusténé

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

4.2 PCR amplifikace mikrosatelitnich lokust

Kazda reakce sestavala z amplifikace genomické DNA 6 neptibuznych jedinct
plamenaka karibského jednim parem testovanych primerd, které byly ptidany do PCR
reakéni smési, jejiz slozeni je uvedeno v tabulce ¢. 1. PCR reakéni smés byla

pripravovana pro 6 vzorkl. Postup prace byl nasledujici:

Po rozmrazeni slozky PCR mixu zvortexovat a zcentrifugovat.

Napipetovat reagencie do 1,5ml mikrozkumavek podle tabulky ¢. 1. PCR reakéni smés
zvortexovat a zcentrifugovat.

Do PCR mikrozkumavek pipetovat 1 pl genomické DNA plamenaka karibského
o koncentraci 10-50 pg/ml.

. Do kazdé PCR mikrozkumavky ptipipetovat 9 ul PCR reakéni smési.

. Mikrozkumavky vlozit do termocykléru s asovym a teplotnim profilem nastavenym dle

schématu ¢. 1.

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

Slozky PCR mixu Objem (ul)
Deionizovana voda 44 .4
Reaction Buffer 10x 6,7
Roztok MgCl2 (25 mmol/l) 4,0
Roztok dNTPs (20 umol/l) 0,7
Primer F (10 umol/I) 3,3
Primer R (10 pmol/1) 3,3
aTaq DNA polymeraza (5 U/pl) 1,0
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Schéma €. 1: Zakladni ¢asovy a teplotni profil PCR reakce

1. 94°C ... 5min

2. 94°C...30s
50°C...30s 35x
72°C ... 30s

3. 72°C... 7 min

Ke cross-species PCR amplifikaci mikrosatelitnich lokust u 6 neptibuznych jedinct
plamenaka karibského bylo pouzito celkem 213 part primerd. Dvé sté¢ sedm part bylo
navrzenych pro PCR amplifikaci vSech doposud izolovanych de novo mikrosateliti
od zastupct z fadu trubkonosi (Procellariiformes). Zbylych 6 part primerta amplifikuje
cross-species polymorfni mikrosatelity u zastupct z fadu trubkonosi, pfi¢emz 5 pari bylo
puvodné navrzenych pro PCR amplifikaci mikrosatelitli u zastupct z f4du dlouhokiidli
(Charadriiformes) a 1 par pro amplifikaci lokusu u lesiiacka zlutonohého z fadu pévci
(Passeriformes). Vsechny testované mikrosatelitni lokusy izolované u zastupct z fadu
trubkonosi vcetné¢ zdrojového druhu a autori publikaci uvadim v tabulce ¢. 2,

mikrosatelity izolované u zastupct z fadu dlouhoktidli a pévci v tabulce €. 3.

Tabulka €. 2: Seznam mikrosatelitd izolovanych od zastupcti druhd z fadu trubkonosi
testovanych na polymorfismus u plamenka karibského. Ve sloupcich tabulky je uvedena

celed’, zdrojovy druh, ndzev mikrosatelitniho lokusu a literarni zdroj.

Celed’ Zdrojovy druh Nazev lokusu Literarni zdroj
albatros st€éhovavy Del, De2, De3, De7, Dell, Burg, 1999
(Diomedea exulans) Del2, Del7, Del8, De25,

De30, De33
7D8, 12C8, 11H7, 10C5, Dubois et al.,
= 11H1, 6A3, 12H8, 11F3, 2005
= 6F12, 12E1
3 albatros Sedohlavy Dc5, Dc9, Dc10, Dcl6, Dcl9, | Burg, 1999
e (Diomedea chrysostoma) | Dc20, Dc21, Dc22, Dc26,
= Dc27, Dc31
= albatros Sedohlavy, D6, D24, D29, D32 Burg, 1999
« albatros st€éhovavy
albatros cernobrvy De35 Burg et Croxall,
(Thalassarche 2001
melanophris), albatros
Sedohlavy
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Tabulka €. 2: Pokrac¢ovani 1.

Celed’ Zdrojovy druh Nazev lokusu Literarni zdroj
albatros jizni De37 Burg et Croxall,
(Diomedea gibsoni a D. 2004

= antipodensis), albatros

= st€hovavy

8 albatros laysansky LAALIL, LAAL7, LAALI1O0, Hernandez et
e (Phoebastria LAALI19 al., 2014
= immutabilis)
= albatros bélohibety STAL4, STALS, STAL12, Hernandez et
< (Phoebastria albatrus) | STAL18, STAL 20, STAL 24 | al., 2014
albatros ¢ernonohy BFAL4, BFAL11, BFAL14, Hernandez et
(Phoebastria nigripes) | BFAL19, BFAL20 al., 2014
buinak bélobrady Paequ2, Paequ3, Paequ4, Techow et
(Procellaria Paequ7, Paequ8, Paequl0, O’Ryan, 2004
aequinoctialis) Paequl3
buinak Sedy Cd1, Cd2, Cd3, Cd4, Cdb5, Bried et al.,
(Calonectris diomedea) | Cd6, Cd7, Cd8, Cd9, Cd10, 2008
Cd11
buinak taiko Tch6, Tch25 Lawrence, 2008
(Pterodroma magentae)
buinak balearsky Puff 1.5, Puff 1.9, Puff 4B, Gonzales et al.,
(Puffinus mauretanicus) | Puff C5A, Puff C5D, Puff 2009
G2C, PuffG2F, Puff G11F,
Puff PM2, Puff Sma6
buindk trinidadsky Parm01, Parm02, Parm03, Brown et
(Pterodroma Parm04, Parm05, Parm06 Jordan, 2009
= arminjoniana)

2 buiniak Bulwertiv Bb2, Bb3, Bb7, Bb10, Bb1l, | Andrisetal.,

S (Bulweria bulwerii) Bb12, Bb20, Bb21, Bb22, 2010

;g Bb23, Bb25

> buinak havajsky Ptero01, Ptero02, Ptero03, Welch et

g (Pterodroma Ptero04, Ptero05, Ptero06, Fleischer, 2011

sandwichensis)

Ptero07, Ptero08, PteroQ9,
Pterol10

buinak svétlonohy Pc A105, Pc A107, Pc A115, | Hardesty et al.,
(Puffinus carneipes) Pc B11, Pc B109, Pc B115, 2013
Pc C104, Pc D3, Pc D103, Pc
D109, Pc D121
buinak utlozoby Patbell, Patbel2, Patbel3, Quillfeldt et al.,
(Pachyptila belcheri) Patbel4, Patbel5, Patbel6, 2012
Patbel7
Pacbel 00386, Pacbel 02653, | Moodley et al.,
Pacbel 03731, Pacbel 04240, | 2015

Pacbel 04355, Pacbel 04991,
Pacbel 07265, Pacbel 08509,
Pacbel 08867, Pacbel 08988,
Pacbel 09021, Pacbel 09528
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Tabulka €. 2: Pokrac¢ovani 2.

Celed’ Zdrojovy druh Nazev lokusu Literarni zdroj
= buinak utlozoby Pacbel 09957, Pacbel 10033, | Moodley et al.,
B (Pachyptila belcheri) Pacbel 10895, Pacbel 12344, | 2015
< Pacbel 15293, Pacbel 15327,
= Pachel_16671, Pacbel_16989,
<n Pacbel 17529, Pacbel 17944,
= Pacbel 17986, Pacbel 19907,
= Pacbel 20784
buinacek Monteiruv Omnl, Omn2, Omn3, Omn4, | Bried et al.,
(Oceanodroma Omn6, Omn7, Omn8, 2012
monteiroi) Omnll, Omnl4, Omnl15,
Omn16, Omnl7, Omn21,
Omn22, Omn23, Omn24,
= Omn25, Omn28
g buiniacek dlouhokiidly | Ole01, Ole02, Ole03, Ole04, | Bicknell et al.,
% (Oceanodroma Ole05, Ole06, Ole07, Ole08, | 2011
> leucorhoa) Ole09, Olel0, Olell, Olel2,
= Ole13, Olel4, Olel5, Ole1s,
= Olel7, Olel8, Olel9, Ole20,
= Ole21, Ole22, Ole23, Ole24,
Ole25, Ole26
buinacek dlouhokiidly, | Oc28B, Oc49, Oc51, Oc63, Sun et al., 2009
buinia¢ek madeirsky 0Oc64B, Oc79, Oc79-2, Oc84,
(Oceanodroma castro) | Oc87B, OI110-39

Tabulka ¢&. 3: Seznam mikrosatelitii izolovanych od zéastupcti druhl z fadu pévci a

dlouhokftidli testovanych na polymorfismus u plamenidka karibského. Ve sloupcich

tabulky je uveden tad, Celed’, zdrojovy druh, ndzev mikrosatelitniho lokusu a literarni

zdroj.
Rad Celed’ Zdrojovy druh Nazev Literarni
lokusu zdroj
Pévci lesnackoviti | lesnacek zlutonohy | Dpu01 Welch et
(Passeriformes) (Parulidae) | (Dendroica Fleischer
petechia) (2011) podle
Dawson et al.
(1997)
Dlouhoki#idli alkoviti alkoun obecny Cco5-21 Friesen et al.
(Charadriiformes) | (Alcidae) | (Cepphus (2006)
guilemots)
kulikoviti | kulik motsky Calex-01 | Brown et al.
(Charadrii- | (Charadrius (2009) podle
dae) alexandrinus) Kiipper et al.
(2007)
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Tabulka €. 3: Pokracovani.

Rad Celed’ Zdrojovy druh Nazev Literarni
lokusu zdroj
Dlouhoktidli rackoviti racek RBG18, Lawrence
(Charadriiformes) | (Laridae) | novozélandsky RBG18M, | (2008) a
(Larus RBG29 Welch et
novaehollandiae Fleischer
scopulinus) (2011) podle
Given et al.
(2002)

4.3 Zpracovani PCR produktii pomoci elektroforetické separace

Uvedeny postup je optimalizovdan pro pouziti vyhfivané sekvenaéni
elektroforetické komirky S2 Whatman Biometra s rozméry skel 330 x 390 mm a 330 X
420 mm a tloustkou gelu 0,4 mm. Elektroforetickd separace probiha za denaturac¢nich

podminek.

. Malé i velké sklo dobfe umyt vodou se saponatem pomoci kartd¢ku. Nasledné¢ ob¢ skla
oplachnout deionizovanou vodou, osusit, dvakrat oplachnout 96% ethanolem a poté
osusit papirovou utérkou.

Plochu vétsiho skla, ktera ptijde do kontaktu s gelem, oSettit pfipravkem pro odpuzovani
vody ze skel automobild (Rain-off). Pripravek rozetfit papirovym ubrouskem a
po zaschnuti (asi po 5 minutach) oplachnout deionizovanou vodou a sklo osusit papirovou
utérkou.

. Plochu kratSiho skla, ktera pfijde do kontaktu s gelem, oSetfit 1 ml molekularniho lepidla.
Tento roztok rozetfit papirovym ubrouskem a po zaschnuti (asi po 5 minutach) ctytikrat
oplachnout 96% ethanolem. Po kazdém oplachnuti sklo osusit papirovou utérkou.

Na vodorovné umisténou polystyrénovou desku v digestofi polozit vétsi sklo tak, aby
jeho oSetfend plocha smétovala nahoru. Po stranach vétSiho skla umistit 0,4 mm silné
spacery a na n¢ polozit mensi sklo tak, aby jeho oSetfena plocha sméfovala dold. Spacery
posunout K okrajim skel a v jejich mist¢ skla na kazdé stran¢ sepnout pomoci dvou
klipsii. Hrany skel jsou na jedné kratsi stran€ v zékrytu a na druhé kratsi strané jsou
od sebe okraje skel posunuty ptiblizné o 2,5 cm.

.V kadince si pfipravit polyakrylamidovy gel. Promichany roztok pomalu nalévat mezi
skla a druhou rukou poklepavat na sklo, aby se zabranilo vzniku vzduchovych bublin

v gelu.
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6.

10.

11.

12.

Po vyplnéni celého prostoru mezi skly gelem, vsunout mezi skla v misté plnéni hiebinek
jeho rovnou stranou tak, aby byl asi 0,5 cm hluboko. Skla sepnout ctyfmi klipsy v misté
hiebinku. Gel nechat nejméné jednu hodinu polymerizovat.

Po utuhnuti gelu odstranit ze skel vSechny klipsy a skla peclivé omyt od zbytkl
polyakrylamidu. V oblasti hiebinku si pii omyvani pocinat velice opatrné. Nasledné sklo
osusit papirovou utérkou. OsuSena skla s gelem pevné upevnit do elektroforetické
komiirky pomoci Sroubovacich uchyta tak, aby ¢elo s hfebinkem sméfovalo nahoru a
kratsi sklo bylo orientovano smérem k hlinikové desce elektroforetické komitrky.
Katodovy i anodovy prostor zalit 0,5 x TBE pufrem. Hiebinek z gelu opatrné vytadhnout
a vznikly prostor mezi skly diikladné vycistit proudem pufru z injekéni stiikacky. Uzaviit
katodovy i anodovy prostor. Po nasazeni elektrod na zdroji stejnosmérného elektrického
proudu nastavit hodnotu vykonu 90 W (hodnoty elektrického napéti i proudu jsou
nastaveny na maximum: 3000 V/150 mA). Gel nechat predehtat piiblizné 30 minut
za téchto podminek.

Bé&hem nahfivani gelu si pfipravit vzorky: smisit 1 objemovy dil PCR produktu a 1 dil
nandSeciho pufru. Pfipravené vzorky 5 minut pied nanesenim na gel vlozit na 3 minuty
do denaturac¢nich podminek v termocykléru vytemperovaném na 96 °C. Po vyjmuti
mikrozkumavek se vzorky z termocykléru je nutné je okamzité vlozit do ledové tiste,
¢imz se zabrani renaturaci denaturovanych vlaken DNA produkti.

Bé&hem denaturace pfipravenych vzorkd vypnout zdroj stejnosmérného elektrického
proudu, odpojit katodu a otevtit katodovy prostor. Pomoci injekéni stiikacky znovu dobie
vycistit mezeru mezi skly vzniklou vyjmutim hiebinku proudem pufru, aby doslo
K odstranéni zbytk( polyakrylamidu a rozpusténé mocoviny. Do vycisténé mezery
mezi skly opatrné vsunout hiebinek zoubky asi I mm hluboko do gelu. Davat pozor aby
nedoslo k ulomeni zoubk.

Pomoci pipety nanést po 2 pl zdenaturovanych vzorkii do mezer mezi zoubky hiebinku.
Po naneseni vSech vzorkii uzavtit katodovy prostor, nasadit elektrodu a na zdroji
stejnosmérn¢ho elektrického proudu nastavit hodnotu vykonu 70 W (hodnoty
elektrického napéti i proudu jsou nastaveny na maximum: 3000 W/150 mA).

Separace vzorkd trva 1,5-3,5 hodiny v zavislosti na tom, jakou maji separované vzorky
molekuldrni hmotnost. Orientacni urceni toho, s jakou rychlosti separace probihd, je
mozné pomoci barviv obsazenych v nanaSecim pufru: bromfenolovd modf se pohybuje
stejn€ rychle jako tisek DNA dlouhy asi 60 pard bazi a xylenova modrt jako usek DNA
dlouhy asi 220 part bazi.
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20

21.
22.

Po uplynuti doby elektroforetické separace vzorkt vypnout zdroj stejnosmérného
elektrického proudu, odpojit obé elektrody a pomoci matice na pravé strané
elektroforetick¢é komiurky oteviit kanalek, kterym pieteCe pufr z katodové casti do
sbérného prostoru. Povolit Srouby tchyt skel a skla s gelem vyjmout a polozit vodorovné
tak, aby men$i sklo sméfovalo nahoru. Vytahnout oba spacery, skla od sebe odd¢lit
odpacenim Cepeli noze.

Odd¢lené mensi sklo, na kterém je prilepeny gel otoCit gelem nahoru a v této poloze vlozit
do fotomisky. Fotomisku umistit na tfepacku v digestofi, sklo s gelem zalit fix/stop
roztokem a nechat jej pusobit na gel asi 20 minut.

Fix/stop roztok slit do baiiky. Sklo s gelem 3x promyt deionizovanou vodou. Nasledné
promyvat sklo s gelem na tiepacce v 1% roztoku HNO3 po dobu 5 minut. Poté roztok
vylit a gel 4x promyt deionizovanou vodou.

Fotomisku s gelem opé&t umistit na tfepacku, zalit 0,1% roztokem AgNO3 s piidavkem
1,2 ml formaldehydu a nechat ptisobit asi 30 minut.

Piipravit jednu fotomisku s deionizovanou vodou a druhou s 800 ml vychlazeného
roztoku Na>COs (vyvojka), do kterého se ptida 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku
Naz2S20s.

Fotomisku s gelem zalitym AgNOs3 po uplynuti 30 minut sejmout ze tiepacky. Roztok slit
do zasobni bariky. Sklo s gelem vyjmout a ponofit do pfipravené misky s deionizovanou
vodou na 5 vtefin. Po okapani sklo s gelem ptfemistit do fotomisky s vyvojkou, tu umistit
na tfepacku. Dojde k vyvijeni hnédocernych stiibrem obarvenych prouzkti PCR produkti.
Zastavit vyvijeni zbarveni dfive nez zaCne vystupovat tmavé pozadi pomoci fix/stop

roztoku. Roztok nechat na gel pusobit asi 2 minuty.

. Sklo s gelem ponofit na 2 minuty do deionizované vody. Poté pienést do susarny, kde se

gel vysousi po dobu 30 minut pti 90 °C.
Vyhodnotit ususeny gel na negatoskopu.
Nepotiebny gel nechat odlepit ze skla v roztoku NaOH o koncentraci 1 mol/l. Sklo
s gelem nechat v roztoku az n¢kolik hodin. Sklo umyt a nasledné je mozné jej znovu

pouZzit.

4.4 Pouzité chemikalie
Akrylamid (Sigma)
aTaq DNA polymeraza (5 U/pul), M1241 (Promega)

Bromfenolova modr (Serva)
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dNTPs (100 mmol/l, 400 ul kazdého), U1240 (Promega)
Deionizovana voda

Dusi¢nan stfibrny (Sigma)

Ethanol 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
Ethylendiaminotetraoctan sodny — Na,EDTA (Lachner)
Formaldehyd (Lachema)

Formamid (Lachema)

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 (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 — Xylencyanol FF (AppliChem)

4.5 Pouzité roztoky
Akrylamid, 6% zasobni roztok:
- 150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamid : N, N’- methylenbisakrylamid 19:1

- 420 g mocoviny

- 50ml 10x TBE

- 484 ml deionizované vody

- po rozpusténi vSech slozek zfiltrovat a ulozit v temné ldhvi v chladnicce

Dusi¢nan stiibrnvy, 0,1% roztok:

- 0,8 g dusi¢nanu stiibrného
- 800 ml deionizované vody

- pted pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu
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Fix/stop roztok:

800 ml deionizované vody

88 ml ledové kyseliny octové

Hydroxid sodny. 1 mol/l roztok:

40 g hydroxidu sodné¢ho

doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Kyselina dusi¢éna, 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

Nanaseci pufrovaci roztok:

0,125 g xylenové modie
0,125 g bromfenolové modie
100 ml formamidu

25 ml deionizované vody

Peroxodisiran amonny, 10% roztok:

1 g peroxodisiranu amonného
Rozpustit v 10 ml deinozivané vody

Ptipraveny roztok uchovavat v chladnicce.

Polyakrylamidovy gel. 6% roztok:

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

40 ul N, N, N’, N'- tetramethylethylendiaminu

TBE pufr, 10x zdsobni roztok:

55 g kyseliny borité (H3BO3)
108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Vyvojka:

24 g uhli¢itanu sodného

800 ml deionizované vody



- vychladit na teplotu niz$i nez 10 °C

- pted pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl roztoku thiosiranu sodného

4.6 Pouzité laboratorni pristroje

Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

Hybridiza¢ni pec HB-2D (Techne)

Chladnic¢ka kombinovana (Whirlpool)

Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)

Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)
Mikropipety Finnpipette 0,5-10 ul (osmikanalova) a 0,3 pul-1 ml (ThermoLabsystems)
Mikropipety Nichipet EX 0,5 ul-1 ml (Nichiryo)
Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)
Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)

NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)

Negatoskop NEGAL (Maneko)

Sekvenaéni elektroforeticka komtirka S2 (Whatman Biometra)
Susarna CAT 8050 (Contherm)

Termocyklér GenePro (BIOER Technology)

Termocyklér PTC 100-96 VHB (MJ Research)

Ttepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

Vortex mixer (Labnet International)

Vortex MS2 (lka)

Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)
Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)
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S5 Vysledky

V ramci této bakalaiské prace jsem testovala cross-species PCR amplifikaci 213
mikrosatelitii u 6 nepfibuznych jedinc plamendka karibského. Dvé sté¢ sedm z 213
testovanych mikrosatelitli zahrnuje vSechny mikrosatelity doposud popsané u zéastupct
Z tadu trubkonosi, z ¢ehoz 53 bylo odvozenych od zastupct z ¢eledi albatrosoviti, 100
od zastupcu z Celedi buinakoviti a 54 mikrosatelitd bylo popsano u zastupct z Celedi
buinackoviti. U zbylych 6 testovanych mikrosateliti se jednalo o cross-species
mikrosatelity polymorfni u zastupc z fadu trubkonosi. Pét z téchto cross-species
mikrosatelitti bylo de novo izolovano od zastupct z fadu dlouhok#idli (Charadriiformes):
1 mikrosatelit od alkouna obecného (Cepphus guilemots), 1 mikrosatelit od kulika
moiského (Charadrius alexandrinus) a 3 mikrosatelity od racka novozélandského (Larus
novaehollandiae scopulinus), a 1 byl de novo izolovan od lesnacka zlutonohého
(Dendroica petechia) z tadu pévci (Passeriformes).

Jako zakladni teplotu annealingu pii cross-species PCR amplifikaci jsem pouzila
50 °C. V piipad¢, kdy nebyl dany PCR produkt amplifikovan, jsem teplotu annealingu
postupné sniZzovala az na 42 °C. Pokud byl PCR produkt po elektroforetické separaci
V 6% polyakrylamidovém gelu pfili$ intenzivni a nehodnotitelny, optimalizovala jsem
podminky PCR reakce tak, aby bylo mozno vyhodnotit, zda se jednd o mikrosatelit
monomorfni ¢i polymorfni, a u takového pak provést jeho genotypizaci. Optimalizace
podminek PCR reakce zahrnovala postupné zvySovani teploty annealingu, pficemz
nejvyssi teplota Cinila 72 °C, ¢i snizeni koncentrace hotecnatych iontlh v PCR reakéni
smési z puvodnich 1,6 nmol/l na 1,2 nmol/l pfi sniZeni na t¥ictvrtecni koncentraci, nebo
na 0,8 nmol/l pti sniZzeni na polovi¢ni koncentraci. V nékterych ptipadech bylo tfeba pro
lepsi rozliSitelnost alel mikrosatelitniho lokusu prodlouzit ¢as elektroforetické separace
z 90 minut az na 240 minut.

Vsech 213 testovanych mikrosateliti poskytlo monomorfni nebo polymorfni
produkt a celkem jsem u 6 nepiibuznych jedincti plamenaka karibského nalezla 52
polymorfnich mikrosateliti. U dvou z téchto polymorfnich lokusi, konkrétné u PuffG2C,
ktery byl izolovan u bufiidka balearského z fadu buinakoviti a u Omn24, ktery byl nalezen
u buinacka Monteirova z fadu buinackoviti, se ani po nékolika pokusech o optimalizaci
podminek PCR nepodafilo ziskat takovy produkt, u n&jz by se dal vyhodnotit pocet alel
a provést genotypizace. Z tohoto divodu jsem dva zminéné lokusy oznacila jako

nehodnotitelné a nejsou zarazeny do statistik. U zbylych 50 polymorfnich mikrosatelitt
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se pocet alel pohyboval od 2 do 5, pticemz zadny z téchto lokusti nevykazoval vazbu na
pohlavi. U lokusu Pc Al107 jsem detekovala 2 polymorfni oblasti. Ptehled

vyhodnocenych polymorfnich mikrosatelitii uvadim v tabulce €. 4.

41



Tabulka ¢&. 4: Charakteristika 50 nalezenych polymorfnich mikrosatelitti testovanych na 6 neptibuznych jedincich plamenaka karibského.

Ve sloupcich tabulky je uveden nazev mikrosatelitniho lokusu vcetné kddu v databazi GenBank (Accession number - Accession no.), sekvence

primeru ve sméru 5" —3’, jednotka repetice, zdrojovy druh, teplota annealingu (Ta), ¢as elektroforetické separace (ELFO) a pocet alel.

Nazev lokusu Sekvence primeri Jednotka Zdrojovy Ta ELFO Pocet
(GenBank 5-3) repetice druh [°C] [min] alel
Accession no.)
De3 F: CTGCCAAAAAGAATTCCCTG AC albatros 63 135 3
(AF096789) | R: CCAACAAGGACTAAGCCCAA st¢hovavy
Dc5 F: AGGAGGGAAACTTCTCCCAG
(AF096790) | R: AGCAGGGAGTGACTTGAGGAG ACICACICA 67 0 2
Dc22 F: AGTGGGATGGGTGTATCAGG CA albatros 57 90 9
(AF096803) | R: TGGACTAGAGGCCTTGTCTGA Sedohlavy
Dc31 F: CTGACTCTCTGGGATGAGCC CA/GC/AN/AC/ 63 90 3
(AF096810) | R: GTACCCCTGGAAAGCCAGAC AG
BFAL4 F: TGGGTCAGTTTACCTCTCAGC TC 65 150 5
(neuvedeno) | R: GTTTGCCATTTTAAACTGTCATTGGC albatros
BFAL14 F: CAAGAAGCTATTATTAAGCTATTTGTTCC ATTT ¢ernonohy 63 90 3
(neuvedeno) | R: GGGTGTGAAATCGTTTCTGC
LAAL7 F: CAGCATGACCAAATCCATCC AGC 63 120 5
(neuvedeno) | R: GTTTGGACACAAATGCCGTTCTTG albatros
LAAL19 F: ATGACCAGTGCCATCAACAG ATCC laysansky 62 90 3
(neuvedeno) | R: TGGCCAGATGTGATTTGAAG
STAL18 F: CAGTTCCAAAGAAGGAAAACC ATG albatros 50 90 5
(neuvedeno) | R: GTTTGGAGTGGTCTTGGGTACAGC bélohibety
Parm01 F: CTGGACTCAGTGCCCTCTTC CA buifiak 68 180 4
(EU360817) | R: CAGGGCAGAAGCTCGTCTAT trinidadsky
Ptero05 F: TGCTGTCGGCTGGGTTAC buinak
(HQ918222) | R: CTGCCTGCCTTCCTGAAAC AAGIAGG havajsky 68 %0 2
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Tabulka ¢. 4: Pokrac¢ovani 1.

(JX435475)

: AAAGCATTCAGGATGTAGGTTC

Nazev lokusu Sekvence primeri Jednotka Zdrojovy Ta ELFO Pocet
(GenBank 5—-3) repetice druh [°C] [min] alel
Accession no.)
Bb1l F: CTGGCATCAGTCCCTTACCT GA 69 90 5
(HM171894) | R: GCTCTTACGAATCCGCTACC
Bb21 F: CTGATGTTCCAGGCCCTAAT TG 60 90 2
(HM171897) | R: CCTCTGAGCCAGCTAATTCC buiiiak
Bb22 F: TTCACAGCAGAATCACCTCAG TG Bulwertv 65 90 5
(HM171898) | R: GCTCAAAGGGTGGAATTGTT
Bb25 F: GCATCCCTGGAACTCTGATT AC 60 90 3
(HM171901) | R: GAATGAACCAGCCAGAAGGT
Paequ3 F: TGTGGGTGCAGTAGAGCA GA 66 90 2
(AY371071) | R: CAATAAGAAGATCAGCAGAACAGAC
Paequ? F: TGCAGACCTGACTTTCACAGCTC GT buiiak 68 240 2
(AY371073) | R: CCTCCAAACATCCAGCCATC bélobrady
Paequ8 F: TATTCTGAGACTTGCGTTATCC CA 62 180 2
(AY371074) | R: GTGATCCATTAGTTGATGTCTACTG
Cds F: CTGCACAGACTGAGAGTATAAGATTC Y21 v
(EU029087) | R: GGCTTAAAGGGTAAATACACATGG GT/AT buhak Sedy 48 %0 2
Puff G2F F: GCTCTCCCAGTTTGCACG GT buinak 59 180 3
(EU158899) | R: TCCCATGCTTTAACCACTG balearsky
Pc A105 F: ACAGGAAAGAGAAGAGGATTTG CA 50 90 5
(JX435471) | R: ATGGGGAGAGCGTATGTG
Pc A107 F: AAAGCCAGTAGGTGTATTCAAC GT buinak 50 90 249
(JX435472) | R: AAGTGGGAGGAAAGAGTGTAG svétlonohy
Pc B109 E CTCAGAGCGATCACACTGTACT CAA 65 120 3
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Tabulka €. 4: Pokrac¢ovani 2.

Nazev lokusu Sekvence primeri Jednotka Zdrojovy Ta ELFO Pocet
(GenBank 5—-3) repetice druh [°C] [min] alel
Accession no.)
Pc B115 F: AAATAAGAGGCGTGTTCTAAGA
(JX435476) | R: ATTCGTGGATTGAGATAAAGAC CTT/ATT burnak o1 150 3
Pc D103 F: GGAAAGATGTCATGCTGATGA svétlonohy
(JX435479) | R: GTGGGAGATTCATAGGCAAAG GATAIGATG 58 %0 2
Patbell F: CCCTTGCTGCAGCTCATTAT
(JF288775) | R: GGAATGGCTGAAAGAGTGCT CTATICTAC 49 %0 3
Patbel4 F: TCGTCCATGTTAGAAGGCATC
(JF288778) | R: TGTGCCACGAGTTCTTTGTG CTAT 50 %0 2
Pacbel_00386 | F: GCATGTCTACAAACAAGCACG AC 50 90 3
(neuvedeno) | R: TCACTGGAAACCAGAGTAGGC
Pacbel_03731 | F: TAGTGGACTGGTCACAGCAC AC 62 90 2
(neuvedeno) | R: TAGCAGCTGGAGAGCATCAG
Pacbel_07265 | F: CGTCACTTTAATAGCGCTGGC GT 58 120 3
(neuvedeno) | R: ACCCTGATTTTCCCAGTCCG buifiak
Pacbel_08509 | F: TCTGGTTTCACAAATACCTACTGC TG utlozoby 50 90 5
(neuvedeno) | R: CCTAGTTTCGACACAAAGG
Pacbel_08988 | F: CTGATCGGTTGTGCTCTGTG cT 69 90 3
(neuvedeno) | R: GCGGAAAGATCCTAACAAG
Pacbel_09021 | F: ATCTGCGCATGCAGTGATAG GT 69.5 90 9
(neuvedeno) | R: CACAGCTAGCAGCATTGACC ’
Pacbel_09528 | F: AACTGTTTGCTCCACACCAC AC 60 90 5
(neuvedeno) | R: ATGGCTTGGAAGTCTCCCTG
Pacbel_10033 | F: CAACGCGCTTTTGGTTTTGC TG 59 90 5
(neuvedeno) | R: GGCCACTCACCACAATACAAG
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Tabulka ¢. 4: Pokrac¢ovani 3.

(FR696378)

: CATAAGCACAAGGTTCTAGCTCCCTC

Nazev lokusu Sekvence primeri Jednotka Zdrojovy Ta ELFO Pocet
(GenBank 5—-3) repetice druh [°C] [min] alel
Accession no.)
Pacbel_17944* | F: TACAACCGTTCTCCCTGTGG TG buiniak 46 180 3
(neuvedeno) | R: GGAGAAGCAGGCAGCAATAC utlozoby
Oc28B F: GCGTTGACCAGCAAATAGTC TG 56 90 5
(FJ238097) | R: GGAAGGCTACCACAATTTCA
Oc49 F: TGCTTCTGGATTTGTTTTGC CA 57 120 3
(FJ238098) | R: CAAACCGTGTGACCCAGATA
Oc63 F: TCACACCAACCTCCATGAAA GA buifiacek 53 90 5
(FJ238100) R: AACGGGGAATATGTGGTTCTT madeirsky
Oc79 F: TATTCCTGGCCATGTTTTCC AC 60 90 5
(FJ238102) R: GCTTCCTTTGTTCAGTTTAGA
Oc87B F: TTTAAGGAACGCAAGTCAGG GA 65 150 2
(FJ238104) | R: GTGATTCTTGCAGTGGCTTT
Omnl F-TTTTTGTTTTTGATTCTCACATTCTT
(JQ303226) | R: TGGGAGTGACCTGCTTACCT ACITG 52 0 S
Omn3 F: GCGCTTGAAAGGGTGAAGTA
(JQ303228) | R: TCCCATCTGAGATTTAAGGAAGA ACIGT buinacek 62 120 2
Omn8* F: TGCAACCTTAGCATTACCTAGC AC Monteiriv 44 90 3
(JQ303232) | R: GGGGCGAGCATTACATTAAA
Omn21 F-TTTTTAGCTCTTTTTAGCTAGCCTT GTT 51 90 3
(JQ303238) | R: TAACCCAGAAAAATGCAGCC
0I110-39 F: TTAAGAACAGAGCCTGACTTG GT 55 90 5
(FJ238106) | R: ACAAAATCTCATGTCCTTGG buinacek
Ole02 E GGGTTCCTGTTACCAAAGGGCAG GAAA dlouhok¥idly 71 240 5
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Tabulka ¢. 4: Pokra¢ovani 4.

Nazev lokusu Sekvence primeri Jednotka Zdrojovy Ta ELFO Pocet
(GenBank 5—-3) repetice druh [°C] [min] alel
Accession no.)
Ole09 F: GGCCTGGATTCTGCGTGTTGGG CA 79 120 9
(FR696385) | R: CAGCTACAGGCCACGGGTGC buinacek
Olel13* F: GGGCCAGACATGTATTTACTGGAGGG TG dlouhokiidly 42 180 3
(FR696389) | R: GTGCATCCGAGAGCCGACGC
RBG29 F: CCTAGCTTTTTGGACTCAGT GT racek 62 150 4
(AY091853) | R: GTGGTGTTGCAATAGGATTC novozélandsky
Legenda: * — tfi¢tvrtecni koncentrace hofe¢natych iontl v PCR reakéni smési (1,2 nmol/l) oproti standardni koncentraci (1,6 nmol/l)
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Pro testované mikrosatelitni lokusy jsem vypocitala uspéSnost nalezeni
polymorfniho mikrosatelitu. Pti testovani celkového poctu 213 mikrosateliti a nalezeni
50 polymorfnich lokust hodnota uspés$nosti cross-species PCR amplifikace testovanych
mikrosatelitii u plamenaka karibského ¢ini 23 %.

Z 50 polymorfnich mikrosateliti bylo 49 izolovanych od zastupcti z fadu
trubkonosi a 1 od racka novozélandského z fadu dlouhok#idli. V ramci fadu trubkonosi,
kde celkova uspéSnost cross-species PCR amplifikace cinila 24 %, bylo nejvice
polymorfnich lokusiti amplifikovanych u plamenaka karibského izolovano od zastupcu
z ¢eledi buinakoviti, kdy ze 100 testovanych mikrosateliti bylo 27 polymorfnich a
jednalo se tedy 0 27% uspésnost cross-species PCR amplifikace a nejméné pak pochazelo
od zastupct z ¢eledi albatrosoviti, kdy z 53 mikrosatelitt bylo polymorfnich 9 lokust a
uspésnost se rovnala 17 %. Z ¢eledi buinackoviti bylo u plamenaka karibského
vyhodnoceno jako polymorfni 13 mikrosateliti z 54 otestovanych, coz odpovida 24%
uspésnosti. Nejvice polymorfnich mikrosatelitii bylo odvozenych od buiniaka utlozobého
z Celedi buinakoviti, kdy polymorfismus u plamenaka karibského vykazovalo 11 z 32
testovanych lokust. Vibec nejveétsi uspéSnost (46 %) méla cross-species PCR
amplifikace mikrosatelitl od buifidka svétlonohého, taktéz z celedi buinakoviti, kdy z 11
testovanych bylo u plamenaka karibského 5 lokusi polymorfnich. Rozdéleni
polymorfnich mikrosatelitid u plamendka karibského z hlediska ¢eledi a druhti, u kterych

byly izolovany, je zndzornéno v grafu ¢. 1.

47



Graf. €. 1: Rozdéleni 50 polymorfnich mikrosatelitti podle zdrojovych druhti a celedi,
u kterych byly ptivodné izolovany. Pocet lokust odvozenych od zéastupct jednotlivych
druhti z Celedi albatrosoviti (zelend), buinidkoviti (modrd) a buriackoviti (Cervend) z fadu
trubkonosi a od druhu z ¢eledi rackoviti (zlutd) z fadu dlouhok#idli, které byly polymorfni
u 6 neptibuznych jedinct plamenka karibského, je uveden v zavorce. Jednotlivé Celedi

jsou od sebe oddéleny Cernou Carou.

m albatros st¢hovavy (1)

= albatros Sedohlavy (3)
albatros ¢ernonohy (2)

= albatros laysansky (2)
albatros bélohibety (1)

= buinék trinidadsky (1)

= buinak havajsky (1)
buinak Bulwertv (4)
buiniak bélobrady (3)
buinak sedy (1)

» buinak balearsky (1)
buinak svétlonohy (5)

® buinak utlozoby (11)

» buriidcek madeirsky (5)

m burnacek Monteirtv (4)

= buinacek dlouhokiidly (4)
racek novozélandsky (1)

Co se tyce poctu alel, které byly zjiStény u 50 polymorfnich mikrosatelitd, u vice
nez poloviny mikrosatelitnich lokust (27) jsem detekovala pouze 2 alely, u 17 lokust 3
alely, u 2 lokusti 4 alely a u 4 lokust 5 alel. Rozd¢leni polymorfnich lokust podle poctu

alel u plamenaka karibského je znazornéno v grafu €. 2.

Graf ¢. 2: Rozdéleni 50 polymorfnich mikrosateliti odvozenych od zastupct z fadu
trubkonosi a dlouhoktidli podle poctu alel, které pro jednotlivé lokusy byly detekovany
U 6 neptibuznych jedinct plamendka karibského. Pocet mikrosatelitii S danym poctem

alel je uveden v zavorce.

2 alely (27)
3alely (17)
4 alely (2)

5 alel (4)
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U 50 polymorfnich mikrosateliti amplifikovanych na genomické DNA 6

nepiibuznych jedinct plamendka karibského byly vyhodnoceny genotypy, které uvadim

Vv tabulce ¢. 5. Pro mikrosatelit Pc A107 zminuji dva genotypy, jelikoZ jsem u tohoto

lokusu pozorovala 2 oblasti polymorfismu. Prvni genotyp odpovida produktu s vyssi

relativni molekulovou hmotnosti, druhy poté produktu s nizsi relativni molekulovou

hmotnosti.

Tabulka ¢. 5: Genotypy 50 nalezenych polymorfnich mikrosatelitd u 6 neptibuznych

jedinct plamenaka karibského. Ve sloupcich tabulky je uveden nazev mikrosatelitniho

lokusu, zdrojovy druh, pocet alel a genotypy 6 nepiibuznych jedinci.

Nazev lokusu Zdrojovy druh Pocet alel Genotypy
De3 albatros stéhovavy 3 315 Yy 2y Y5 35 35
Dc5 2 Yo Yy My Y Yo Yy
Dc22 albatros Sedohlavy 2 Yo Yy Yy Y Yo Yy
Dc31 3 Ys 2l Yo 2l 2l Yy
BFAL4 5 ) 2 20y 2y 2y Yy Yo Yy
SFALLA albatros ¢ernonohy 3 ETETETETET
LAAL7 , 5 3 M2 23 %3 s s
LAALLS albatros laysansky 3 TEVETETETEN
STAL18 albatros bé&lohibety 2 Yo My 2 2y 2 Yy
Parm01 buitiak trinidadsky 4 Yz 31a Yz 212 o o
Ptero05 buinak havajsky 2 2y Yy Yy 2y Yy Yy
Bb11l 5 Yo 213 22 22 33 *ls
Bb21 2 Yo Yo Yy Yo 2y 2
Bh22 buinak Bulwertiv 5 TEVETETRETET
Bb25 3 2y 33 Yy 2y s g
Paequ3 2 2y 2y Yy Yo 2y 2,
Paequ7 buiiak bélobrady 2 Yo Y Yy Y
Paequ8 2 R L R PR A
Cd5 buitiak Sedy 2 2y 2y 2y Yo o o
Puff G2F buiiidk balearsky 3 Y5 313 23 25 2[5 35
Pc A105 2 2y Yy 2y 2y Yy 2y
P ALO7 buiiidk svétlonohy 542 ig Zi Z; Zi Z; Z;
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Tabulka €. 5: Pokracovani.

Nazev lokusu Zdrojovy druh Pocet alel Genotypy
Pc B109 3 Yo My Yo 2z Yy Yo
Pc B115 buinak svétlonohy 3 Ys 23 313 2l Y5 Y
Pc D103 2 2o Mz 2o Mz %o 2y
Patbell 3 20y 2y Y5 2fy 25 2y
Patbel4 2 Yo Yy Y Yh 2o %
Pacbel 00386 3 Ys Y Mz Yy Yo s
Pacbel_03731 2 Yy 2ly Y 2y Yo Y
Pacbel 07265 3 2o Y3 2y 2y %y Y
Pacbel 08509 butnak utlozoby 2 2o Yo 2y 2y %y 2o
Pacbel_08988 3 35 315 2/5 Y5 2[5 Y
Pacbel_09021 2 Yo 2ly 2fy 2l Yo Yy
Pacbel_09528 2 2y Yy Yy 2y Y Y
Pacbel_10033 2 Yo 21y 2fy Yy Yo 2
Pacbel 17944 3 20y 2l; 2l Y3 25 23
Oc28B 2 Yo 20y Yy Yy 2y 2y
Oc49 3 Ys 215 35 35 Y5 Y
0c63 buifiaéek madeirsky 2 Yty 2 Yh Yh Y
Oc79 2 Yo 21y 2ly 2ly 2y 2y
Oc87B 2 Yo Yy 2y Y Yh Y
Omnl 5 20y Ys 2[5 2y 2fy 2fg
Omn3 _ 2 20y 2y Yy 2y 2fy Yy
omng buinacek Monteiriv 3 TRV
Omn21 3 Yo 2l Yy Y Yh Y
0I10-39 2 2o 2y %o My %o 2Ly
Ole02 buiiiacek 5 2fs s Ha %z %s 3s
0le09 dlouhokfidly 2 2ly 20y 2y 2y Yy ¥y
Olel3 3 Yo My Yy My Y s
RBG29 racek novozélandsky 4 Y 3a Y3 %y Yo Yy

Na nasledujicich fotografiich je mozno vidét vysledek elektroforetické separace

PCR produktu ziskaného cross-species PCR amplifikaci lokusu Patbel4 (viz obrazek ¢. 2)

a LAAL19 (viz obrazek ¢. 3) u Sesti nepfibuznych jedinct plamenaka karibského.
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Obrazek ¢. 2: Elektroforetogram mikrosatelitniho lokusu Patbel4 u Sesti neptibuznych
jedinct plamendka karibského, u kterého byly detekovany 2 alely, jez jsou v obrazku

oznaceny Sipkami.

—alelal
—alela 2

Obrazek ¢. 3: Elektroforetogram mikrosatelitniho lokusu LAALI19 u $esti neptibuznych
jedincti plamenaka karibského, u kterého byly detekovany 3 alely, jez jsou v obrazku

oznaceny Sipkami.

- y . - «—alelal
—alela 2
- «—alela 3

Vsechny nalezené polymorfni cross-species mikrosatelity byly zatim otestovany
pouze na 6 nepiibuznych jedincich plamenaka karibského, coz byl pro potieby nalezeni
polymorfnich lokusi dostacujici pocet. Do budoucna by vsak bylo vhodné tyto
mikrosatelity popsat na souboru 30 jedincti plamenaka karibského, jejichz genomickou
DNA ma Laboratot populacni genetiky na Katedie bunécné biologie a genetiky na PiF
UP v Olomouci k dispozici, a zjistit jejich charakteristiky pomoci programu Cervus
(Kalinowsky et al., 2007) a GenePop (Rousset, 2008).
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6 Diskuze

V této praci jsem u plamenaka karibského pomoci cross-species PCR amplifikace
s vyuzitim primert amplifikujicich pfevazné polymorfni mikrosatelitni lokusy u zastupctu
z fadu trubkonosi, pfi¢emz se jednalo o 207 de novo izolovanych mikrosateliti a 6 cross-
species mikrosateliti odvozenych od zastupct z fadu dlouhoktidli a pévci, nalezla 50
polymorfnich lokust se 2 az 5 alelami. Cross-species PCR amplifikaci 213 mikrosatelitt
jsem provedla na genomické DNA 6 nepiibuznych jedincti plamenaka karibského,
u kterého vykazovalo polymorfismus 49 mikrosatelitl izolovanych od druhii z fadu

trubkonosi a 1 mikrosatelit izolovany od racka novozélandského z fadu dlouhokiidli.

Z 53 part primerti navrzenych pro mikrosatelity izolované od zastupct z ¢eledi
albatrosoviti 9 pard amplifikovalo polymorfni lokus u plamenéka karibského. Z téchto 9
polymorfnich byl jeden lokus pivodné izolovan od albatrosa st¢hovavého (Diomedea
exulans), 3 od albatrosa $edohlavého (D. chrysostoma), 2 od albatrosa ¢ernonohého
(Phoebastria nigripes), 2 od albatrosa laysanského (P. immutabilis) a jeden od albatrosa
bélohibetého (P. albatrus).

Burg (1999) izolovala od albatrosa st€éhovavého a Sedohlavého 26 mikrosatelitt.
Varianta PCR, kterou autorka pii analyze pouzila, vyuziva dvou rozdilnych teplot
annealingu, pticemz prvnich 7 cykli probiha za Ta1 a zbylych 25 cykli pak za Ta.
Pro mikrosatelit De3 nalezla Burg (1999) pii Ta1 50 °Ca Ta2 54 °C u 90 jedinci albatrosa
stthovavého 3 alely. Stejny pocet alel jsem detekovala i ja pii cross-species PCR
amplifikaci lokusu u plamenaka karibského, avSak za pouziti Ta 63 °C. U lokusu Dc5
jsem pii T, 67 °C nalezla 2 alely, zatimco autorka pouzila Ta1 46 °C a T5248 °C a u 50
jedinct albatrosa Sedohlavého detekovala 4 alely. U lokusu Dc22 jsem stejné jako autorka
nalezla 2 alely, avSak na rozdil od autorky, kterd provedla PCR s Ta1 48 °C a Ta2 52 °C
jsem pouzila Ta 57 °C. Lokus Dc31 izolovany od albatrosa Sedohlavého, u kterého
autorka pii Tar 48 °C a Ta2 52 °C nedetekovala polymorfismus, jsem u plamenaka
karibského pii Ta63 °C vyhodnotila jako polymorfni se 3 alelami. Autorka 26 nalezenych
mikrosateliti otestovala také na cross-species PCR amplifikaci u 50 jedinct albatrosa
¢ernobrvého, kde nalezla pro lokus De3 3 alely, pro Dc5 5 alel a pro Dc22 4 alely a lokus
Dc31 vyhodnotila jako monomorfni.

Hernandez et al. (2014) nalezli pro albatrosa cernonohého, laysanského a

belohibetého 15 mikrosateliti. Variabilitu nalezenych mikrosatelitii otestovali u 36
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jedinct albatrosa ¢ernonohého, 12 jedinct albatrosa laysanského a 3 jedinct albatrosa
bélohibetého. U vsech lokust pouzili stejnou Ta, ato 60 °C. U albatrosa ¢ernonohého
detekovali pro lokus BFAL4 8 alel a pro lokus BFAL14 4 alely. U albatrosa laysanského
a bélohibetého nalezli pro lokus BFAL4 4 respektive 2 alely a pro lokus BFAL14 po 3
alelach. Ja jsem u plamenaka karibského pro lokus BFAL4 pii Ta 65 °C nalezla 2 alely a
pro lokus BFAL14 pti T, 63 °C pak alely 3. U albatrosa laysanského uvade¢ji autoti pro
lokus LAALY 4 alely a pro lokus LAAL19 6 alel. U albatrosa ¢ernonohého a bélohibetého
detekovali u lokusu LAALY 4 respektive 2 alely a u lokusu LAAL19 po 4 alelach. Ja jsem
pro amplifikaci lokusu LAAL7 pouzila Ta 63 °C a detekovala jsem 5 alel a pro lokus
LAALI19, u kterého jsem nalezla 3 alely, jsem zvolila Ta 62 °C. Lokus STAL18 se
pfi testovani variability U albatrosa bélohibetého ukazal jako monomorfni avSak
u albatrosa ¢ernonohého i laysanského detekovali autofi 7 alel na lokus. U plamendka
karibského jsem se stejnou teplotou annealingu jako pouzili autofi publikace (60 °C)
detekovala u lokusu STAL18 2 alely.

Pro celed buiiidkoviti bylo doposud popsano 100 mikrosatelitd. U plamenaka
karibského jsem pomoci cross-species PCR amplifikace za pouziti primerd navrzenych
pro tyto mikrosatelity nalezla 28 polymorfnich lokusi: po jednom lokusu izolovaném
od buifiaka trinidadského (Pterodroma arminjoniana), havajského (P. sandwichensis) a
Sedého (Calonectris diomedea), 2 lokusy izolované od buifiaka balearského (Puffinus
mauretanicus), 3 od bélobradého (Procellaria aequinoctialis), 4 od Bulwerova (Bulweria
bulwerii), 5 od svétlonohého (Puffinus carneipes) a 11 od tutlozobého (Pachyptila
belcheri). Polymorfismus u plamenaka karibského nevykazovaly pouze mikrosatelity
izolované od buinaka taiko (Pterodroma magentae).

Brown et Jordan (2009) izolovali u buifidka trinidadského 6 mikrosateliti, z cehoz
pouze mikrosatelit Parm0l byl pii cross-species PCR amplifikaci u plamenaka
karibského polymorfni. S teplotou annealingu 68 °C jsem detekovala 4 alely. Autofi
publikace u 320 jedinct buinaka trinidadského pro tento lokus pti Ta 55 °C detekovali 10
alel. Variabilitu lokust autofi testovali také na dalSich 17 druzich z fadu trubkonosi a 1
druhu z tadu tucnaci. Lokus ParmO1 vykazoval polymorfismus u 12 druhit z fadu
trubkonosi, kde autofi detekovali 2-9 alel na lokus, pficemz pocet genotypovanych
jedinct se pohyboval od 5 do 17, a také u tuc¢naka zlutorohého (Eudyptes chrysolophus)

z tadu tuc¢naci, kde u 8 jedincu nalezli 7 alel.
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Welch et Fleischer (2011) popsali 10 polymorfnich mikrosatelitd pro buifidka
havajského. U plamenaka karibského se mi podafilo amplifikovat pouze jeden
polymorfni lokus Ptero05 a pii Ta 68 °C jsem detekovala 2 alely. Pii amplifikaci lokusu
u 40 jedincu buifiaka havajského pouzili autofi Ta 53 °C a nalezli 3 alely.

Andris et al. (2010) charakterizovali 11 mikrosateliti u buinaka Bulwerova.
Pro PCR amplifikaci mikrosateliti u 91 jedinct tohoto druhu zvolili T, 58 °C. Pro lokus
Bb11 autofi publikace nalezli 3 alely a tento lokus byl homozygotni u vSech samic, coz
naznacuje vazbu na chromozom W. Ja jsem pouzila Ta 69 °C a u plamenaka karibského
jsem detekovala pro lokus Bb11 5 alel, ptficemz se lokus nejevil jako vazany na pohlavi.
U lokusu Bb21 byly autory zjistény 3 alely, ja jsem nalezla o jednu méné pii Ta 60 °C.
K amplifikaci lokusu Bb22 jsem pouZila Ta 65 °C a zjisténé 2 alely odpovidaly poctu alel
tohoto lokusu uvedeném v publikaci. Pro lokus Bb25 jsem pii Ta 60 °C detekovala 3
alely, autofi pro tento lokus uvadéji 6 alel. VSech 11 mikrosateliti testovali také na cross-
species PCR amplifikaci u buinaka bélobradého a modravého z ¢eledi buinakoviti a
buinacka Monteirova z ¢eledi buinackoviti. Lokusy Bbll a Bb22 vyhodnotili jako
polymorfni u vSech tii testovanych druhti, lokus Bb25 byl polymorfni u obou druhti
z Celedi buinakoviti a lokus Bb21 byl polymorfni pouze u buiidka modravého, pficemz
pocet alel autofi neuvadéji.

U buiiidka bélobradého izolovali Techow et O'Ryan (2004) 7 mikrosateliti. Tti
z téchto polymorfnich mikrosateliti izolovanych u buifidka bé&lobradého vykazovaly
polymorfismus i u plamenaka karibského, kde jsem u vSech 3 lokust detekovala 2 alely
a teploty annealingu byly: 66 °C pro Paequ3, 68 °C pro Paequ7 a 62 °C pro PaequsS.
Autofi publikace amplifikovali lokus Paequ3 u 93 jedincii pii Ta 55 °C a popsali 9 alel,
u lokusu Paequ7 nalezli u 94 jedinct pii Ta 64 °C 5 alel a u Paequ8 u 77 jedinct pii Ta58
°C 3 alely. Vsech 7 mikrosateliti autofi testovali na cross-species PCR amplifikaci
u dalSich 6 druhi z fadu trubkonosi: buinakovi tristanském, obrovském a Hallove€ z Celedi
buinakoviti a albatrosovi stéhovavém, Sedohlavém a Cernobrvém z Celedi albatrosoviti.
Lokus Paequ3 byl polymorfni u vSech testovanych druhii kromé albatrosa st¢hovavého,
lokus Paequ7 byl polymorfni u buinidka tristanského a obrovského a lokus Paequ8
vykazoval polymorfismus u buifidka tristanského a albatrosa st€hovavého. Pocet alel
autofi neuvadéji.

Bried et al. (2008) popsali 11 polymorfnich mikrosatelitd u buinidka Sedého.
U lokusu Cd5 pii Ta 58 °C u 43 jedinct zjistili 6 alel, ja jsem u plamenaka karibského
pii Ta 48 °C detekovala 2 alely. Mikrosatelity byly autory testovany také na Cross-species
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PCR amplifikaci u albatrosa st€hovavého z Celedi albatrosoviti a buifidka bélobradého a
Bulwerova z celedi buinakoviti. Lokus Cd5 byl amplifikovan pouze u buinaka
bélobradého, kde jej autoti vyhodnotili jako monomorfni.

Deset polymorfnich mikrosatelitnich lokusti izolovali u buiffidka balearského
Gonzales et al. (2009). Polymorfismus ovéfili genotypizaci 55 jedincd. Pro lokus
PuffG2C autofi pii Ta 50 °C nalezli 7 alel. U plamendka karibského byl tento lokus
uspeésné amplifikovan a vykazoval polymorfismus, ale nepodafilo se jej vyhodnotit ani
po optimalizaci podminek PCR reakce, kterd zahrnovala sniZovani teploty annealingu az
na 42 °C a zménu koncentrace hote¢natych ionti z 1,6 nmol/l v PCR reak¢éni smési
na polovi¢ni (koncentrace Mg?* v PCR reakéni smési: 0,8 nmol/l) a nasledné t¥iétvrtedni
hodnotu (koncentrace Mg?* v PCR reakéni smési: 1,2 nmol/l). U lokusu PuffG2F autofi
pti Ta 60 °C a nalezli 2 alely, ja jsem pii Ta 59 °C detekovala 3 alely.

U buinéka svétlonohého charakterizovali Hardesty et al. (2012) 11 polymorfnich
lokust. Variabilitu testovali na souboru 84 jedinc. U lokusu Pc A105 pti Ta 57 °C
detekovali 8 alel, ja jsem pii teploté annealingu 50 °C nalezla pouze 2 alely. Pii Ta 55 °C
u lokusu Pc A107 nalezli 5 alel. Ja jsem pii cross-species PCR amplifikaci lokusu
Pc A107 u plamenaka karibského pti Ta 50 °C pozorovala 2 mista polymorfismu, pficemz
u obou polymorfnich oblasti bylo mozné vidét 2 alely. U lokusu Pc B109 detekovali pii Ta
57 °C 5 alel. Ja jsem s teplotou annealingu 65 °C nalezla pro Pc B109 u plamenika
karibského 3 alely. Pro lokus Pc B115 nalezli Hardesty et al. (2012) pii Ta 55 °C 3 alely,
stejné tak jako ja, ale pii snizené Ta 0 4 °C. Pro lokus Pc D103 u buiniaka svétlonohého
pii Ta 59 °C detekovali 6 alel, ja jsem s 0 1 °C nizsi Ta nalezla pouze 2 alely.

Quillfeldt et al. (2012) izolovali 7 polymorfnich mikrosateliti u buiniaka
utlozobého. U 68 jedincti pro lokus Patbell nalezli 7 alel a pro lokus Patbel4 9 alel, teplotu
annealingu autofi v publikaci neuvadéji. Ja jsem u obou lokust detekovala nizsi pocet
alel: pro Patbell 3 alely (Ta 49 °C) a pro Ptabel4 2 alely (Ta 50 °C).

Dvacet pét mikrosatelitl u buiniaka utlozobého charakterizovali Moodley et al.
(2015). Pro amplifikaci vSech lokusti u 77 jedinct pouzili Ta 56 °C. Jedenact alel nalezli
u mikrosatelitu Pacbel 00386, u kterého jsem pii Ta 50 °C detekovala 3 alely. Velky
pocet alel (48) vyhodnotili u lokusu Pacbel 03731, pro ktery jsem ja pti Ta 62 °C nalezla
pouze 2 alely. Pro mikrosatelit Pachel 07265 jsem s o 2 °C vyssi Ta, nez pouzili autofi,
detekovala 3 alely, u buinidka utlozobého nalezli alel 15. Pti Ta 60 °C jsem u lokusu
Pacbel 08509 detekovala 2 alely, coz bylo o 7 méné, nez je uvedeno v publikaci. Teplotu

annealingu 69 °C jsem pouzila pfi amplifikaci lokusu Pacbel 08988, kde jsem detekovala
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3 alely, autofi 10. Pro lokus Pacbel 09021 nalezli Moodley et al. (2015) 17 alel, ja jsem
zvolila Ta 69,5 °C, jelikoz pii Ta 69 °C byl produkt jesté pfilis silny a pii Ta 70 °C se jiz
téméf neamplifikoval, a detekovala jsem 2 alely. Dv¢ alely jsem u plamenaka karibského
nalezla také pro lokusy Pacbel 09528 (Ta 60 °C) a Pacbel 10033 (Ta 59 °C), pro které
autofi publikace uvadéji 9 alel. Pfi cross-species PCR amplifikaci mikrosatelitu
Pacbel_17944 (se 12 alelami u buinaka utlozobého) u plamenaka karibského jsem
pii optimalizaci podminek PCR snizila Ta na 46 °C a koncentraci hotecnatych ionta
Vv PCR reak¢ni smeési jsem z piivodnich 1,6 nmol/l snizila na tfi¢trvtecni hodnotu, tudiz
1,2 nmol/l. S takto upravenymi podminkami byl poté lokus amplifikovan a vyhodnotila
jsem u n¢&j 3 alely. Autofi otestovali vSech 25 nalezenych mikrosatelitii na cross-species
PCR amplifikaci u dalSich 5 druhii z ¢eledi buinakoviti: buinaka holubiho, Sirokozobého,
Salvinova, hrdli¢éiho a modravého a u buitiaéka Wilsonova z ¢eledi bufiiackoviti. Kromé
lokustt Pacbel 00386 a Pacbel 09528, které autofi vyhodnotili jako monomorfni
u buinacka Wilsonova a Pacbel 03731, ktery vyhodnotili jako monomorfni u bufiidka
hrdli¢¢iho a buinacka Wilsonova, vykazovaly jmenované mikrosatelity polymorfismus

u vSech testovanych druht se 2-51 alelami na lokus (viz tabulka ¢. 6).

Tabulka €. 6: Mikrosatelity izolované od buifidka tGtlozobého, které Moodley et al.
(2015) testovali na cross-species PCR amplifikaci u buifidka holubiho, Sirokozobého,
Salvinova a hrdli¢¢iho z ¢eledi buiniakoviti a buiiidéka Wilsonova z ¢eledi buinackoviti,
a které jsem zaroven vyhodnotila jako polymorfni u plamenaka karibského z fadu
plamendci. Ve sloupcich je uveden nazev mikrosatelitniho lokusu a testovany druh

s po¢tem jedinct (N) a zjisténym poctem alel (A).

Nézev Buf'ﬁé!( V.Bui"ﬁzik ’ Bui".l‘iéok Bui‘f:lfi}f Bui‘ﬁék’ Bu.f'ﬁééoek
lokusu holubi | Sirokozoby | Salviniiv | hrdli¢¢i | modravy | Wilsonuv
N; A N; A N; A N; A N; A N; A
Pacbel 00386 | 79; 13 117; 11 18; 10 33;2 97, 13 M
Pacbel 03731 | 75;51 111, 31 17; 22 M 95; 13 M
Pacbel 07265 | 72;15 103; 14 16; 7 21; 6 85; 28 55
Pacbel 08509 | 75; 11 111; 12 11;6 16; 5 95; 13 6; 2
Pacbel 08988 | 77;9 113; 6 11;4 33; 2 89; 12 6; 2
Pacbel 09021 | 75; 22 112; 18 11; 4 10; 6 95; 22 6; 2
Pacbel 09528 | 72; 14 114; 13 11;5 32,7 95;9 M
Pacbel 10033 | 78;9 117; 10 14; 6 35;5 95;9 5,4
Pacbel 17944 | 78; 12 117; 11 18; 8 30; 10 89; 14 6; 3
Legenda: M — monomorfni produkt
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V ramci ¢eledi buinackoviti je zndmo 54 mikrosatelitnich lokust, z ¢ehoz 14 bylo
po provedeni cross-species PCR amplifikace u plamenaka karibského vyhodnoceno jako
polymorfni. Jednalo se o 5 lokust izolovanych od buinia¢ka madeirského (Oceanodroma
castro), 5 lokusu od buifidcka Monteirova (O. monteiroi) a 4 lokusy od buinacka
dlouhoktidlého (O. leucorhoa).

Sun et al. (2009) izolovali u buinacka madeirského a dlouhokiidlého 10
mikrosateliti. Pfi amplifikaci vSech lokusii u 27 jedinct buiniacka madeirského, 22
jedinci buinacka Monteirova a 24 jedinct buinacka dlouhoktidlého pouzili stejnou
teplotu annealingu, a to 50 °C. Pro lokus Oc28B nalezli autoii po 3 alelach u buinacka
madeirského a Monteirova, u buiniacka dlouhoktidlého byl tento lokus monomorfni. Ja
jsem u plamendka karibského pii Ta 56 °C detekovala 2 alely. Tii alely nalezli autofi
u buiiiacka Monteirova a dlouhoktidlého také pro lokus Oc49, ktery byl u buinacka
madeirského vyhodnocen jako monomorfni. Stejny pocet alel (3) jsem nalezla pti Ta
57 °C iu plamenaka karibského. U lokusti Oc63 (Ta 53 °C), Oc79 (Ta 60 °C), Oc87B (Ta
65 °C) a Ol10-39 (Ta 55 °C) jsem pfi rtuznych teplotach annealingu nalezla 2 alely.
Mikrosatelit Oc63 byl polymorfni u burid¢ka madeirského a dlouhoktidlého se 4 alelami,
Oc79 vykazoval polymorfismus u buinacka madeirského a Monteirova s detekovanymi
2 alelami pro oba druhy, u lokusu Oc87B byly nalezeny 3 alely u buifiacka madeirského,
6 alel u buinacka Monteirova a 9 alel u buiniacka dlouhokiidlého. Taktéz lokus O110-39
byl polymorfni u vSech tfi testovanych druhil s 8 alelami pro buinia¢ka madeirského a
Monteirova a 3 alelami pro buiniacka dlouhok#idlého.

Bried et al. (2012) u bufhacka Monteirova izolovali 18 polymorfnich
mikrosatelitd, jejichz variabilitu testovali na 125 dospélych jedincich. Pro vSechny lokusy
pouzili Ta 58 °C. U lokusu Omnl detekovali 8 alel, ja pii Ta 52 °C 5 alel. Dv¢ alely jsem
nalezla pfi Ta 62 °C u lokusu Omn3, autofi publikace nalezli 6 alel. Soucasti optimalizace
podminek PCR pro mikrosatelit Omn8 pii cross-species PCR amplifikaci u plamenaka
karibského bylo snizeni Ta na 44 °C a zména koncentrace hofecnatych iontti Z ptivodnich
1,6 nmol/l v PCR reak¢ni smési na tfictvrtecni hodnotu (1,2 nmol/1). Pfi takto upravenych
podminkach jsem pro lokus Omn8 detekovala 3 alely, v publikaci je pro tento lokus
uvedeno 10 alel. Tii alely jsem také nalezla u lokusu Omn21 (Ta 51 °C), coz bylo o 3
méné nez u buinacka Monteirova. U lokusu Omn24 detekovali autofi 10 alel, v mém
pfipad¢ nebylo ani po né€kolika pokusech o optimalizaci podminek PCR mozné tento

polymorfni mikrosatelit vygenotypovat. Autory byla provedena cross-species PCR

amplifikace vSech 18 nalezenych mikrosatelitii U 5 jedinct od kazdého z nasledujicich
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druhti: buiiiacka madeirského z celedi buinackoviti a buifidka Bulwerova a modravého
z Celedi buinakoviti. Lokusy Omnl, Omn3, Omn8, Omn21 a Omn24 vykazovaly
u buinacka madeirského polymorfismus a detekovali u nich 4, 3, 6, 2 a 4 alely na lokus.
Lokus Omn3 byl navic polymorfni i u buifidka modravého a autofi u néj nalezli 3 alely.
Dvacet Sest mikrosatelitnich lokusti charakterizovali Bicknell et al. (2011) u 24
jedinct buiiiacka dlouhokiidlého. U lokusu Ole02 nalezli pti Ta 60 °C 12 alel, ja jsem
pouzila Ta 71 °C a detekovala jsem u plamenaka karibského 5 alel. U lokusu Ole09 pii Ta
60 °C detekovali 2 alely, stejné tak jako ja, ale s odliSnou Ta 72 °C, coz byla nejvyssi
teplota annealingu jakou jsem pii optimalizaci podminek PCR v ramci této bakalarské
prace pouzila. V poctu alel se s autory publikace shoduji také u lokusu Olel3, kdy jsem
pti Ta 42 °C a tfictvrtecni koncentraci hotecnatych iontti v PCR reakéni smési (1,2 mol/l)

detekovala 3 alely, stejné jako autofi pii Ta 60 °C.

Co se tyce testovanych mikrosateliti z fddu dlouhokfidli, jedinym polymorfnim
mikrosatelitem u plamenaka karibského byl lokus RBG29, ktery Given et al. (2002)
izolovali od racka novozélandského (Larus novaehollandiae scopulinus) spole¢né
s dalsimi 6 mikrosatelity. U lokusu RBG29 detekovali pii Ta 50 °C u 260 jedinct 5 alel,
zatimco ja jsem pii cross-species PCR amplifikaci tohoto lokusu u plamenaka karibského
S Ta 62 °C nalezla 4 alely. Lawrence (2008), ktera mikrosatelit RBG29 testovala na cross-
species PCR amplifikaci u buffidka taiko z ¢eledi buinakoviti z fadu trubkonosi, nalezla
u 143 jedinct pii Ta 55 °C 5 alel. Welch et Fleischer (2011) otestovali cross-species PCR
amplifikaci lokusu RBG29 u 40 jedinct buiiidka havajského a pfi Ta 53 °C nalezli 14 alel.

Kromé 5 mikrosatelitli izolovanych od zéastupcti z fadu dlouhokiidli, které jsem
testovala v této bakalaiské praci, Drobek (2010) u plamenaka karibského jiz testoval
na cross-species PCR amplifikaci mikrosatelity Apy06 a Apy07 (Dawson et al., 2005)
pochazejici z tohoto fadu, konkrétné od alkounka drobného (Aethia pygmaea). Lokus
Apy06 vyhodnotil Drobek (2010) u 30 neptibuznych jedinct plamenaka karibského jako
polymorfni s 5 alelami. Jelikoz tad dlouhoktidli také nové nalezi do kladu
Aequorlitornithes (Prum et al., 2015), kde jiz byly na cross-species PCR amplifikaci
u plamenaka karibského testovany mikrosatelity témét vSech radl, vcéetné mikrosatelith
fddu tucnaci (Sphenisciformes), které paralelné se mnou testovala Zlochova
(nepublikovano), a to se ziskem polymorfnich mikrosatelitii, ale mikrosatelitni lokusy
izolované od ptakt z fadu dlouhoktidli (s vyjimkou 7 vySe zminénych lokust) nebyly

doposud u plamenaka karibského testovany, navrhuji otestovani vSech zbylych 356
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mikrosatelitd, které by prispélo ke zvySeni poctu moznych polymorfnich cross-species
mikrosatelitti pro tento druh.

Vsechny mikrosatelity doposud izolované od zastupcii z fadu trubkonosi a nékolik
mikrosateliti odvozenych od zéastupci z tadu dlouhoktidli a pévci, které vykazuji
polymorfismus u ptakt z fadu trubkonosi, testovala na cross-species PCR amplifikaci
také Nedvédova (2015) u 6 nepiibuznych jedinci nesyta indomalajského (Mycteria
leucocephala), jez je zastupcem fadu brodivi. Celkem nalezla 46 polymorfnich lokust a
detekovala u nich 2 az 5 alel. Dvacet mikrosatelitti vykazujicich polymorfismus zaroven

u nesyta indomalajského a plamenéka karibského uvadim v tabulce €. 7.

Tabulka €. 7: Mikrosatelity izolované u zastupct fadu trubkonosi a dlouhokftidli, které
vykazovaly polymorfismus zaroven u plamenaka karibského i nesyta indomalajského.
Ve sloupcich je uveden nazev mikrosatelitniho lokusu, zdrojovy druh a zjisténé pocty alel
U 6 nepiibuznych jedinct plamenaka karibského (tato prace) i nesyta indomalajského

(Nedvédova, 2015).

Nazev Zdrojovy druh Plamenak karibsky | Nesyt indomalajsky
lokusu (pocet alel) (pocet alel)
De3 albatros st€éhovavy 3 4
Dc22 albatros Sedohlavy 2 2
BFAL4 albatros cernonohy 2 2
STALI18 albatros bélohibety 2 2
Paequ3 buinidk bélobrady 2 2
Paequ7 2 2
Paequ8 2 4
ParmO01 buindk trinidadsky 4 3
PuffG2C buinak sedy PU 3
PuffG2F 3 2
Bb22 buinak Bulwertv 2 2
Pc A105 buinidk svétlonohy 2 2
Pc D103 2 2
Pacbel_03731 | buinak utlozoby 2 2
Pacbel 07265 3 2
Pacbel_09021 2 2
Ole09 buinacek dlouhokitidly 2 3
Omn8 buinacek Monteirtiv 3 4
Omn21 3 2
RBG29 racek novozélandsky 4 4

Legenda: PU — nehodnotitelny polymorfni lokus
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Janusova (2015) pouzila primery navrzené pro vSechny znamé mikrosatelity
izolované u zastupci z fadu trubkonosi a né&kolik cross-species polymorfnich
mikrosatelitii tohoto fadu, ptivodné odvozenych od zastupct z fadu dlouhoktidli a pévci,
ke cross-species PCR amplifikaci mikrosatelitd u 6 nepfibuznych jedinct potapky rohace
(Podiceps cristatus) z fadu potapky. Podatilo se ji ziskat 20 polymorfnich mikrosatelitd
se 2 az 8 alelami. VSech 10 mikrosateliti polymorfnich zarovenn u potapky rohace i

plamenaka karibského uvadim v tabulce €. 8.

Tabulka ¢. 8: Mikrosatelity izolované u zastupcti fadu trubkonosi, které¢ vykazovaly
polymorfismus zaroven u plamenaka karibského i potapky rohace. Ve sloupcich je
uveden ndzev mikrosatelitniho lokusu, zdrojovy druh a zjisténé pocty alel u 6
neptibuznych jedinci plamenaka karibského (tato prace) i potapky rohace (JanuSova,

2015).

Nazev Zdrojovy druh Plamenak karibsky Potapka rohac
lokusu (pocet alel) (pocet alel)
Dc5 albatros st€éhovavy 2 4
Pc A107 buinidk svétlonohy 2+2 2
Pc B109 3 5
Pc B115 3 2
Pc D103 2 2
Bbl1l buinak Bulwertv 5 3
Bb21 2 5
Oc49 buinacek madeirsky 3 3
Omn3 buinacek Monteiriv 3 6
0I10-39 buinacek dlouhokiidly 2 8

Dva z mikrosatelitii izolovanych od zastupcti z fadu trubkonosi testovanych na cross-
species PCR amplifikaci byly vyhodnoceny jako polymorfni zaroven u plamenaka
karibského, nesyta indomalajského 1 potapky rohace. Jednalo se o lokus PcD103
izolovany od buinidka svétlonohého a lokus Omn8 izolovany od buinidcka Monteirova.
Pro lokus PcD103 byly ve vsech tfech ptipadech detekovany 2 alely, pro lokus Omn8
jsem u plamenaka karibského nalezla 3 alely, u nesyta indomalajského detekovala

Nedveédova (2015) 4 alely a u potapky rohace popsala Janusova (2015) 6 alel.

Celkem bylo doposud u plamenaka karibského na cross-species PCR amplifikaci
otestovano 768 mikrosateliti. Sedm set devét z nich bylo izolovanych od zastupct z fada
(v tradicnim pojeti) brodivi, plamenaci, potapky, potaplice, veslonozi, dlouhoktidli,

trubkonosi a tu¢naci, patticich nyni do kladu Aequorlitornithes, a u zbylych 59 lokusi
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se jednalo o univerzalni pta¢i mikrosatelity (Dawson et al., 2010, Dawson et al., 2013).
Bylo nalezeno 157 polymorfnich cross-species mikrosatelitil, jejichz rozdéleni mezi
zdrojové tady je znazornéno v grafu €. 3. (Drobek, 2010, Matoskova, 2011, Burzékova,

2013, tato prace, Zlochova, nepublikovano).

Graf ¢. 3: Rozdéleni 157 polymorfnich mikrosateliti nalezenych pro plamenaka
karibského pomoci cross-species PCR amplifikace univerzalnich pta¢ich mikrosateliti a
mikrosateliti izolovanych u fylogeneticky blizce pfibuznych druht patficich do kladu
Aequorlitornithes. Mikrosatelity jsou rozdéleny na zakladé zrojovych fadu (odpovidajicih
tradi¢nimu pojeti), od jejichz zastupct byly odvozeny. Cislo v zavorce udava pocet

polymorfnich lokusii odvozenych od zastupcii konkrétniho fadu.

plamenaci (41)
® brodivi (23)
veslonozi (17)
» dlouhoktidli (2)
potaplice (1)
trubkonosi (49)

tuchaci (18)

= univerzalni (6)

Otestovani zbylych 356 mikrosateliti izolovanych od zastupct z fadu dlouhokftidli
by v piipadé stejné uspé$nosti zisku polymorfniho mikrosatelitu, jako tomu bylo
u testovanych mikrosatelitnich lokusti odvozenych od ostatnich fada patticich do kladu
Aequorlitornithes, mohlo pro plamenaka karibského poskytnout ptiblizné dalsich 75

cross-species polymorfnich mikrosatelitt.
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1 Zavér

V této bakaldiské praci jsem hledala polymorfni mikrosatelity u plameiidka
karibského (Phoenicopterus ruber) za pouziti cross-species PCR amplifikace s primery
navrzenymi pro mikrosatelitni lokusy odvozené od zastupcu z fadu trubkonosi
(Procelariiformes), dlouhoktidli (Charadriiformes) a pévci (Passeriformes).

Celkem jsem na cross-species PCR amplifikaci u 6 neptibuznych jedinct plamenaka
karibského otestovala 213 mikrosatelitt, z ¢ehoz 207 bylo odvozeno od zastupci z ¢eledi
albatrosoviti (Diomedeidae), buinakoviti (Procelariidae) a buiiiackoviti (Hydrobatidae)
patficich do tadu trubkonosi, 5 od zastupci z celedi alkoviti (Alcidae), kulikoviti
(Charadriidae) a rackoviti (Laridae) z fadu dlouhoktidli a 1 od lesiiacka zlutonohého
(Dendroica petechia) patiiciho do ¢eledi lesnackoviti (Parulidae) z fadu pévci.

Pro plamenaka karibského jsem pomoci metody cross-species PCR amplifikace
nalezla 52 polymorfnich mikrosateliti, avSak 2 z téchto lokusti jsem vyloucila jako
nehodnotitelné. Celkem jsem tedy pro plamenaka karibského nalezla 50 polymorfnich
lokusti, z ¢ehoz bylo 49 mikrosatelitt ptivodné izolovano u zastupci z fadu trubkonosi a
1 mikrosatelit u racka novozélandského (Larus novaehollandiae scopulinus) z fadu
dlouhokitidli.

Uspé&snost cross-species PCR amplifikace mikrosatelitt od zistupct z Fadu
trubkonosi u plamenaka karibského c¢inila 24 %. Co se tyce jednotlivych celedi tohoto
fadu, nejvetsi (27%) uspésnost vykazovala cross-species PCR amplifikace mikrosateliti
izolovanych od zastupcii z celedi bufnidkoviti, kde bylo 27 ze 100 testovanych
mikrosateliti  polymorfnich. Men$i uspéSnost (24 %) méla cross-species PCR
amplifikace mikrosatelitii odvozenych od zastupct z celedi buinackoviti, kde bylo
polymorfnich 13 mikrosatelitd z 54 otestovanych a nejmensi uspésnost (17 %) jsem
pozorovala u cross-species PCR amplifikace mikrosatelitti izolovanych od druht z ¢eledi
albatrosoviti, kde bylo z 54 testovanych mikrosateliti pouze 13 polymorfnich.

V soucasné chvili je pro plamenidka karibského nalezeno celkem 157 polymorfnich
mikrosatelitll, pficemz celkova uspésnost nalezeni polymorfniho mikrosatelitu v ramci
kladu Aequorlitornithes pro testovany druh ¢ini 21 %. Vezmu-li v uvahu tuto Gspésnost,
otestovani 356 zbyvajicich mikrosatelitnich lokusti izolovanych od zéstupcl z fadu
dlouhoktidli (Charadriiformes), taktéz ze stejné¢ho kladu, by mohlo pro plamenédka

karibského prinést dalsich asi 75 polymortfnich cross-species mikrosatelitd.
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8 Seznam zkratek

A adenin
C cytozin
DNA deoxyribonukleova kyselina

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

EST misto s expresni adresou (Expressed Sequence Tag)

G guanin

LINEs dlouhé rozptylené jaderné elementy (Long Interspersed Nuclear Elements)
PCR polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

SINEs kratké rozptylené jaderné elementy (Short Interspersed Nuclear Elements)
SSRs mikrosatelity (Simple Sequence Repeats)

T thymin
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