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Souhrn

V této bakalaiské praci jsem se zabyvala testovanim mikrosatelitovych lokusi
izolovanych od zastupct fadu trubkonosi na polymorfismus u potapky rohace (Podiceps

cristatus) za pouziti cross-species PCR amplifikace.

V teoretické Casti jsem se veénovala celkovému popisu fadu potapky
(Podicipediformes), zatfazeni fddu do systému, jeho rozdéleni na jednotlivé druhy,
vyskytu téchto druhti a dale podrobnému popisu potapky rohace. Dale jsem se zabyvala
teoretickym zpracovanim mikrosatelitl, jejich vyskytem, mutacemi, izolaci de novo a
cross-species PCR amplifikaci. V literarnim piehledu jsem popsala doposud objevené
mikrosatelity izolované od zastupct tadu trubkonosi, pficemz jsem se zaméfila na
jednotlivé metody a postupy pii izolaci téchto mikrosatelitovych lokusti a vysledky

tykajici se jejich polymorfismu.

V experimentalni ¢asti jsem testovala 213 parG primerd na cross-species PCR
amplifikaci u potapky rohéace. Pro tyto tcely jsem pouzila genomickou DNA od Sesti
neptibuznych jedinct potadpky rohdce a na polymorfismus jsem testovala 207 doposud
publikovanych pard primeri izolovanych od 19 druhii z fadu trubkonosi a Sest dalSich
para primerd od zastupct fadt dlouhokfidli a pévci, které jini autofi uspésné pouzili u

trubkonosych.

Pomoci cross-species PCR amplifikace s DNA Sesti nepiibuznych jedinct
potapky rohafe a nasledné elektroforetické separace jsem u potapky rohace nalezla
celkem 20 polymorfnich mikrosateliti se dvéma az osmi alelami, pficemz 13 z nich
pochazelo od zastupci celedi butfiidkoviti, ¢tyii mikrosatelity od zéastupct celedi
albatrosoviti a tfi mikrosatelity od zastupcii celedi buinackoviti. U polymorfnich
mikrosatelitli jsem urcila optimalni teplotu nasedani primerti, koncentraci hote¢natych

iontd v PCR mixu a délku elektroforetické separace.



Summary

I dealt in my bachelor thesis with testing microsatellite loci for polymorphism in
Crested Grebe (Podiceps cristatus) isolated from representatives of Procellariiformes,

using the method of cross-species PCR amplification.

In the theoretical part I described Podicipediformes, including the order into the
system, its breakdown by species, the occurrence of these species, as well as detailed
descriptions of the Crested Grebe. Then I dealt with the theoretical treatment of
microsatellites, their occurrence, mutations, isolation de novo and cross-species PCR
amplification. Also, I described previously discovered microsatellite isolated from
representatives of Procellariiformes, while I focused on various methods and processes

of the isolation of these microsatellite loci and their polymorphism.

In the experimental part I tested cross-species PCR amplification of 213 primer
pairs in Crested Grebe. I used genomic DNA from six unrelated individuals of Crested
Grebe and I tested 207 so far published primer pairs isolated from 19 species from the
Procellariiformes and six other primer pairs from representatives of Charadriiformes

and Passeriformes that other authors found polymorphic in Procellariiformes.

Using the method of cross-species PCR amplification with DNA of six unrelated
individuals of Crested Grebe and subsequent electrophoretic separation, I found a total
number of 20 polymorphic microsatellites with two to eight alleles, while 13 of them
were from representatives of Procellariidae, 4 of them from representatives of
Diomedeidae and 3 microsatellites from representatives of Hydrobatidae. For
polymorphic microsatellite I determined the optimal annealing temperature, the
concentration of magnesium ions in the PCR mix and the length of the electrophoretic

separation.
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1.Uvod

Mikrosatelity jsou repetitivni sekvence nachazejici se ve vSech prokaryotickych i
eukaryotickych organismech. Cim vice obsahuji repetitivnich jednotek, tim vétsi je
pravdépodobnost vzniku mutaci a tedy vétsi polymorfismus. Mikrosatelity jsou obvykle
izolovany de novo nebo jsou testovany na cross-species PCR amplifikaci u druht
fylogeneticky piibuznych. Diky svému vysokému stupni polymorfismu se mikrosatelity
vyuzivaji jako markery pfi studiich fylogenetické piibuznosti, genetickém mapovani,

identifikaci jedincii nebo pti popula¢né genetickych studiich.

V této bakaldiské praci se budu vénovat testovani mikrosatelitovych lokusti u
Sesti nepiibuznych jedinct potapky rohace (Podiceps cristatus). Tato prace spociva
v hledani polymorfnich mikrosatelitovych lokusti u vySe uvedeného druhu pomoci
cross-species PCR amplifikace doposud publikovanych primerti izolovanych od
zastupctl fadu trubkonosi a nckolika dal§ich mikrosatelitovych lokusti nalezenych u

zastupct fadt dlouhokftidli a pévci, které byly polymorfni u trubkonosych.



2.Clile prace

1. Vypracovani reSerSe na téma bakalarské prace.
2. Shromdazdéni dostupnych literarnich zdrojt.
3. PCR amplifikace DNA potapky rohace s vyuzitim Cross-species primerd pro

mikrosatelity, které jsou znamé u ptaka z fadu trubkonosi.



3. Literarni prehled

3.1. Rad potapKky

Potapky (Podicipediformes) jsou vodni ptaci o velikosti mensi kachny s télem
prizpisobenym k plavani 1 potapéni (Gaisler et Zima, 2007). Typickym znakem potapek
je noha s prsty opatfenymi kozovitym lemem, ktera je plochd, velmi pruzna a umoziuje
rychlost a obratnost pti pohybu ve vod¢ (Fjeldsa, 1994). Jejich opefeni je jemné a velmi
husté a to zejména na bfisni stran¢ — kryci pera maji spirdlovité paprsky a pera rydovaci
jsou znacn¢ zkracena (Gaisler et Zima, 2007). Samice 1 samci si jsou velmi podobni, 1isi
se zejména hlasy, které vyddvaji. Mnoho druhli se vyznacuje pestrym zbarvenim a
vzty€itelnymi pérovymi limci. Zbarveni a vyddvané zvuky hraji vyznamnou roli pfi
toku (Fjeldsa, 2004).

Tito ptaci travi témer cely zivot ve vode, kde také stavéji sva hnizda
z rostlinného materidlu, mimo ni chodi pomérn¢ obtizn¢ (Gaisler et Zima, 2007). Jejich
zplsob zivota souvisi také s méalo pneumatizovanou kostrou. Jelikoz kiidla maji Gzké a
kratka, potfebuji se pied vzletem nejprve rozbéhnout po hlading (Stastny et al., 1998).
Kostréni Zlazu maji mohutnou a porostlou pefim (Hudec et al., 1972). Nékteré druhy
1étaji velice rychle, ale v tomto sméru jim chybi obratnost a pravé z tohoto diivodu jsou
Castou potravou dravcii. Nékteré potapky zijici v teplych oblastech, kde nedochazi
k zamrzani vodnich ploch, zcela schopnost 1étani ztratily (Fjeldsa, 1994).

Jejich vejce maji bilou barvu a jsou zahfivana obéma rodi¢i. Mlad’ata se lihnou
se staraji oba rodiCe a jsou schopna plavat ihned po narozeni, avSak zezacatku sedi na
zédech rodi¢l z divodu mensi odolnosti proti chladu (Fjeldsd, 1994). Mlad’atim je
potrava lovena i podavana do zobaki, pozd¢ji pouze lovena, a proto jsou oznacovana
jako polokrmiva (Fjeldsa, 2004).

Potapky polykaji vlastni pefi, které mize vytvofit ,,zatku“ v pylorickém zaludku.
Pravdépodobné se tak déje z divodu ochrany zaludku proti ostrym rybim kostem.
Nasledné jsou nestravené zbytky potravy i s pefim vyvrhovany (Fjeldsé, 2004).

Jednotlivé druhy potapek se od sebe lisi typem potravy: Potapky mensiho
vzristu Ziji vétSinou osamocené a Zivi se hmyzem a men$imi rybami, pro vétsi druhy
jsou potravou ryby, jiné potapky s mensSim zobdkem jsou naopak specializované na lov

drobnych ¢lenovcet, tedy typ potravy je dan tvarem a velikosti zobaku. Druhy zivici se
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rybami obvykle Ziji a také lovi samostatné, zatimco ostatni jsou spiSe socialni (Fjeldsa,
1994).

Gaisler et Zima (2007) zatazuji ¢eled’ potapkovitych do systému nasledovné:

Rige: 7ivo¢isna (Animalia)
Kmen: strunatci (Chordata)

Podkmen: obratlovci (Vertebrata)

Trida: ptaci (Aves)
Rad: potapky (Podicipediformes)
Celed”: potapkoviti (Podicipedidae)

Pocet druhii uvadénych rznymi autory v rdmeci Celedi potapkoviti kolisd. Hudec
et al. (1972) tadi do ¢eledi 22 druhu, pticemz Gosler et al. (1994) o jeden druh méné¢.
Dtivodem odlisnych pocti druhti je skutecnost, Ze jeden z druhii je dnes povazovan za
vyhynuly, a to potapka andska (P. andinus). Del Hoyo et al. (1992) uvadéji 21 druhi
potapek cClenénych do péti rodi: Rod Podiceps zahrnuje osm druhl: Potapku
argentinskou (P. gallardoi), ¢ernokrkou (P. nigricollis), rohace (P. cristatus), rudokrkou
(P. grisegena), stiibiitou (P. occipitalis), Taczanovského (P. taczanowskii), velkou (P.
major) a zlutonohou (P. auritus). Rod Poliocephalus zahrnuje dva druhy: Potapku
Sedohlavou (P. poliocephalus) a novozélandskou (P. rufopectus). Do rodu
Aechmophorus patii potapka Clarkova (A. clarkii) a zapadni (A. occidentallis) a do rodu
Podilymbus patii dva druhy: Potapka Seda (P. podiceps) a obrovska (P. gigas). Rod
Rollandia zahrnuje potapku Rollandovu (R. rolland) a kratkokiidlou (R. micropterum).
Posledni rod se nazyva Tachybaptus a spadd do n¢& potapka australska (T.
novaehollandiae), madagaskarska (T. pelzelnii), mala (T. ruficollis), nejmensi (T.
dominicus) a skoficovohrdla (T. rufolavatus). Témét polovina ztéchto druht se
vyskytuje v neotropické oblasti rozkladajici se na izemi Jizni a Stfedni Ameriky, dva
druhy obyvaji oblast Austradlie a dalSi zastupci ziji v Eurasii, Africe nebo na
Madagaskaru.

Na tizemi Ceské republiky se vyskytuje 5 druhti potapek (Hudec et al., 1972):
Potapka rudokrka hnizdi v Ceské republice vzacné, potipka Zlutoroha Zije na mensich
nadrzich i vétsich jezerech a v CR se vyskytuje nepravidelng, potipka ¢ernokrka hnizdi
v koloniich na riizné velkych vodnich plochach, v CR se jeji poéty stale zmensuiji,
potapka mala je nejmensi evropskou potédpkou zivici se hlavné hmyzem a u nés hnizdi
pravidelné i na menS$ich vodnich plochach. Poslednim u nés Zijicim druhem je potapka

roha¢ (Hudec et al., 1972), které se vénuji v nasledujicim textu.
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3.1.1. Potapka rohac¢

Potapka roha¢ (Podiceps cristatus) je nejvétSim druhem potapky na naSem
uzemi, méfi na délku kolem 50 cm a vazi asi 1,2 kg, samice je mensiho vzristu (Hudec
et al., 1972). Télo ma Cernohnédé, po stranach Cervenohnédé. Jeji krk je pomérné
dlouhy, $tihly a ma bilou barvu, hlava ve svatebnim Satu nese pernaté ruzky, které
v zimnim obdobi chybéji. Mlad’ata jsou svétlejsi s tmav§im temenem hlavy a po jejich
stranach s tmavymi podélnymi prouzky na bilém podkladu (Stastny et al., 2006).
Dospély jedinec potapky rohace s mlad’aty je na Obr. 1.

Obr. 1: Samice potapky rohdce s mladaty (Zdroj: https://naturfotografen-

forum.de/)

Hlavni potravou potapky rohace jsou mensi ryby, hmyz, mekkysi, ale vzacné i

zaby a uzovky. Potapi se jen do mensich hloubek, kde lovi vétSinu své potravy a pod
vodou vydrzi primérné pal minuty (Hudec et al., 1972).

Vyskytuje se v Australii, jizni Asii, v Africe 1 v souvislém arealu severni
Eurasie. V soucasnosti je evropska populace charakterizovana jako zabezpeCena a
zahrnuje kolem 300 000 part. Ptaci hnizdici v Evropé vétSinou zimuji na pobiezi
Baltského a Severniho mofe, jde tedy o ptaky tazné (Stastny et al., 2006). Zimovistém
jedincti hnizdicich v CR je Stfedomoii mezi Skadarskym jezerem a Italii, vzacné zimuiji
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na naSich nezamrzlych vodach. Z hnizdist¢ odlétaji v obdobi zafi a fijna a vraceji se na
konci biezna (Stastny et al., 2006). Tok zadina ihned po piiletu ptaki na hnizdisté a
skladé se z n€kolika fazi, které zahrnuji naptiklad prudké potiepavani hlavou, zajizdéni
Spicky zobaku do pefi v oblasti lopatek nebo tésné priblizeni se hrudi, pfi némz se ptaci
vzty¢i na vode¢ a obvykle drzi vodni rostliny v zobaku (Hudec et al., 1972).

Potapka rohac zije zejména na vétSich sladkovodnich nadrzich, vzacné potom
hnizdi i na slanych vodach (Hudec et al., 1972). Vétsinou hnizdi jednotlivé, vzacnéji
pak v koloniich. Hnizda jsou vétSinou umisténa v rakosi, nékdy i na volné hladiné a
stavéji je obé pohlavi z rostlinného materialu, vodnich fas a bahna. Prvni vejce byva
obvykle sneseno do hnizda, které se jesté ponoiuje, takze byva potopeno ve vode¢.
Cerstvé snesend vejce maji bilou az namodralou barvu, pozd&ji se vlivem tlejicich
rostlin barvi do hnéda a v sezeni na nich se stfidaji oba rodice po dobu 25 — 29 dni

(Hudec et al., 1972).

3.2. Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou nazyvany také jako jednoduché repetitivni sekvence (SSRs,
Simple Sequence Repeats) a jedna se o tandemové se opakujici motivy 1 — 6 bazi, které
se nachdzeji ve vSech dosud analyzovanych prokaryotickych a eukaryotickych
organismech (Zane et al., 2002). RozloZeni mikrosateliti v ramci genomu neni
homogenni, avSak jsou soucasti nekddujicich i kodujicich oblasti. Diky vysokém stupni
polymorfismu jsou mikrosatelity vyuzivany jako markery pfi studiu ptibuznosti, pfi
forenzni DNA analyze nebo genetickém mapovani (Zhu et al., 2000; Zane et al., 2002).

Mikrosatelitové markery se vétSinou vyznacuji vysokym stupném mutaci, a tedy
vysokou urovni polymorfismu. Mnozstvi mutaci neboli velikost muta¢niho tlaku zavisi
na délce alely — ¢im veétsi je mnozstvi repetitivnich jednotek, tim vétsi je
pravdépodobnost vzniku mutaci (Hardy et al., 2003). Lokusy, které maji méné nez 5
repetitivnich jednotek jsou jen ziidka polymorfni (Zhu et al., 2000). Puvod
polymorfismu je s nejvetsi pravdépodobnosti zplsoben sklouznutim (slippage) DNA
polymerazy v prubéhu replikace (Schlotterer et Tautz, 1992).

Hlavni nevyhodou je izolace mikrosatelitd de novo — u druhu, pro které dosud
neprobéhly Zadné studie mikrosatelitli, je nutné tyto sekvence najit, osekvenovat,
navthnout knim pfislusné primery a zjistit, zda jsou polymorfni. Izolace
mikrosatelitovych lokust zahrnuje skrining genomickych knihoven pfislusnymi

sondami (Rassmann et al., 1991). Mnozstvi klont obsahujicich mikrosatelity (pozitivni
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klony), které Ize ziskat na zéklad¢ tohoto standardniho postupu, se pohybuje v rozmezi
od 12 % do méné nez 0,04 %. Popsany postup vSak neni u€inny u taxonl s nizkou
mikrosatelitovou frekvenci. Z tohoto divodu dochdzi ke vzniku modifikovanych
postupll izolaci, mezi které je mozné zatradit hledani novych mikrosateliti pomoci
RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) primerd a po ném nasledujici
Southernovy hybridiza¢ni metody produktii polymerazové fetézové reakce se sondami

mikrosatelitt (Zane et al., 2002).

3.2.1. Cross-species PCR amplifikace mikrosateliti

Mikrosatelity jsou v souc¢asné dob¢ jednim z nejpopularnéjsich typh genetickych
markerti pouzivanych v molekularné ekologickych studiich. Nastrojem téchto studii
jsou univerzalni markery, které jsou snadno pienosné mezi jednotlivymi druhy (Barbara
et al., 2007). Tyto markery usnadnuji porovnani mezi uzce piibuznymi taxony a
napomahaji tak studovat dé&je probihajici v populacich, jako je naptiklad divergence
(Noor et Feder, 2006). Mikrosatelitové markery nelze pouzivat univerzalng, ale prave
mezi blizce ptibuznymi druhy je PCR amplifikace mikrosateliti mozna (Cross-species
PCR amplifikace).

Existuje mnoho faktori, které mohou uspéSnost této amplifikace ovlivnit,
z nichz hlavnim je fylogenetickd vzdalenost mezi zdrojovym a cilovym druhem. Cim
vEtsi je tato vzdalenost, tim mensi uspéSnosti cross-species PCR amplifikace se dosahne
(Primmer et al., 1996; Primmer et al., 2005). Podle Ellegren et al. (1995) je primérna délka
mikrosatelitového lokusu u druhu zdrojového vétsi, nez pruméma délka stejného
mikrosatelitového lokusu u druhu cilového, coz je zptisobeno obcasnymi delecemi nebo
bodovymi mutacemi, ke kterym dochazi pti cross-species PCR amplifikaci a vedou ke
vzniku prave jiz zminéného kratsiho a mén¢ polymorfniho mikrosatelitového lokusu.

Dalsimi faktory ovliviiujicimi GspéSnost cross-species PCR amplifikace jsou
zpusob rozmnozovani a generacni doba. Tento jev se projevuje napiiklad u
samosprasnych druhl rostlin, u kterych dochazi ke snizeni uspéSnosti amplifikace
mikrosateliti vlivem nahromadénych mutaci, z divodu mensi efektivni velikosti
populace (Higgins et Lynch, 2001; Lynch et Conery, 2003). Mutace zapti¢inéné prave
nizkou efektivni velikosti populace zahrnuji delece, bodové mutace nebo
chromozomalni pfestavby. Tedy mira a zpisob zmén, ke kterym v genomu dochdzi, je
odlisnd u rostlin a zivocicht (Lim et al., 2007). Byl také zjistén negativni vliv C

hodnoty (velikosti genomu) na miru uspésnosti cross-species PCR amplifikace, tedy
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amplifikace je vyssi u téch druhli, u nichz je velikost genomu mensi nez u druhu
zdrojového (Garner, 2002).

V soucasné dob& jsou ve vyvoji jiné alternativni zdroje mikrosatelitovych
markert, které by mohly byt snadnéji pfenosné mezi druhy. Lze mezi n¢ zaradit napf.

EST, které se vyskytuji v exonech, ale maji nizsi variabilitu (Bouck et Vision, 2007).

3.2.2. Mikrosatelity popsané u druhi z Fadu trubkonosi

Rad trubkonosi (Procellariiformes) zahrnuje asi 110 druhti a je rozdélen do &tyi
Celedi: Albatrosoviti (Diomedeidae), buridkoviti (Procellariidae), buinackoviti
(Hydrobatidae) a buinikoviti (Pelecanoididae). V celedi albatrosoviti, do niz patii
piiblizné &trnact druhd, bylo doposud popsano 53 mikrosateliti u sedmi druhti. Celed’
buriidkoviti ma 70 druha, pticemz bylo popsano 100 mikrosatelitt u deviti druhti. Do
celedi buiiiackoviti patii asi dvacet druhti a doposud bylo izolovano 54 mikrosatelitti od
tti druhti. Z Celedi buinikoviti doposud u zadného druhu nebyly mikrosatelity popsany.

Tato ¢eled’ obsahuje nejmensi mnozstvi druhi, a to ¢tyfi (Gosler et al., 1994).

3.2.2.1. Mikrosatelity popsané u druhi z Celedi albatrosoviti

V ramci c¢eledi albatrosoviti bylo doposud popsano 53 mikrosateliti u sedmi
druhti a to sice u albatrosa stéhovavého (Diomedea exulans), Sedohlavého (D.
chrysostoma), jizniho (D. antipodensis), ¢ernobrvého (Thalassarche melanophris),
¢ernonohého (Phoebastria nigripes), laysanského (P. immutabilis) a bélohibetého (P.
albatrus) (Burg, 1999; Burg et Croxall, 2001; Burg et Croxall, 2004; Dubois et al.,
2005; Hernandez et al., 2014).

U albatrosa Sedohlavého a albatrosa st€¢hovavého nalezla a charakterizovala
Burg (1999) 26 mikrosatelitovych lokusti. Genomickda DNA od obou druht albatrost
byla $tépena Alul restrikéni endonukleazou a vybrané fragmenty o velikosti 300 — 800
bp byly ligovany do plazmidu pUC19 a transformovany do bakterii DH50 Escherichia
coli. Bakterialni kolonie byly provéfovany pomoci (AC);s syntetickych oligonukleotidd.
Pozitivni klony byly znovu rozstépeny, provéteny a poté sekvenovany. Druha knihovna
pro oba druhy obohacend o AC a CTTT repetice byla sestavena na zakladé
hybridiza¢niho protokolu (Armour et al., 1994). Diky tomuto postupu byl ziskan
30nasobny pocet kolonii obsahujicich mikrosatelitové lokusy. Poté byly navrzeny z 31

mikrosatelitovych sekvenci primery, nicméné pouze 26 znich amplifikovalo PCR
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produkt. Mikrosatelitové lokusy byly testovany u albatrosa st¢hovavého a Sedohlavého,
kdy u albatrosa Sedohlavého bylo zjisténo sedmnact polymorfnich lokust se dvéma az
deseti alelami a u albatrosa stéhovavého patnact polymorfnich lokust, pficemz tyto
lokusy mély od dvou do jedenécti alel. Mikrosatelity byly dale testovany na Cross-
species PCR amplifikaci u albatrosa Cernobrvého, kde vykazovalo polymorfismus
patnact lokusti se dvéma az sedmi alelami. Pouze dva lokusy (Dcl0 a Dcl9)
nemplifikovaly PCR produkt u albatrosa st€hovavého, ale u zbyvajicich dvou druhti
ano.

Burg et Croxall (2001) se zabyvali studiem fylogenetickych vztaht albatrosa
Cernobrvého a albatrosa Sedohlavého za pomoci mitochondrialni DNA a osmi
mikrosatelitovych markerti jiz diive publikovanych (Burg, 1999), pfi¢emz nalezli jeden
novy mikrosatelitovy lokus. Vzorky krve byly odebrany téméf 130 jedincim téchto
dvou druhti ze Sesti ostrovil v Atlantském ocednu, poté byla extrahovana DNA pomoci
Chelexu, amplifikovana a cast byla pouzita na analyzu mitochondrialni DNA.
Mikrosatelitova variabilita byla testovana u vyse uvedenych druht albatrost, pficemz u
kazdého druhu bylo testovano osm mikrosatelitovych lokust izolovanych Burg (1999) a
jeden nové izolovany (De33). Ten byl polymorfni u obou druhti, u albatrosa
¢ernobrvého mél tento lokus u rtiznych populaci od sedmi do dvanacti alel a u riznych
populaci albatrosa Sedohlavého od osmi do 22 alel. Tento lokus je vdzan na pohlavi u
albatrosa Sedohlavého i1 ¢ernobrvého, pficemz o této informaci se autofi nezmiiuji, ale
je uvedena v ¢lanku Burg et Croxall (2004). Tti z testovanych lokust vykazovaly
nedostateCnou heterozygotnost, byly to lokus Dell u albatrosa Sedohlavého a lokusy
Dc26 a Dc27 u albatrosa cernobrvého. VSechny ostatni lokusy byly v Hardy-
Weinbergovée rovnovaze.

Fylogenetické vztahy u albatrosa stéhovavého a albatrosa jizniho studovali Burg
et Croxall (2004) pouzitim osmi mikrosatelitovych markera, které byly izolovany jiz
diive (Burg, 1999; Burg et Croxall, 2001) a mitochondridlni DNA. Pfi tomto studiu
doslo k objeveni nového mikrosatelitového lokusu. Vzorky krve byly ziskany od
dospélych jedinct téchto tifi druhl Zzijicich na sedmi ostrovech v Atlantském oceanu.
Genomickou DNA extrahovali pomoci Chelexu, poté ji amplifikovali a ¢ast pouzili na
analyzu mitochondridlni DNA. Variabilitu mikrosatelitii testovali u obou uvedenych
druhii albatrost, kdy u nich shodné testovali po osmi mikrosatelitovych lokusech diive
izolovanych Burg (1999) a Burg et Croxall (2001) a jeden lokus (De37) izolovany nove.
Ten vykazoval polymorfismus u albatrosa stéhovavého 1 albatrosa jizniho se Sesti
respektive sedmi alelami. VSechny testované lokusy s vyjimkou lokusii Dcl6, Dell a

De33 byly v Hardy-Weinbergové rovnovaze.
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Dubois et al. (2005) popsali deset mikrosatelitovych lokusti pro albatrosa
st¢thovavého. Vzorky krve odebrali v Pointe Morne (Kerguelovy ostrovy), pot¢ DNA
extrahovali za pouZiti QIAamp Tissue Kit (QIAGEN). Mikrosatelitové lokusy izolovali
z knihovny obohacené o fragmenty obsahujici (TG);o a (TC);o repetice za pouziti sond
znacenych biotinem, magnetickych kuli¢ek potazenych streptavidinem a XL10 Gold
ultrakompetentnich bakterii E. coli (Stratagene). Po osekvenovani pozitivnich klont
bylo vybrano patnact mikrosatelitovych lokusti pro dalsi PCR amplifikaci. PCR reakce
nejprve provedli jednotlivé pro kazdy lokus a nasledné je rozd¢lili do dvou multiplexi.
Mikrosatelitové lokusy poté testovali u tfi populaci po dvaceti jedincich albatrosa
st¢hovavého a vysledky ukézaly, ze jsou tyto lokusy polymorfni se 2 az 13 alelami. Pro
vyzkum univerzéalnosti primera testovali tyto markery na amplifikaci u dal$ich tii druhti
z Celedi buindkoviti: Buinaka Bulwerova (Bulweria bulwerii), Sedého (Calonectris
diomedea) a snézniho (Pagodroma nivea). U buinidka Bulwerova vykazovalo
polymorfismus pét lokust (6A3, 12HS, 10C5, 11H7 a 12C8), u buifidka sn¢zniho byly
polymorfni tfi lokusy (12H8, 10C5 a 12C8) a u buindka Sedého Zadny. Polty alel u
amplifikovanych lokust autofi neuvadéji.

Hernandez et al. (2014) objevili a charakterizovali patnact polymorfnich
mikrosatelitovych lokusti se dvéma az osmnacti alelami na lokus u tfi druhi albatrost:
Albatrosa ¢ernonohého, laysanského a bélohibetého. Extrahovali DNA ze svalové tkané
51 jedinci reprezentujicich tyto tfi druhy albatrosii pouzitim QIAamp Tissue Kit
(QIAGEN). Sestavili genomové knihovny pomoci NEBNext Ultra"™ DNA Library Prep
Kit for Illumina a NEBNext Multiplex Oligos for Illumina. Vybrali 44 lokusu
obsahujicich di-, tri- nebo tetranukleotidové repetice, ke kterym pomoci softwaru
Primer3 (Rozen et Skaletsky, 2000) navrhli primery a z téchto lokusti jich pouzili pouze
Sestnact pro dalsi PCR amplifikaci. PCR provedli nejprve samostatné pro kazdy lokus,
nasledn¢ ve dvou multiplexech a poté testovali tyto lokusy u tifi druha albatrosti na
polymorfismus. Z Sestnacti testovanych lokust jich bylo tfindct polymorfnich u
albatrosa ¢ernonohého se dvéma az osmnacti alelami, stejny pocet polymorfnich lokust
byl nalezen u albatrosa laysanského se dvéma az Ctrnacti alelami a ¢trnact lokust
vykazovalo polymorfismus u albatrosa bélohibetého se dvéma az sedmi alelami.

Vsechny lokusy byly v Hardy-Weinbergové rovnovaze a Zadné dva nebyly ve vazbé.

3.2.2.2. Mikrosatelity popsané u druhi z Celedi buinakoviti

Z celedi buindkoviti bylo i1zolovano 100 mikrosatelitti od deviti druhti: Buiiidka

bélobradého (Procellaria aequinoctialis), Sedého (Calonectris diomedea), taiko
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(Pterodroma magentae), balearského (Puffinus mauretanicus), svétlonohého (P.
carneipes), trinidadského (Pterodroma arminjoniana), Bulwerova (Bulweria bulwerii),
havajského (P. sandwichensis) a utlozobého (Pachyptila belcheri) (Techow et O’Ryan,
2004; Bried et al., 2008; Gonzalez et al., 2008; Lawrence, 2008; Brown et Jordan,
2009; Andris et al., 2010; Welch et Fleischer, 2011; Hardesty et al., 2012; Quillfeldt et
al., 2012; Moodley et al., 2015).

Sest polymorfnich mikrosatelitovych lokusii bylo izolovano a charakterizovano
Techow et O’'Ryan (2004) u buiiidka bélobradého. DNA byla ziskéna z tkdné¢ pomoci
fenol-chloroformové extrakce a nasledného srazeni ethanolem. Genomova knihovna
obohacena o CA repetice byla vytvofena z DNA péti jedincii buiidka bélobradého a
nasledovala PCR amplifikace s degenerovanymi oligonukleotidovymi primery (DOP-
PCR). Tato metoda umoziuje ziskani souboru fragmenti DNA o velikostech od stovek
bazi az po vice nez deset kilobazi. Obohacené fragmenty byly klonovany pouzitim
Promega pGEM-T-Easy Vector System, uchovavany na selektivnim médiu obsahujicim
ampicilin a X-gal a dal§i postup zahrnoval odbér bilych kolonii, pfeneseni na
hybridizaéni membranu, testy na inzerty pomoci y-"°P znagené CA sondy a naslednou
amplifikaci pozitivnich klond. Z 21 sekvenovanych rekombinantnich plazmidid jich
osmnact obsahovalo mikrosatelity. Pro deset mikrosatelitd byly navrzeny primery za
pomoci nichz byla DNA amplifikovana. Sest z deseti lokusii bylo polymorfnich se tiemi
az deviti alelami. Testy Hardy-Weinbergovy rovnovahy neprokazaly odchyleni lokusii a
zadné dva lokusy nebyly ve vazbé. Dale autofi testovali cross-species PCR amplifikaci
u dalSich Sesti druhli zceledi buifidkoviti a albatrosoviti: Buifidka tristanského
(Procellaria conspicillata), obrovského (Macronectes giganteus), Hallova (M. halli),
albatrosa stéhovavého, Sedohlavého a cernobrvého. Lokus Paequ4 nevykazoval
polymorfismus u buinaka tristanského, zbylych Sest lokusi bylo polymorfnich, u
buiiidka obrovského byly polymorfni Ctyfi lokusy (Paequ3, Paequ4, Paequ7 a Paequl0)
a jeden lokus (Paequl3) neamplifikoval PCR produkt. Co se ty¢e buifidka Hallova, zde
byly polymorfni lokusy tfi (Paequ3, Paequ4 a Paequl0), jeden neamplifikoval PCR
produkt (Paequl3), u albatrosa ¢ernobrvého projevily polymorfismus 4 lokusy (Paequ2,
Paequ3, Paequl0 a Paequl3) a u jednoho (Paequ4) nedosSlo k amplifikaci PCR
produktu. Druhy nejvétsi pocet polymorfnich lokusti a to pét (Paequ2, Paequ3, Paequs8,
PaequlO a Paequl3) byl u albatrosa Sedohlavého, kde také jeden zlokusi nebyl
amplifikovan (Paequ7) a pouze jeden lokus byl polymorfni (Paequ2) u albatrosa
st¢hovavého, zbylych Sest lokusti neamplifikovalo PCR produkt.

U buinaka Sedého objevili Bried et al. (2008) jedenact mikrosatelitovych lokust.

cey

Od jedinct z populace Zijici na Azorském souostrovi odebrali krev, ze které nasledné
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extrahovali DNA za pouziti QlAamp Tissue Kit (QIAGEN). Mikrosatelitové lokusy
izolovali z knihovny obohacené o fragmenty, které obsahovaly (GCC)s, (TA)10, (CG)10
a (TG)o repetice za pomoci biotinem znacenych sond, streptavidinem potaZenych
magnetickych kulicek a XL.10 Gold ultrakompetentnich bakterii E. coli (Stratagene). Po
osekvenovani pozitivnich klonl bylo vybrano patnéct lokusti s nejvétsim poctem repetic
pro dalsi PCR amplifikaci. PCR byla provedena odd¢len¢ pro kazdy lokus a nasledovaly
multiplexové PCR pro 3 skupiny lokust a samostatné pro lokus Cd10. Variabilita byla
testovana u 43 jedinct buifidka Sedého, kdy se u jedendcti z patnacti lokust projevil
polymorfismus se dvéma az osmi alelami, u dvoualelového lokusu Cd4 byli vSichni
ptaci homozygoti, coz naznacuje, Ze tento lokus by mohl byt vazany na pohlavi. Testy
Hardy-Weinbergovy rovnovéhy neukéazaly odchylku lokust, tedy pokud jsou ptitomny
nulové alely, maji nizkou frekvenci. Autofi testovali mikrosatelitni DNA primery na
cross-species PCR amplifikaci u dal$ich tfi druhd z ¢eledi buinakoviti a albatrosoviti:
Buinaka Bulwerova, bélobradého a albatrosa stéhovavého, kdy vétSina lokustu byla
polymorfni u buinidka Bulwerova, pouze dva lokusy (Cd9 a Cd2) byly polymorfni u
buifidka bélobradého a Zadny lokus nevykazoval polymorfismus u albatrosa
steéhovavého. Pocty alel u amplifikovanych lokusti autoti neuvadéji.

Gonzalez et al. (2008) izolovali deset polymorfnich mikrosatelitovych lokust u
buifidka balearského. Genomicka DNA byla extrahovana zkrve pomoci fenol-
chloroformové extrakce, poté rozStépena restrikénimi enzymy Rsal a Xmnl a ligovana
do wuniverzalnich SNX linker. Ligovany produkt byl hybridizovan se smési
biotinylovanych CA a AAAG sond a poté byla DNA izolovana pouzitim magnetickych
kuli¢ek. Nasledné DNA amplifikovali, ligovali do pGEM-T vektoru a transformovali do
bakterii E. coli. Sestavili genomovou knihovnu ¢itajici 108 kloni, z nichz pro 23 byly
navrhnuty primery. Polymorfismus byl testovan u 55 jedinct buifidka balearského ze
dvou lokalit na Balearskych ostrovech, pficemz polymorfismus vykazovalo deset
mikrosatelitovych lokusii se dvéma az deseti alelami. U lokusu Puff Smaé bylo zjisténo,
ze je vazany na pohlavi, vSechny ostatni lokusy byly v Hardy-Weinbergové rovnovaze a
7zadné dva nebyly ve vazbé. Dale autofi otestovali tyto mikrosatelity na Cross-species
PCR amplifikaci u buinidka sttedomoiského (Puffinus yelkouan), kde jeden lokus (Puff
G2F) nevykazoval polymorfismus, ostatni byly polymorfni se dvéma az deviti alelami.

Dva mikrosatelitové lokusy izolovala Lawrence (2008) u buinaka taiko. Vzorky
krve odebrala 145 jedincim, ze kterych extrahovala DNA. Sestavila genomovou
knihovnu obohacenou o GT, GA, AAT, AAAG a GATA repetice. Celkem 2016 klont
bylo testovano na pFitomnost inzertd obsahujicich mikrosatelity pouzitim **P. Pozitivni

klony sekvenovala a pro devét z nich navrhla primery. Nésledné testovala variabilitu
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mikrosatelitovych lokust u témét 200 jedinci buiiidka taiko, pfi¢emz dva lokusy (Tch6
a Tch25) byly polymorfni se dvéma respektive Ctyfmi alelami. Dale testovala 22
mikrosatelitovych lokusti jiz diive izolovanych u buiiidka bélobradého (Techow et
O’Ryan, 2004), albatrosa st¢hovavého (Burg, 1999) a u racka novozélandského (Larus
novaehollandiae scopulinus) (Given et al., 2002), ktery patii do fadu dlouhokiidli
(Charadriiformes) na cross-species PCR amplifikaci. Sest z 22 testovanych lokusi bylo
u buiiidka taiko polymorfnich se dvéma az deviti alelami, pticemz dva z téchto lokusi
(RBG18 a RBG29) pochazely od racka novozélandského a mély dve a pét alel.

Brown et Jordan (2009) izolovali Sest mikrosatelitovych lokusti u buinéka
trinidadského. Vzorky tkédn¢ byly odebrany ptdkiim z populace zijici na Kulatém
ostrové (Indicky oceédn), znich byla izolovdna DNA pouzitim fenol-chloroformové
extrakce a mikrosatelitové lokusy byly izolovany z genomové knihovny obohacené o
CA a CAGA repetice. Produkty ligace byly amplifikovany, obohacené fragmenty byly
klonovany pomoci TA Cloning Kit (Invitrogen) a poté byly testovany pozitivni klony
na pritomnost inzertl obsahujicich vySe uvedené repetice. Plazmidy s témito inzerty
sekvenovali a navrhli pro né primery pouzitim softwaru Primer3 (Rozen et Skaletsky,
2000). PCR byla provedena nejprve samostatn¢ pro kazdy lokus, pot¢ PCR
multiplexové a Sest mikrosateliti bylo poté testovano na polymorfismus, pficemz tii
z téchto lokusti (Parm0O1, Parm02 a Parm03) byly polymorfni se ¢tyfmi az deseti
alelami. Pro studium univerzalnosti primert byly tyto markery dale testovany u dalSich
sedmndcti druhti z fadu trubkonosi konkrétné z ¢eledi albatrosoviti a buiidkoviti a dale
u jednoho druhu tucnéka, a to tu¢naka zlutonohého (Eudyptes chrysolophus). Lokus
ParmO1 byl polymorfni u dvanécti z téchto druhti, lokus Parm02 pouze u péti druhil
véetné tucndka zlutorohého, co se tyCe lokusii Parm03 a Parm06, zde byl zjistén
polymorfismus pouze u Sesti druhti pro kazdy z nich, kdy lokus Parm03 neamplifikoval
PCR produkt u péti druht. Lokus Parm04 neamplifikoval PCR produkt u deviti druhti, u
dalsich tii druhd byl polymorfni a u tfi druhd byl polymorfni lokus Parm05, ktery u
dalsich ¢trnacti druhti neamplifikoval PCR produkt. Pocty alel polymorfnich lokusti u
téchto osmnacti druhli se pohybovaly od dvou do deviti. Testy Hardy-Weinbergovy
rovnovahy ukazaly odchylku u lokusu Parm02, ktery pravdépodobné obsahoval nulové
alely, vSechny ostatni lokusy se neodchylovaly a zadné nebyly ve vazbg. Buiidk
trinidadsky byl také testovan na cross-species PCR amplifikaci pomoci primert
navrzenych pro 53 mikrosateliti izolovanych od jinych druhd ptakd: Buinaka
belobradého (Techow et O'Ryan, 2004), albatrosa stéhovavého (Burg, 1999; Dubois et
al., 2005) a kulika moiského (Charadrius alexandrinus) (Kiipper et al., 2007), ktery

patii do fadu dlouhok¥idli. Sest ztéchto cross-species lokusti bylo u buitidka
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trinidadského polymorfnich se dvéma az péti alelami, pficemz jeden z téchto lokusu
(Calex-01) pochazel od kulika motského a mél Ctyii alely.

Andris et al. (2010) objevili jedenact mikrosatelitovych lokust se dvéma az
osmi alelami u buifidka Bulwerova. Krev odebrali buindkiim zijicim na Azorském
souostrovi a nasledné extrahovali jejich DNA pomoci QIAamp Tissue Kit (QIAGEN).
Mikrosatelitové lokusy byly izolovany z knihovny obohacené o fragmenty obsahujici
(TG)1o a (TC)1p repetice s pouzitim biotinem znacenych sond, streptavidinem
potazenych magnetickych kulicek a JM 09 vysoce kompetentnich bakterii E. coli
(Promega). PCR provedli nejprve samostatn¢ pro kazdy lokus a poté tyto lokusy
rozdélili do tfi skupin se kterymi udélali PCR multiplexové. Variabilitu testovali u 91
dospélych jedinct, kdy z 25 lokust se u 24 projevil polymorfismus, ale pouze jedenact
znich bylo vybrano, protoze ostatni nevykazovaly dostate¢nou heterozygotnost. U
lokusu Bb11 bylo zjisténo, Ze je vazany na pohlavi. Autofi testovali tyto mikrosatelity
na cross-species PCR amplifikaci u dalSich tfi druht zastupujicich ¢eledi buitidkoviti a
buinackoviti: Buinidka modravého (Halobaena caerulea), buiniaka bé&lobradého a
buifidcka Monteirova. U buifidka bélobradého bylo polymorfnich Sest lokust, u buifidka
modravého vykazovalo polymorfismus jedenact lokust a jeden lokus neamplifikoval
PCR produkt a u buifidaCka Monteirova bylo polymorfnich pét lokusii a dva lokusy
neamplifikovaly PCR produkt. Pocty alel u polymorfnich lokust autofi neuvadéji.

U ohrozeného druhu, buifidka havajského nalezli Welch et Fleischer (2011)
deset mikrosatelitovych lokust. Mikrosatelity obohacené genomové knihovny byly
sestaveny podle Hamilton et al. (1999). Genomicka DNA byla extrahovana ze vzorki
tkani jednoho samce a jedné samice buifidka havajského, ndsledné rozStépena na
fragmenty o velikosti 200 — 1000 bp, ligovana do SNX linkert a poté amplifikovéana.
Ligovany produkt hybridizovali se smési oligonukleotidovych sond: (CA);o, (AAAG)s,
(AAAC)s a (AGAGG)s, znovu amplifikovali, vlozili do pBluescript II SK+ plazmida a
poté transformovali do ultrakompetentnich bakterii E. coli. Nasledné sestavili
genomovou knihovnu, provedli PCR a vybrali 65 klonli obsahujicich vice nez sedm
dinukleotidovych  repetic nebo vice nez pét tetranukleotidovych nebo
pentanukleotidovych repetic. Nicméné jedenact ztéchto klonli obsahovalo pfimési
oligonukleotidii pouzitych pii hybridizaci a z toho divodu byly vylouceny z dal$iho
testovani. Pomoci softwaru Primer3 (Rozen et Skaletsky, 2000) byly navrzeny primery
pro zbylych 54 klonti a poté byly testovany na polymorfismus, kdy deset lokust bylo
polymorfnich se tfemi az deseti alelami. Testy Hardy-Weinbergovy rovnovahy ukazaly
odchyleni lokusu Ptero06, ktery pravdépodobné obsahoval nulové alely, vSechny ostatni

lokusy byly v rovnovaze a nebyla mezi nimi prokdzana z4dnd vazba. Nebyl zjiStén
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zadny lokus vazany na pohlavi. Navic autofi testovali 37 jiz dfive publikovanych pari
primerd, véetné vSech lokust izolovanych od buinaka Sedého (Bried et al., 2008),
trinidadského (Brown et Jordan, 2009), balearského (Gonzalez et al., 2008),
bélobradého (Techow et O'Ryan, 2004), albatrosa st¢hovavého (Burg, 1999) z Celedi
albatrosoviti, racka novozélandského (Given et al., 2002) patficiho do fadu dlouhokfidli
a lesnacka zlutonohého (Dawson et al., 1997) zfadu pévci na cross-species PCR
amplifikaci u buiidka havajského, pticemz deset z t€chto lokust bylo polymortnich se
tfemi aZ ¢trnacti alelami. Dva z téchto deseti polymorfnich lokusti (RBG18M a RBG29)
pochazely od racka novozélandského a mély pét a étrnact alel. Zadny lokus izolovany
od lesnacka zlutonohého nebyl u buiiidka havajského polymorfni.

U buinaka svétlenohého studovali Hardesty et al. (2012) genetickou variabilitu a
diverzitu populace, pficemz nalezli jedenact polymorfnich mikrosatelitovych lokusi.
Genomickd DNA byla extrahovana ze vzorki krve nebo peti 46 jedinct zijicich na
ostrové Lorda Howa (Novy Jizni Wales), dvaceti jedincli tohoto druhu obyvajicich
Novy Zéland, péti jedinc ze zdpadni Austrilie a tfinacti mrtvych ptakt nezndmého
puvodu vylovenych rybafi, nasledné¢ byla rozStépena sedmi restrikénimi enzymy,
fragmenty o velikosti 300 — 750 bp byly zachyceny biotinylovanymi magnetickymi
kulickami a ligovany do pUC19 plazmidu. Pozitivni klony obsahujici mikrosatelity byly
vybrany nédhodné, sekvenovany a lokusy amplifikovany. Variabilita mikrosatelitovych
lokust byla testovana u devadesati jedinct buiidka svétlenohého, kdy jedenact lokust
bylo polymorfnich se tfemi az tfinacti alelami a Zadny lokus nebyl vdzany na pohlavi.
Dva lokusy (PcA107 a PcA115) se odchylovaly od Hardy-Weinbergovy rovnovahy a
zadné lokusy nebyly ve vazbé.

Quillfeldt et al. (2012) studovali mimoparovou paternitu u buifidka wtlozobého.
Vzorky krve a pefi byly odebrany od dospé€lych jedincii i mlad’at na Falklandskych
ostrovech, ze kterych byla extrahovana DNA pouzitim DNeasy Tissue Kit (QIAGEN).
PCR amplifikaci, izolaci mikrosateliti a klonovani provedli podle Klauke et al. (2009),
pfi¢emZ sedm z testovanych part primerti amplifikovalo vysoce kvalitni PCR produkt,
ktery ukézal polymorfismus u deseti vybranych jedincii. Vysledkem byla charakteristika
sedmi mikrosatelitli, znichz dva nebyly pouzit¢é pro analyzu paternity (Patbel2 a
Patbel5). V ptipadé Patbel5 bylo zjisténo, ze se s nejvétsi pravdépodobnosti nachazi na
Z-chromozomu, tedy je vdzany na pohlavi.

Moodley et al. (2015) izolovali 25 polymorfnich mikrosatelitovych lokusi u
buinidka utlozobého. Vzorky krve, peti a svalové tkané byly odebrany ze sedmi rtiznych
populaci buiiidkt zijicich na dil¢ich subantarktickych ostrovech a poté znich byla

extrahovdna DNA pouzitim QIAamp Tissue Kit (QIAGEN). Mikrosatelitové lokusy
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byly izolovany z genomové knihovny obohacené o fragmenty, které obsahovaly CT a
GT tandemové repetice za pomoci biotinem znacenych oligonukleotidovych sond a
streptavidinem potaZenych magnetickych kulicek. Bylo vybrano 517 klont obsahujicich
nejméné Sest trinukleotidovych nebo tetranukleotidovych repetic nebo alespoit deset
dinukleotidovych repetic, ale pro navrzeni primert jich bylo vhodnych pouze 166,
z nichz autoii dale testovali 36. Variabilita mikrosatelitovych lokust byla testovana u
buinaka utlozobého, kdy 25 lokust bylo polymorfnich s péti az 48 alelami a nebyla
zjiSténa vazba Zzadného zlokusii na pohlavi. Poté autofi testovali téchto 25
mikrosatelitovych lokust izolovanych od buifidka Gtlozobého i na cross-species PCR
amplifikaci u dalSich péti druhi z ¢eledi buinakoviti: Buifiaka holubiho (Pachyptila
desolata), Sirokozobého (P. vittata), hrdli¢c¢iho (P. turtur), Salvinova (P. salvini),
modravého (Halobaena caerulea) a buinacka oceanského (Oceanites oceanicus)
z ¢eledi burnackoviti. U buifidka holubiho bylo polymorfnich vSech 25 lokust s péti az
51 alelami, u bufndka Sirokozobého vykazovalo polymorfismus také vsSech 25
mikrosatelitovych lokusti se dvéma az 39 alelami. Co se tyce buifidka hrdlicciho, 24
lokust bylo polymorfnich se dvéma aZz deseti alelami, jeden lokus (Pacbel 03731)
polymorfismus nevykazoval. VSech 25 mikrosatelitovych lokusti bylo polymorfnich u
buriidka Salvinova s péti az 22 alelami 1 u buifidka modravého se dvéma az 36 alelami,
zatimco u buifid¢ka oceanského dva lokusy (Pacbel 03731 a Pacbel 19907)
neamplifikovaly PCR produkt, osm lokusti nevykazovalo polymorfismus a zbyvajicich

patnact lokusii bylo polymorfnich se dvéma az péti alelami.

3.2.2.3. Mikrosatelity popsané u druht z Celedi burnackoviti

Doposud bylo izolovano 54 mikrosatelitovych lokusti od tfi druhti z ¢eledi
buinackoviti: buinacka Monteirova (Oceanodroma monteiroi), madeirského (O. castro)
a dlouhoktidlého (O. leucorhoa) (Sun et al., 2009; Bicknell et al., 2011; Bried et al.,
2012).

Pro tfi druhy: Buinacka Monteirova, madeirského a dlouhokiidlého objevili Sun
et al. (2009) deset mikrosatelitovych lokusi. Genomové knihovny vytvofili ze sedmi
zmrazenych vzorkl krve jedinc buifiacka madeirského z Japonska podle (Friesen et
al., 2007) s pouzitim klonovani (Glenn et al., 2005), kdy DNA Sstépili restrikénim
enzymem Alul na fragmenty o velikosti 200 — 1200 bp. Fragmenty defosforylovali,
vycistili pomoci QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) a navazali na univerzalni
SNX linkery. Ligovany produkt hybridizovali se smési tifi biotinylovanych
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oligonukleotidovych sond: (AC);3, (AG)13 a (GAA)s a nasledné¢ DNA izolovali pomoci
streptavidinem potaZzenych magnetickych kulicek. Pot¢ DNA amplifikovali pouzitim
SNX-F primerti, ligovali do vektoru PCR 2.1-TOPO (Invitrogen) a transformovali do
bakterii E. coli. Bakterialni kolonie péstovali na agaru s ampicilinem. Poté sestavili
genomovou knihovnu ¢itajici 96 kloni, vybrali 46 klonti obsahujicich devét nebo vice
repetitivnich sekvenci, navrhli pro n€¢ primery a provedli PCR. Pro vytvotfeni genomové
knihovny také pftispély dal$i zmrazené vzorky krve buiiidcka dlouhoktidlého —
sekvenovali 21 klonli, znichz pouze dva obsahovaly devét nebo vice repetitivnich
jednotek a opét pro né¢ navrhli primery. Variabilitu téchto lokust testovali na 27
vzorcich od buiniacka madeirského, 22 vzorcich buifidcka Monteirova a 24 vzorcich od
buinidcka dlouhokiidlého. U buinidacka Monteirova bylo polymorfnich devét lokust se
dvéma az osmi alelami, jeden lokus Oc49 nevykazoval polymorfismus u buinacka
madeirského, ostatnich devét lokusti bylo u tohoto druhu polymorfnich se dvéma az
jedenacti alelami a co se tyCe buinacka dlouhokiidlého, u né& vykazovalo
polymorfismus osm zdeseti lokusii se dvéma az deviti alelami. Pozorovana
heterozygotnost dosahovala vysSich nez piedpokladanych hodnot pro lokus Oc51 u
obou druhti z divodu mozné nespecifické amplifikace. Téchto deset mikrosatelitti
testovali autofi také na cross-species PCR amplifikaci u buifiacka galapazského (O.
tethys) a krouzkového (O. hornbyi) a u buinaka havajského, kde produkty PCR
amplifikace byly ziskdny pro vSechny lokusy u vSech druhti kromé lokusii Oc64B a
0c79. Udaje o polymorfismu amplifikovanych lokust ani poéty alel autofi neuvadgji.
Bicknell et al. (2011) popsali 26 mikrosatelitovych lokust u buinacka
dlouhokiidlého. Krev odebrali z populace ptakli na Gull Island (Newfoundland,
Kanada) a nésledné zni extrahovali genomickou DNA pouzitim sraZzeci metody
octanem amonnym. Genomova knihovna byla obohacena o GT, CT, GTAA, CTAA,
TTTC a GATA repetice. Poté¢ bylo testovano témei 200 klond na pfitomnost téchto
inzert,, pozitivni klony byly sekvenovany, pro 50 znich byly navrhnuty primery
pouzitim softwaru Primer3 (Rozen et Skaletsky, 2000) a nasledné byly lokusy testovany
na polymorfismus. Z 50 lokust jich bylo 25 polymorfnich se dvéma az 21 alelami, dva
lokusy (Olel2 a Ole26) byly vazané na pohlavi a lokus Ole20 nebyl polymorfni. Testy
Hardy-Weinbergovy rovnovahy ukazaly, Ze lokus Ole19 se od ni odchyluje. Déle autofi
testovali na cross-species PCR amplifikaci u buiniacka dlouhok#idlého 47 jiz diive
izolovanych lokust s primery od buiniacka madeirského (Sun et al., 2009), zebficky
pestré (Taeniopygia guttata) z fadu pévci (Passeriformes) (Dawson et al., 2010) a sovy
palené (Tyto alba) zfadu sovy (Strigiformes) (Klein et al., 2009). Patnact z téchto

lokusti bylo polymorfnich, z toho ¢tytfi lokusy izolované od buifiid¢ka madeirského a
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jedenact od Zebficky pestré, se dvéma az deseti alelami. Zadny z lokust izolovanych od
sovy palené polymorfismus nevykazoval. Lokus TGO05-053 izolovany od Zzebfticky
pestré se odchyloval od Hardy-Weinbergovy rovnovahy.

U buinacka Monteirova nalezli a charakterizovali Bried et al. (2012) osmnact
mikrosatelitovych lokust. Krev byla odebrana ptakim z ostrova Praia (Kapverdské
ostrovy), poté extrahovana DNA pouzitim QIAamp Tissue Kit (QIAGEN).
Z genomovych knihoven byly izolovany mikrosatelitové lokusy, osekvenovany podle
Meglécz et al. (2010) a Malausa et al. (2011) a bylo vybrano 27 sekvenci o velikosti 80
— 469 bp a soucasn¢ obsahujicich vice nez pét repetitivnich jednotek, znichz bylo
pouzito pouze osmnact lokust pro dals§i PCR amplifikaci, jelikoz ostatni nevykazovaly
dostatecnou heterozygotnost. PCR byla provedena nejprve jednotlivé pro kazdy
z lokusii a poté multiplexné pro tfi mikrosatelitové sady. Variabilita téchto lokust byla
zkoumana u 125 dospélych jedinct buinacka Monteirova a vysledky ukéazaly osmnact
polymorfnich lokusii se Ctyfmi az sedmnécti alelami, lokus Omn23 byl vazany na
pohlavi a sniZeny podil heterozygotl byl pozorovan u lokusit Omn2, Omnl5 a Omn24.
Autoti také testovali téchto osmnact mikrosatelitt na cross-species PCR amplifikaci u
dalsich dvou druht z ¢eledi buindkoviti: Buiidka Bulwerova, zde byly polymorfni tfi
lokusy (Omn3, Omn4 a Omn7) vSechny se dvéma alelami a jedenact lokusi
neamplifikovalo PCR produkt a u buifidka modravého, kde byly polymorfni dva lokusy
(Omn3 a Omn28) se tfemi respektive Sesti alelami a PCR produkt neamplifikovalo
dvanact lokusti a dale potom u Buiiidcka madeirského z ¢eledi buinackoviti, u kterého
byla amplifikace nejuspeésnéjsi, jelikoz sedmnact lokusii bylo polymorfnich se dvéma az

Sesti alelami, pouze jeden lokus (Omn23) nevykazoval polymorfismus.
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4. Material a metody

4.1. Biologicky material

Biologicky material (svalstvo) byl odebran Sesti neptibuznym jedincim potapky
rohace (Podiceps cristatus) odchycenym na rybnicich stiedni Moravy a pro tcely mé
bakalarské prace byl poskytnut pracovniky Ornitologické stanice v Pferové (ORNIS).

Skolitel nasledn& izoloval genomickou DNA za pomoci fenol-chloroformové

extrakce a rozpustil ji v TE pufru. Koncentrace DNA ¢inila 10 — 30 pg/ml.

4.2. Amplifikované mikrosatelity u potapky rohace

Testovala jsem 213 pari primerd pro mikrosatelitové lokusy, které byly
polymorfni u rtiznych druhti z fadu trubkonosi, dlouhokfidli a pévci, na polymorfismus
u Sesti neptibuznych jedinci potapky rohace pouzitim cross-species PCR amplifikace.
Tyto primery byly popsany u sedmi druhii z ¢eledi albatrosoviti, u deviti druhti z celedi
buinakoviti, u tfi druhii z celedi buinikoviti a dale potom u tfi druht z ¢eledi rackoviti,
alkoviti a kuloviti a u jednoho druhu z ¢eledi lesnackoviti.

Z celedi albatrosoviti bylo izolovano 53 polymorfnich mikrosateliti od sedmi

druht, které jsou popsany v péti ¢lancich. Tyto mikrosatelity uvadim v Tab. 1.

Tab. 1: Mikrosatelitové lokusy testované na polymorfimus u potapky rohace
izolované od druhti z ¢eledi albatrosoviti. Ve sloupcich je uveden zdrojovy druh, ndzev

mikrosatelitového lokusu a literarni zdroj.

Zdrojovy druh

Mikrosatelitovy lokus

Literarni zdroj

Albatros st¢hovavy
(Diomedea exulans)

7D8, 12C8, 11H7, 10C5,
11HS, 6A3, 11HI, 11F3,
6F12, 12E1

Dubois et al., 2005

(Diomedea chrysostoma)

Dc19, Dc20, Dc21, Dc22,
Dc26, Dc27, Dc31

Albatros Sedohlavy,
albatros stéhovavy

D6, D24, D29, D32

Del, De2, De3, De7, Dell, | Burg, 1999
Del2, Del7, Del8, De25,
De30, De33

Albatros Sedohlavy Dc5, Dc9, Dc10, Dc16, Burg, 1999
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Tab. 1: Pokracovani.

albatros jizni (Diomedea
antipodensis)

Zdrojovy druh Mikrosatelitovy lokus Literarni zdroj
Albatros Sedohlavy, De35 Burg et Croxall, 2001
albatros cernobrvy
(Diomedea melanophris)

Albatros st¢hovavy, De37 Burg et Croxall., 2004

Albatros ¢ernonohy
(Phoebastria nigripes)

BFAL4, BFALI1, BFAL14,
BFAL19, BFAL20

(Phoebastria albatrus)

Albatros laysansky LAALI1, LAAL7, LAALI10,
(Phoebastria immutabilis) | LAAL19
Albatros bélohibety STALA4, STALS, STALI2,

STALI18, STAL20, STAL24

Hernandez et al., 2014

Od druhti z celedi buinakoviti bylo publikovano deset ¢lankti, ve kterych je

popsano 100 polymorfnich mikrosatelitii izolovanych od deviti druhdi. VSechny tyto

mikrosatelity jsem testovala u potapky rohace a jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2: Mikrosatelitové lokusy testované na polymorfismus u potadpky rohace

izolované od druhtl z ¢eledi buiiidkoviti. Ve sloupcich je uveden zdrojovy druh, nazev

mikrosatelitového lokusu a literarni zdroj.

aequinoctialis)

Paequl3

Zdrojovy druh Mikrosatelitovy lokus Literarni zdroj
Buinak bélobrady Paequ2, Paequ3, Pacqu4, Techow et O'Ryan, 2004
(Procellaria Paequ7, Paequ8, PaequlO,

Buinak sedy (Calonectris
diomedea)

Cdl1, Cd2, Cd3, Cd4, Cds,
Cde6, Cd7, Cd8, Cd9, Cd10,
Cdl1

Bried et al., 2008

Buinak taiko (Pterodroma
magentae)

Tch6, Tch25

Lawrence, 2008

(Puffinus mauretanicus)

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

Buinak trinidadsky ParmO1, Parm02, ParmO03, Brown et Jordan, 2009
(Pterodroma Parm04, Parm05, Parm06

arminjoniana)

Buinék balearsky Puff 1.5, Puff 1.9, Puff 4B, | Gonzalez et al., 2009

Buinak Bulwerlv
(Bulweria bulwerii)

Bb2, Bb3, Bb7, Bbl10,
Bbl1, Bb12, Bb20, Bb21,
Bb22, Bb23, Bb25

Andris et al., 2010

Buinak havajsky
(Pterodroma
sandwichensis)

PteroO1, Ptero02, Ptero03,
Ptero04, Ptero05, Ptero06,
Ptero07, Ptero08, Ptero09,
Ptero10

Welch et Fleischer, 2011
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Tab. 2: Pokracovani.

Zdrojovy druh

Mikrosatelitovy lokus

Literarni zdroj

Buriak svétlenohy
(Puffinus carneipes)

Pc A105, Pc A107, Pc Al115,
Pc B11, Pc B109, Pc B115, Pc
C104, Pc D3, Pc D103, Pc
D109, Pc D121

Hardesty et al., 2012

Buinak utlozoby
(Pachyptila belcheri)

Patbell, Patbel2, Patbel3,
Patbel4, Patbel5, Patbel6,
Patbel7

Quilfeldt et al., 2012

Pacbel 00386, Pacbel 02653,
Pacbel 03731, Pacbel 04240,
Pacbel 04355, Pacbel 04991,
Pacbel 07265, Pacbel 08509,
Pacbel 08867, Pacbel 08988,
Pacbel 09021, Pacbel 09528,
Pacbel 09957, Pacbel 10033,
Pacbel 10895, Pacbel 12344,
Pacbel 15293, Pacbel 15327,
Pacbel 16671, Pacbel 16989,
Pacbel 17529, Pacbel 17944,
Pacbel 17986, Pacbel 19907,
Pacbel 20784

Moodley et al., 2015

Ve tiech clancich bylo popsano 54 polymorfnich mikrosateliti izolovanych od

tti druhti z celedi buinackoviti. Testované mikrosatelitové lokusy od zastupcl této

¢eledi jsou uvedeny v Tab. 3.

Tab. 3: Mikrosatelitové lokusy testované na polymorfismus u potapky rohace

izolované od druhti z ¢eledi buriiackoviti. Ve sloupcich je uveden zdrojovy druh, ndzev

mikrosatelitového lokusu a literarni zdroj.

buinacek Monteirav
(O. monteiroi)

Zdrojovy druh Mikrosatelitovy lokus Literarni zdroj
Buinéacek dlouhokiidly Oc28B, 0c49, Oc51, Oc63, | Sun et al., 2009
(Oceanodroma 0Oc64B, Oc79, Oc79-2,
leucorhoa), 0Oc84, Oc87B, 0110-39
burnacek madeirsky
(O. castro),

Buinacek dlouhoktidly

Ole01, Ole02, Ole03,
Ole04, Ole05, Ole06,
0Ole07, Ole08, Ole09,
Olel0, Olell, Ole12,
Olel3, Olel4, Olels,
Olel6, Olel7, Olel8,
Olel9, Ole20, Ole21,
Ole22, Ole23, Ole24,
Ole25, Ole26

Bicknell et al., 2011
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Tab. 3: Pokracovani.

Zdrojovy druh

Mikrosatelitovy lokus

Literarni zdroj

Buinacek Monteirav

Omnl, Omn2, Omn3,
Omn4, Omn6, Omn7,
Omn8, Omnll, Omnl4,
Omnl5, Omnl6, Omnl7,
Omn21, Omn22, Omn23,
Omn24, Omn25, Omn28

Bried et al., 2012

Jelikoz nékteii autofi téchto ¢lanka pouzili u nekterych druht trubkonosych Sest

pard primerd pro cross-species PCR amplifikaci od ¢tyt druhti ze dvou jinych ptacich

radd, konkrétné od lesnacka zlutého ztaddu pévci a racka novozélandského, kulika

moiského a alkouna obecného ztadu dlouhoktidli, testovala jsem tyto primery pro

mikrosatelitové lokusy na polymorfismus také (viz Tab. 4).

Tab. 4: Mikrosatelitové lokusy testované na polymorfismus u potapky rohace

izolované od druhi z fadu dlouhokftidli a pévci. Ve sloupcich je uveden tad, zdrojovy

druh, ndzev mikrosatelitového lokusu a literarni zdroj.

Rad Celed’ Zdrojovy druh | Mikrosateli | Literarni
tovy lokus | zdroj
Dlouhokitidli Alkoviti Alkoun obecny Cco5-21 Friesen et al.
(Charadriiformes) | (Alcidae) (Cepphus (2006)
guilemots)
Rackoviti Racek RBG1S, Lawrence
(Laridae) novozélandsky RBGI8M, | (2008) podle
(Larus RBG29 Given et al.
novaehollandiae (2002)
scopulinus)
Kulikoviti Kulik moftsky Calex-01 Brown et al.
(Charadriidae) | (Charadrius (2009) podle
alexandrius) Kiipper et al.
(2007)
Pévci Lesnackoviti | Lesnacek Dpu01 Welch et al.
(Passeriformes) (Parulidae) zlutonohy (2011) podle
(Dendroica Dawson et al.
petechia) (1997)

4.2.1. PCR amplifikace

PCR amplifikaci jsem testovala na DNA Sesti neptibuznych jedinct potapky
rohace. Kazdy PCR mix mél objem 10 pl. Tvofil ho 1 pl genomické DNA a 9 ul PCR

reakéni smési uvedené v Tab. 5, celkove tedy Sest 0,2ml mikrozkumavek. Nejprve jsem

si ptipravila PCR reakéni smés napipetovanim jednotlivych slozek do 1,5ml

28



mikrozkumavky podle Tab. 5, nasledné¢ jsem tento mix zvortexovala a kratce

zcentrifugovala a poté rozpipetovala do Sesti 0,2ml mikrozkumavek, ve kterych jsem

méla jiz napipetovéano po 1 pl genomické DNA Sesti nepiibuznych jedinci.

V ramci prvotniho otestovani jsem do reakéni PCR smési pipetovala 4 ul

roztoku MgCl, o koncentraci 25 nmol/l, jak je uvedeno v Tab. 5, tedy koncentrace ve

finalni PCR smési ¢inila 1,6 nmol/l, ale v piipadech, kdy po elektroforetické separaci a

nasledné vizualizaci bylo pfitomno velké mnoZstvi ptidavnych bandl, snizovala jsem

objem roztoku MgCl, na polovinu (2 pl) a na zédkladé toho, jaky objem roztoku MgCl,

jsem do reak¢ni smési pipetovala, jsem zvysila objem vody tak, aby celkovy objem

PCR reakéni smési ziistal stejny. V tomto ptipad¢ byla koncentrace ve vysledné PCR

smesi 0,8 nmol/l.

Tab. 5: Slozeni PCR reak¢ni smési (pro 6 vzorku).

Slozka Pipetovany objem [pl]
Deionizovana voda 44.4
Reaction Buffer A 10x 6,7
Roztok MgCl, (25 nmol/l) 4,0
Roztok dNTPs (2 nmol/l) 0,7
Primer R (10 pumol/T) 3,3
Primer F (10 umol/l) 3,3
aTaq polymeraza (5U/ul) 1,0

Do Sesti mikrozkumavek o objemu 0,2 ml jsem poté napipetovala vzdy 9 ul PCR

reakéni smési a 1 pl roztoku genomické DNA izolované z jednotlivych jedincti potapky

rohace. Mikrozkumavky jsem vlozila do termocykleru, kde prob&hla PCR reakce, jejiz

podminky jsou uvedeny v Tab. 6.

Tab. 6: Prabéh PCR reakce.

Reak¢ni kroky Pocet cykli | Teplota [°C] | Cas
Pocatecni denaturace DNA 1 94 5 min
Denaturace DNA 35 94 30s
Annealing (nasedani primert) 50 30s
Elongace, syntéze DNA fetézce 72 30s
Zaverecné prodlouzeni 1 72 7 min
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Nejprve jsem PCR amplifikaci DNA se vSemi testovanymi primery provedla pii
teploté annealingu 50 °C a pokud byl vznikly produkt nezietelny, snizovala jsem tuto
teplotu, aby bylo dosazeno co nejlépe hodnotitelného produktu, ze kterého bylo mozné
stanovit, zda je lokus polymorfni. V pfipadé¢ polymorfnich lokusi jsem teplotu

annealingu zvysovala z dtivodu zjisténi poctu alel pro genotypizaci.

4.2.2. Elektroforeticka separace PCR produkti

Postup separace byl optimalizovan pro pouziti vyhiivané sekvenacni
elektroforetické komirky S2 Whatman Biometra s rozméry skel 330 x 390 mm a 330 x
420 mm a tloustkou gelu 0,4 mm. Separaci jsem provadéla v 6% polyakrylamidovém

gelu za denaturacnich podminek.

Piiprava polyakrylamidového gelu

Malé i velké sklo jsem diikladné omyla vodou, na malé sklo jsem navic pouzila
saponat. Poté jsem ob¢ skla oplachla deionizovanou vodou, osusila jsem je, dvakrat
oplachla 96% ethanolem a osusila papirovymi ubrousky.

Vétsi sklo jsem oSettila pfipravkem pro odpuzovani vody ze skel automobilii
(tekuté stérace — Rain off) na ploSe, kterd se poté dotykala gelu. Ptipravek jsem
rozetiela papirovym ubrouskem, nechala 5 minut zaschnout a poté jsem sklo oplachla
deionizovanou vodou a znovu osusila.

Mensi sklo jsem oSetfila 1 ml molekuldrniho lepidla, které jsem rozettela
ubrouskem, nechala 5 minut zaschnout a nasledné jsem jej Ctyfikrat oplachla 96%
ethanolem a po kazdém oplachnuti osusila ubrouskem.

Na polystyrenovou desku v digestofi jsem polozila vétsi sklo osetfenou plochou
nahoru, po stranach skla jsem umistila 0,4 mm silné spacery a na né¢ jsem polozila
oSetfenou plochou dolti malé sklo. Spacery jsem umistila aZz do kraje skel a v misté
spacertl jsem na obou strandch skla sepla dvéma klipsy.

Ptipravila jsem si polyakrylamidovy gel a postupné jej nalévala mezi skla a pfi
tom jsem na skla druhou rukou poklepavala, aby nedoslo ke vzniku vzduchovych bublin
v gelu.

Nasledné jsem na misto, kde jsem nalévala mezi skla gel, vloZzila hiebinek a ten

sepla dal$imi ¢tyfmi klipsy. Poté jsem nechala gel ptiblizn€¢ hodinu polymerizovat.
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Elektroforeticka separace PCR produkti

Po utuhnuti gelu jsem odstranila vSechny klipsy, skla s gelem jsem dukladné
omyla od zbytkl polyakrylamidu a umistila do elektroforetické komirky.

Do anodového a katodového prostoru jsem nalila 0,5 x TBE puft, opatrné jsem
vytahla hiebinek a vzniklou mezeru mezi skly jsem vycistila proudem pufru z injekéni
sttikacky. Katodovy a anodovy prostor jsem uzaviela, pfipojila jsem elektrody a na
zdroji stejnosmérného elektrického proudu jsem nastavila hodnotu vykonu 90 W
(hodnoty elektrick¢ého proudu i napéti byly konstantné nastaveny na maximum:
3000 V/150 mA). Za téchto podminek jsem nechala gel nahtival po dobu 30 minut.

Béhem nahiivani gelu jsem si pfipravila vzorky, které jsem posléze nanésela,
smisenim roztoku PCR produktu s 5 pl nandSeciho pufru, vlozila jsem je na tfi minuty
do termocykleru, kde jsem je denaturovala po dobu tfi minut pfi teploté¢ 94 °C. Po
uplynuti tfi minut jsem vzorky ihned pfesunula do ledové tfisté, abych zabranila
renaturaci vldken DNA produktt.

Jakmile byl gel nahfaty, vypnula jsem zdroj stejnosmérného -elektrického
proudu, odpojila katodu a znovu jsem vycistila prostor mezi skly od polyakrylamidu
proudem pufru zinjekéni stiikacky. Do mezery mezi skla jsem vsunula hiebinek
piiblizn¢ 1 mm hluboko do gelu. Poté jsem zdenaturované vzorky nanesla pomoci
osmikanalové pipety po 2 pl do mezer mezi zoubky hiebinku.

Po napipetovani vSech vzorkli jsem katodovy prostor uzaviela, nasadila jsem
elektrodu a na zdroji stejnosmérného elektrického proudu jsem nastavila hodnotu
vykonu 70 W. Takto jsem nechala vzorky separovat 80 — 180 minut podle
molekulovych hmotnosti dé€lenych PCR produktt.

Vizualizace PCR produktu po elektroforetické separaci

Po uplynuti ¢asu elektroforetického déleni jsem vypnula zdroj stejnosmeérného
elektrického proudu, odpojila jsem obé elektrody, skla s gelem jsem vyjmula
z elektroforetické komurky a oddé¢lila je od sebe nozem.

Mensi sklo s pfilepenym gelem jsem vlozila do fotomisky gelem nahoru,
fotomisku jsem polozila na tfepacku do digestofe a poté jsem sklo s gelem zalila
fix/stop roztokem na dobu 20 minut.

Fix/stop roztok jsem slila zpét do banky a sklo s gelem jsem tfikrat promyla
deionizovanou vodou, opét jsem vratila fotomisky na tiepacku a tentokrat zalila na Ctyfti

minuty 1% roztokem kyseliny dusicné.
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Roztok kyseliny dusicné jsem vylila, sklo s gelem jsem promyla ctyfikrat
deionizovanou vodou a umistila jsem jej na tfepacku do 0,1% roztoku dusi¢nanu
sttibrného.

Na konci této doby jsem si pfipravila fotomisku s deionizovanou vodou a druhou
fotomisku, do které jsem sklo s gelem po péti vtetinach oplachovani ve vodé pienesla a
zalila jej vyvojkou. Sklo s gelem jsem nechala ve fotomisce tfepat na tfepacce, dokud
nedoslo k vizualizaci hnédocernych prouzkit PCR produktli obarvenych stfibrem.
Vyvijeni jsem zastavila zalitim fix/stop roztokem.

Po oplachnuti gelu v deionizované vod¢, jsem sklo s gelem ususSila v suSarné a

nasledn¢ byl gel vyhodnocen na negatoskopu.

4.3. Seznam pouzitych chemikalii

e Akrylamid (Sigma)

e aTaq DNA polymeréaza (5U/ul), M1241 (Promega)

e Bromfenolovd modi (Serva)

e dNTPs (100 mmol/l, 400 pul kazdého), U1240 (Promega)
e Deionizovana voda

e Dusic¢nan stiibrny (Lachema)

e Ethanol — 96% roztok (Lihovar Vrbatky)

e FEthylendiaminotetraoctan sodny (Na,EDTA) (Lachema)
e Formaldehyd (Lachema)

e Formamid (Lachema)

e Hydroxid sodny (Lachema)

e Chlorid sodny (Lachema)

e Kyselina borita (Lachema)

e Kyselina dusi¢na — 65% roztok (Lachema)

e Kyselina octova (Lachema)

¢ 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

e Mocovina (Lachema)

¢ N, N'-methylenbisakrylamid (Serva)

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

e Rain off — tekuté stérace (Sheran)
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e Thiosiran sodny (Lachema)

e Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)
e Uhlicitan sodny (Lachema)

e Xylenova modf (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.4. Seznam pouzitych roztoku

Zasobni roztok 10x TBE pufr
¢ 40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
e 55 gkyseliny borité
e 108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)

e doplnit deionizovanou vodouna 11

Zasobni 40% roztok akrylamidu : N, N'- methylenbisakrylamidu 19 : 1
e 20 g N, N'- methylenbisakrylamidu
e 380 g akrylamidu
e rozpustit v 500 ml deionizované vody

e objem doplnit na 1 1 a ulozit v temné lahvi v chladnicce

Zasobni 6% roztok akrylamidu

e 50ml10x TBE

484 ml deionizované vody

420 g mocoviny

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

e po rozpusténi vSech slozek zfiltrovat a ulozit v temné lahvi v chladnicce

Vyvojka
e 800 ml deionizované vody
e 24 g uhli¢itanu sodné¢ho
e vychladit na teplotu niz8i nez 10 °C
e pted pouzitim piidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu

sodného
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Nanaseci pufrovaci roztok
e 25 ml deionizované vody
e 0,125 g xylenové modie
e 0,125 g bromfenolové modie

e 100 ml formamidu

Molekularni lepidlo
e 1 ml0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu

e 3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

Fix/Stop roztok
e 800 ml deionizované vody

e 88 ml ledové kyseliny octové

6% polyakrylamidovy gel
e 40 pul N, N, N’, N'- tetramethylethylendiaminu
e 60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu

e 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného

10% roztok peroxodisiranu amonného
e | g peroxodisiranu amonného
e rozpustit v 10 ml deionizované vody

e uchovavat v chladniéce

1 mol/l roztok hydroxidu sodného
¢ 40 g hydroxidu sodného

e doplnit deionizovanou vodouna 1 1

1% roztok kyseliny dusi¢né
e 12 ml 65% kyseliny dusi¢né

e 800 ml deionizované vody

0,1% roztok dusi¢nanu stiibrného

e 800 ml deionizované vody

34



0,8 g dusi¢nanu sttibrného

pted pouzitim ptfidat 1,2 ml formaldehydu

Seznam pouzitych laboratornich pristroju

Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

Hybridiza¢ni pec HB-2D (Techne)

Chladnicka kombinovana (Whirlpool)

Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)

Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)
Mikropipety Finnpipette — 0,5 az 10 pl (osmikanalové) a 0,3 pul az 1 ml
(ThermoLabsystems)

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

NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)

Negatoskop NEGA1 (Maneko)

Sekvenacni elektroforeticka komiirka S2 (Whatman Biometra)
Susarna CAT 8050 (Contherm)

Termocyklér GenePro (BIOER Technology)

Termocyklér PTC 100-96 VHB (MJ Research)

Trepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

Vortex mixer (Labnet International)

Vortex MS2 (Ika)

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

Mym tukolem bylo otestovat u Sesti neptfibuznych jedinci potapky rohace
mikrosatelitové lokusy, které byly polymorfni u zastupch fadu trubkonosi, nalézt
mikrosatelity, které jsou u potapky rohace polymorfni a u téchto lokusti na zakladé
experimentli stanovit optimalni teplotu annealingu (T,) a optimalni koncentraci
hote¢natych ionti v PCR mixu, poptipadé délku elektroforetické separace. Se vSemi
mikrosatelitovymi lokusy jsem provedla PCR amplifikaci pfi teploté 50 °C a naslednou
elektroforetickou separaci. Pokud nedoslo ke vzniku produktu, PCR amplifikaci jsem
v ptipadé, kdy doslo ke vzniku produktu, ale bandy byly pfilis silné, nehodnotitelé nebo
se prekryvaly, teplotu jsem zvySovala az na 68 °C. Pokud zvySeni teploty nevedlo
k hodnotitelnému vysledku, zkombinovala jsem zménu teploty se zménou koncentrace
hofec¢natych ionti v PCR mixu, kterou jsem snizila u nékterych mikrosateliti na
polovinu. Toto sniZeni bylo provedeno tak, Ze jsem snizila objem roztoku MgCl, o
koncentraci 25 nmol/l na polovi¢ni hodnotu a naopak jsem o tento objem zvysila objem
vody, aby se celkovy objem PCR mixu nezménil. V tomto ptipadé¢ byla koncentrace ve
vysledném roztoku 0,8 nmol/l oproti standardni koncentraci 1,6 nmol/l.

Otestovala jsem celkem 213 mikrosteliti na DNA Sesti nepiibuznych jedincii
potapky rohace (Podiceps cristatus), pti¢emz 207 z téchto mikrosatelitd bylo izolovano
od zastupct z fadu trubkonosi, kdy 53 mikrosateliti pochazelo od sedmi druhti z celedi
albatrosoviti (Diomedeidae), 54 mikrosateliti od zastupct tfi druht z celedi
buinackoviti (Hydrobatidae) a zbylych 100 mikrosatelitti izolovanych od deviti druhti
z tadu buinakoviti (Procellariidae). Zbylych Sest mikrosateliti pochézelo od zastupct
fadl dlouhoktidli (Charadriiformes) a pévci (Passeriformes), konkrétné se jednalo o tfi
mikrosatelity od racka novozélandského (Larus novaehollandiae scopulinus), jeden
mikrosatelit od alkouna obecného (Cepphus guilemots) a jeden mikrosatelit od kulika
moiského (Charadrius alexandrius), pii¢emz tyto tfi druhy se fadi do fadu dlouhoktidli
a dale jeden mikrosatelit od lesnacka zlutonohého (Dendroica petechia) z fadu pévci.
Tyto mikrosatelity byly diive testovdny u nékterého druhu zitadu trubkonosi a
poskytovaly u néj polymorfni produkt, proto jsem je do svych testil zahrnula také.

Vsechny testované mikrosatetelitové lokusy poskytly monomorfni nebo polymorfni
produkt, tedy Zadny z nich nebyl bez produktu. Celkem jsem pomoci cross-species PCR
amplifikace nalezla 20 polymorfnich mikrosatelitovych lokusti u potapky rohace se

dvéma az osmi alelami. Tyto polymorfni mikrosatelitové lokusy jsou uvedeny v Tab. 7.
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Tab. 7: Charakteristika dvaceti nalezenych mikrosatelitovych lokusa testovanych na Sesti neptibuznych jedincich potapky rohéace. Ve sloupcich
jsou uvedeny nazev mikrosatelitového lokusu, kod v databazi GeneBank (Accession number — Acc. no.), zdrojovy druh, sekvence primert, jednotka

repetice, pocet alel, teplota annealingu (T,) a délka elektroforetické separace.

Nazev lokusu Zdrojovy Sekvence primeru Jednotka Pocet (Ty) Délka

(Acc. no.) druh 5—-3 repetice alel [°C] elektroforetické
separace [min]

Pc A107 Burnak (F) AAAGCCAGTAGGTGTATTCAAC GT 2 51 90

(JX435472) svétlenohy (R) AAGTGGGAGGAAAGAGTGTAG

Pc B109 * (F) CTCAGAGCGATCACACTGTACT CAA 5 53 90

(JX435475) (R) AAAGCATTCAGGATGTAGGTTC

Pc D3 (F) CCTCTGCTCAAGTCTGTCAC GATA/GAAA 3 55 90

(JX435478) (R) AAACCTCCTTTGGGATGA

Pc D103 (F) GGAAAGATGTCATGCTGATGA GATA/GATG 2 64 90

(JX435479) (R) GTGGGAGATTCATAGGCAAAG

Pc B115 (F) AAATAAGAGGCGTGTTCTAAGA GTT/ATT 2 57 90

(JX435476) (R) ATTCGTGGATTGAGATAAAGAC

Patbel2 Buinak (F) GGTGTCATGCAACTGACTGAA CTAT 5 65 90

(JF288776) utlozoby (R) CAATGGGAATGGCAGAGACT

Pacbel 17986 (F) ATAACCCAGTGTGATGGTGC GT 2 68 90

(neuvedeno) (R) CACAGCTGCTTAGTGCACAG

Bbl11 Buinak (F) CTGGCATCAGTCCCTTACCT GA 3 67 90

(HM171894) | Bulweriv (R) GCTCTTACGAATCCGCTACC

Bb21 (F) CTGATGTTCCAGGCCCTAAT TG 5 63 90

(HM171897) (R) CCTCTGAGCCAGCTAATTCC

Parm03 Burnak (F) CTTGCTGGGTTTTGTTGGTT CA/TA 3 54 90

(neuvedeno) trinidadsky (R) AATTGCTCAGGGAGGTGCT
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Tab. 7: PokraCovani.

Nazev lokusu Zdrojovy Sekvence primeri Jednotka Pocet (Ty) Délka
(Acc. no.) druh 5—-3 repetice alel [°C] elektroforetické
separace [min]
Cd7 Buinék Sedy (F) AATAACCGCCTGACCAAATG CT/AT/AC 2 52 180
(EU029089) (R) TGAACCTCACCTGTGTCTGC
Cd9 (F) TGGCAAAGGATCACGTTAGA TG 6 52 180
(EU029091) (R) CCAAAGGTTGCACATGAGTG
Tcho6 Buinék taiko (F) CAATGGGAATGGCAGAGACT GT/GC 2 58 90
(neuvedeno) (R) CAATGGGAATGGCAGAGACT
Dc27 Albatros (F) CACCCATTTTTGCAGTTCAC AC 2 51 90
(AF096807) Sedohlavy (R) TCCCCTTGCTTGTTGATTATG
Dc5 (F) AGGAGGGAAACTTCTCCCAG AC/CAC 4 58 90
(AF096790) (R) AGCAGGGAGTGACTTGAGGAG
De7 Albatros (F) GAGGAAAACTCCATCTGCCA AC 2 58 90
(AF096792) st¢hovavy (R) TCTGAACCTCTATCAAAAGG
STALS Albatros (F) CCCTGCTGGGTTTCATTTC TG 2 59 90
(neuvedeno) bélohibety (R) CATTTGTGCAGTAGGCATGG
Oc49 Buinacek (F) TGCTTCTGGATTTGTTTTGC CA 3 53 90
(FJ238098) madeirsky (R) CAAACCGTGTGACCCAGATA
Omn8 * Buinacek (F) TGCAACCTTAGCATTACCTAGC AC 6 47 90
(JQ303232) Monteirtv (R) GGGGCGAGCATTACATTAAA
O110-39 Buinacek (F) TTAAGAACAGAGCCTGACTTG GT 8 60 90
(FJ238106) dlouhokfidly (R) ACAAAATCTCATGTCCTTGG
Legenda: * — polovi¢ni koncentrace hotecnatych iontii v PCR mixu (0,8 nmol/l) oproti koncentraci ve standardnim PCR mixu (1,6 nmol/l)
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Jak pro vsSechny testované mikrosatelity, tak pro mikrosatelity odvozené od
jednotlivych cCeledi jsem vypocitala uspéSnost nalezeni polymorfniho mikrosatelitu.
Z celkového poctu 213 testovanych mikrosatelitovych lokust ¢ini dvacet znich
polymorfnich u potapky rohace uspésnost cross-species PCR amplifikace 9,4 %.
Vramci celedi nejveétsi uspéSnost ziskani polymorfnich mikrosatelitovych lokust
pouzitim této metody mély mikrosatelity od zastupct Celedi buinakoviti, kdy ze 100
mikrosatelitli jich bylo 13 polymorfnich, tedy 13,0% uspéSnost. V ramci této celedi
vykazovaly nejvétsi GspéSnost mikrosatelitové lokusy izolované od buinaka
svétlenohého, kdy z jedenacti testovanych lokusti od tohoto druhu, jich bylo u potapky
rohace polymorfnich pét, tedy 45,5% tspéSnost. Z 53 testovanych lokusii od zastupcii
celedi albatrosoviti byly polymorfni Ctyfi lokusy, coZ odpovida 7,5% uspé&Snosti.
Nejmensi uspesnost nalezeni polymorfnich mikrosateliti mély ty z ¢eledi buinackoviti,
kde z 54 testovanych lokust vykazovaly polymorfismus tfi z nich, tedy 5,5% tspés$nost.
Vztazeno na pocty mikrosatelitl, v této praci plati, ¢im vetsi byla uspésnost k ziskani
polymorfnich mikrosatelitd, tim vétsi byl absolutni pocet mikrosatelitii.

Z pohledu zastoupeni ¢eledi mezi v§emi nalezenymi polymorfnimi mikrosatelity
u potapky rohace je 65% zastoupeni (13) mikrosateliti od Celedi buinakoviti, 20%
zastoupeni (4) mikrosatelitli od Celedi albatrosoviti a 15% (3) od ¢eledi buinackoviti.

Z Sesti testovanych mikrosateliti odvozenych od zastupcti z fadu dlouhoktidli a
pévci nebyl polymorfni u potapky rohdce ani jeden z nich.

Z dvaceti nalezenych polymorfnich mikrosatelitovych lokust u potapky rohace
jich tedy 13 bylo piivodné navrzenych pro zéstupce ¢eledi buinakoviti, konkrétné pét
lokustt pro buinaka svétlenohého (Puffinus carneipes), dva lokusy pro buitidka
utlozobého (Pachyptila belcheri), dva lokusy pro buinidka Bulwerova (Bulweria
bulwerii), dva lokusy pro buinaka Sedého (Calonectris diomedea) a po jednom lokusu
pro buinaka trinidadského (Pterodroma arminjoniana) a buinaka taiko (P. magentae).
Dalsi c¢tyfi mikrosatelitové lokusy byly plvodné izolovany od jedinct z Celedi
albatrosoviti, dva lokusy od albatrosa Sedohlavého (Diomedea chrysostoma) a po
jednom lokusu od albatrosa stéhovavého (D. exulans) a albatrosa bé&lohibetého
(Phoebastria albatrus). Posledni tfi lokusy pochazely od buifidcka madeirského
(Oceanodroma castro), buiiacka Monteirova (O. monteiroi) a buinacka bélavého (O.
leucorhoa). Mikrosatelity polymorfni u potapky rohace rozdélené vzhledem k celedi

respektive druhu, od kterého byly odvozeny, jsou piehledn¢ znazornény na Grafu €. 1.

39



Graf ¢. 1: Rozdéleni 20 polymorfnich mikrosatelitovych lokust podle ¢eledi a
druhii pro které byly ptivodné navrzeny. Cisla v zdvorkach udavaji podet polymorfnich
lokust u Sesti neptibuznych jedincl potapky rohdce odvozenych od jednotlivych druhi,
druhy z ¢eledi buinékoviti jsou znaceny modre, z ¢eledi albatrosoviti zelen¢ a z Celedi

buinackoviti oranzové, pricemz tucné cary jednotlivé celedi oddéluji.

B bufnak svétlenohy (5)
@ bufnak utlozoby (2)

@ buffiak Bulw erdv (2)

O bufnak Sedy (2)

W buinak taiko (1)

0O buifiék trinidadsky (1)
| albatros Sedohlavy (2)
@ albatros stéhovavy (1)
O albatros bélohfbety (1)
@ buffiaéek madeirsky (1)
O bufriacek Monteirav (1)
O buffiacek dlouhokridly (1)

Témét polovina polymorfnich mikrosatelitt (9 z20) u potapky rohace
vykazovala dvé alely, dalsich jedenact mikrosateliti m&lo od tfi do osmi alel. Cim vétsi
byl pocet alel, tim bylo mikrosatelitli s timto poctem méné, s vyjimkou mikrosatelitu se
Ctyfmi alelami, ktery jsem nalezla pouze jeden, a tedy s timto trendem nekoreluje. U
dvoualelovych mikrosatelita je urcita mala pravdépodobnost, Ze se jedna o néjaké jiné
oblasti DNA omylem oznacené za mikrosatelity, coz by vSak dokazala odhalit teprve
analyza na vétSim poctu jedinct. Obecné také plati, ¢im vice ma mikrosatelit alel, tim je
lep§im markerem. Rozdé¢leni polymorfnich lokust na zakladé poctu alel u potapky

rohéace je znazornéno na Grafu €. 2.
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Graf ¢. 2: Rozd¢leni 20 polymorfnich mikrosatelitovych lokusii z hlediska poctu
alel u Sesti neptfibuznych jedincti potapky rohdCe pochazejicich od zastupcl fadu
trubkonosi. Cisla v zavorkach udavaji poget polymorfnich lokusti s konkrétnimi podty

alel.

m 2 alely (9)
m 3 alely (4)
O 4 alely (1)
@5 alel (3)
@6 alel (2)
m 8 alel (1)

Jelikoz byla cross-species PCR amplifikace mikrosatelitd testovana na
genomické DNA Sesti nepifibuznych jedinct potapky rohdfe, u polymorfnich

mikrosatelitti byly vyhodnoceny genotypy, které¢ jsou uvedeny v Tab. 8

Tab. 8: Charakteristika genotypt dvaceti polymorfnich mikrosatelitovych
lokusti u Sesti neptibuznych jedinch potapky rohdce. Ve sloupcich jsou uvedeny nazev

mikrosatelitového lokusu, zdrojovy druh, pocet alel a genotyp Sesti neptibuznych

jedincti.
Nizev lokusu Zdrojovy druh Pocet alel Genotypy

Pc A107 Buiiiak svétlenohy 2 Y ' th th
Pc B109 5 syt 7ls U s
Pc D3 3 3/3 2/3 3/3 1/2 2/3 2/2
Pc D103 2 1/2 1/2 2/2 2/2 1/2 2/2
Pc B115 2 1/2 1/1 1/2 1/2 1/1 1/2
Patbel2 Buiak atlozoby 5 Is 2 s T
Pacbel 17986 2 b 2 *h ' th Pl
Bb11 Butiak Bulweriv 3 ' 2 2 L %
Bb21 5 Uy 215 21y 2l s s
Parm03 Bufnak trinidadsky 3 U2 T T T s
Cd7 Buitiak Sedy 2 Wn i tn '
Cd9 6 s *l s Bl
Tch6 Bufak taiko 2 b *h Y th M P,
Dc27 Albatros Sedohlavy 2 Wln
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Tab. 8: PokraCovani.

Nazev lokusu

Zdrojovy druh

Pocet alel

Genotypy

Dc5 Albatros $edohlavy 4 AR A AR
De7 Albatros st¢hovavy 2 1/1 1/1 1/2 1/1 1/1 1/1
STALS Albatros b&lohibety 2 Y2t
Oc49 Bufiacek madeirsky 3 °h 3k 2 %h T
Omn8 Butfiadek Monteirtiv 6 “Ia e *ls s e Vs
0110-39 Bufiacek dlouhoktidly 8 Ya s 816 217 M7 s

Zajimavy vysledek vramci genotypizace jsem zjistila u mikrosatelitového

lokusu Cd9, ktery u potapky rohac¢e mél Sest alel. Ackoli jsem mikrosatelitové lokusy

testovala u Sesti nepiibuznych jedincti, pro tento lokus bylo vSech Sest jedinct

homozygotnich, a to kazdy pro jinou z Sesti alel.

Na nasledujicich obrazcich jsou zobrazeny vysledky cross-species PCR

amplifikace a nasledné elektroforetické separace mikrosatelitovych lokusti Pc D3 (viz

Obr. 2) a Patbel 2 (viz Obr. 3), u nichZ jsem u Sesti nepiibuznych jedincti potapky

rohace nalezla tfi a pét alel.

Obr. 2: Elektroforetogram mikrosatelitového lokusu Pc D3 u Sesti nepiibuznych

jedincii potapky rohace. Cisla oznaluji jedince a Sipky jednotlivé alely piisluiného

mikrosatelitového lokusu.

«—alela 1

«— alela 2
«—alela 3

Obr. 3: Elektroforetogram mikrosatelitového lokusu Patbel 2 u Sesti

nepiibuznych jedincii potapky rohace. Cisla oznaduji jedince a Sipky jednotlivé alely

ptislusného mikrosatelitového lokusu.

. e "

i

«— alela 1
«— alela2
«— alela 3
«— alela 4

«— alela 5
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6. Diskuze

V této bakalarské praci jsem testovala 213 mikrosatelitovych lokusti s primery
ptivodné navrzenymi pro zastupce tadi trubkonosi, dlouhokiidli a pévci na cross-
species PCR amplifikaci u Sesti nepfibuznych jedincti potapky rohace. Pomoci této
metody jsem nalezla 20 polymorfnich mikrosatelitovych lokusi se dvéma az osmi
alelami. Polymorfismus vykazovaly pouze mikrosatelitové lokusy od druhd ztadu
trubkonosi. U Sesti testovanych lokust od druhii z fada dlouhoktidli a pévci, které byly

jiz dtive polymorfni u zastupct fadu trubkonosi, jsem polymorfismus nenalezla.

U celedi buindkoviti je znamo 100 mikrosatelitovych lokusi od deviti druhd,
piicemz u potapky rohace jsem nalezla polymorfnich 13 z nich od Sesti druh,
konkrétné pét mikrosatelitovych lokusi od buiniaka svétlenohého (Puffinus carneipes)
se dvéma az péti alelami, dva mikrosatelitové lokusy od buinidka tutlozobého
(Pachyptila belcheri) se dvéma a péti alelami, dva mikrosatelitové lokusy od buitiaka
Bulwerova (Bulweria bulwerii) se tfemi a péti alelami, dva mikrosatelitové lokusy od
buindka Sedého (Calonectris diomedea) se dvéma a Sesti alelami a po jednom
mikrosatelitovém lokusu od buifiaka taiko (Pterodroma magentae) a trinidadského (P.
arminjoniana) se dvéma a tfemi alelami. Polymorfismus jsem u potapky rohace nenasla
u mikrosatelitovych lokusti izolovanych od buiiaka bélobradého (Procellaria
aequinoctialis), havajského (Pterodroma sandwichensis) a balearského (Puffinus
mauretanicus).

Hardesty et al. (2012) nalezli u buinaka svétlenohého jedenact polymorfnich
mikrosatelitovych lokust, ptfi¢emz polymorfismus byl testovan na 84 jedincich tohoto
druhu. U mikrosatelitu Pc A107 pfi teploté annealingu 55 °C nalezli autofi pét alel. Ja
jsem u tohoto mikrosatelitu pii T, 51 °C a délce elektroforetické separace 90 minut
nalezla dv¢ alely. Co se tyce mikrosatelitu Pc B109, pti T, 57 °C detekovali pét alel,
stejny pocet alel jsem nalezla i ja, a to pti T, 53 °C, poloviénim objemu roztoku MgCl,
(2 pl o koncentraci 25 nmol/l), tedy koncentraci 0,8 nmol/l ve finalnim PCR mixu a
délce elektroforetické separace 90 minut. U mikrosatelitu Pc D3 bylo popséano pii T, 56
°C Sest alel, ja jsem u tohoto mikrosatelitu pti T, 55 °C a délce elektroforetické separace
nalezla tfi alely. Dal$Sim mikrosatelitem vykazujicim polymorfismus u potapky rohace
byl Pc D103, u které¢ho pii T, 59 °C nalezli Sest alel, zatimco ja jsem pii T, 64 °C zjistila
pouze dvé alely. Poslednim polymorfnim mikrosatelitem izolovanym od buinéka
svétlenoh¢ho byl Pc B115, u kterého pii T, 55 °C byly u tohoto druhu nalezeny tfi

alely, a j& jsem u potapky rohace pii T, 57 °C detekovala alely dvé.
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Quilfeldt et al. (2012) nalezli a charakterizovali sedm polymorfnich
mikrosatelitovych lokust u deseti jedincti buiiidka atlozobého. U mikrosatelitu Patbel2
detekovali 16 alel, pfi¢emz T, autofi neuvadéji. Ja jsem u tohoto mikrosatelitu nalezla
pii T, 65 °C pét alel.

Moodley et al. (2015) izolovali 25 polymorfnich mikrosatelitovych lokusi u 465
jedinct buinéaka utlozobého. U mikrosatelitu Pacbel 17986 nalezli pét alel pii T, 56 °C,
ja jsem pii T, 68 °C nalezla dv¢ alely. Autofi téchto 25 mikrosatelitl testovali také na
cross-species PCR amplifikaci u dal$ich péti druhd z Celedi buinakoviti, pficemz u
vSech druhii byl mikrosatelit Pacbel 17986 polymorfni, a to u 77 jedinct buinaka
holubiho se Sesti alelami, u 117 jedinct buiniaka Sirokozobého se ¢tyimi alelami, u 33
jedinct buindka hrdli¢¢iho se tfemi alelami, u 16 jedincti buifidka Salvinova s péti
alelami a u 97 jedinct buinaka modravého se Ctyfmi alelami. Dale potom u 6 jedinct
buiidcka ocednského zceledi buinackoviti, u kterého polymorfismus tento
mikrosatelitii nevykazoval.

Andris et al. (2010) nalezli jedenact polymorfnich mikrosatelitovych lokusti u 91
jedinct buindka Bulwerova. U potapky rohdce vykazovaly polymorfismus dva z téchto
mikrosatelitt. U mikrosatelitu Bbl1 jsem zjistila stejny pocet alel jako autofi ¢lanku a
to ti1, pficemz u buinaka Bulwerova byla T, 58 °C a u potapky rohace 67 °C. Co se tyce
mikrosatelitu Bb21, u né&j pfi T, 58 °C nalezli také tfi alely a ja jsem pii T, 63 °C
detekovala u potapky rohace alel pét. Dale jsou v ¢lanku popsany vysledky testovani
téchto 11 mikrosatelitti na cross-species PCR amplifikaci u dalSich dvou druhti z ¢eledi
buinakoviti, konkrétné buindka modravého a bélobradého a buinacka Monteirova
z Celedi buinackoviti, pfiCemz mikrosatelit Bb 11 byl polymorfni u vSech tfi druhi.
Pocty testovanych jedincii ani poCty alel nejsou autory uvedeny.

Brown et Jordan (2009) objevili u 340 jedinci buinaka trinidadského dvanact
mikrosatelitovych lokust. U potapky rohace na cross-species PCR amplifikaci
vykazoval polymorfismus pouze jeden z té€chto mikrosatelitl. U mikrosatelitu Parm03
bylo popsano pti T, 55 °C dévet alel. Ja jsem u tohoto mikrosatelitu pii T, 54 °C nalezla
tii alely. Autofi téchto 12 mikrosatelitli testovali také na cross-species PCR amplifikaci
u dalSich celkem 133 jedinct ze 17 druhli ziadu trubkonosi: U 14 druhi z celedi
buinakoviti, u tfi druhll z ¢eledi albatrosoviti a jednoho druhu tu¢iidka, konkrétné u
tucnaka zlutonohého. Mikrosatelit Parm03 neamplifikoval PCR produkt u péti druhii
z ¢eledi buiiakoviti, u dal$ich Sesti druhti z ¢eledi buinakoviti a jednoho druhu z ¢eledi

albatrosoviti byl monomorfni a polymorfismus vykazoval u zbylych ¢tyt druhti z celedi
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buinakoviti, dvou druht z ¢eledi albatrosoviti a tu¢naka zlutonohého a meél od dvou do
Sesti alel.

U 43 jedinct buinaka Sedého nalezli Bried et al. (2008) jedenact polymorfnich
mikrosatelitt, kdy dva z téchto mikrosateliti vykazovaly polymorfismus i u potapky
rohace. U mikrosatelitu Cd7 detekovali autofi pii T, 58 °C dvé alely, j& jsem nalezla
stejny pocet alel pti T, 52 °C. Co se tyce mikrosatelitu Cd9, zde pii T, 58 °C byly u
buifidka Sedého zjistény Ctyfi alely a ja jsem u potapky rohace pii T, 52 °C nalezla alel
Sest. Téchto jedenact mikrosateliti bylo autory testovano také na cross-species PCR
amplifikaci u bufiidka Bulwerova a bélobradého z celedi buinakoviti a albatrosa
st¢hovavého z Celedi albatrosoviti. Mikrosatelit Cd7 vykazoval polymorfismus pouze u
buifidka Bulwerova, u dalSich dvou druhti neamplifikoval PCR produkt a mikrosatelit
Cd9 byl polymorfni u buinaka bélobradého a Bulwerova a u albatrosa st¢hovavého
neamplifikoval PCR produkt. Pocty testovanych jedincti ani pocty alel nejsou uvedeny.

Lawrence (2008) testovala polymorfismus u témét 150 jedincti buiiidka taiko,
pfiCemZ nalezla dva nové mikrosatelitové lokusy. U potapky rohace vykazoval
polymorfismus jeden z téchto mikrosatelitd Tch6, ktery mél stejny pocet alel jako u
buinaka taiko, a to dvé. Lawrence stanovila optimalni T, na 50 °C, ja jsem pouzila T, 58

°C.

V ramci Celedi albatrosoviti bylo doposud izolovano 53 mikrosatelitovych
lokusti od sedmi druhii. J& jsem nalezla polymorfismus u 4 lokust od tii druhd. Dva
mikrosatelitové lokusy od albatrosa Sedohlavého (Diomedea chrysostoma) se dvéma a
Ctyfmi alelami a po jednom lokusu se dvéma alelami od albatrosa st€éhovavého (D.
exulans) a bélohibetého (Phoebastria albatrus). Naopak u potapky rohace
polymorfismus nevykazovaly mikrosatelitové lokusy od albatrosa cernobrvého (D.
melanophris), jizniho (D. antipodensis), ¢ernonohého (P. nigripes) a laysanského (P.
immutabilis).

Burg (1999) nalezla u 50 jedinct albatrosa Sedohlavého a 90 jedincii albatrosa
stéhovavého celkem 26 mikrosatelitovych lokusi. Po otestovani téchto mikrosatelitti na
cross-species PCR amplifikaci u potapky rohace vykazovaly polymorfismus tii z téchto
mikrosatelitli, konkrétné¢ dva mikrosatelity izolované od albatrosa Sedohlavého a jeden
mikrosatelit od albatrosa st¢hovavého. Autorka pouzila pfi testovani variantu PCR, kdy
prvnich sedm cykli reakce probihalo za T,; a dalsSich 25 cykli za T,,. U mikrosatelitu
Dc27 Burg (1999) nalezla pti T, 46 °C a Ty, 48 °C Ctyii alely, ja jsem u potapky rohace
pti Ty 51 °C zjistila alely dvé. U mikrosatelitu Dc5 autorka detekovala pii T, 46 °C a
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T2 48 °C pét alel, zatimco ja jsem pii T, 58 °C nalezla Ctyfi alely. U mikrosatelitu De7
izolovaného od albatrosa st¢hovavého jsem nalezla u potdpky rohace dvé alely stejné
tak jako u zdrojového druhu, kdy byla pouzila T, 48 °C a Tz 52 °C a ja T, 58 °C.
Autorka otestovala téchto 26 mikrosatelitii i na cross-species PCR amplifikaci 50
jedincti albatrosa ¢ernobrvého, kdy mikrosatelity De7, Dc5 a Dc27 byly u tohoto druhu
polymorfni se dvéma, péti a Ctyfmi alelami.

U ti jedinci albatrosa bélohibetého nalezli Hernandez et al. (2014) Sest
mikrosatelitovych lokusti. Mikrosatelit STALS byl pifi T, 60 °C u tohoto druhu
polymorfni se dvéma alelami, pficemz stejny pocet alel jsem nalezla i u potapky rohace,

avsak pti T, 59 °C.

Co se tyce celedi buinackoviti, zde je zndmo 54 mikrosatelitovych lokust od tii
druhii, kdy u potapky rohace vykazovaly polymorfismus tfi mikrosatelity, od kazdého
druhu jeden. Konkrétné po jednom mikrosatelitovém lokusu od buinacka madeirského
(Oceanodroma castro) se tiemi alelami, buifia¢ka Monteirova (O. monteiroi) s Sesti
alelami a buinacka dlouhokiidlého (O. leucorhoa) s osmi alelami.

Sun et al. (2009) izolovali od 24 jedinct buinacka dlouhokiidlého, 22 jedinct
buiiidCka Monteirova a 27 jedinct buifiidCka madeirského deset mikrosatelitovych
lokusii. Dva z téchto mikrosateliti vykazovaly polymorfismus i u potapky rohace. U
mikrosatelitu Oc49 nalezli autofi pii T, 50 °C u buiiacka dlouhokiidlého a Monteirova
tfi alely a u burnacka madeirského byl tento mikrosatelit monomorfni. J& jsem pii T, 53
°C detekovala stejny pocet alel. Druhym polymorfnim mikrosatelitem u potapky rohace
byl O110-39, u kterého jsem nalezla pti T, 60 °C nejvétsi pocet alel, a to osm. Clanek
popisuje u tohoto mikrosatelitu pii T, 50 °C u buiiidcka Monteirova a madeirského také
po osmi alelach a u buinacka dlouhokfidlého alely tfi.

Bried et al. (2012) nalezli a charakterizovali u 125 jedinct buinacka Monteirova
18 mikrosatelitovych lokust. U mikrosatelitu Omn8 nalezli pti T, 58 °C deset alel, ja
jsem pii T, 47° C a poloviénim objemu roztoku MgCl, (2ul) o koncentraci 25 nmol/l
v PCR mixu nalezla u potapky rohace alel Sest. Téchto 18 mikrosatelitt autofi testovali
také na cross-species PCR amplifikaci u dalSich dvou druhii po péti jedincich od
kazdého zceledi buinidkoviti: Buiffidka Bulwerova a modravého a u péti jedincii
buinidcka madeirského z celedi buiiiackoviti. Mikrosatelit Omn8 byl polymorfni pouze
u buinacka madeirského a mél Sest alel. U zbylych dvou druhti neamplifikoval PCR

produkt.
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Nedvédova (2015) ve své diplomové praci testovala stejné mikrosatelity od
zastupci fadu trubkonosi, dlouhokiidli a pévci na cross-species PCR amplifikaci u
nesyta indomalajského (Mycteria leucocephala) z fadu brodivi, pficemz nalezla celkem
46 polymorfnich mikrosatelitd se dvéma az péti alelami. Ve srovnani s Cross-species
PCR amplifikaci u potapky rohace, vykazovalo polymorfismus zaroveil u nesyta
indomalajského i potapky rohéce pét mikrosatelitd (Pc D3, Pc D103, Patbel2, Tch6 a
Omng&) (viz Tab. 9).

Tab. 9: Mikrosatelity odvozené od zastupcii fadu trubkonosi, které byly
polymorfni zarovenl u potapky rohace i nesyta indomalajského. Ve sloupcich jsou
uvedeny nazev mikrosatelitové lokusu, zdrojovy druh, pocet alel u potapky rohace (tato

prace) a pocet alel u nesyta indomalajského (Nedvédova, 2015).

Mikrosatelitovy Zdrojovy druh Potapka Nesyt
lokus rohac indomalajsky
(pocet alel) | (pocet alel)

Pc D3 Burnék svétlenohy 3 2

Pc D103 (Puffinus carneipes) 2 2

Patbel2 Buinak utlozoby 5 5
(Pachyptila belcheri)

Tch6 Buinak taiko 2 3
(Pterodroma magentae)

Omn8 Buinacek Monteirtv 6 4
(Oceanodroma monteiroi)

Mikrosatelitové lokusy Pc D3 a Pc D103 byly déale polymorfni u 84 jedincii
buiiidka svétlenohého, kde bylo u kazdého z nich detekovano 6 alel (Hardesty et al.,
2012), mikrosatelit Patbel2 byl polymorfni s 16 alelami u deseti jedincti buinaka
utlozobého (Quilfeldt et al., 2012), Tch6 u 150 jedinct buinaka taiko, u kterého byly
nalezeny dvé alely (Lawrence, 2008) a Omn8 byl polymorfni s deseti alelami u 125
jedinct buinacka Monteirova (Bried et al., 2012). Jelikoz téchto pét mikrosatelitii bylo
polymorfnich u zastupct tadu trubkonosi, potapky a brodivi, maji velky potencidl i u
jinych vodnich ptak, zeyména mikrosatelity Patbel2 a OmnS8, které vykazovaly u vSech

téchto tii fadl vysoké pocty alel.
Hoffmannova (2013) v ramci své diplomové prace testovala celkem 407 vSech

tehdy existujicich mikrosatelitovych lokusti izolovanych od zastupct fada potapky,

potéaplice, brodivi, veslonozi, plamenaci a dale 17 mikrosateliti od zastupci tadi

47



tu¢naci, vrubozobi a dlouhoktidli u 13 neptibuznych jedincii potapky rohace, pticemz u
tohoto druhu nalezla celkem 42 polymorfnich mikrosatelitii (viz Tab. 10).

Z testovanych mikrosateliti jich 18 pochdzelo od zastupcii fadu potapky,
pficemz 14 z nich bylo u potapky rohace polymorfnich. DalSich 45 mikrosatelitii bylo
puvodné navrzeno pro =zastupce fadu plamendci, znichz sedm vykazovalo
polymorfismus. Od zastupcii ¢eledi veslonozi pochézelo 152 mikrosatelitovych lokust a
celkem 10 znich bylo polymorfnich. V ramci celedi brodivi bylo testovano 168
mikrosatelitli z nichz 9 vykazovalo polymorfismus. Co se tyc¢e lokust od druhii z fadu
dlouhokfidli, zde byl polymorfni jeden ze dvou testovanych a od fadu vrubozobi byl
také jeden lokus polymorfni ze 13 testovanych. V ramci fadu tucnaci byly testovany dva
mikrosatelitové lokusy, pficemz ani jeden z nich nebyl u potdpky rohace polymorfni,
taktéz ze sedmi mikrosateliti pochdzejicich od potéplice ledni zfadu potaplicoviti

nevykazoval ani jeden z nich u potapky rohace polymorfismus.

Filipovéa (nepublikovdno) testovala v rdmci své bakalafské prace celkem 171
mikrosatelitovych lokust, znichz 113 bylo izolovano od zdstupcl fadu tuciaci a
zbylych 59 parh primert bylo univerzalnich, konkrétn¢ se jednalo o 24 konzervativnich
ptacich mikrosatelitt (CAM) a 35 EST sekvenci, na cross-species PCR amplifikaci u
Sesti nepiibuznych jedincl potapky rohace. Celkem vykazovalo polymorfismus 19
lokust, pfi¢emz Sest znich pochazelo od druhl zfadu tuciaci, dalSich pét byly
konzervativni ptaci mikrosatelity (Dawson et al., 2013) a 8 EST sekvenci (Dawson et

al., 2010) (viz Tab. 10).
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Tab. 10: Vysledky cross-species PCR amplifikace mikrosatelitd od zastupcu
radi potapky, potéplice, brodivi, veslonozi, plameiidci, tu¢naci, vrubozobi a
dlouhoktidli u 13 neptibuznych jedincl potipky rohace a mikrosatelit od zéstupct
radid tucnaci, trubkonosi, dlouhoktidli, pévci, EST a CAM u Sesti neptibuznych jedinct
potapky rohace. Ve sloupcich jsou uvedeny ndzev fadu z n¢hoz byly mikrosatelitové

lokusy izolovany, pocet testovanych mikrosatelitl, pocet polymorfnich mikrosateliti a

procentualni uspéSnost amplifikace

polymorfniho

Hoffmannova, 2013; Filipova, nepublikovano).

mikrosatelitu  (tato prace;

Zdrojovy rad Pocet testovanych | Pocet Uspésnost
mikrosatelitu mikrosateliti polymorfnich zachyceni
(skupina mikrosatelitii polymorfniho
testovanych mikrosatelitu
mikrosatelitii) v ramci testované
skupiny [%)]
potapky 18 14 77,8
EST 35° 8> 22,9
CAM 24° 58 20,8°
plamenaci 45 7 15,6
trubkonosi 207* 20%* 9,7*
veslonozi 152 10 6,6
brodivi 168 9 54
tuitdci 2/113% 0/6" 0/5,3%
potaplice 7 0 0
pevcei 1* 0* 0*
dlouhoktidli 2/5% 1/0* -
vrubozobi 13 1 -
celkem 792 81 10,2
Legenda: * — Udaje ziskané na zékladé mého testovani (6 nepiibuznych jedinct

potapky rohéace)

A _ {idaje analyzy Filipova (nepublikovano); (6 neptibuznych jedinci
potapky rohace)

udaje bez symbolu — Hoffmannova (2013); (13 nepfibuznych jedinct
potapky rohéace)

Co do uspésnosti zachyceni polymorfniho mikrosatelitu v rameci testované
skupiny (viz Tab. 10), mély nejvétsi uspesSnost mikrosatelity izolované od zéastupct
stejné¢ho fadu, tedy potapek. DalSimi uspéSnymi mikrosatelity u potapky rohace byly
CAM, EST a mikrosatelity od zastupcii fadu plamendci, coz souvisi s piibuznosti

s fadem potapky (Jarvis et al., 2014). Z celkového poctu 792 testovanych mikrosatelitti

49



¢ini 81 znich polymorfnich uspéSnost zachyceni polymorfniho mikrosatelitu v rdmci
testované skupiny 10,2 %.

Pokud jde o absolutni pocty mikrosatelitii, nejvice polymorfnich u potapky
rohace pochéazelo od zastupct fadu trubkonosi, dal§imi fady respektive skupinami, které
poskytly velké mnozstvi polymorfnich mikrosateliti byly veslonozi, brodivi, EST,
plamenaci, tuc¢iidci a CAM, naopak nejméné polymorfnich mikrosateliti u potapky
rohace pochazelo od zastupci fadu dlouhoktidli a vrubozobi, coz souvisi s tim, Ze od
téchto dvou adii byly testovany jen nékteré mikrosatelity a skutecnost, ze fad vrubozobi

je fylogeneticky velmi vzdalen od fadu potapky (Jarvis et al., 2014).

Graf ¢. 3: Rozdéleni polymorfnich mikrosatelitl u potapky rohace podle adu,
pro které byly piivodné navrzeny. Cisla v zavorkach udavaji po&et polymorfnich lokusti

u vzhledem k jednotlivym fadtim, z nichz pochézeji.

@ trubkonosi (20)
m potapky (14)

O veslonozi (10)
O brodivi (9)
mEST (8)

@ plamenaci (7)
m tu¢naci (6)

o CAM (5)

m dlouhokfidli (1)
m wubozobi (1)

Nejnovejsi systémy zalozené na molekularnich datech vzniklych aproximaci
nekolika vybranych DNA lokusii vy¢lenuji fad potapky a plameiidky mimo veslonohé a
brodivé, ale z hlediska cross-species testovani (tato prace; Filipova, nepublikovano;
Hoffmannova, 2013) je ziejmé, ze mezi témito skupinami by méla byt vétsi ptibuznost,
nez nejnovejsi fylogeneticky strom zalozeny na molekularnich datech ukazuje (Jarvis et
al., 2014). Jelikoz jsem pomoci cross-species PCR amplifikace zjistila polymorfismus
stejnych mikrosatelitli u zastupcti fadl trubkonosi 1 brodivi ptedpokladdm, Ze nejblize
realité jsou fylogenetické stromy odvozené od exonu c¢123 (viz Obr. 4) a exonu c12 (viz

Obr. 5) (Jarvis et al., 2014).
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Obr. 4: Vysek fylogenetického stromu odvozeného od exonu c123, ktery tadi

k sob¢ tady potapky, plamenaky, brodivé, veslonohé, trubkonosé, tu¢idky a potéaplice

(Jarvis et al., 2014).
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Obr. 5: Vysek fylogenetického stromu odvozeného od exonu cl2 fadici
potapky, plamenaky, brodivé, veslonohé, trubkonosé, tuciiaky a potéplice k sobé (Jarvis

etal., 2014).
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Toto jsou pouze dil¢i fylogenetické stromy na zakladé exontl, ktery byly
v ¢lanku pouzity, pfiCemz oba dva, byt se detailn¢ lisi, davaji dohromady potapky
s velkymi vodnimi ptaky, nicméné celkovy fylogeneticky strom zalozeny na vétSim
mnozstvi DNA sekvenci, zachovava sesterské zatazeni potapek a plamenaki, ale obé
tyto skupiny vsak tadi zcela pry¢ od zbytku velkych vodnich ptaka (brodivi, veslonozi,

trubkonosi, tucnaci a potaplice) (viz Obr. 6).
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Obr. 6: Vysek celkového fylogenetického stromu zahrnujiciho kromé exont

také introny a ultrakonzervativni elementy (UCE), ktery vyclenuje fady potapky a

plamenéaci mimo od brodivych, veslonohych, trubkonosych, tu¢iiakll a potaplic (Jarvis

etal., 2014).
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7.Z.aveér

Ve své bakalarské praci jsem testovala celkem 213 mikrosatelitovych lokusti.
Z toho 207 bylo izolovanych od zastupci tadu trubkonosi (Procellariiformes), pét
mikrosatelitli od zastupci fadi dlouhoktidli (Charadriiformes) a jeden mikrosatelit od
lesnacka zlutonohého ztadu pévei (Passeriiformes) na polymorfismus u Sesti
nepiibuznych jedinct potapky rohace (Podiceps cristatus) pouzitim cross-species PCR
amplifikace. Konkrétn¢ se jednalo o 53 mikrosatelitl izolovanych od rtznych druht
z Celedi albatrosoviti (Diomedeidae), 100 mikrosatelitti od zastupct Celedi buiidkoviti
(Procellariidae), 54 mikrosateliti od zastupcu celedi buinackoviti (Hydrobatidae), po
jedom mikrosatelitu od alkouna obecného z Celedi alkoviti (Alcidae), kulika moiského
z Celedi kulikoviti (Charadriidae) a lesnacka zlutonohého z celedi lesnackoviti
(Parulidae) a tfi mikrosatelity od racka novozélandského z celedi rackoviti (Laridae).

Pomoci jiz zminéné metody jsem u potapky rohace nalezla celkem dvacet
polymorfnich mikrosateliti, pficemz vSechny byly ptivodné navrzeny pro druhy z fadu
trubkonosi. U téchto polymorfnich lokust jsem stanovila optimalni teplotu nasedani
primerid pifi PCR reakci (T,), koncentraci hofecnatych iontd v PCR mixu a délku
elektroforetické separace.

Nejvetsi uspésnost (13 %) cross-species PCR amplifikace u potapky rohace
vykazovaly mikrosatelity izolované od zéastupci celedi buindkoviti, kde ze 100
testovanych mikrosateliti jich bylo 13 polymorfnich. V rdmeci této celedi byly
svétlenohého (Puffinus carneipes), kdy zjedenacti testovanych mikrosateliti bylo
polymorfnich pét znich, tedy 45,5% uspé&Snost. Nejvetsi pocet alel jsem nalezla u
mikrosatelitu O110-39 izolovaného od buinacka dlouhokiidlého (Oceanodroma
leucorhoa), tento mikrosatelit mél u Sesti nepfibuznych jedinci potapky rohace osm

alel.
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8.Seznam pouzitych zkratek

SSRs — Simple Sequence Repeats (jednoduché repetitivni sekvence)

DNA — DeoxyriboNucleotic Acid (deoxyribonukleova kyselina)

RAPD — Randomly Amplified Polymorphic DNA

EST — Expressed Sequence Tags

T, — Annealing Temperature (teplota nasedani primert pii PCR reakci)
CAM - Conserved Avian Microsatellite (konzervované pta¢i mikrosatelity)

UCE — UltraConserved Elements (ultrakonzervativni elementy)

54



Pouzita literatura

Andris, M., Dubois, M. P., Jarne, P., Bonadonna, F., Bried, J. (2010) Eleven
polymorphic microsatellite markers in Bulwer’s petrel, Bulweria bulwerii, and cross-
species amplification in three other Procellariiformes. Molecular Ecology Resources,

manuskript, publikovdno online: http://biomath.trinity.edu/manuscripts/10-6/mer-10-

0209.pdf

Armour, J. A. L., Neumann, R., Gobert, S., Jeffreys, A. J. (1994) Isolation of human

simple repeat loci by hybridization selection. Human Molecular Genetics, 3: 599 — 605.

Barbara, T., Palma-Silva, C., Paggi, G. M., Bered, F., Fay, M. F., Lexer, C. (2007):
Cross-species transfer of nuclear microsatellite markers: potential and limitations.

Molecular Ecology, 16: 3759 — 3767.

Bicknell, A. W. J., Dawson, D. A., Horsburg, G. J., Knight, M. E., Bilton, D. T., Votier,
S. C. (2011) Characterisation an predicted geonome locations of Leach’s storm-petrel
(Oceanodroma leucorhoa) microsatellite loci (Procellariidae, Aves). Conservation

Genetics Resources, 3: 711 — 716.

Bouck, A., Vision, T. (2007) The molecular ecologist’s guide to expressed sequence

tags. Molecular Ecology, 16: 907 — 924.

Bried, J., Dubois, M. P., Jouventin, P., Santos, R. S. (2008) Eleven polymorphic
microsatellite markers in Cory’s shearwater, Calonectris diomedea, and cross-species

amplification on threatened Procellariiformes. Molecular Ecology Resources, 8: 602 —

604.

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

species amplification in three other Procellariiformes. Molecular Ecology Resources, 9:

913 -915.

55



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

species. Journal of Ornitology, 150: 925 — 929.

Burg, T. M., (1999) Isolation and characterization of microsatellites in albatrosses.

Molecular Ecology, 8: 338 — 341.

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

microsatellites. Molecular Ecology, 10: 2647 — 2660.

Burg, T. M., Croxall, J. P. (2004) Global population structure and taxonomy of the
wandering albatross species complex. Molecular Ecology, 13: 2345 — 2355.

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

Genomics, 14: 176.

Dawson, R. J. G., Gibbs, H. L., Hobson, K. A., Yezerinac, S. M. (1997) Isolation of
microsatellite DNA markers from a passerine bird, Dendroica petechia (the yellow

warbler), and thein uses in population studies. Heredity, 79: 506 — 514.

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

demonstrated for birds. Molecular Ecology Resources, 10: 475 — 494,

Del Hoyo, J., Elliott, A., Sargatal, J., Imboden, Ch. (1992) Handbook of the birds of the

world, volume 1. Lynx, Barcelona.

Dubois, M. P., Jarne, P., Jouventin, P. (2005) Ten polymorphic microsatellite markers

in the wandering albatross Diomedea exulans. Molecular Ecology Notes, 5: 905 — 907.

56



Ellegren, H., Primmer, C. R., Sheldon, B. C. (1995): Microsatellite 'evolution":
directionality or bias? Nature Genetics, 11: 361 — 362.

Fjeldsa, J. (1994): Potéaplice a Potapky. In: Homolova, S. (Ed.): Obratlovci: savci, ptaci,
obojzivelnici, plazi: encyklopedicky priivodce svétem zvirat. Nakladatelsky dim OP,

Praha.
Fjeldsa, J. (2004): The Grebes (Podicipedidae). Oxford University Press, New York.

Friesen, V. L., Gonzilez, J. A., Cruz-Delgado, F. (2006) Population genetic structure
and conservation of the Galapagos petrel (Pterodroma phaeopygia). Conservation
Genetics, 7: 105 —115.

Friesen, V. L., Smith, A. L., Gomez-Diaz, E., Bolton, M., Furness, W., Gonzales-Solis,
J., Monteiro, L. R. (2007) Sympatric speciation by allochrony in a seabird. Proceedings
of the National Academy of Science of the USA, 104: 18589 — 18594.

Gaisler, J., Zima, J. (2007): Zoologie obratlovcli. Academia - nakladatelstvi Akademie
véd Ceské republiky, Praha.

Garner, T. W. J. (2002) Genome size and microsatellites: the effect of nuclear size on

amplification potential. Genome, 45: 212 — 215.

Given, A. D., Mills, J. A., Baker, A. J. (2002) Isolation of polymorphic microsatellite
loci from the Red-billed Gull (Larus novaehollandiae scopulinus) and amplification in

related species. Molecular Ecology, 2: 416 — 418.

Glenn, T. C., Schable, N. A. (2005) Isolating microsatellite DNA loci. Methods in
Enzymology, 395: 202 — 222.

Gonzalez, E. G., Genovart, M., Oro, D., Zardoya, R., Juste, J. (2008) Polymorphic
microsatellite markers for the critically endangered Balearic shearwater, Puffinus

mauretanicus. Molecular Ecology Resources, 9: 1044 — 1046.

Gosler, A. (1994) Atlas ptaki svéta, Ceské vydani 1. : Priroda, Bratislava.
57



Hamilton, M. B., Pincus, E. L., Di Fiore, A., Fleischer, R. C. (1999) Universal linker
and ligation procedures for construction of genomic DNA libraries enriched for

microsatellites. BioTechniques, 27:500 — 507.

Hardesty, B. D., Metcalfe, S. S., Wilcox, C. (2012) Genetic variability and population
diversity as revealed by microsatellites for Flesh-footed s-hearwaters (Puffinus

carneipes) in the southern hemisphere. Conservation Genetics Resources, 5: 27 — 29.

Hardy, O., J., Charbonnel, N., Fréville, H., Heuertz, M. (2003): Microsatellite Allele
Sizes: A Simple Test to Assess Their Significance on Genetic Differentiation. Genetics,

163: 1467 — 1482.

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

Conservation Genetics Resources, 6: 491 — 493,

Higgins, K., Lynch, L. (2001) Metapopulation extinction caused by mutation
accumulation. Proceedings of the National Academy of Science of the USA, 98: 2928 —
2933.

Hoffmannova, J. (2013) Analyza a charakteristika polymorfnich cross-species
mikrosateliti u potapky rohace (Podiceps cristatus). Diplomova prace. Depon in:
Knihovna biologickych oborti PtF UPOL Olomouc.

Hudec, K., Cemy, W., a spol. (1972): Fauna CSSR, Ptaci 1, Academia — nakladatelstvi

Ceskoslovenské akademie véd, Praha.

Jarvis, E. D., Mirarab, S., Aberer, A. J., Li, B., Houde, P., Li, C.,, Ho, S. Y. W,
Faircloth, B. C., Nabholz, B., Howard, J. T., Suh, A., Weber, C. C., da Fonseca, R. R.,
Li, J., Zhang, F., Li, H., Zhou, L., Narula, N., Liu, L., Ganapathy, G., Boussau, B.,
Bayzid, S., Zavidovych, V., Subramanian, S., Gabaldon, T., Capella-Gutiérrez, S.,
Huerta-Cepas, J., Rekepalli, B., Munch, K., Schierup, M., Lindow, B., Warren, W. C.,
Ray, D., Green, R. E., Bruford, M. W., Zhan, X., Dixon, A., Li, S., Li, N., Huang, Y.,

58



Derryberry, E. P., Bertelsen, M. F., Sheldon, F. H., Brumfield, R. T., Mello, C. V.,
Lovell, P. V., Wirthlin, M., Schneider, M. P. C., Prosdocimi, F., Samaniego, J. A.,
Velazquez, A. M. V., Alfaro-Nunez, A., Campos, P. F., Petersen, B., Sicheritz-Ponten,
T., Pas, A., Bailey, T., Scofield, P., Bunce, M., Lambert, D. M., Zhou, Q., Perelman, P.,
Driskell, A. C., Shapiro, B., Xiong, Z., Zeng, Y., Liu, S., Li, Z., Liu, B., Wu, K., Xiao,
J., Yinqi, X., Zheng, Q., Zhang, Y., Yang, H., Wang, J., Smeds, L., Rheindt, F. E.,
Braun, M., Fjeldsa, J., Orlando, L., Barker, F. K., Jonsson, K. A., Johnson, W., Koepfli,
K. P., O'Brien, S., Haussler, D., Ryder, O. A., Rahbek, C., Willerslev, E., Graves, G.
R., Glenn, T. C., McCormack, J., Burt, D., Ellegren, H., Alstrom, P., Edwards, S. V.,
Stamatakis, A., Mindell, D. P., Cracraft, J., Braun, E. L., Warnow, T., Jun, W., Gilbert,
M. T. P., Zhang, G. (2014) Whole-genome analyses resolve early branches in the tree of
life of modern birds. Science, 346: 1320 — 1331.

Klauke, N., Masello, J. F., Quillfeldt, P., Segelbacher, G. (2009) Isolation of
tetranucleotide microsatellite loci in the burrowing partit (Cyanoliseus patagonus).
Journal of Ornithology, 150: 921 — 924.

Klein, A., Horsburgh, G. J., Kupper, C., Major, A., Lee, P. L. M., Hoffmann, G.,
Matics, R., Dawson, D. A. (2009) Microsatellite markers characterized in the barn owl
(Tyto alba) and of high utility in other owls (Strigiformes: AVES). Molecular
Ecological Resources, 9: 1513 — 1519.

Kiipper, C., Horsburgh, G. J., Dawson, D. A., French-Constant, R., Szekely, T., Burke,
T. (2007) Characterization of 36 polymorphic microsatellite loci in the Kentish plover
(Charadrius alexandrinus) including two sex-linked loci and their amplification in four

other Charadrius species. Molecular Ecology Notes, 7: 35 — 39.

Lawrence, H. A. (2008) Conservation Genetics of the World’s Most Endangered
Seabird, the Chatham Island Taiko, doktorska prace, Auckland, Novy Zéland.

Lim, K. Y., Kovarik, A., Matyasek, R., Chase, M. W., Clarkson, J. J., Grandbastien, M.

A., Leitch, A. R. (2007) The sequence of events leading to Nicotiana genome turnover

in less than five million years. New Phytologist, 175: 756 — 763.

59



Lynch, M., Conery, J. S. (2003) The origins of genome complexity. Science, 302: 1401
—1404.

Malausa, T., Gilles, A., Meglécz, E., Blanquart, H., Duthoy, S., Costedoat, C., Dubut,
V., Pech, N., Catagnone-Sereno, P., Délye, C., Feau, N., Frey, P., Gauthier, P.,
Guillemaud, T., Hazard, L., Le Corre, V., Lung-Escarmant, B., Mal¢é, P. J. G., Ferreira,
S., Martin, J. F. (2011) High throughput microsatellites isolation through 454 GS-FLX
titanium pyrosequencing of enriched DNA libraries. Molecular Ecology Resources, 11:

638 — 644.

Meglécz, E., Costedoat, C., Dubut, V., Gilles, A., Malausa, T., Pech, N., Martin, J. F.
(2010) QDD: a user-friendly program to select microsatellite markers and design

primers from large sequencing projects. Bioinformatics, 26: 403 — 404.

Moodley, Y., Masello, J. F., Cole, T. L., Calderon, L., Munimand,a G. K., Thali, M. R.,
Alderman, R., Cuthbert, R. J., Marin, M., Massaro, M., Navarro, J., Philips, R. A,
Ryan, P. G., Suazo, C., Cherel, Y., Weimerskirch, H., Quillfeldt, P. (2015) Evolutionary
factor affecting the cross-species utility of newly developed microsatellite markers in

seabirds. Molecular Ecology Resources, Early View, publikovdno online:

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/1755-0998.12372/pdf

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

Noor, M. A. F., Feder, J. L. (2006) Speciation genetics: evolving approaches. Nature
Reviews Genetics, 7: 851 — 861.

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

species microsatellite amplification in birds. Molecular Ecology, 5: 365 — 378.
Primmer, C. R., Painter, J. N., Koskinen, M. T., Palo J. U., Merild, J. (2005): Factors

affecting avian cross-species microsatellite amplification. Journal of Avian Biology, 36:

348 — 360.

60



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

Rassmann, K., Schlétterer, C., Tautz, D. (1991) Isolation of simplesequence loci for use

in polymerase chain reaction-based DNA fingerprinting. Electrophoresis, 12: 113 — 118.

Rozen, S., Skaletsky, H. J. (2000) Primer3 on the WWW for general users and for
biologist programmers. In: Misener, S., Krawetz, S. A. (eds) Bioinformatics methods

and protocols: methods in molecular biology. Humana Press Inc., Totowa, NJ, 365 —

386.

Schlétterer, C., Tautz, D. (1992). Slippage synthesis of simple sequence DNA. Nucleic
Acids Research, 20: 211 — 215.

Sun, Z., Gomez-Diaz, E., Bailie, A., Friesen, V. (2009) Isolation and characterization of

microsatellite loci for storm-petrels. Molecular Ecology Resources 9: 913 — 915.

gt’astn}'/, K., Bejcek, V., Hudec, K. (1998): Svét zvirat IV., Ptaci (1), Albatros, Praha.

gt’astny, K., Bejcek, V., Hudec, K. (2006): Atlas hnizdniho rozsiteni ptaki v CR 2001 —
2003. Aventinum, Praha.

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

procellariiform species. Molecular Ecology Notes, 4: 33 — 35.
Welch, A. J., Fleischer, R. C. (2011) Polymorphic microsatellite markers for the
endangered Hawaiian petrel (Pterodroma sandwichensis). Conservation Genetics

Resources, 5: 581 — 584.

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

review. Molecular Ecology, 11: 1 — 16.

61



Zhu, Y., Strassmann, J. E., Queller, D., C. (2000): Insertions, substitutions, and the

origin of microsatellites. Conservation Genetics Resources, 76: 227 — 236.

62



