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1 Uvod

Mikrosatelity jsou sekvecne slozené z kratkych tandemovych repetic o délce 1-6
para bazi. Polymorfni lokusy maji nejvétsi vyuziti v molekularni biologii, vyznamné jsou
predev§im jako genetické markery pouzivané v populacnich a konzerva¢né genetickych
studiich napf. ke studiu genetického driftu a migrace. Pomoci mikrosatelita je také
zkoumana paternita a dalsi pfibuzenské vztahy jednotlivych organismi. Mezi vlastnosti
polymorfnich mikrosatelitt patii pfedevsim multialelita, kodominantnost a vy§§i mutacni
rychlost nez v jedinecnych sekvencich. S nejvétsi frekvenci se mikrosatelity vyskytuji
v genomech eukaryot, vyrazné méné v genomech prokaryot a vzacné jsou v genomech
vird.

Nesyt africky (Mycteria ibis), fadici se mezi malo dotCené druhy, je velky ptak z fadu
¢api zijici na africkém kontinentu. V ramci experimentalni ¢asti v Laboratofi populacni
genetiky Katedry bunécné biologie a genetiky Prirodovédecké fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci budu u 6 nepiibuznych jedinct nesyta afrického hledat pomoci PCR

amplifikace polymorfni mikrosatelity pochazejici od druhi z fadu trubkonosi.



2 Cile prace
1) Shromazdéni dostupnych literarnich zdroja.
2) Vypracovani reSerSe na téma bakalafské prace.

3) PCR amplifikace DNA nesyta afrického s vyuzitim cross-species primeru

pro mikrosatelity, které jsou znamé u ptaki z fadu trubkonosi.



3  Literarni piehled
3.1 Rad &pi

Nejstarsi paleontologické zaznamy druhd fadu capi (Ciconiiformes) pochazeji
z tfetihor a nachazeji se na tzemi dnesni Francie. V tomto obdobi, hlavné v oligocénu,
probihal nejvétsi vyvoj tohoto fadu. V dnesni dob€ se do fadu ¢api fadi celkem 19 druha
rozdélenych do 6 rodi (Gill er Donsker, 2022). Ve starsi literatufe se pod stejnym
latinskym nazvem pouzival Cesky ekvivalent brodivi, ktery zahrnoval kromé celedi
capoviti (Ciconiidae) téz cCeledi cClunozobcoviti (Balaenicipitidae), ibisoviti
(Threskiornithidae), kladivousoviti (Scopidae) a volavkoviti (Ardeidae) (del Hoyo ef al.,
1992). V dnes$nim pojeti jsou Ciconiiformes fadem obsahujicim jedinou Celed” Capoviti

(Gaisler et Zima, 2018). Zbyl¢ Celedi byly pfevedeny do fadu Pelecaniformes.
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Obrizek & 1: Rad Ciconiiformes a jeho vztah s vybranymi fady vodniho ptactva
dle Sangster ef Mayr (2021).

Jedinci z fadu €api jsou stfedni ¢i vetSi ptaci s dlouhym zobakem, protahlym krkem
a dlouhyma brodivyma nohama. Tyto typické znaky umoZznuji captim snadno lovit potravu
v zarostlych bazinatych vodach, mocélech, ryzovych polich a lagunach. Za jejich
stanovisté se povazuji taktéz zatopené pastviny ¢i zavlazovaci systémy. Jednotlivé druhy

capu sidli na vSech kontinentech kromé& Antarktidy a Australie. Na pelomu léta a podzimu



migruji eurasijské druhy do tropickych casti Afriky a Asie (del Hoyo et al., 1992). V ramci
radu je nejvétsim druhem ¢ap marabu. Hmotnost samce se pohybuje okolo 9 kg a vyska
¢ini pfiblizn€ 150 cm od §picky zobaku k drapim nohou. Se svymi témeét 2-3 kg a 80 cm
je naopak nejmensim zastupcem ¢ap simbil (del Hoyo et al., 1992). Samci ¢apu jsou vEtsi

nez samice a svym kontrastnéj§im zbarvenim pefi je lakaji k pareni (Hudec et al., 2016).

Jejich hlavnim znakem je ptfimy klinovity zobak uzpusobeny k lovu drobnych
vodnich zivocCich, u jednotlivych druhti ¢apu se lisi svou velikosti, barvou i tvarem. Vétsi
Sanci ukofistit vyhlédnutou potravu umoznuje jejich protahly krk, diky kterému dokazou
chytit zobakem kofist pfi jejim utéku na vétsi vzdalenost. Dlouhé tenké nohy jsou
prodlouzené hlavné v bérci a béhaku. Prsty na dolnich koncetinach jsou velmi ohebné,
zadni prst ¢apu, ktery je vzdy mirn€ zvednuty, slouzi k jejich pruzné chizi a stabilnéjsimu
postoji. Prsty dolni koncCetiny jsou ¢astecné spojeny blanou (del Hoyo ez al., 1992; Gaisler
et Zima, 2018). Capi jsou t&Zci ptaci, proto nejsou schopni rychle b&hat a po nékolika
metrech radéji vzlétnou. Kridla zaujimaji relativné velkou plochu vzhledem k télu a jsou
perfektn€ uzptisobena k plachténi. Rozpéti kiidel mtze u capa marabu dosahovat i 320 cm
(del Hoyo et al., 1992; Hudec et al., 2016). Capi vétsinou nelétaji v usporadanych
formacich, vyjimkou je ¢ap jihoamericky, ktery 1éta v klinovych formacich. Nékteré druhy
vSak dokazou predvadét vzdusnou akrobacii a dokonce 1état i hlavou dolti. Ocas ¢apu je
mnohem kratsi nez jejich dlouhé tenké nohy, které jsou pfi letu stejné jako krk natazené
v jedné roving. Vétsina druhti Capu je zbarvena piedevsim Cern€, Sedé nebo bile a na svétle
ma jejich pefi duhovy efekt. Mlad’ata jsou pfevazné zbarvena Sed€ ¢i hnéde€, zalezi na
konkrétnim druhu (del Hoyo ef al., 1992). Kostru maji lehkou a pneumatizovanou.
K dychaci soustaveé kromé plic patii 1 vzdusné vaky, které slouzi jako zasobarna vzduchu.
Obvykle maji maly jazyk, tfidilny zaludek, samci se vyznacuji rudimentarnim penisem.
Jelikoz ¢api nemaji hlasové svaly, nevyvinulo se u nich hlasové ustroji. Nékteti zastupci
sy¢i, jini se vyznacuji hlasitym hvizdanim. Hlavnim komunikaénim projevem je vSak

opakované klapani zobaku (Hudec ef al., 2016; Gaisler et Zima, 2018).

Typickou potravou pro vSechny druhy ¢apt jsou drobni obratlovci (zaby, ryby,
hlodavci, hadi a jestérky) a hmyz. Pfijimand potrava zavisi na tvaru a délce zobaku. Capi
pii loveni ve vodé stoji na misté nebo pomalu pochoduji s pootevienym zobakem.
Pti kontaktu zobaku s kofisti dojde k jeho zaklapnuti v fadu milisekund. Chycené kofisti
se podafi uniknout jen velmi zfidka. Osazenstvo jednoho hnizda (rodi¢e a mladata)

zkonzumuje béhem jedné sezény asi 200 kg potravy (del Hoyo ef al., 1992).



Jedinci riznych druht ¢apu se rozmnozuji od vé€ku 3-5 let a hnizdi pfevazné na
stromech ¢i jinych vyvySenych mistech, jako jsou naptiklad kominy a sloupy, které jsou
typickym hnizdi§tém ¢apa bilého. Nekteré druhy ziji samotarsky, jiné naopak v hejnech,
ato1i po tisicich jedincich. Hnizda si stavéji hlavné z vétvi a klacka, u ¢apa bilého mohou

meéfit v pruiméru i 2 m. V koloniich maji ¢api hnizda od sebe pouze 30 cm.

Jedinci tvofici spolu par béhem jedné sezony se mohou v nasledujicim roce shledat
a opét se sparit. Pary nebyvaji trvalejsi nez nékolik malo sezon (Barbraud ef al., 1999).
Samice klade pfiblizné 2—5 vajec. O vejce 1 vylihnuta mlad’ata se staraji oba rodice do
doby, nezjsou schopna samostatného zivota. Mlad’ata se lihnou asynchronnég, po vylihnuti
okamzité vidi. Pokud se vylihne slabé a malo vyvinuté mlade¢, je rodici vét§inou vyhozeno
z hnizda (del Hoyo et al., 1992; Winkler et al., 2015; Hudec et al., 2016; Gaisler et Zima,
2018).

r__r ~wr

3.2 Systematické usporadani radu ¢api

Monotypicky fad capi ve své jediné Celedi Capoviti (Ciconiidae) obsahuje celkem
19 druht v 6 rodech, které se déli do 3 tribti: Mycterini, Ciconiini a Leptoptilini. Tribus
Mycterini zahrnuje 6 druhti ve 2 rodech. Prvnim rodem je rod Mycteria, sem patii 4 druhy
- M. cinerea (nesyt bily), M. ibis (n. africky), M. americana (n. americky)
a M.leucocephala (n. indicky). Druhy rod je Anastomus se 2 druhy - A. lamelligerus
(zejozob africky) a A. oscitans (z. asijsky). Dale tribus Ciconiini s jednim rodem Ciconia,
kam patfi 7 druht - C. abdimii (¢ap simbil), C. boyciana (¢. vychodni), C. ciconia (€. bily),
C. episcopus (€. bélokrky), C. maguari (€. jihoamericky), C. nigra (€. Cemy) a C. stormi
(C. pestry). Posledni je tribus Leptoptilini skladajici se ze 3 rodi, do nichz se fadi celkem
6 druhti. Rod Ephippiorhynchus se 2 druhy - E. asiaticus (¢ap Cernokrky) a E. senegalensis
(¢. sedlaty). Druhym je monotypicky rod Jabiru, kde se vyskytuje J. mycteria (Cap jabiru).
Tretim rodem je Leptoptilos se 3 druhy - L. crumeniferus (marabu africky), L. dubius (m.
indicky) a L. javanicus (m. indomalajsky) (Kahl, 1979; Sheldon ez Slikas, 1997; Gill et
Donsker, 2022).



3.3 Nesyt africky

Nesyta afrického (Mycteria ibis) je mozno v systému zivocicha zaradit takto (dle

del Hoyo et al., 2020):

Rise: Animalia (zivoCichové)

Kmen: Chordata (strunatci)

Podkmen: Vertebrata (obratlovci)

Trida: Aves (ptaci)

Podtfida:  Neognathae (letci)

Rad: Ciconiiformes (¢api)

Celed Ciconiidae (Capoviti)

Tribus: Mycterini

Rod: Mycteria (nesyt)

Druh: Mpycteria ibis (nesyt africky)

Nesyt africky patii mezi ¢apy, jejichz domovinou je piedevsim jih Afriky a zapadni

Cast Madagaskaru. Zastupci tohoto druhu nejcastéji preferuji zivot v blizkosti breht fek,
jezer, moktadl a zaplavenych oblasti. Nesyt africky sidli Casto nedaleko mést, méné
v lesich ¢i savanach (del Hoyo ef al., 1992; Brown ef al., 1993; Winkler ef al., 2015).
Hnizdi po 10 az 20 jedincich nejCastéji na stromech jako jsou napt. baobaby ¢i akacie.

V celém arealu je tento druh pocetné stabilni, populace nejsou nijak vyrazné pocetné

kolisavé (del Hoyo ez al., 1992; Brown et al., 1993).

Nesytové obvykle vazi 1,2-2,3 kg, jejich telo je dlouhé pfiblizné 1 m. Samice byvaji
o néco mensi. Pefi na hlavé a krku ma lehce nasedlou barvu, o¢i jsou Sedohnédé, tvare
a dlouhé nohy jsou syté ¢ervené barvy (Winkler ez al., 2015). Nesyt africky se pohybuje
velmi pomalym a rozvaznym krokem. Zobék je dlouhy, mirné zakfiveny a zbarveny do
syté zluté barvy. Hibet, hrud’, bficho, spodni a horni strana ktidel jsou naopak Ciste bilé
(del Hoyo et al., 1992; Brown ef al., 1993). Pii namluvach se ¢ervena barva nazin a bila
barva pefi vyrazné zjastuji, opefeni ma poté lehky nadech do rizova. V tomto obdobi
namluv hola mista pokozky zamérmneé odhaluje. Ocas a pefi na kiidlech jsou Cerné. Let

nesytl se sklada ze dvou casti. Prvni Cast je aktivni, kdy se jedinci dostanou pomoci



silnych udert kiidel do vysky, v druhé Casti se jedna o plachténi zpét smérem dola (del

Hoyo et al., 1992; Brown et al., 1993).

Nesyti africti vydavaji zvuky vét§inou pouze pii namluvach a v obdobi patfeni a péce
o mlad’ata. Jedna se o zvlastni zvuky, které pfipominaji zvuk vrzavych dvefi. Mlad’ata
vydavaji specificky zvuk, kterym vyzaduji pozornost rodi¢t (Brown ez al., 1993). Klapani
zobakem je pozorovano hlavné u paficich se jedinct (del Hoyo ez al., 1992; Brown et al.,
1993).

Namluvy jsou provazené typickym chovanim, kdy samec laka samici. Jakmile spolu
vytvofti par, podileji se oba 7-10 dni na stavbé hnizda, které se sklada predevsim z klaciku
ajevystlané listim a rakosim. Nové hnizdo si par stavi vétSinou kazdy rok, avSak je mozné
si také pouze upravit dosavadni hnizdo (Brown ef al., 1993; Winkler ez al., 2015). Hnizdo
ma prumér 1 m s hloubkou 0,2-0,3 m (del Hoyo et al., 1992; Brown et al., 1993).

Samice obvykle kladou 2—4 vejce. Skotfapka vajec je matné bila. Kazda populace,
kterd zije na jiném uzemi Afriky ¢i Madagaskaru, snasi vejce v odliSnych mésicich,
nejcasteji vSak v obdobi dlouhych destt (del Hoyo ef al., 1992; Brown et al., 1993; Hudec
et al., 2016). Mlad’ata se lihnou v intervalu 2 dni a jsou zpravidla Sedohnéda s matné
Sedozlutym zobakem. Tvafe maji jemné oranzové. Tenké nohy, pefi na kiidlech i ocas
jsou zbarveny do tmaveé hnédé barvy. Po zhruba 10 dnech zivota se jejich pefi zbarvuje do
jasné bilé. V mladi Ize diky totoznému zbarveni zaménit nesyta afrického za capa bilého
mlad’atim je snizena zhruba po 21 dnech. Mlad’ata nasledné opoustéji hnizdo samostatné,
bez pomoci rodic¢i. Dospélost pfichazi 3. rokem, kdy by meéli byt jedinci jiz schopni

rozmnozovani (del Hoyo ef al., 1992; Brown et al., 1993).

Zivi se predevsim drobnymi obratlovci, ktefi Ziji v mélkych vodach. Pii loveni
potravy ponofi téméf cely zobak do vody a zaroveii jednou nohou vifi bahno okolo. Casto
také vyuzivaji sva kfidla na zastinéni daného mista, kde chtéji kofist ulovit. Pokud
zaznamenaji, ze se kofist pohnula, okamzité ji seviou svym mohutnym zobakem. Potravu
polykaji obvykle zivou. Mezi jejich potravu se fadi i suchozemsti obratlovci a hmyz, které
vybiraji ze suchého pisku (Brown et al., 1993). Pfijem potravy je kratky a intenzivni,
preruSeny dlouhou dobu odpocinku. Mlad’ata jsou krmena tak, ze rodice spolknutou

potravu vyvrhnou na dno hnizda a mladata ji poziou. Pokud jsou velmi hladova, potravu
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Nesyti africti se fadi mezi stéhovavé ¢apy. Na jih Afriky prilétaji hlavné v fijnu
a odlétaji v dubnu. Trvale se vyskytuji v Zimbabwe, Zambii a dal§ich tropickych oblastech
vychodni Afriky. Migrace tohoto druhu ¢apa neni stale dokonale zdokumentovana (Brown

etal., 1993).

Obrazek ¢. 2: Nesyt africky pfi lovu kofisti, foto M. Jirous (2009).

3.4 Mikrosatelity

Mikrosatelity znamé od zacatku 80. let 20. stoleti, jsou jednoduché tandemové se
opakujici 1-6nukleotidové repetice (STRs) (Goldstein ez Pollock, 1997; Oliveira et al.,
2006; Avvaru et al., 2020). Spolecné¢ v genetickych studiich, populacni genetice,
konzervacni genetice, pfi forenznich analyzach a testovani otcovstvi jsou diky své
variabilit€¢ a polymorfismu jednémi z nejpouzivangjSich molekularnich markerd pro
genetické mapovani s vysokym rozliSenim (Oliveira et al., 2006; Barbara ef al., 2007).
Mikrosatelity se v ptacim genomu vyskytuji rovnomérné, jsou zastoupeny v 0,13-0,49 %
(Huang ef al., 2016). V lidském genomu zabiraji mikrosatelity cca 3 %. Vzhledem
k vysoké mutabilit¢ mikrosateliti se predpoklada i jejich role v evoluci genomu.
Mikrosatelity mohou mit vyznamnou funkci také v genové expresi (Tautz ef al., 1986;

Kashi et al., 1997; Avvaru et al., 2020).

V 80. a 90. letech byly mikrosatelity studovany v souvislosti s vyzkumem ¢lovéka,

na prelomu tisicileti se mikrosatelitni analyza stala jednim z nejdulezitéSich nastroji pro



vyzkum rostlin a zvifat. Mikrosatelity jsou selek¢né neutralnimi markery, pokud se
vyskytuji v nekodujicich oblastech. V exonech ¢i v regulacnich oblastech zména poctu
opakujicich se jednotek muze zptsobit rizna onemocnéni ¢loveka (Strand ef al., 1993).
Mikrosatelity se vyskytuji u vSech organismu, vyrazné€ ¢astéji u eukaryot (Rajendrakumar
et al., 2007). Dokonce byly popsany i v genomech vira (Field er Wills, 1998; Toth et al.,
2000; Ouyang et al. 2012). Mikrosatelity se nachézeji v blizkosti rozptylenych opakujicich
se elementl, jako jsou kratké (SINEs) a dlouhé (LINEs) rozptylené repetice (Ellegren,
2004).

Polymorfni mikrosatelitni lokusy jsou kodominantni, multialelické a nestabilni, jsou
velmi dobfe schopny odlisit blizce pfibuzné jedince a jejich studium je zalozeno na PCR
amplifikaci, kterd ma vysokou reprodukovatelnost (Goldstein ez Pollock, 1997). Idealni
mikrosatelit pro studium variability by mél mit 1 vice nez 10 alel. V populaci by mél
vykazovat téz vysokou heterozygotnost (Ellegren, 2004), ktera by se méla idealné
pohybovat nad 60 %. U nékterych mikrosateliti se heterozygotnost blizi az k 90 %
(Goldstein et Pollock, 1997). Alely heterozygotniho lokusu se lisi svoji délkou, respektive
poCtem opakovani repetitivni jednotky. Jedinec homozygotni v ramci daného

mikrosatelitniho lokusu ma ob¢ alely stejné dlouhé.

Mikrosatelitni markery jsou vhodné pro urceni genetické individuality a analyzy
jedincti v blizkém ptibuzenském vztahu. Na jednu generaci vykazuji vyssi rychlost mutaci
v rozmezi 102 az 107° nukleotidd na lokus, nez jiné Casti genomu (Sia ef al., 2000).
Vysoka mutacni rychlost mikrosatelitd je zptisobena napt. chybami beéhem rekombinace
chromatid ¢i nerovhomérnym crossing-overem (Strand ez al., 1993). Predpoklada se, ze
polymorfismus mikrosatelitd vznika tzv. sklouznutim DNA polymerazy“ ¢i
,Sklouznutim DNA®“ béhem replikace DNA a jsou tak nachylné k dvoufetézovym
zlomim. DNA polymeraza Spatné prevede templatovy usek mikrosatelitu do nového
vlakna, prida nebo ubere 1 ¢i vice jednotek repetice a vznikaji 2 dvouvlakna s odliSnym
poctem repetic (Bennett, 2000). Vysledkem muze byt nova délkova alternativa, tedy nova
alela, ktera je dédéna v potomstvu (Ananda ef al., 2014; Gadgil ef al., 2020). Rychlost
a smér skluzu jsou ovlivnény 1 poCtem, umisténim a sekvenci repetic. Tyto mutace jsou

zavislé na délce a motivu repeticni sekvence (Ellegren, 2004).
Existuje nékolik typt déleni mikrosateliti. Jednim z moznosti je dle toho, jakym
zpusobem jsou vzajemné jednotlivé repeti¢ni jednotky usporadany. Mikrosatelity se tak

déli na dokonalé, nedokonalé, pferuSované a slozené. Dokonalé mikrosatelity maji



sekvenci, ktera neni naruSena jinym nukleotidem (CAGCAGCAGCAGCAG). Druhym
typem je nedokonaly mikrosatelit (CAGCAGTCAGCAG), kde je dokonalost
mikrosatelitového motivu narusena vyskytem jiné baze (Kofler ez al., 2008). Jako tieti typ
je oznacovan mikrosatelit preruSeny (CAGCAGCATCAGCAG, u n¢hoz se mezi
2 opakujicimi se repetitivnimi sekvencemi nachazi odli§na, obvykle kratsi sekvence
s jinym motivem. Poslednim typem je slozeny mikrosatelit

(CAGCAGCAGCATCATCAT), ve kterém je za jednou dokonalou sekvenci pfitomna

sekvence s jinou jednotkou repetice (Oliveira et al., 2000). Nejcast&j§imi polymortnimi

mikrosatelity jsou mikrosatelity slozené (Chen ez al., 2011).

Dalsi moznosti déleni mikrosatelitt je dle poctu nukleotidi v repetitivni jednotce,
na zakladé tohoto kritéria rozliSujeme mikrosatelity s jednotkou opakovani o délce 1-6
nukleotidi (Toth ef al., 2000). V oblastech intront se nachazeji nejvice repetice mono-,
di- a tetranukleotidové. V exonech prevazuji hlavné tri- a hexanukleotidové repetice.
Nejhojnéjsi vyskyt mononukleotidovych repetic je v genomech primat, hlodavei maji
repetice slozené nejCastéji z dinukleotidd AT, u hub se tyto dinukleotidové sekvence
vyskytuji zdaleka v mensi mife. Vzacnéjsi formou repetic u zminénych organismi jsou
repetice GC. Trinukleotidové repetice Ize nalézt v kazdé genomové oblasti s vyznamnou
frekvenci, kdy u vSech obratlovci dominuje v exonech opakovani GCC. Repetice AAT se
opakuji v exonech kvasinek a jinych hub. Tyto trinukleotidové repetice jsou kvuli
nestabilit¢ DNA v nekanonickych strukturach u c¢lovéka zodpovédny za spoustu
neurodegenerativnich poruch jako je napt. Huntingtonova choroba, syndrom fragilniho X
chromozomu, spinocerebralni ataxie, myotonickd dystrofie, spinalni-bulbarni svalova
atrofie, avSak i nékteré typy lidskych rakovin, napt. dédicny nepolypozni kolorektalni
karcinom (Wooster ef al., 1994; Arzimanoglou ef al., 1998; Verma et al., 2019; Gadgil et

al., 2020). Zmény v sekvencich mikrosatelitt mohou byt zptusobené naptiklad

2

patogennimi viry a vedou k tzv. fenotypové zméné, pokud se nachazeji v kodujicich
oblastech (Deback et al., 2009; Strivastava ef al., 2019).

Mezi repetice, které se v exonech vyskytuji v nejmensim mnozstvi, patii repetice
pentanukleotidové. Jejich zastoupeni v DNA je zhruba totozné s frekvenci
trinukleotidovych repetic v intronech a intergennich mistech (Toth ef al., 2000). Pocet
mikrosatelitnich lokusti vzhledem k vétSim genomtm savcl roste, zatimco u rostlin pfi

zveétSovani jejich genomu pocet mikrosatelita klesa (Ellegren, 2004).

Proces hledani polymorfnich mikrosatelitd pro konkrétni druh vyzaduje znacné
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finan¢ni a materialni naklady a jejich izolaci se vénuji védecti pracovnici i nékolik tydna
az mésict (Primmer et al., 1996). Casto se stavé, ze mikrosatelity odvozené pro 1 druh
jsou pouzitelné pro druh jiny, proto se metoda oznacuje jako cross-species PCR
amplifikace neboli ,,mezidruhova“ mikrosatelitni amplifikace. Zalezi na fylogenetickém
¢i evolu¢nim pivodu dané sekvence a jak byla tato sekvence u jednotlivych druht v jejich
evolucni cesté mutacemi ménéna, jakym zpusobem a jak Casto. Na zaklad€ toho je mozné
najit pary primert, pomoci kterych se da totozny lokus amplifikovat u riznych druhi téhoz
rodu, s klesajici pravdépodobnosti v ramci stejné Celedi, fadu, ale i tifidy (Moore et al.,
1991, Schloterter et al., 1991, Oliveira et al., 2000). Piikladem uspésné amplifikace
polymorfnich lokust v ramci jednoho rodu je napt. studie Sun ez al. (2009), ktera odvodila
pary primerua od buitiacka madeirského a testovala pomoci nich polymorfismus u buinacka
dlouhoktidlého a Monteirova. Bried ef al. (2008) v ramci jedné Celed€ u ruznych roda
nalezli polymorfismus mikrosateliti u buffidka Bulwerova s pouzitim primerd pro
amplifikaci polymorfnich mikrosatelitnich lokust od buinaka sedého. Mensi uspésnost je
u ruznych celedi v ramci jednoho tadu, napt. studie Techow er O’Ryan (2004), kdy
primery amplifikujici mikrosatelity u buifiaka bélobradého uspesné pouzili k amplifikaci
téchto polymorfnich lokust u albatrose stéhovavého. Amplifikace je mozna i mezi fady
jedné tfidy, kdy napt. Brown et Jordan (2009) otestovali polymorfni mikrosatelity od
burnaka trinidadského na tucnaku zlutorohém. U zivocicha literatura uvadi vétsi efektivitu

ziskani mezidruhovych polymorfnich mikrosatelitii nez u rostlin (Barbara ez al. 2007).

Usp&sna amplifikace mikrosatelitd mezi druhy zavisi na podobnosti, idealn&
stejnosti sekvence, kdy primery odvozené od donorového druhu jsou testované na
recipientnim druhu. S rostouci evoluéni vzdalenosti moznost amplifikace stejnych
polymorfnich lokusi mezi organismy klesa (Galbusera et al., 2000). U ryb a savci jsou
mikrosatelity v genomech frekventovangjsi nez v genomech ptaka (Primmer ez al., 1997,
Neff et Gross 2001). Mikrosatelity jsou ve srovnani s dal§imi molekularnimi markery

vysoce polymorfni (Oliveira ef al., 2000).

Doposud byly u riznych organismu objeveny asi 4 miliardy mikrosatelitnich lokust.
Byla vytvorena MSDB databaze (Microsatellite DataBase) mikrosatelitt vyskytujicich se
ve vice nez 37 500 genomech dostupnych v rdznych genomovych ualozistich. Tato
databaze napomaha snadnému a rychlému vyhledavani mikrosatelitt, v ramci ni je mozno

porovnavat sekvence a je neustale pravidelné aktualizovana (Avvaru et al., 2020).
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3.5 Polymorfni mikrosatelity od druht z fadu trubkonosi

Rad trubkonosi je délen do 4 &eledi - albatrosoviti (Diomedeidae), buifiadkoviti
(Hydrobatidae), burtiakoviti (Procellariidae) a buinikoviti (Pelecanoididae). Rizni autofi
uvadéji, ze trubkonosi zahrnuji pfiblizné 120—-130 druhi (Gaisler ez Zima, 2018, del Hoyo
et al., 2020). V ramci Laboratofe populacni genetiky mame 207 parG primerd pro
amplifikaci polymorfnich mikrosatelitt od druhd tohoto fadu. Podrobné vzhledem
k Celedim a jednotlivym druhtim je uvadim v Tabulkach ¢. 3-6. V Laboratofi je také 6 para
mikrosatelitnich primert, které amplifikovaly polymorfni produkt u nékterého druhu
trubkonosi, ale odvozeny od nich nebyly. Jedna se o 5 para primerd z fadu dlouhokiidli
(Charadriiformes), a to od racka novozélandského, kulika motského a alkouna holubiho
(Cepphus columba). Posledni par pochazi od lesiiacka zlutonohého z tadu pévci

(Passeriformes).

3.5.1 Polymorfni mikrosatelity od druh z celedi albatrosoviti

Celkem od 7 druhii jsou v Laboratofi populacni genetiky mikrosatelitni primery
(53 paru), viz Tabulka €. 3 - od albatrose st€hovavého, jizniho, Sedohlavého, Cernobrvého,

bélohibetého, Cernonohého a laysanského.

Burg (1999) odvodila pary primert pro amplifikaci celkem 26 mikrosatelitt podle
DNA sekvenci albatrose stehovavého a Sedohlavého, ktefi ziji na pobfezi a ostrovech
vSech oceant na zemékouli. Z DNA sestavila 2 genomické knihovny, jednu s fragmenty
obsahujicimi (AC)n a druhou s fragmenty obsahujicimi (CTTT)y repetice. Burg navrhla 31
part primerq, které byly pouzity ke cross-species PCR amplifikaci. Polymorfismus se
vyskytl u 21 mikrosatelitt (2-10 alel) a 3 lokusy poskytly monomorfni produkt. Posledni
2 mikrosatelitni lokusy byly u albatrose stehovavého bez produktu, naopak u albatrose
Sedohlavého a Cernobrvého ve vSech pripadech nalezla polymorfismus, ale pocet alel

nepublikovala.

Burg et Croxall (2001) studovali albatrosy cernobrvé, Sedohlavé a Campbellovy.
V ramci mikrosatelitni analyzy vybrali 6 mikrosateliti z pfedchozi zminéné publikace
Burg (1999) a dalsi novy, doposud nepouzity De35. U 765 jedincl albatrosa ¢ernobrvého
jednotlivé mikrosatelity vykazovaly 4-13 alel a u 756 jedinct albatrosa Sedohlavého se

vyskytovalo 5-22 alel.

Burg ez Croxall (2004) pouzili 9 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti a mikrosatelit
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De37, které testovali u albatrosa stéhovavého, jizniho a Gibsonova. Mikrosatelit De33 mél

4-6 alel, ale kvuli své vazb€ na pohlavni chromozom W byl z dalSich analyz vyfazen.

Dubois et al. (2005) popsali 10 polymorfnich mikrosatelitnich lokust pro albatrosy
st€éhovavé, pochazejici z Crozetovych a Kerguelenovych ostrovii. Genomicka DNA byla
izolovana z krve pomoci QIAmp Tissue Kit (QIAGEN). Dohromady PCR produkty
mikrosatelitd vSech jedinct obsahovaly 2—13 alel. Tyto lokusy byly amplifikovany také
u buifidka snézného a Bulwerova, kdy jich 8 wvykazovalo polymorfni produkt.

U zbyvajicich 2 lokust nedoslo k amplifikaci zadnych alel. Autofi pocty alel neuvadéji.

Hernandez et al. (2014) testovali 16 part primert na 36 albatrosech bélohibetych,
ttech Cernonohych a dvou laysanskych. Z DNA izolované z tkani téchto jedinci byly
vytvoreny genomické knihovny. Celkem 13 lokust vykazovalo u albatrosa ¢ernonohého
a laysanského polymorfismus s vyskytem 2-18 alel. Jedinci a. bélohfbetého m¢li

polymorfnich 14 lokust, kdy se pocet alel pohyboval mezi 2—7 alelami.

3.5.2 Polymorfni mikrosatelity od druhi z celedi burnackoviti

PocCet part primerd, které pochazeji z fadu trubkonosi od Celedi buinackoviti -

burfiaCek dlouhoktidly, madeirsky a Monteirv (viz Tabulka €. 4), byl celkem 54.

Sun et al. (2009) odvodili z DNA 9 par primert pro mikrosatelity od buiniacka
madeirského odchyceného na Madeife a 1 par primerti od skandinavského druhu buinacka
dlouhoktidlého. K hybridizaci s genomickou DNA se pouzila smés 3 biotinylovanych
oligonukleotidovych sond - (AC)13, (AG)13 a (GAA)s. Pro kazdy druh byla nasledné
sestavena knihovna. Z 96 osekvenovanych klona bylo vybrano 20, z nich odvozené pary
primert byly testovany u 73 jedinct 3 druht, a to u 27 burnackt madeirskych, 24 buinacka
dlouhoktidlych a 22 bufnackit Monteirovych pochazejicich z Azorskych ostrovi.
9 mikrosatelitd vykazovalo polymorfni produkt u buiiacka madeirského a Monteirova,
kdy byl pocet alel 2—11. Dalsich 8 polymorfnich lokusti bylo amplifikovano u buiniacka
dlouhoktidlého s poctem 2-9 alel.

Bicknell ef al. (2011) amplifikovali 50 pard primerd u 4-6 jedincti buinacka
dlouhoktidlého z ostrova Gull (Newfoundland, Kanada). Genomicka knihovna byla
sestavena z fragmentl DNA obsahujicich repetice (GT)y, (CT)n, (GTAA)n, (CTAA),,
(TTTC)n a (GATA). 26 mikrosatelitnich lokusi bylo polymorfnich, 18 lokust
vykazovalo monomortni produkt a 6 z nich jich bylo bez produktu. Bicknell ez al. (2011)

13



pocty alel neuvadéji. Veskeré mikrosatelity poskytujici polymorfismus byly podrobeny
dalsi amplifikaci na 24 jedincich (14 samct a 10 samic), kdy se pocet alel rovnal 2-22.

4 lokusy byly urceny jako vazané na chromozom Z.

Bried ef al. (2012) se zabyvali studiem buffiackli Monteirovych z ostrova Praia na
Azorském sousostrovi, u nichz objevili 18 mikrosatelitti. Z DNA izolované z krve pomoci
QIAamp Tissue Kit (QIAGEN) byla nasledn€ vytvorena genomicka knihovna obohacena
0 (TG)i0 a (TC)1o repetice. Bylo vybrano 27 lokust, z nichz pouze 18 bylo pouzito ke
zkoumani genetické variability 65 samic a 60 samcu buinacka Monteirova. Na lokusech

bylo detekovano 4—17 alel. Pouze jeden z nich byl vazan na chromozom Z.

3.5.3 Polymorfni mikrosatelity od druht z celedi burnakoviti

Dalsi pary primert (100), kterymi Laboratoi populacni genetiky disponuje, byly
nalezeny u buifidka Sedého, Bulwerova, bélobradého, trinidadského, taiko, havajského,

balearského, svétlonohého a utlozobého.

Techow et O’Ryan (2004) testovali 10 pard primeri u 68 jedinci buiniaka
bélobradého, jehoz typickymi regiony vyskytu jsou ostrovy v Indickém oceanu. Po izolaci
DNA byla sestavena knihovna s fragmenty s opakujicimi se dinukleotidy (CA)n.
Vysledkem amplifikace bylo 6 polymorfnich mikrosatelitnich lokust se 3-9 alelami
a dalsi 4 lokusy poskytly monomorfni produkt. Mikrosatelity byly poté podrobeny
dalsimu testovani u buiniaka Hallova, obrovského, tristanského i albatrose ¢ernobrvého,
st€éhovavého a Sedohlavého. U daného druhu se vyskytoval polymorfismus vzdy asponi

u 3 mikrosatelitd. Pocet alel autofi neuvadéji.

Bried et al. (2008) zkoumali polymorfismus u 43 jedinct buinaka Sedého, jejichz
ptirozenou lokalitou je Azorské souostrovi. Na pocatku byla sestavena genomicka
knihovna s vétSim zastoupenim dinukleotidovych opakovani. Z vybranych
15 mikrosatelitnich lokust bylo polymorfnich jen 11, kdy byl pocet alel v rozmezi 2—8 na
lokus. Jeden z lokust se nachazel na chromozomu Z. Dale byla pouzita i amplifikace
u albatrose stéhovavého, buifidka bélobradého a b. Bulwerova, kdy u a. stéhovavého
vykazoval polymorfni produkt pouze 1 lokus, u b. bélobradého byly polymortni
2 mikrosatelity a u b. Bulwerova se objevilo nejvétsi mnozstvi polymorfnich lokusa, a to

10. Zbylé mikrosatelity byly bud’ monomorfni nebo neposkytly zadny produkt.

Lawrence (2008) objevila u buiiiaka Taiko z Nového Zélandu a okolnich ostrovii
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2 mikrosatelity poskytujici polymorfni produkt. Z jejich krve byla ziskana DNA a z ni
poté sestavena knihovna s (GT)s, (GA)n, (AAT)., (AAAG), repeticemi. Po pouziti
9 navrzenych pard primert probéhla amplifikace pouze u 4 mikrosateliti. 2 lokusy byly
z dal§iho testovani vyfazeny kvili nedostatecnému polymorfismu ¢i selhani PCR
amplifikace. V dalsi analyze bylo opét testovano 9 novych parti primeru, kdy polymorfni

byl pouze 1 lokus se 4 alelami.

Brown et Jordan (2009) studovali buitidka trinidadského obyvajiciho ostrov Round,
ktery je soucasti souostrovi Seychely. Charakterizovali 6 polymorfnich mikrosatelitnich
lokust, kdy vzorky odebrané ze 3 mrtvych mlad’at slouzily k izolaci genomické DNA,
ktera poté byla vyuzita k vytvoreni knihovny s di- a tetranukleotidovymi repeticemi.
Amplifikovalo se 6 mikrosatelitnich lokust (ze 43), z kterych byl uren polymorfismus
u 3 lokust (4-10 alel). Dale byly amplifikované lokusy znovu otestovany i u dalSich druha
z tfadu trubkonosi a také u tuciiaka zlutorohého. Pocet alel byl 2-9. Posledni analyzou byla
PCR amplifikace za vyuziti mikrosatelitnich lokust (53) jiz znamych u kulika moftského,
buifiiaka bélobradého, albatrose sté¢hovavého a Sedohlavého, které testovali na jiz
zminéném bufniaku trinidadském. Polymorfni produkt poskytlo pouze 6 mikrosatelitd,

pocty alel autofi neuvadéji.

Gonzalez et al. (2009) se snazili najit polymorfismus u 23 mikrosatelitt odvozenych
od buinaka balearského hnizdiciho na ostrovech Ibiza a Cabrera. Navrhu primert
predchazelo sestaveni dvou genomickych knihoven, na jejichz tvorbu byla pouzita DNA
b. balearského izolovana ze svali fenol-chloroformovou metodou s predpusobenim
proteinazy K. Polymorfnich mikrosatelitd bylo celkem 10 s 2—-10 alelami, zbylé lokusy
byly monomorfni. Tyto mikrosatelity poskytujici polymorfni produkt u b. balearského
byly podrobeny dalsi PCR amplifikaci u buifidka sttedomoiského, u kterého byl detekovan

polymorfismus v 9 lokusech (pocty alel nejsou v ¢lanku uvedeny).

Andris ef al. (2010) se zabyvali studiem polymorfnich lokust u azorského burnaka
Bulwerova, ktery byl odchycen na ostrové Vila Franca. Za pouziti kuli¢ek pokrytych
streptavidinem a kompetentnich bakterii E. coli ziskali knihovnu z genomické DNA
s vyssim zastoupenim repetic (TG)io a (TC)1o. 25 mikrosatelitd vybrali pro nasledujici
PCR amplifikaci na 91 jedincich. K vyskytu polymorfismu (se 2—8 alelami) doslo u 24
mikrosatelitnich lokust, avSak kvuli potizim béhem amplifikace 13 z nich nebylo do
dalsich analyz zarazeno. Polymorfismus téchto lokusii dale testovali u bufnaka

bélobradého a modravého a buiniacka Monteirova, kdy z celkového poctu byly polymortni
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pouze 2 lokusy. Autofti pocet alel neuvadé;i.

Welch et Fleischer (2011) ziskali 10 polymorfnich mikrosateliti pro bufnaka
havajského. Po sestaveni knihovny obohacené o fragmenty (CA)1o, (AAAG)s, (AAAC)s
a (AGAGG)s byla provedena amplifikace 65 mikrosatelitnich lokust na 15 jedincich.
Vysledkem amplifikace bylo 10 lokust s polymorfnim produktem, jejichz pocet alel se
pohyboval v rozmezi 3-10. Welch ef Fleischer (2011) provedli analyzu dalSich
mikrosatelitd pomoci 37 part primert z fadu trubkonosi, dlouhoktidli a pévci a na zakladé
toho pro jejich amplifikaci navrhli nové pary primerq, aby ziskali kratsi, 1épe hodnotitelné

produkty.

Quillfeldt e al. (2012) se pfi svém vyzkumu zaméfili na buiiiaka utlozobého
obyvajiciho Falklandské ostrovy (Malviny). Zdrojem izolace DNA bylo peti 25 dospélych
burniakd a také krev 77 jedinct tohoto druhu (43 dospélych a 34 mlad’at). Po provedeni
cross-species PCR amplifikace bylo detekovano celkem 7 polymorfnich lokusa.
Vzhledem k tomu, ze chtéli mikrosatelity vyuzit pro studium otcovstvi, vyradili nékteré
lokusy z dalsiho testovani kvuli jejich problematickému rozliSeni ¢i jejich vazbé na

pohlavni chromozom Z. Pocet alel nebyl v publikaci uveden.

Hardesty ef al. (2013) popsali u buiiidka svétlonohého, vyskytujiciho se po celé
délce pobrezi Indického a Tichého oceanu, 11 polymorfnich mikrosatelitnich lokust. Ze
vzorku krve a pefi 46 jedinct byla vyizolovana DNA a nasledné rozstépena restrikCnimi
enzymy. Autofi poté sestrojili knihovnu s vyskytem (AAC)12, (CAG)w, (CATC)g
a (TAGA)g repetic. Z testovanych 25 mikrosatelitd bylo 11 z nich polymorfnich se 3—13

alelami.

Moodley et al. (2015) navrhli 36 pari primerd pro studium polymorfnich
mikrosatelitd u buitiaka Utlozobych a holubich. Po tom, co byla sestrojena genomicka
knihovna s fragmenty obsahujicimi dinukleotidova opakovani. Po jejich osekvenovani
a navrhu pard primert byly vybrané lokusy podrobeny amplifikaci. Celkem poskytlo
polymorfismus 26 mikrosatelit, z toho bylo nutné 1 lokus vytadit. Zbyvajicich 25 lokust
proslo u b. utlozobych dalsi amplifikaci, jejimz vysledkem byly polymorfni produkty

u vSech 36 mikrosatelitu s 5—48 alelami.
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4. Material a metody

4.1 Biologicky material

Biologicky material pro analyzu mikrosatelitt byl do Laboratote popula¢ni genetiky
dodan od jedinct chovanych v Zoologické zahradé Zlin-Lesna. Z odebrané krve, ktera
pochazela ze 6 nepiibuznych jedincii nesyta afrického (Mycteria ibis), byla nasledné
vyizolovana DNA za pouziti fenol-chloroformové metody, coz provedl vedouci mé
bakalarské prace. Po jejim rozpusteni v TE pufru byla zjisténa jeji koncentrace a DNA

byla pro PCR natedéna mezi 10 az 20 pg/ml.

4.2 Seznam pouzitych chemikalii

o Akrylamid (Sigma)

o alaq DNA polymeraza (5 U-ul!), M1241 (Promega)

o Bromfenolova modf (Serva)

o Deionizovana voda

o Deoxyribonukleosid trifosfaty (dNTPs) (100 mmol 1"}, 400 ul kazdého), U1240
(Promega)

o Dusi¢nan stfibrny (Sigma)

o Ethanol (96% roztok) (Lihovar Vrbatky)

o Ethylendiaminotetraoctan sodny (Lachner)

o Formaldehyd (Lachner)

o Formamid (Lachner)

o Hydroxid sodny (Lachner)

o Chlorid draselny (Lachema)

o Chlorid sodny (Lachema)

o Kyselina borita (Lachema)

o Kiyselina dusi¢na - 65% roztok (Lachner)

o Kyselina octova (Lachner)

o Laurylsiran sodny (Lachema)

o 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

o Mocovina (Lachner)

o N,N‘-methylenbisakrylamid (Serva)

o N,N,N‘ N‘-tetramethylethylendiamin (AppliChem)

o Peroxodisiran amonny (Lachner)
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o Tekuté sté€race Rain Off (Sheron)

o Thiosiran sodny (Lachema)

o Tris(hydroxymethyl)aminomethan (AppliChem)
o Triton X-100 (Amresco)

o Uhlicitan sodny (Lachner)

o Xylenova modf (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.3 Seznam pouzitych roztoku a jejich priprava
Reakéni pufr pro PCR (10x)

o 1,211 g tris(hydroxymethyl)aminomethanu
o 3,73 g chloridu draselného

o 1 ml Triton X-100

o 80 ml deionizované vody

o Pomoci HCI upravit na pH 9 a poté doplnit do 100 ml deionizovanou vodou.
Fix/stop roztok

o 88 ml ledové kyseliny octové

o 800 ml deionizované vody
Nanaseci pufr

o 25 ml deionizované vody

o 100 ml formamidu

o 0,125 g xylenové modie

o 0,125 g bromfenolové modie

o Vysledny pufr uchovat v chladnicce.
Roztok kyseliny dusi¢né

o 12 ml 65% kyseliny dusi¢né

o 800 ml deionizované vody
Roztok dusi¢nanu stiibrného (0,1%)

o 0,8 gdusi¢nanu stfibrného
o 800 ml deionizované vody

o Pfed pouzitim k vychlazenému roztoku ptidat 1,2 ml formaldehydu.
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Roztok hydroxidu sodného (1 mol 1)
o 40 g hydroxidu sodného rozpustit v 1 | deionizované vody
Roztok peroxidisiranu amonného (10%)

o 1 gperoxodisiranu amonného
o 10 ml deionizované vody

o Rozpustit a uchovat v chladnicce.
Roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

o 1 ml0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu
o 3 pl 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

Roztok polyakrylmidového gelu (6%)

o 40 ul N,N,N‘ N*-tetramethylethylendiaminu
o 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného

o 60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
Zasobni roztok akrylamidu (6%)

o 420 g mocoviny rozpustit v 484 ml deionizované vody

o 50ml 10x TBE

o 150 ml 40% zéasobniho roztoku akrylamidu : N ,N‘-methylenbisakrylamidu
v poméru 19:1

o Roztok uchovat v tmavé 1lahvi v chladnicce.
Zasobni roztok TBE pufru (10x)

o 55 gkyseliny borité
o 108 g tris(hydroxymethyl)aminomethanu
o 40 ml 0,5 mol-1"! roztoku ethylendiaminotetraoctanu sodného (pH 8,0)

o Doplnit do 1 I deionizovanou vodou.
Vyvojka

o 24 guhlic¢itanu sodného

o 800 ml deionizované vody

o Rozpustit a ulozit do chladnicky, pfed pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu

a 160 pl thiosiranu sodného
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4.4 Seznam laboratornich p¥istroju

Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

Hybridizac¢ni pec HB-2D (Techne)

Chladnicka kombinovana (Whirlpool)

Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)
Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)
Mikropipeta Finnpipette 0,5-10 pl - osmikanalova (Thermo Labsystems)
Mikropipety Finnpipette 0,3—1 ml (Thermo Labsystems)
Mikropipety Nichipet EX 0,5-1 ml (Nichiryo)
Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)
Negatoskop NEGA 1 (Maneko)

Sekvenacni elektroforetickd komora S2 (Whatman Biometra)
Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)
Susarna CAT 8050 (Contherm)

Termocykler GenePro (BIOER Technology)

Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

Termocykler XP Thermal Cycler (BIOER Technology)
Trepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

Vortex mixer (Labnet International)

Vortex MS2 (Ika)

Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)
Vyrobnik ledu Ice Flanker (Brema Ice Makers)

o o o o o o o o o o o o o 0o o o o o o o o

4.5 PCR amplifikace DNA nesyta afrického

Genomicka DNA z 6 nepfibuznych jedincl nesyta afrického (Mycteria ibis) byla

amplifikovana pomoci PCR:

1) PCR mix pfipravit podle Tabulky ¢. 1 v 1,5ml zkumavce, po zvortexovani
a centrifugaci rozpipetovat po 9 ul do 0,2ml mikrozkumavek. Kazda
z mikrozkumavek dale obsahuje po 1 ul roztoku DNA. Po napipetovani mixu

1 DNA mikrozkumavky zvortexovat a zcentrifugovat.
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Tabulka €. 1: SloZeni PCR mixu.

Slozka PCR mixu Koncentrace Objem [pl]
zasobniho roztoku
Deionizovana voda - 44.4
Reak¢ni pufr 10x 6,7
Roztok roztok MgCl, 25 mmol/l 4,0
Roztok dNTPs 20 mmol/l ,
Primer F 10 mmol/I 3,3
Primer R 10 mmol/I 3,3
aTaq DNA polymeraza 5U/ul 1,0

2) Jednotlivé mikrozkumavky s nachystanymi vzorky umistit do termocykleru

a nastavit Casové a teplotni parametry podle Tabulky €. 2.

Tabulka ¢. 2: Schéma ¢asového a teplotniho pribé¢hu PCR amplifikace.

W

Teplota [°C] Cas Pocet cykla
94 5 min 1
94 30s
50 30 35
72 30s
72 7 min 1

4.6 Amplifikované mikrosatelitni lokusy u nesyta afrického

Celkem jsem v ramci svych experimenti otestovala 213 part primert, jejichz seznam pro
prehlednost rozdéleny na jednotlivé Celedi, respektive rady, ze kterych tyto markery pochézely,

uvadim v Tabulkach ¢. 3-6.
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Tabulka ¢. 3: Pouzit¢ mikrosatelity z celedi albatrosoviti.

Mikrosatelitni lokus Donorovy druh Citace
Del, De2, De3, De7, Dell, Del2,
Del7, Del8, De25, De30, De33 Burg, 1999
De35 Albatros stéhovavy Burg e Croxall, 2001
De37

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

(Diomedea exulans)

Burg e Croxall, 2004

Dubois et al., 2005

D6, D24, D29, D32

Albatros sté¢hovavy
(D. exulans),
Albatros Sedohlavy
(D. chrysostoma)

Dc5, Dc9, Dcl0, Dcl6, Dcl9, Dc20,
Dc21, Dc22, Dc26, De27, Dc31

Albatros Sedohlavy
(D. chrysostoma)

Burg, 1999

STAL4, STALS, STAL12, STALI1S,
STAL20, STAL24

Albatros bé¢lohrbety

(Phoebastria albatrus)

BFAL4, BFALI1, BFAL14, BFALI9,
BFAL20

Albatros ¢ernonohy

(P. nigripes)

LAALI1, LAAL7, LAAL10, LAAL19

Albatros laysansky

(P. immutabilis)

Hemandez et al., 2014

Tabulka ¢. 4: Pouzité¢ mikrosatelity z celedi buinackoviti.

Mikrosatelitni lokus

Donorovy druh

Citace

0c28B, 0c49, Oc51, Oc63, Oc64B,
0c79, 0c79-2, Oc84, Oc87B

Buimacek madeirsky

(Oceanodroma castro)

0110-39

0Ole01, Ole02, Ole03, Ole4, Ole05, Ole06,

0le07, Ole08, Ole09, Olel0, Olell,
Olel2, Olel3, Ole14, Ole15, Olel6,
Olel7, Olel18, Ole19, Ole20, Ole21,
Ole22, Ole23, Ole24, Ole25, Ole26

Bumacek dlouhokfidly
(O. leucorhoa)

Sun et al., 2009

Bicknell et al., 2011

Omnl, Omn2, Omn3, Omn4, Omn6,

Omn7, Omn8, Omnll, Omnl4, Omnl3,

Omnl6, Omnl7, Omn21, Omn22,
Omn23, Omn24, Omn25, Omn28

Bumacek Monteiruv

(O. monteiroi)

Bried et al., 2012
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Tabulka ¢. 5: Pouzit¢ mikrosatelity z ¢eledi buimakoviti.

Mikrosatelitni lokus

Donorovy druh

Citace

Pacqu2, Pacqu3, Pacqu4d, Pacqu?7,
Pacqu8, PacqulO, Pacqul3

Buimak bélobrady

(Procellaria aequinoctialis)

Techow et O’Ryan, 2004

Cd1, Cd2, Cd3, Cd4, Cds, Cde, Buiak sedy
o Bried et al., 2008
Cd7, Cd8, Cd9, Cd10, Cd11 (Calonectris diomedea)
Buimak taiko

Tcho6, Tch25

(Pterodroma magentae)

Lawrence, 2008

ParmO1, Parm02, Parm03, Parm04,
Parm05, Parm06

Buimak trinidadsky

(P. arminjoniana)

Brown et Jordan, 2009

Puff 1.5, Puff 1.9, Puff 4B,
Puff C5A, Puff C5D, Puff G2F,
Puff G11F, PuffPM2, Puff Sma6,
Puff G2C

Buimak balearsky

(Puffinus mauretanicus)

Gonzalez et al., 2009

Bb2, Bb3, Bb7, Bb10, Bbl1, Bbl2,
Bb20, Bb21, Bb22, Bb23, Bb25

Bumak Bulwerav

(Bulweria bulwerii)

Andris et al., 2010

PteroO1, Ptero02, Ptero03, Ptero04,
Ptero035, Ptero06, Ptero07, Ptero08,
Ptero09, Pterol10

Burmak havajsky

(Pterodroma sandwichensis)

Welch et Fleischer, 2011

Patbel 1, Patbel2, Patbel3, Patbel4,
Patbel5, Patbel6, Patbel 7

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

Burnak utlozoby
(Pachyptila belcheri)

Quilfeldt et al., 2012

Moodley et al., 2015
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Tabulka €. 6: Pouzité¢ mikrosatelity z fadt dlouhokfidli a pévei.

Mikrosatelitni lokus Rad Celed’ Donorovy druh Citace
Alkoun obecny
Cco5-21 Alkoviti _ Friesen et al., 2006
(Cepphus guillemonts)
Kulik mofsky Brown ef Jordan,
Calex-01 Kulikoviti (Charadrius 2009 podle Kiipper
Dlouhokiidli alexandrinus) etal., 2007
Racek novozélandsky Lawrence, 2008,
RBG18. RBG18M (Larus Welch et Fleischer,
’ ’ Rackoviti _ .
RBG29 novaehollandiae 2011 podle Given
scopulinus) etal., 2002
Friesen et al., 2006
. Lesnacek zlutonohy
Dpuol Pévci Lesnackoviti podle Dawson

Dendroica petechia
( P ) etal., 1997

4.7 Separace PCR produktu provedena za pouziti gelové elektroforézy

Pro elektroforetickou separaci byl pouzit 6% polyakrylamidovy gel o tloust’ce 0,4 mm.
Po nachystani 2 skel o velikosti 330 x 390 mm a 330 x 420 mm byl mezi né€ Cerstv€ namichany
gel rovnomeérné nalit tak, aby nedoslo k vytvoreni zadnych mezer ¢i vzduchovych bublin.
Jednotlivé PCR produkty byly po denaturaci napipetovany do gelu a podrobeny separaci
v elektroforetické komote S2 (Whatman Biometra). Ve vysledku doslo k vizualizaci vzorka za

pouziti redukce stiibrnych iontt z AgNOs.

Priprava elektroforetického gelu
1)  Plochy obou skel, které budou otocené k sobé a budou se dotykat gelu, ocistit 2x
deionizovanou vodou a 2x 96% ethanolem. Nasledné vzdy usuSit pomoci

papirovych ubrouskd.

2) Velké sklo v mist¢ dotyku s gelem postiikat sprejem Rain-off slouzicim
k odpuzovani vody a dikladné ho rozetfit. Za 2 minuty pfipravek oplachnout 2x

deionizovanou vodou a opét ususit papirovym ubrouskem.

3)  V digestofi na malé sklo rovnomérné rozetfit kouskem papirového ubrousku 3 pl
3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu, ktery byl smichan s 1 ml roztoku 0,5%
kyseliny octové rozpustené v 96% ethanolu. Po 2 minutach oplachnout sklo 4x 96%

ethanolem.
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4)

5)

6)

Na velké sklo v digestofi na polystyrenové desce prilozit malé sklo, aby obé
oSetfené plochy skel byly smérem k sobé. Mezi n¢ jsou po delSich okrajich skel
umistény 2 spacery, jejichz gumové zarazky jsou pritisknuty az tésné€ k okrajum

malého skla. Pritisknuta skla k sobé v oblasti spacert upevnit pomoci klipsu.

60 ml akrylamidu (6%) a N,N‘-methylenbisakrylamidu (19:1) v kéadince smisit
s400 ul 10% roztoku peroxodisiranu amonného a 40 pul N NN N‘-
tetramethylethylendiaminu. Vznikly roztok rovnomérné nalit mezi obé skla za

jemného poklepavani druhou rukou.

Po naliti gelu vsunout mezi skla oci§tény hiebinek cca 5 mm hluboko a ten poté

upevnit 4 vét§imi klipsy. Gel nechat tuhnout nejméné 1 hodinu.

Separace a vizualizace PCR produktu

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Po zatuhnuti gelu sundat vSechny klipsy a piebyte¢ny polyakrylamidovy gel ocistit

vodou pomoci kartace.

Do elektroforetické komory néasledné umistit skla, kdy velké sklo bude vlozeno

smérem do mistnosti a malé sklo pfitisknuto k hlinikové desce komory.

Skla v komote zajistit ichytkami se 4 Srouby. Skla se nachazeji v kontaktu
s katodovym 1 anodovym prostorem, které se naplni 0,5x TBE. Opatrné vytdhnout
hiebinek a prostor po jeho odstranéni proplachnout pufrem od kouskd gelu pomoci
injekeni stiikacky.

Zdroj stejnosmérného napéti (3000 V) pripojit pomoci vodi¢u ke katodové

a anodové casti. Béhem 30 minut nechat gel zahtat pii vykonu 90 W.

Dobu zahtivani gelu vyuzit k ptipravé vzorkl a k nim napipetovat 5 pl nanaseciho
pufru. Tésné pfed uplynutim nahfivani vzorky denaturovat a poté je okamzité
vtlacit do ledové triste.

Elektroforetickou komoru po 30 minutach odpojit od zdroje a za pouziti injekéni
stfikacky a kousku plastu ocistit od gelu skla v misté pro hrebinek. V této Casti
maximalné 1 mm do hloubky co nejrychleji a rovnomérné vsunout do gelu plastovy
hiebinek. Mezi jednotlivé zoubky hiebinku pipetovat po 2 ul denaturovanych
vzorkt a nechat je délit v elektroforetické komote, Vzorky budou migrovat pfi

70 W, 150 mA a 3000 V podle délky PCR produkti po dobu 1,5-3 hodin.

Cas elektroforetického déleni vyuzit k namichani 4 roztokd pro jejich zviditelnéni
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8)

9

10)

11)

12)

v gelu - fix/stop roztok, 1% roztok HNOs, vyvojka a 0,1% roztok dusi¢nanu

stfibrného.

Po skonceni elektroforézy vypustit cely objem pufru z vrchni elektrodové Casti do
vani¢ky nachazejici se v dolni ¢asti elektroforetické komory. Obé¢ skla s gelem
vytahout a polozit na fotomisku obracenou dnem vzhtru. VloZené spacery vysunout

z jejich umisténi a poté od sebe skla oddélit za pouziti noze.

Malé sklo nesouci na sobé gel presunout do fotomisky €. 1 a s prfidanym fix/stop
roztokem tfepat 20 minut. Fix/stop roztok poté pomoci nalevky vlit opét do plastové
bariky, ve které byl pfipraven a poté deionizovanou vodou 3x oplachnout sklo
s gelem. S predpripravenym roztokem 1% HNOs nechat sklo omyvat po dobu

4 minut.

Roztok HNOs3 poté slit do diezu a sklo s uchycenym gelem oplachnout 4x
deionizovanou vodou. To nasledné dat do fotomisky €. 2 a spole¢né s roztokem
dusi¢nanu stiibrného, do kterého bylo predtim napipetovano 1200 pl formaldehydu

a nechat poté omyvat 30 minut.

Po tomto Case vlit roztok zpatky do sklenéné nadoby pro opakované pouziti, dale
umistit sklo s gelem na 5 vtefin do fotomisky €. 3, ktera je naplnéna deionizovanou
vodou. Sklo vlozit do fotomisky €. 4 s vyvojkou doplnénou 1200 pl formaldehydu
a 160 ul 1% roztoku thiosiranu sodného, nechat omyvat do té doby, nez budou

produkty dostate¢né vybarvené.

Reakci ukoncit pridanim fix/stop roztoku, ¢imz se zastavi vizualizace PCR
produktd v gelu. Roztok z fotomisky vylit do dfezu a sklo s pfichycenym gelem

vnorit zpét do fotomisky €. 3 naplnéné deionizovanou vodou.

Gel ususit, pomoci A3 skeneru naskenovat do pocitate a pii podsviceni na

negatoskopu vyhodnotit.
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S  Vysledky

Laboratorni cast mé bakalafské prace se zabyvala nalezenim polymorfnich
mikrosatelitd u 6 neptibuznych jedinci nesyta afrického, pfi které byla vyuzita metoda
cross-species PCR amplifikace. Z testovanych 213 part primert bylo 6 part primert od
3 druht ze 2 fadt - dlouhoktidli a pévci (5 a 1 par primert - viz Tabulka €. 6) a také dalSich
207, které byly odvozeny od trubkonosych druhti (53 paru primera - Celed albatrosoviti -
viz Tabulka €. 3, 54 - Celed burniackoviti - viz Tabulka €. 4 a 100 - Celed buitiakoviti - viz

Tabulka €. 5).

Prvni testovani vSech part primerd probéhlo pfii teplot€¢ ammealingu 50 °C.
V ptipadég, ze byly produkty v gelu velmi slabé viditelné, snizovala jsem teplotu postupné
az na 44 °C. Kdyz byly produkty velmi silné, teplotu annealingu jsem zvySovala az na
maximalnich 68 °C. U vybranych mikrosatelitnich lokust (STALS a Ole10) jsem navySila
objem roztoku chloridu hofe¢natého (25 mmol/l) o Y2 (ze 4 pul na 6 pl, tedy koncentrace
v PCR mixu vzrostla z 1,58 mmol/l na 2,37 mmol/l). Snizenim objemu vody byl zachovan

celkovy objem PCR mixu.

Vysledkem mého experimetnu bylo: 38 polymorfnich mikrosatelitd, 5 mikrosatelitt
bez produktu a 170 monomorfnich. Prehled a charakteristiku polymorfnich mikrosatelita

u nesyta afrického uvadim v Tabulce €. 7.
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Tabulka ¢. 7: Souhrn 38 polymorfnich mikrosatelitnich lokust testovanych u 6 nepfibuznych jedincu nesyta afrického (Mycteria ibis). V tabulce jsou uvedeny

informace o nazvu lokusu s kodem z databaze GenBank, zdrojovém druhu, sekvenci primerd, jednotce repetice, poctu alel, ¢asu separace a teplot¢ annealingu.

Mikrosatelitni lokus Donorovy druh Primery (5‘—> 3°) Repeticni Pocet Cas ELFO Ta
(GenBank Acc. No.) jednotka alel [min] [°C]
Del8 F: TCCCTGTGTGGGTTTTTGAT AC/AT 4 90 64
(AF096799) R: CTAAGCCCAACACCAGAAGC
10C5 F: TGGAGATGCAATTGCCTAGA GA/GC/GT 3 90 65
(AY945750) R: CAGATGAGGTTTTGGCCAGT
11H7 F: GCAAGCTAAGTTGGGGGTAA AC 2 90 57
(AY945753) Albatros st¥hovavy  p. 4 0 AGTAGGGCTGCTGCAGAT
11F3 F: TTTCCAGCACATTCCAACAA GA/GT/CT 4 120 56
(AY945751) R: GTTCAGCCAGAAAAGCAAGC
12H8 F: CATGCCTGAATGCACTTTGT GT/AT 2 120 64
(AY945756) R: CACAATGGGTATAAGATTTTGCTG
STALS* F: CCCTGCTGGGTTTCATTTC TG 2 90 46
(neuvedeno) Albatros belohfbety o\ I TTGTGCAGTAGGCATGG
Paequ3 F: TGTGGGTGCAGTAGAGCA GA 3 180 65
(neuvedeno) R: CAATAAGAAGATCAGCAGAACAGAC
Paequ8 Buffidk bélobrady g 1A TTCTGAGACTTGCGTTATCC CA 4 90 53
(neuvedeno) R: GTGATCCATTAGTTGATGTCTACTG
Cd9 F: TGGCAAAGGATCACGTTAGA TG 2 120 56
(EU029091) Bufiidk Sedy R: CCAAAGGTTGCACATGAGTG

Legenda: * - zvy$ena koncentrace roztoku chloridu hofe¢natého (25mmol/l) v PCR mixu o /2 (z 1,58 na 2,37 mmol/l, resp. ze 4 na 6 pl)
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Tabulka €. 7: Pokracovani 1.

Mikrosatelitni lokus Donorovy druh Primery (5‘—> 3°) Repetiéni Pocet alel Cas ELFO Ta
(GenBank Acc. No.) jednotka [min] [°C]
Tché6 . F: GTTTCTTGGTGGTGGCTGAAGGTGTATG  GT/GC 2 90 44
(neuvedeno) Butdk taiko - b GCCATTTGAGAATGTTTCAGC
Parm01 F: CTGGACTCAGTGCCCTCTTC CA 4 120 66
(neuvedeno) R: CAGGGCAGAAGCTCGTCTAT
Parm02 F: AGCAAGCTGACAGCAACAGA CA/TA 3 90 61
(neuvedeno) R: TGTTATGTCCTGCGGATGAG
Parmo05 Buffidk trinidadsky . GrATACCCTGCAGATACGC CA/GACA 2 90 44
(neuvedeno) R: CTCAGTGCCTGCAGATACCC
Parm06 F: CACCAGTGTGAAGGAGTTGC CA/GA 2 90 59
(neuvedeno) R: TGTCTGTTGGCAGGTGAGAG /TACA
Puff G2C F: CTGAAATCAGACATTATTTC GT 4 90 52
(EU158898) Bufiidk baledrsky  p. A CAATATGCAAACTTTTTG
Bb12 F: TCCCTTGAGTAGCAGGGAAC GA 2 120 52
(HM171895) R: GGAGAAAGGGTCAAAATTGG
Bb21 F: CTGATGTTCCAGGCCCTAAT TG 2 120 66
(HM171897) R: CCTCTGAGCCAGCTAATTCC
Bb22 Buifidk Bulwerlv . 11 A CAGCAGAATCACCTCAG TG 5 120 63
(HM171898) R: GCTCAAAGGGTGGAATTGTT
Bb23 F: TCAAAAGCTCACTCCCCTTT CA 4 90 56

(HM171899)

R: ATCTTCCCTTGCCTTCCTTT




Tabulka €. 7: Pokracovani 2.

Mikrosatelitni lokus Donorovy druh Primery (5‘—> 3°) Repeti¢ni Pocet Cas ELFO Ta
(GenBank Acc. No.) jednotka alel [min] [°C]
Ptero0l F- GAAAACAACTCCCCCACAAC CA 4 120 66
(HQO18218) R: TCCGTCAGACCTGCTGTATG
Ptero06 F: GTTCCATGGCGATGAAGG AAGG 3 180 57
(HQ918223) Bufiiak havajsky  p. cTGAAAATGGCATCCAAACG
Ptero09 F: GCAAATACCAGTCTTCCAAAGG AAGG 2 90 63
(HQ918226) R: TTTAAGATAAAGATGTTTGAGAACCAC
Patbel2 F: GGTGTCATGCAACTGACTGAA CTAT 5 240 66
(JF288776) Bufiidk itlozoby  p. A ATGGGAATGGCAGAGACT
Pc A105 F: ACAGGAAAGAGAAGAGGATTTG CA 2 120 56
(JX435471) R: ATGGGGAGAGCGTATGTG
Pc D3 Bufiiak svétlonohy ¢ o rcTGCTCAAGTCTGTCAC GATA/GAAA 3 180 57
(JX435478) R: AAACCTCCTTTGGGATGA
Pachel 09021 F: ATCTGCGCATGCAGTGATAG GT 3 90 55
(neuvedeno) R: CACAGCTAGCAGCATTGACC
Pacbel_09957 F: GCTTTATTTAAGAGCAACAAAAACTTC GT 2 90 52
(neuvedeno) R: ACAAAGCAAACCTAATCATTCCC
Pacbel_15327 Bufiiak Utlozoby . 1 1TTGTAGCAGTAGGAGACC CA 2 90 62
(neuvedeno) R: ACCTCATGTGTAAAACCTGCC
Pacbel_19907 F: TTTCTCCTTAGCTCGGCAGG AG 3 90 56
(neuvedeno) R: CCATACTTGGTGGAGTGTG
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Tabulka €. 7: Pokracovani 3.

Mikrosatelitni lokus Donorovy druh Primery (5‘—> 3°) Repeticni Pocet Cas ELFO T.
(GenBank Acc. No.) jednotka alel [min] [°C]
0c79 F: TATTCCTGGCCATGTTTTCC AC 2 90 65
(FJ238102) Bufiidcek madeirsky  p. GeTTCCTTTGTTCAGTTTAGA
Ole10* F: ACCAGCTCCTAACTGGAAGCCAC CA 3 180 66
(FR696386) R: TGCAGGTAGGTTCTCAGTATGCAAAGG
Ole12 F: GCTCCTGTAGAGCTGGAAATGAACC  AGAT/AGA 2 90 67
(FR696388) Butiiacek dlouhoktidly b - 5 AGTGCTACCTGTGGATGC ITACA
Ole23 F: TCTTTGGCATGCAATCTTTG GT 2 120 56
(FR696399) R: CCCTGGTCAACTGAGAAAGC
Omné6 F: AGCCTACACCAGCAGAAGGA CA 4 120 52
(JQ303230) R: CCATACAGGCAACAATCACG
Omn$ . F: TGCAACCTTAGCATTACCTAGC AC 3 90 65
(JQ303232) Buriaek Monteirtv ¢ - 4 6GGCGAGCATTACATTAAA
Omn25 F: TCTGCTCCCCCTGATTATTG ATGG 3 120 63
(JQ303242) R: ACTCTGAGAGCCATCCATCA
Cco5-21 F: TCAAGATGATGAAGACCCTAAT (neuvedeno) 2 90 58
(neuvedeno) Alkoun holubi R: AGAGTTGCACAGGTTAAATACC
RBG29 F: CCTAGCTTTTTGGACTCAGT GT 3 90 62
(AY091852) Racck novozélandsky o o 16GTGTTGCAATAGGATTC

Legenda: * - zvy$ena koncentrace roztoku chloridu hofe¢natého (25mmol/l) v PCR mixu o /2 (z 1,58 na 2,37 mmol/l, resp. ze 4 na 6 pl)

31



Z 213 mikrosatelitnich lokust u 6 neptibuznych jedinct nesyta afrického (Mycteria ibis)
vykazovalo polymorfismus 38 z nich, uspesnost nalezeni byla 17,84 %. Z téchto polymorfnich
mikrosatelitnich lokust jich 36 bylo odvozeno od zastupct z fadu trubkonosi a 2 od zastupcu
z tadu dlouhoktidli. Z Celedi albatrosoviti bylo polymorfnich 6 (z 53) mikrosatelitnich lokusu,
jedna se tedy o 11,32% uspé&snost. Celed buinakoviti poskytla celkem 23 mikrosateliti (ze 100),
které vykazovaly polymortni produkt (tj. 23,00 %) a z posledni Celedi buifiakoviti bylo
polymorfnich 7 lokust (z 54), tedy 12,96 %. Druhy poskytujici polymorfni mikrosatelity

u nesyta afrického uvadim v diagramu na Obrazku €. 3.

m Albatros stéhovavy

m Buinadk bélobrady

E m Buiriak dedy
m Burnak taiko

a m Burnak trinidadsky

m Buriak baledrsky

m Buinidk svétlonohy

M Buinak Bulwerav

m Burnak havajsky

W Buinak Utlozoby

m Burnidacek madeirsky
Burnacek dlouhokridly
Burnacek Monteirtv
Alkoun holubi

Racek novozélandsky

Obrazek ¢. 3: Prehled 38 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti u nesyta afrického, které byly
odvozeny z DNA zastupct z fadu trubkonosi a dlouhokridli. Kazdé &islo vyjadiuje dany pocet

polymorfnich mikrosatelitii u nesyta afrického.

V ramci mych experimentd bylo u jednotlivych testovanych mikrosatelitd objeveno 2—5
alel. 2 alely byly nalezeny u 17 mikrosatelitd, 3 alely u 11 mikrosateliti, 4 alely
u 8 mikrosatelitd a 5 alel bylo zaznamenano celkem u 2 lokust (Bb22 a Patbel2). V Tabulce
¢. 8 jsou genotypy vSech mikrosatelitt poskytujicich polymorfni produkt.

32



Tabulka ¢. 8: Souhrn genotypu 38 polymorfnich mikrosatelitnich lokust u nesyta afrického.

Mikrosatelitni  Pocet Pocet Heterozygotnost Genotyp jedince ¢.

lokus alel genotypt 1 2 3 4 5 6
Del8 4 3 1 Yy 3y Bl YV Yo 23
10C5 3 4 2/, 2y Yy Yy Ay Yy 2
11H7 2 3 2/, Us Uy Y 2 Yy 1
11F3 4 4 2/, 23 2y 3 Ny 3 2,
12H8 2 2 13 Y I PR PR PR Ot
STALS 2 2 e 2y 2y 2y Ay Yy Y,
Paequ3 3 3 2/4 2y 2y 23 2y 2
Pacqu8 4 4 1 sl 250 s Yy 1),
Cd9 2 2 1/ Iy Yy Yy i, i,
Tch6 2 2 e 2y 2y Ny Yy Y, Y,
Parm01 4 4 e 30 2% Yy Y3 My 3
Parm02 3 3 1/, 303 Y Yy Yy 3
Parm05 2 3 1/, Us 2 Y iy 2y 1,
Parm06 2 2 2/, Vs Y 2 2 Yy
Puff G2C 4 4 2/, Sy 3y 3 My B Vs
Pc A105 2 2 2/, Us 2y Yy Ny Ny 2,
Pc D3 2 2 13 Yol Yy Yy 1,
Bb12 2 3 1/, Yo W Y Yy Y, 2,
Bb21 2 2 2/, U Uy W Yy Yy
Bb22 5 5 1 2y Vs Ny s Yy Y
Bb23 4 5 2/, Sy Sl Yy My 35 3
Ptero01 4 4 e 30 2% Yy Y3 My 3
Ptero06 3 4 13 2y 3 s %Yy B
Ptero09 2 3 1/, Yo W Yy Yy Y 2,
Patbel2 5 6 1 Us 25 35 3y 25 1,
Pacbel 09957 2 2 13 R R PR SR
Pacbel 15327 2 2 e S S PR P
Pacbel 19907 3 4 2/, Us 33 Y Ay 350 2
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Tabulka ¢. 8: Pokracovani.

Mikrosatelitni  Pocet Pocet Heterozygotnost Genotyp jedince ¢.

lokus alel genotypu 1 2 3 4 5 6
Oc79 2 2 0 Yo Y Y 2 2y Y
Ole10 3 4 s oy s W s 3
Ole12 2 2 s 2 2 My Y My Yy
Ole23 2 2 L Uy Yo Yy Yy
Omn6 4 4 2/, Uy Yy Y 25 Yy,
Omn8 3 3 2/s 3y s My s 3 2,
Omn25 3 3 s 2y 2y Vs My Y

Cco5-21 2 2 1/ Wl Yy o Y
RBG29 3 5 1/ 23 o Ys 2 35 2,

Pii hodnoceni jednotlivych mikrosatelitnich lokusi bylo nutné urcit jejich optimalni
teplotu annealingu a dobu elektroforetické separace. Nezanedbatelny pocet mikrosateliti
neobsahoval pouze PCR produkty alel, ale v gelu se objevily 1 dal§i nespecifické produkty,
které délaji vyhodnoceni problematickym. Jednim z takovych mikrosatelitd byl napf. lokus
Del8, ktery sice poskytoval polymorfni produkt, ale kone¢né vyhodnoceni genotypu
v elektroforetogramu bylo velmi obtizné. K dal§im analyzam bych ho nedoporucila.
Mikrosatelity vhodnéjsi k precizné€jSimu urceni genetickych vztahi mezi jedinci jsou napf.

Ptero09 (na Obrazku ¢. 4), Parm02 (na Obrazku €. 5) a Puff G2C (na Obrazku €. 6).
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Obrazek €. 4: Priklad dvoualelového mikrosatelitniho lokusu Ptero09 amplifikovaného pii teploté
annealingu 63 °C. Amplifikace prob¢hla u 6 nepfibuznych jedinct nesyta afrického béhem 90 minut.

Cem¢ §ipky znazoriiuji Alely 1 a 2.
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Obrazek €. S: Mikrosatelitni lokus Parm02 se 3 alelami amplifikovany pfi teplot¢ 61 °C na DNA

6 nepribuznych jedinct nesyta afrického separovany po dobu 90 minut. Alely 1-3 jsou znazormnéné

Sipkami.

<+«— Alelal

<«—Alela?2

<+— Alela3

<“— Alela 4

Obrazek &. 6: Ctyfalelovy mikrosatelitni lokus Puff G2C separovany pii teploté 51 °C po dobu 150

minut. Mikrosatelit byl testovan u 6 nepfibuznych jedincii nesyta afrického. Sipkami jsou znazorméné
Alely 1 az 4.
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6 Diskuze

V laboratorni ¢asti v mé bakalarské praci jsem méla za ukol nalézt mikrosatelitni
lokusy poskytujici polymorfni produkty metodou cross-species PCR amplifikace.
K testovani jednotlivych mikrosateliti jsem vyuzila DNA 6 nepiibuznych jedinct nesyta
afrického. Polymorfni produkt poskytlo 38 mikrosateliti po 2-5 alelach. Vypovidaci
hodnota v§ak byla rtizna napt. mikrosatelitovy lokus Del8, ktery byl sice polymorfni, ale
velmi tézko hodnotitelny, proto bych ho nepouzila napt. k paternitnim analyzach. V ramci
cross-species analyzy je bézné, ze ne vSechny mikrosatelity vykazuji polymorfismus ¢i
jsou zcela hodnotitelné (viz clanky Burg ez Croxall (2004), Lawrence (2008), Andris et al.
(2010), Quillfeldt et al. (2012), Moodley et al. (2015)).

Z Celedi albatrosoviti jsem postupné amplifikovala 53 parG primert. V nasledujici
PCR amplifkaci a elektroforetické separaci poskytlo polymorfismus pouze 6 z nich (Del8,
10C5, 11H7, 11F3 a 12HS - albatros stéhovavy a STALS - a. bélohibety).

Z celedi buinakoviti jsem celkem ze 100 part primert ziskala 23 mikrosatelitnich
lokusti poskytujicich polymorfni produkt (Cd9 - od buiniaka Sedého, Tcho6 - od b. taiko,
Parm01, Parm02, Parm05 a Parm06 - b. trinidadsky, Puff G2C - b. balearsky, Bb12, Bb21,
Bb22 a Bb23 - b. Bulwertv, Ptero0O1, Ptero06 a Ptero09 - b. havajsky, Pc A105 a Pc D3 -
b. svétlonohy a Patbel2, Pacbel 09021, Pacbel 09957, Pacbel 15327 a Pacbel 19907 -
b. utlozoby).

Z Celedi burnackoviti jsem méla k dispozici 54 para primert. Pfi jejich testovani se
vyskytl poymorfni produkt u 7 lokust (Oc79 - buinacek madeirsky, Ole10, Ole12 a Ole23
- b. dlouhokiidly, Omn6, Omn8 a Omn25 - b. Monteiriv a Paequ3 a Paequ8 -
b. bélobrady).

Z tadu dlouhokfidli jsem testovala 5 part primerd, kdy 2 mikrosatelity byly
polymorfni (Cco5-21 - alkoun holubi a RBG29 - racek novozélandsky).

V nasledujici Tabulce ¢. 9 jsou porovnany vysledné hodnoty teplot annealingu
apoctu alel originalnich publikaci, které popsaly testované mikrosatelity, spolecné

s vysledky mych experimentu.
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Tabulka ¢. 9: Mikrosatelity poskytujici polymorfismus u nesyta afrického, které byly testovany

v m¢ bakalarské praci a srovnani s originalnimi publikacemi.

Mikrosatelitni Donorovy NS NL T.S T.L Citace
lokus druh (6) [°C] [°C]
Del8 4 5(90) 64 :2 Burg, 1999
10C5 Albatros 3 3 (60) 65 58
11H7 stéhovavy 2 10 (60) 57 58 .
11F3 4 3 (60) 56 53 Dubois et al., 2005
12H8 2 5 (60) 64 58
Albatros M (36)
STALS8* 2 46 60
bélohibety M (12) Hemandez et al., 2014
Pacqu3 Burnak 3 9(93) 65 60 Techow er O’Ryan,
Paequ8 bélobrady 4 3(77) 53 60 2004
Cd9 Burmiak sedy 2 4(-) 56 58 Bried ef al., 2008
Tché6 Buimak taiko 2 2 (143) 44 57 Lawrence, 2008
ParmO1 4 8 (260) 66 -
Parm02 Buitiak 3 9 (260) 61 -
B t 2009
Parm03 winidadsky 2 M() 44 - orownerlordan,
Parm06 2 M (-) 59 -
Buitiak
Puff G2C oAk 4 7(0) 52 50  Gonzalezeral. 2009
balearsky
Pc A105 2 8 (84) 56 26,7
Burmak 56.9
svitlonohy 554 Hardesty et al., 2013
Pc D3 Y 2 6(84) 57 >
56
Bbl12 2 501 52 58
Bb21 Burmak 2 300 66 58 .
Bb22 Bulweriv 5 2 (91) 63 53 Andris et al., 2010
Bb23 5 300 56 58
Ptero01 Burnak 4 3 (40) 66 >3 Welch et Fleischer,
Ptero06 . 3 9 (40) 57 53
havajsky 2011
Ptero09 2 7 (40) 63 53
Patbel2 5 16 (68) 66 - Quilfeldt ez al., 2012
Pacbel 09021 oy 3 17 (76) 55 56
Pacbel 09957 Buriak 2 10 (73 52 56
acbel_ ttlozoby (73) Moodley et al., 2015
Pacbel 15327 2 8 (75) 62 56
Pacbel 19907 3 8 (74) 56 56
0c79 Buffidcck 2 2Q7) 65 50 Sun et al., 2009
madeirsky
Olel0* e x 3 324 66 60
Bummacek .
Olel? o 2 6 (47) 67 60 Bicknell et al., 2011
dlouhoktidly
Ole23 10 (24) 56 60
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Tabulka €. 9: Pokracovani.

Mikrosatelitni Donorovy NS NL T.S T.L Citace
lokus druh (6) [°C] [°C]
Omn6 Buffiacek 4 9(125) 52 58 |
Omn8 M . 3 10 (125) 65 58 Bried et al., 2012
onteiruv
Omn25 3 5(125) 63 58
Cco5-21  Alkounholubi 2 - 58 50 Friesen et al.,
2006
RBG29 Racck 3 14(40) 62 53 Welch et
novozélandsky Fleischer, 2011

Legenda: (-) - lokusy, kde nebyl uveden celkovy pocet alel Ci teplota annealingu, NS - pocet alel v mé
praci, NL - pocet alel v originalnich publikacich, (Ta.S) - teplota anealingu PCR v mé praci, (T.L) - teplota
anealingu PCR v publikacich, () poCet jedincu, ktefi byli testovani pro dany lokus.

Pii srovnani jednotlivych mikrosatelitnich lokust jsem zjistila, ze se v mych
experimentech na 6 jedincich nesyta afrického povedlo ziskat vetsi pocet alel u celkem

8 mikrosatelitt, nez uvadéji originalni publikace.

U mikrosatelitu 11F3 jsem po jeho amplifikaci nalezla 4 alely, zatimco Dubois et al.
(2005) u tohoto lokusu objevili pouze 3 alely pii testovani na 60 jedincich albatrosa
st€éhovavého.

Po separaci mikrosatelitniho lokusu STAL8 jsem u né¢ho detekovala 3 alely.
Hernandez ef al. (2014) amplifikovali tento mikrosatelit pii teploté annealingu 60 °C na
51 neptibuznych jedincich albatrosa bélohibetého. Mikrosatelit byl polymorfni se
2 alelami.

U mikrosatelitu Paequ8 jsem po rozdéleni PCR produkti nalezla 4 alely. Techow et
O’Ryan (2004) detekovali u stejného mikrosatelitu na 77 jedincich buifidka bélobradého
3 alely.

Po amplifikaci lokust Parm05 a ParmO06 jsem u obou nasla po 2 alelach. Brown ez
Jordan (2009) vyhodnotili oba tyto mikrosatelity u buiiiaka trinidadského jako
monomorfni.

U mikrosateliti Bb22 a Bb23 jsem objevila po 5 alelach, ale Andris ez al. (2010)
u téchto lokust testovanych na 91 jedincich buifiaka Bulwerova amplifikovali 2 a 3 alely.

Po elektroforéze mikrosatelitniho lokusu PteroO1 jsem u ného vyhodnotila 4 alely.

Welch et Fleischer (2011) detekovali 3 alely u 40 jedinct buitiaka havajského.

Celkem jsem nalezla u nesyta afrického 38 polymorfnich mikrosatelitnich lokusu.

Tyto mikrosatelity jsem srovnala s vysledky dalSich 11 druhtt ze skupiny
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Aequorlitornithes, na kterych bylo téchto 38 mikrosatelitii také testovano. 8 mikrosatelitd,
které jsem u nesyta afrického oznacila za polymorfni, nevykazovaly polymorfismus
u zadného z téchto 11 druht. Jedna se o mikrosatelity Parm06, Bb12, PteroO1, Ptero06,
Ole12, Ole23, Omn6 a Cco5-21. U 5 z téchto mikrosatelitd byly detekovany 2 alely, av§ak
u Ptero06 byly nalezeny 3 alely au PteroO1 a Omn6 4 alely. V piipadé toho, ze mikrosatelit
polymorfni u nesyta afrického byl polymorfni alespont u 1 dalsiho druhu, jsou tyto
mikrosatelity uvedeny v Tabulce €. 10. Druhy jsou v tabulce setazeny zleva doprava podle
klesajiciho poctu polymorfnich mikrosatelitli (kromé nesyta afrického). Shora doli jsou
mikrosatelity fazeny dle klesajiciho poctu druht, u kterych vykazovaly polymorfismus.
Ze zminénych 11 druht nejvice mikrosatelita, které byly polymorfni u nesyta afrického,
bylo polymorfnich u nesyta indomalajského. Druhy nejvétsi prekryv mikrosatelitt je dale
u Capa simbila, avSak dalsi ¢api (bily a Cerny) jsou prekvapivé az za pelikdnem bilym
a obéma testovanymi plamerniaky. Zajimavosti je, ze 3 druhy pelikani (skvrnozoby,
africky a kadetavy) vysly s nejmensim piekryvem mikrosatelitti, naopak pelikan bily vysel

jako teti nejpiekryvnéjsi v ramci téchto polymorfnich mikrosatelitu.
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Tabulka €. 10: Souhm mikrosatelitnich lokusu poskytujicich polymorfni produkt v mé bakalarské praci u nesyta afrického (NA) a srovnani jejich polymorfismu
s dalgimi 11 druhy kladu Aequorlitornithes. Nesyt indomalajsky (NI; Nedvédova, 2015), &ap simbil (CS; Kopecky, 2022), pelikan bily (PB; Adamkova, 2021),
plamenak karibsky (PK; Strejckova, 2018), plameniak razovy (PR; Zlochova, 2019), &ap bily (CB; Kriiavkova, 2023), éap éemy (CC; Musilova, 2022). potapka
roha¢ (PH; JanuSova, 2019), pelikan skvrmozoby (PS; Mackova, 2023), pelikan africky (PA; Kopecna, 2020) a pelikan kadetfavy (PD; VereSova, 2019).
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Tabulka ¢. 10: Pokracovani.

Mikrosatelitni NA NI CS PB PK PR CB CC PH PS PA PD  p
lokus (6) (6) (6) (21) (30) (22) (23) (6) (6) (6) (12) (22)
Oc79 2 M M 2 2 M M M M M M M 3
Del8 4 4 M M M M M M M M M M 2
11F3 4 M M M M M M 2 M M M M 2
Cd9 2 M M M M M M M 6 M M M 2

Pc A105 2 2 M M M M M M M M M M 2

Bb23 5 M M M M M 2 M M M M M 2

Pacbel 09957 2 2 M M M M M M M M M M 2
Olel0 3 M 2 M M M M M M M M M 2

> 38 23 10 8 8 8 7 7 6 5 4 1

Legenda: M - monomorfni mikrosatelitni lokus, () - pocet jedinci, na kterych byl zjistén pocet alel u polymorfnich mikrosatelitii, Zp - po¢et druhii, u kterych mikrosatelitni

lokus vykazoval polymorfismus, X - pocet mikrosateliti, které byly polymorfni u konkrétniho srovnavaného druhu.
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V ramci Laboratofe populacni genetiky Katedry bunécéné biologie a genetiky
Prirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci byl pfed mymi testy nesyt
africky zkouméan pouze ve 2 pracich (Janyskova, 2014; Sopko, 2014). Dohromady tyto
studentky otestovaly celkem 426 mikrosateliti z fadu capi (Ciconiiformes), plamenaci
(Phoenicopteriformes), potapky (Podicipediformes), potaplice (Gaviiformes), veslonozi
(Pelecaniformes) a vrubozobi (Anseriformes). Zafazeni ptaki do tadid Ciconiiformes
a Pelecaniformes autorky chapou v pojeti staré¢ho systému. Pocet lokust, které poskytly
polymorfismus, se rovnal hodnoté 100, tedy uspésnost nalezeni polymorfniho lokusu byla
23,47 %. Se zahrnutim mé prace byl testovany pocet lokust z fadu ¢api (Ciconiiformes),
plamenaci (Phoenicopteriformes), potapky (Podicipediformes), potaplice (Gaviiformes),
trubkonosi (Procellariiformes), veslonozi (Pelecaniformes) a vrubozobi (Anseriformes)
639 (polymorfnich 138, tj. isp&snost 21,60 %). Ve vsech tiech ptipadech se jedna pouze
o predbézné vysledky, ale az genotypizace na vét§im poctu nepiibuznych jedinca daji

presnejsi data.

V néslednych budoucich analyzach bych navrhovala otestovat na nesytu africkém
zbylé pary primerd, které jsou v ramci laboratofe k dispozici. Jedna se predevs§im
o mikrosatelity, které byly popsany u fadi plamenaci a veslonozi, avS§ak mély by byt
otestovany i dalsi pary primerd, které byly izolovany z fadu tucnaci. Dale by bylo vhodné
se zaméfit na univerzalni ptaci mikrosatelitni lokusy (Dawson et al., 2010; Dawson ef al.,
2013). Zcela jist¢ by mély byt otestovany mikrosatelity publikované u ¢apa bilého
(Turjeman et al., 2016), jelikoz je tento druh Capu zatazen do totozné Celed€ jako nesyt
africky a tyto mikrosatelity u nesyta afrického dosud analyzovany nebyly. Je tedy velika

Sance, zZe tyto by mohly vykazovat u tohoto druhu polymorfismus.
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7  Zavér

Moje bakalarska prace vypracovana na Katedfe bunécné biologie a genetiky se
vénovala hledani polymorfnich mikrosateliti za vyuziti 213 pari primerd na DNA
6 nepfibuznych jedincich nesyta afrického. Celkem polymorfismus poskytlo 38 lokusi,
dalsich 170 poskytlo monomorfni produkt a poslednich 5 mikrosatelitii bylo bez produktu.
Béhem kazdého nasledného experimentu byla teplota annealingu bud zvySovéana
(az 68°C) anebo snizovana (az 44 °C) podle potieby. K dalSimu pouziti byly vybrany
pouze mikrosatelity s dobfe hodnotitelnymi PCR produkty.

V ramci mych experimentli jsem u polymorfnich mikrosateliti nalezla 2-5 alel.
Nejvice jsem nalezla po 5 alelach, a to u Bb22, Bb23 od bufridka Bulwerova a Patbel2 od

buifiaka utlozobého. Nejvétsi zastoupeni v ramci polymorfnich lokusi mély lokusy

dvoualelové.
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