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Souhrn

Tato bakalarska prace je zamétena na nalezeni polymorfnich mikrosatelitovych lokust

u plamenaka rizového (Phoenicopterus roseus) pomoci cross-species PCR amplifikace.

V ramci teoretické ¢asti jsem popsala fad plamenadci, ¢eled’ plamendkoviti a zabyvala
jsem se popisem a zafazenim plamenaka rizového do systému. Dale se v této praci
zaobiram obecnou charakteristikou mikrosatelitli, jejich délenim, mutacemi a vyuzitim.
V zavéru teoretické Casti se detailné zamétuji na mikrosatelity, které byly polymorfni

u druhu z fadu trubkonosi.

V praktické Casti jsem testovala na DNA 6 neptibuznych jedincti plamenaka rizového
celkem 213 mikrosatelitovych lokust, které byly polymorfni u zastupct z tadu
trubkonosi, pfi¢emz 207 z nich bylo navrzeno pro trubkonosé de novo a zbylych 6 bylo

odvozeno od zastupci z fadt dlouhokiidli a pévei.

Vsechny cross-species PCR amplifikace poskytly produkt. Celkem jsem nalezla
164 monomorfnich mikrosatelitovych lokust, jeden nehodnotitelny polymorfni
mikrosatelitovy lokus a 48 polymorfnich mikrosatelitovych lokusii, které jsem
genotypovala u 6 neptibuznych jedinct plamenaka rizového. U dvou mikrosatelitovych

lokust jsem detekovala 2 polymorfni oblasti po 2 alelach.



Summary

This bachelor thesis is focused on finding polymorphic microsatellite loci in Greater

Flamingo (Phoenicopterus roseus) using cross-species PCR amplification.

Within the theoretical part, | described the Phoenicopteriformes, the Phoenicopteridae,
and | dealt with the description and classification of the Greater Flamingo into the system.
In this part I also dealt with general characterization of microsatellites, their distribution,
mutations and applications. At the end of the theoretical part, | focused on microsatellites
which were polymorphic in species from the order of Procellariiformes.

In the experimental part | tested 213 microsatellite loci on DNA of 6 unrelated
individuals of the Greater Flamingo, which were polymorphic in the order
of Procellariiformes, 207 of them were designed for Procellariiformes and the remaining
6 microsatellites were derived from the orders of the Charadriiformes

and the Passeriformes.

All cross-species PCR amplifications provided the product. Totally, | found
164 monomorphic microsatellite loci, one unscorable polymorphic microsatellite locus
and 48 polymorphic microsatellite loci, which | genotyped in 6 unrelated individuals
of Greater Flamingo. In two microsatellite loci, | detected two polymorphic regions of
two alleles.
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1 Uvod

Mikrosatelity jsou sekvence DNA slozené z tandemové se opakujicich motivi o délce
repetice 1-6 paru bazi, které se vyskytuji v prokaryotnich i v eukaryotnich organismech,
a to v protein koédujicich i nekddujicich ¢astech genomu. Mikrosatelity se vyznacuji
vysokym stupném délkového polymorfismu, jsou hypervariabilni a hojné se vyskytujici,
proto jsou vyuzivany jako genetické markery v mnoha odvétvich genetiky. Vyskyt mutaci
v mikrosatelitech je zna¢né vys$$i nez v nerepetitivnich ¢astech genomu. U druhu,
u kterych nebyly mikrosatelity doposud testovany, se mikrosatelitové lokusy izoluji
de novo. Jelikoz je tento postup zdlouhavy a nakladny, mezi Gizce ptibuznymi druhy se

pro hledani téchto variabilnich markerd vyuziva také cross-species PCR amplifikace.

V této bakalatské praci se budu zabyvat nalezenim polymorfnich mikrosatelitovych
lokust U 6 nepiibuznych jedinci plamenaka riazového (Phoenicopterus roseus) pomoci
metody cross-species PCR amplifikace s vyuzitim vSech doposud publikovanych paru
primert, které amplifikovaly polymorfni mikrosatelitové lokusy u zastupct z fadu
trubkonosi (Procellariiformes). VéEtSina primert byla navrzena pro fad trubkonosi de novo
avsak n€kolik parti z nich bylo ptivodné navrzeno pro zastupce z tadu dlouhokiidli

(Charadriiformes) a pévci (Passeriformes).



2 Cile prace
1. Vypracovani reSerse na téma bakalarské prace.
2. Shromazdéni dostupnych literarnich zdroja.
3. PCR amplifikace DNA plamenaka ruzového (Phoenicopterus roseus) s vyuzitim
cross-species primert pro mikrosatelity, které byly polymorfni u zastupci z fadu
trubkonosi (Procellariiformes). Primery byly izolovany de novo od zastupct z fadu
trubkonosi a nékolik z nich bylo ptivodné izolovano od zastupci z fadu dlouhokiidli

a pévcl.



3 Literarni prehled
3.1 Rad plameiiaci

Rad plametiaci (Phoenicopteriformes) zahrnuje velké dlouhokrké a dlouhonohé vodni
ptaky, ktefi dosahuji vySky 80-145 cm. Jejich hmotnost se nejcastéji pohybuje mezi
2-3 kg (Gosler, 1994, Gaisler et Zima, 2007). Maji ovalné télo a malou hlavu s vyraznym
zobdkem. Charakteristickym znakem téchto ptakd je rizové az karminové cervené
zbarvené peii. Toto zbarveni, které hraje dilezitou roli pfi rozmnozovani, je zpiisobeno
karotenoidnimi pigmenty produkovanymi fasami, které plamenaci konzumuji bud’ pfimo
filtraci z vody, anebo neptimo obsazené v bezobratlych zivocisich, ktefi se témito fasami
zivi. Tito ptaci jsou schopni karotenoidy rozkladat pomoci jaternich enzymu a prevadét
je na pro n¢ vyuzitelné ruzové pigmenty jako je kanthaxanthin, ktery je obsazen v pefi,

kazi i ve zloutku vejce (del Hoyo et al., 1992).

Typicky pro tento tad je silny doli zahnuty zobak, ktery je pfizptisoben k filtrovani
potravy z vody. Na horni i dolni Celisti jsou vytvofeny dvé fady rohovitych lamel, kterymi
je pokryt i jazyk. Plamenaci nasavaji vodu s bahnem a ptes tyto rohovité lamely ji tlaci
svym svalnatym jazykem, a tim z ni procezuji potravu — plankton, fasy, mekkyse a koryse
(Gosler, 1994, Gaisler et Zima, 2007). Hlas plamenaki se u jednotlivych druhu lisi,
rodi¢u a jejich potomku (del Hoyo, 1992). Nohy plamenakt jsou adaptovany na pohyb
ve vodé. Jsou neopetené, Stihlé, chiidovité a maji ti1 pfedni prsty, které jsou spojeny
plovaci blanou, coz zaruCuje dobrou stabilitu pifi brodéni se vodou. Zadni prst je
redukovan (del Hoyo et al., 1992, Gosler, 1994, Gaisler et Zima, 2007). V ptipad¢ potieby
dokézou diky plovacim blandm velmi dobie plavat, ¢ehoZz vyuZzivaji pouze vyjimecné
(Gosler, 1994, Gaisler et Zima, 2007). Plamenaci jsou rychlymi letci, dosahuji rychlosti
az 60 km/hod, pfi letu maji nataZzeny krk a nohy jsou tazeny pod télem. Létaji v hejnech,
ktera se formuji do V-formace nebo do tad. Ktidla jsou kratka a Spicatd, na jejich koncich

rostou u vsech druht ¢erné letky (del Hoyo et al., 1992, Gaisler et Zima, 2007).

Tito ptaci tvofi monogamni pary. Hnizdi v koloniich v mélkych motskych zalivech
a na vnitrozemskych jezerech, kde si staveji hnizda kuzelovitého tvaru asi 30 cm vysoka
a 30 cm Siroka. Jako stavebni material vyuzivaji bahno, pefi a okolni vegetaci (del Hoyo
et al., 1992, Gosler, 1994, Gaisler a Zima, 2007). Samice klade jedno, vzacné&ji dvé bila
vejce, na kterych po dobu inkubace sedi oba rodi¢e. Po 27-31 dnech se lihnou krmiva



mlad’ata Sedivé barvy, ktera jsou krmena obéma rodici obsahem volete po dobu asi 75 dni
(del Hoyo et al., 1992, Gosler, 1994).

Plamenaci se vyskytuji na v§ech kontinentech s vyjimkou Australie a Antarktidy. Mezi
jejich typicka stanovisté patii velkd mélka jezera nebo laguny, kterd mohou byt alkalicka
— dosahuji pH 10,5 nebo zasolend, az dvakrat slan€jsi nez motska voda. Plamenaci dobie
snaseji drsné piirodni podminky, dokazi Zit ve vodnim prostfedi s velkym obsahem
chloridd, uhli¢itanu sodného, sirant a fluoridi ¢asto v kombinaci s vysokymi teplotami
dosahujicimi 68 °C i vice. V takovych vodach se vzhledem k nedostatku potravni
konkurence hojné vyskytuje jejich potrava. Plamenaci dokazi prezit i drsné zimy
v Andach, kdy mohou teploty dosahovat -30 °C, a to diky horkym vulkanickym
pramenum, které nezamrzaji a u kterych se plamenaci po dobu zimy zdrzuji. Limitujicim
faktorem pro plamendky neni ani nadmoiska vyska, bézné¢ se vyskytuji

az do 5000 m n. m. (del Hoyo et al., 1992).
3.2 Celed’ plamenzkoviti

Celed’ plametiakoviti (Phoenicopteridae) je jedinou Geledi fadu plamenaci. Celkem
do ni spadaji tfi rody Phoenicopterus, Phoeniconaias a Phoenicoparrus, které zahrnuji
pét druhti (del Hoyo et al., 1992, Gosler, 1994), podle nékterych autorti v§ak Sest druht
(Gaisler a Zima, 2007, Torres et al., 2014). Do rodu Phoenicopterus patii dle del Hoya et
al. (1992) plamenak razovy (P. ruber) a plamenak chilsky (P. chilensis). Del Hoyo et al.
(1992) rozdéluji druh plamenak razovy na dva poddruhy — plamenaka rizového (P. ruber
roseus) a plamenaka karibského (P. ruber ruber). Jini autofi (Gaisler a Zima, 2007, Torres
et al., 2014), stejné jako ja v této bakalaiské praci, fadi plamenaka rizového a karibského
jako samostatné druhy — plamenak ruzovy (P. roseus) a plamenak karibsky (P. ruber)
Dalsim rodem je Phoeniconaias, do kterého spada pouze plamenak maly (P. minor)
a do posledniho tietiho rodu Phoenicoparrus jsou fazeny dva druhy, a to plamenak andsky

(P. andinus) a plamenak Jamestv (P. jamesi) (del Hoyo et al., 1992).

Torres et al. (2014) rozlisuji dva klady plamenakt dle typu zobaku. Prvni z kladu
obsahuje druhy se zobakem uzptusobenym k piijmu vétsi potravy a fadi se do n¢j
plamenak rizovy, karibsky a chilsky. Klad druhy zahrnuje druhy vyznacujici se zobakem
vhodnym pro zachyceni drobné potravy, konkrétné plamendka andského, Jamesova
a malého, ktery je v tradi¢nich pracich (del Hoyo et al., 1992) tazen dle unikatni stavby

zobaku do samostatného rodu Phoeniconaias, zatimco zbyli dva jsou spolecné fazeni
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do rodu Phoenicoparrus na zakladé absence zadniho prstu na noze. Morfologické
definice téchto rodi se vSak navzajem nevylucuji, a proto Torres et al. (2014) zarazuji
plamenaka malého (Phoeniconaias minor) na zakladé mandibularni morfologie, ekologie

a fylogenetické ptibuznosti do rodu Phoenicoparrus jako Phoenicoparrus minor.
3.3 Plamenak rizovy

Plamenak rizovy (Phoenicopterus roseus) je nejznaméjsi z Sesti druhti fadu plamenaci
(Gaisler et Zima, 2007). S vyskou az 145 cm a hmotnosti dosahujici 4,1 kg je povazovan
za nejvetsiho ze vSech plamenakt (del Hoyo et al., 1992). Jeho peti je zbarveno ruzoveé

s Sarlatové Gervenymi a Gernymi kiidly (Cerny, 1980), jak 1ze vidét na obrazku ¢. 1.

C 7/"/'/' (42 /1/ el

A
W W NAI“RF“IB 74

Obrazek ¢. 1: Plamenak rizovy (Phoenicopterus roseus) (Bohdal, J., 2016,
publikovano on-line na: http://www.naturfoto.cz/plamenak-ruzovy-fotografie-25
164.html, navstiveno dne 27. 3. 2017).

Plamenaci rizovi se zivi pomérné pestrou stravou, sloZzenou z zivoc¢isné i rostlinné
slozky. Zivocisna strava se sklada zejména z vodnich bezobratlych, jako jsou korysi,

mekkysi, krouzkovei a hmyz, véetné larev. Z rostlin se nejéastéji zivi vyhonky nebo
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semeny vodnich trav, také fasami ¢i rozsivkami, nékdy rozkladajicimi se listy (del Hoyo

etal., 1992).

Plamenaci razovi se vyskytuji ve velkych pocéetnych koloniich (az do 200000 pari
ptake) v tropech i subtropech, zejména V jizni Francii, na jihu Spanélska, v Africe, Indii
a na Sri Lance. Obyvaji solné laguny a panve, také méelka, vysoce alkalickd nebo solna
vnitrozemska jezera, pis¢iny ¢i mél¢iny v okoli fek (del Hoyo et al., 1992). Pocet kolonii

plamenaka razového se snizuje, nékterym dokonce hrozi zanik (Gaisler et Zima, 2007).
3.3.1 Taxonomické zaiazeni plamefidka ruZového

Taxonomické zafazeni plamenaka rizového dle BirdLife International (2016):

Nadfise: Eukaryota

Rige: Metazoa (zivoc¢ichové)

Kmen: Chordata (strunatci)

Ttida: Aves (ptaci)

Rad: Phoenicopteriformes (plamenaci)

Celed’ Phoenicopteridae (plamenékoviti)

Rod: Phoenicopterus (plamenak)

Druh: Phoenicopterus roseus (plamenak rizovy)

3.4 Mikrosatelity

Mikrosatelity, znamé také jako SSRs (Simple Sequence Repeats), VNTRs (Variable
Number of Tandem Repeats) nebo STRs (Short Tandem Repeats), jsou repetitivni
sekvence DNA slozené z tandemové se opakujicich motivii 0 délce repetice 16 pari bazi
(Queller etal., 1993, Selkoe et Toonen, 2006). Mikrosatelity se vyskytuji v prokaryotnich
I v eukaryotnich organismech, a to v protein kodujicich i nekddujicich ¢astech genomu
(Field et Wills, 1998, Schiétterer, 2000, Toth et al., 2000). Mikrosatelity se obvykle
vyznacuji vysokym stupném délkového polymorfismu (Zane et al., 2002).

3.4.1 Déleni mikrosatelitu

Toth et al. (2000) déli mikrosatelity podle délky jejich zakladni jednotky na mono-,
di-, tri-, tetra-, penta- a hexa- nukleotidové repetice. Ve svém vyzkumu uvadéji, ze
Vv exonech jsou obecné u vSech taxonil nejvice zastoupeny trinukleotidové repetice, druhé

4

nejcetnéj$i jsou potom repetice hexanukleotidové. Ostatni druhy repetic prevazuji
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zejména v intronech a intergenovych regionech, mnohem mén¢ se vyskytuji v kodujicich
oblastech. U primati jsou napiiklad Vv nekodujicich oblastech dominantni

mononuketidové repetice, u hlodavcti a mnoha dalSich taxonti dinukleotidové repetice.

Oliveira et al. (2006) rozd¢luji mikrosatelity dle typu opakovani zékladniho motivu
na dokonalé, nedokonalé, preruSované a slozené. U dokonalych mikrosatelitli neni
opakovana sekvence pferusena zadnou bazi, ktera by neodpovidala zakladnimu motivu
(napt. TATATATATATATATA), na rozdil od nedokonalych mikrosatelitii, kde je
vlozen par bazi nepatticich do zékladni jednotky repetice
(napt. TATATATACTATATA). V piipadé prerusovaného mikrosatelitu je mezi
jednotky repetice vlozena kratka sekvence, kterd neodpovida sekvenci zdkladniho motivu
(napt. TATATACGTGTATATATATA). Sekvence slozenych mikrosateliti se sklada
ze dvou rozdilnych zakladnich jednotek repetice, které spolu sousedi
(napt. TATATATATAGTGTGTGTGT).

3.4.2 Mutace mikrosatelitu

Vyskyt mutaci v mikrosatelitech se pohybuje v rozmezi 102 az 10® nukleotidt
za jednu generaci a je tedy zna¢né vyssi nez vyskyt substituci jednotlivych bazi
(Schiotterer, 2000). Mira mutability je ovlivnéna délkou mikrosatelitd i jejich jednotek
repetice. Dlouhé mikrosatelity jsou vysoce nestabilni a vyskyt mutaci je zde velmi

pravdépodobny (Lai et Sun, 2003).

Hlavnim mechanismem, ktery mutace mikrosateliti zptsobuje, je sklouznuti DNA
polymerazy, oznacované jako DNA replication slippage (Schlétterer, 2000) nebo DNA
polymerase slippage (Oliveira et al., 2006). Sklouznuti DNA polymerazy b&hem
replikace DNA spociva v prechodné disociaci fetézce DNA a zpétné reasociaci vlakna
Vv jinych pozicich, coZ vede k chybam pfi parovani bazi a nasledné k prodluzovéani nebo
zkracovani nov¢ vznikajiciho vlakna (Té6th et al., 2000, Oliveira et al., 2006). Pokud dojde
ke sklouznuti DNA polymerazy u mikrosatelitu slozeného z kratkych jednotek, dochazi
Cast&ji K navySeni poctu repetic, naopak jsou-li jednotky repetice dlouhé, pravdépodobné
dojde ke zkraceni mikrosatelitu (Lai et Sun, 2003). Dal§im uvadénym mechanismem
vzniku  mutace  mikrosateliti  je  nerovnomérny  crossing-over.  Dojde-li
K nerovnomérnému Crossing-overu, jsou mezi sebou vyménény nestejné dlouhé casti
homolognich chromozomui a jeden chromozom pfijme fragment s vétSim poctem

tandemovych repetic nez druhy (Oliveira et al., 2006).
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Zmény v poctech trinukleotidovych repetic mikrosateliti mohou v lidské populaci
vyvolat rizna onemocnéni. Jako piiklad Ize uvést Huntingtonovu chorobu, kterd je
zpusobena navysenim poctu CAG jednotek v pfislusném genu na chromozomu 4 (Moxon
et Wills, 1999).

3.4.3 Vyuziti mikrosateliti

Béhem minulych let se s rozvojem polymerazové fetézové reakce (PCR)
z mikrosatelita staly popularni genetické markery (Schlétterer, 2000), pouzivané v mnoha
odvétvich genetiky, jako je genomové mapovani, lékaifska, evolucni, ekologicka
(Primmer et al., 1997) a populac¢ni genetika (Primmer et al., 2005). Mikrosatelity jsou
vysoce polymorfni (Zane et al., 2002), hypervariabilni a hojn¢ se vysKytujici, a proto maji
Sirokou $kalu vyuzitelnosti (Primmer et al., 1996, Galbusera et al., 2000). Vzhledem
ktomu, ze se alely lisi v délce, mohou byt rozliseny naptiklad pomoci gelové
elektroforézy, ktera umoziuje rychlou genotypizaci mnoha jednotlivei na mnoha
lokusech (Selkoe et Toonen, 2006).

Hlavnim limitujicim faktorem pouziti mikrosateliti je, Ze u poprvé zkoumanych druhii
musi byt izolovany de novo (Zane et al., 2002), vzhledem k nedostatku ,,univerzalnich*
PCR primert, které amplifikuji homologni produkty napii¢ velkym rozsahem druht
(Primmer et al., 2005). Navrhnuti ,univerzalnich primera“ odpovidajicich
konzervovanym sekvencim je v tomto piipadé velmi problematické kvili tomu,
ze mikrosatelity se ve vétSim poctu nachazeji spiSe v nekodujicich oblastech, kde dochézi
Castéji k nukleotidovym substitucim nez v oblastech kodujicich (Zane et al., 2002).
Mikrosatelitové lokusy byvaji tradicn€ izolovany z genomickych knihoven cilovych
druhtt pomoci vhodnych sond (Rassman et al., 1991). Genomicka DNA je nejprve
fragmentovana bud’ pomoci restrikénich enzymi anebo sonikaci. Fragmentovana DNA
je selektovana na zakladé velikosti (300—700 bp) Fragmenty DNA jsou poté ligovany
do béznych plazmidovych vektorti, tim vzniknou tisice rekombinantnich kloni
bakteridlnich bun¢k, které jsou nasledné podrobeny screeningu na pritomnost
mikrosatelitovych repetic obvykle pomoci Southernova pienosu a nasledné hybridizace
vyuzivajici sondy obsahujici repetitivni sekvence. Pro néslednou identifikaci klont
obsahujicich repetitivni sekvence jsou navrzeny specifické primery a jsou optimalizovany
PCR podminky pro umoznéni amplifikace kazdého lokusu. Tento zpisob vSak muze byt

znaén¢ zdlouhavy a neefektivni u druhti s nizkou frekvenci mikrosatelitli, jako jsou praveé
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ptaci nebo rostliny. Proto jsou pro izolaci navrhovany dal$i alternativni metody — napf.
modifikace RAPD (randomly amplified polymorphic DNA), které jsou ¢asové méné

naro¢né a vyrazné zvétsuji vytéznost izolace mikrosatelitovych lokust (Zane et al., 2002).

Ackoliv mikrosatelitové primery obecné nelze vyuzit univerzalné, uréitda mira
amplifikace mikrosatelitii mezi uzce ptibuznymi druhy je mozna — cross-species PCR
amplifikace (Moore et al., 1991, Schistterer et al., 1991). Uspé&snost cross-species PCR
amplifikace mikrosateliti a podil polymorfnich lokusi pfimo souviseji s evolu¢ni
divergenci druhii, ze kterych byly mikrosatelitové lokusy izolovany (zdrojové druhy),
a druhti, na které byly mikrosatelitové lokusy aplikovany (cilové druhy) (Primmer et al.,
1996, Galbusera et al., 2000, Primmer et al., 2005). Naakumulované mutace v sekvencich
ohranicujicich mikrosatelity mohou u jednoho druhu inhibovat amplifikaci s primery
navrzenymi pro vzdalené ptibuzné druhy, jelikoz PCR primery vyzaduji vysoky stupen
homologie cilové sekvence ke spravnému fungovani (Primmer et al., 1996). Primery,
které Uspé€$né¢ amplifikuji u mnoha druhl, maji vétsi Sanci byt polymorfni (Galbusera
et al., 2000). Kromé evolu¢ni vzdalenosti ovliviiuji miru Gspésnosti cross-species PCR
amplifikace a polymorfismu i dalsi faktory — typ a velikost repetice, stupefi polymorfismu
puvodnich druhi, teplota PCR annealingu. Slozené repetice jsou amplifikovany vyrazné
méné nez dokonalé a nedokonalé repetice; zatimco dokonalé repetice jsou amplifikovany
lépe nez repetice nedokonalé. Toto mize byt ovlivnéno testovanim malého poctu
mikrosatelitovych slozenych repetic (Galbusera et al., 2000). Primmer et al. (2005)
uvadéji, ze pocet repetitivnich jednotek mikrosatelitu ve zdrojovém druhu pozitivné
koreluje s podilem druhi, které byly na tomto lokusu polymorfni, Galbusera et al. (2000)
vSak dfive tuto souvislost nezaznamenali. Dale bylo pozorovano, ze sniZzovani teploty
pfi PCR annealingu zvySuje uspéSnost amplifikace a polymorfismu, a to nezavisle

na fylogenetické pfibuznosti mezi testovanymi druhy (Primmer et al., 2005).
3.4.4 Mikrosatelity a jejich cross-species PCR amplifikace u druhu tFidy ptaci

Mikrosatelity jsou v genomu ptakt mnohem méné frekventované nez u ostatnich
obratlovcl. To lze vysvétlit tim, Ze pta¢i genom obsahuje relativné malé mnozstvi
nekodujici DNA, ve které se mikrosatelity pfevazné vyskytuji. Dale u ptakt nebyla
zjiSténa pfiméa asociace mikrosateliti s kratkymi rozptylenymi jadernymi elementy

(SINES) na rozdil od mnoha jinych taxond (Primmer et al., 1997).
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Cross-species PCR amplifikované markery mohou byt obzvlasté uzitecné prave
pro studie ptaku, ktefi maji ve svém genomu obsazeno asi desetkrat méné mikrosatelitd
nez napiiklad ¢lovék (Primmer et al., 1997). Primmer et al. (1996) se zabyvali uréenim
mozného rozsahu vyuziti syst¢ému mikrosatelitovych markert pro Siroky okruh druhii
zalozeny na amplifikaci primery navrzenymi pro jiné druhy. Pouzili 16 markert, které
testovali na 48 druzich ptaka (pévci i ,,ne-pévcti’). Celkem detekovali 24 % ptipada
uspésné homologni cross-species PCR amplifikace, ze kterych 46 % vykazovalo
polymorfismus. Pro identifikaci vétSiho pocétu cross-species PCR amplifikujicich
markerti, Galbusera et al. (2000) testovali 40 markerd (navrzenych pro 16 odlisnych
druht) na 13 druzich ptakd. Uspé&$nost amplifikace byla v tomto piipadé 84 %, to je
podstatné vice nez v publikaci Primmer et al. (1996), coz bylo zptuisobeno pravdépodobné
optimalizovanim podminek PCR pro kazdou kombinaci primert a druhu a také tim,
ze vSechny primery byly navrzeny pro pévce a testovany pouze na pévcich. Polymorfnich
lokust bylo vsak mén¢, pouze 39 % ze vsech amplifikujicich se. Dawson et al. (2010)
popsali jednoduchou metodu navrzeni setli mikrosatelitovych primerti s vysokou
lokusy pomoci hledani homolognich EST mikrosatelitovych sekvenci geneticky
vzdalenych skupin ptaka (hrabavych a ,,ne-hrabavych®), konkrétné¢ zebiicky pestré
(Taeniopygia guttata) a kura (Gallus gallus). Z 33 navrzenych primert testovanych na 53
druzich ptaki se 100 % uspésn¢ amplifikovalo u péveti a 99 % u ,,ne-peveii”, z nichz

polymorfismus potom vykazovalo primérné 48 % lokusti u pévci a 21 % u ,,ne-pévct.
3.4.5 Mikrosatelity izolované z Fadu trubkonosi

Rad trubkonosi (Procellariiformes) zahrnuje piiblizné 110 druht, které jsou fazeny
do4 celedi. Zatim bylo od druhti z tadu trubkonosi izolovano 207 polymorfnich
mikrosatelitovych lokust odvozenych od 20 druhd fazenych do 3 ¢eledi. Od 8 druht
z celedi albatrosoviti (Diomedeidae) bylo doposud izolovano a charakterizovano
53 polymorfnich mikrosatelitovych lokusti, od 3 druht patficich do ¢eledi buinackoviti
(Hydrobatidae) bylo popsano 54 polymorfnich mikrosatelitovych lokust a z celedi
bufnakoviti  (Procellariidae) bylo prozatim izolovano 100 polymorfnich
mikrosatelitovych lokustt od 9 druhti. Z celedi buinikoviti (Pelecanoididae) nebyl
doposud u jediného druhu de novo popsan zadny polymorfni mikrosatelitovy lokus. Dale
byly popsany mikrosatelitové lokusy pivodné navrzené pro ptaky z fadu dlouhokiidli

a pévci, které byly u trubkonosych polymorfni. Od dlouhokiidlych bylo Gspésné pouzito
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5 takovych mikrosatelitovych lokusti od tii Celedi, pficemz 1 byl popsan u alkouna
obecného z Celedi alkounoviti, 1 byl popsan u kulika moiského z celedi kulikoviti
a 3 byly odvozeny od racka novozélandského z ¢eledi rackoviti. U pévci byl popsan
pouze 1 takovy mikrosatelitovy lokus, odvozeny od lesnacka Zlutonohého z Celedi
lesnackoviti.

3.4.5.1 Mikrosatelity z ¢eledi albatrosoviti

Od 8 druhti z ¢eledi albatrosoviti bylo prozatim izolovano a popsano 53 polymorfnich

mikrosatelitovych lokusti.

Burg (1999) izolovala a charakterizovala 26 mikrosatelitovych lokust od dvou druh:
albatrosa sedohlavého (Diomedea chrysostoma) a albatrosa st¢hovavého (D. exulans).
Genomickd DNA albatrosa Sedohlavého a st¢hovavého byla Stépena restrikéni
endonukleazou Alul. Dle velikosti tfidéné fragmenty o délce 300—-800 bp byly ligovany
do plazmidu Smal-cut pUC19 a transformovany do DHS5a Escherichia coli. Kolonie byly
provéfovany za pouziti (AC)is syntetickych oligonukleotidi. Druhd knihovna byla
obohacena o AC a CTTT repetice. Primery byly navrzeny pro 31 mikrosatelitovych
sekvenci, ale pouze 26 z nich usp&$né amplifikovalo viditelny produkt. Cross-species
sceening byl proveden s pouzitim DNA z 50 jedincta albatrosa Sedohlavého, 50 jedinct
albatrosa st€hovavého a 90 jedincid albatrosa ¢ernobrvého (Thalassarche melanophris).
Dvacet jedna lokusii bylo polymorfnich u jednoho nebo vice druhti. Pouze dva lokusy
(Dc10 a Dc19) se neamplifikovaly na DNA albatrosa st€éhovavého (D. exulans), avSak
u zbyvajicich dvou druhi amplifikace ispé$né probihala. Uroveii polymorfismu se

ve vsech pripadech pohybovala od 2 do 11 alel na lokus.

Burg et Croxall (2001) zkoumali strukturu populace albatrosa Sedohlavého
(T. chrysostoma) a albatrosa ¢ernobrvého (T. melanophris) pomoci mitochondrialni DNA
I analyzy mikrosatelitovych lokusi. Pti studiu pouzili jiz znamé markery (Burg, 1999)
a doposud nepublikovany mikrosatelitovy marker De35. Genomicka DNA téchto druhti
byla izolovana ze vzorkl krve konzervovanych v ethanolu za pouziti Chelexu (Walsh
etal., 1991). Z celkového poctu 37 izolovanych lokust bylo dale 7 vybrano k analyze
obou testovanych druht. Tyto mikrosatelitové lokusy byly testovany na 765 jedincich
albatrosa Cernobrvého, kde bylo detekovano 4-13 alel na lokus, a na 756 jedincich

albatrosa Sedohlavého, kde se pocet alel pohyboval mezi 5-22 alelami na lokus.
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Za pouziti mitochondridlni DNA a 9 mikrosatelitovych markerti studovali Burg
et Croxall (2004) fylogenetické vztahy albatrosa st¢hovavého (D. exulans), jizniho
(D. antipodensis) a Gibsonova (D. gibsoni). Mezi poslednimi dvéma jmenovanymi autoii
detekovali nizkou uroven genetické diferenciace. DalSim studovanym druhem byl
albatros tristansky (D. dabbenena), ktery byl vsak v této studii analyzovan pouze pomoci
mitochondrialni DNA. Celkem bylo odebrano 772 vzorkt krve dospélym jedinctim,
genomicka DNA byla izolovana ze vzorkll krve konzervovanych v ethanolu pomoci
Chelex extrakce (Burg et Croxall, 2001). Byly vyuzity jiz znAmé mikrosatelitové markery
(Burg, 1999) a byl také pouzit jeden doposud nepopsany De37. De33 nebyl nakonec
zatrazen do testovani diferenciaci populaci vzhledem k tomu, Ze u néj byla zjisténa vazba
na pohlavi. Testovani probihalo u 649 jedinct albatrosa st€hovavého, 60 jedinct albatrosa
jizniho a 63 jedinch albatrosa Gibsonova. Pocet detekovanych mikrosatelitovych alel

u téchto druhu se pohyboval mezi 2-21 na lokus.

Dubois et al. (2005) popsali 10 novych variabilnich dinukleotidovych mikrosatelitii
u albatrosa st€hovavého (D. exulans) v ramci populaéni studie. DNA byla extrahovana
z jednotlivych vzorka krve albatrosti s vyuzitim QIAmp Tissue Kit (QIAGEN), poté
probéhla izolace mikrosatelitii ze sestavenych knihoven, ktera byla provedena za pouziti
biotinem znacenych mikrosatelitovych sond a streptavidinem potazenych magnetickych
kulic¢ek. Po $tépeni restrikénim enzymem nebyla provedena selekce fragmentti na zakladé
velikosti, byly vyuzity XL10 ultrakompetentni buiiky (Gold ultracopetent cells).
Rekombinantni klony byly provéfovany pomoci TCi, TGi, AGE1l a AGE2
oligonukleotidd a inzerty pozitivnich kolonii bun€k byly sekvenovany. Devadesat Ctyii
sekvenci obsahovalo repetitivni oblast i ohrani¢ujici regiony vhodné pro navrzeni PCR
primert. Pro dalsi amplifikace bylo vyuzito 15 lokust, které obsahovaly nejvétsi pocet
nepferuSenych repetici. PCR byla provedena samostatné pro kazdy lokus a poté
multiplexovana na dvé sady mikrosatelitovych lokust. Variabilita byla sledovana ve tiech
populacich albatrosa st¢hovavého, kazda z nich zahrnovala 20 jedinct. Deset z 15 lokusi

vykazovalo polymorfismus, bylo detekovano 2 az 13 alel na lokus.

Pro studium tii ohrozenych druhii albatrost severniho Pacifiku Hernandez et al. (2014)
navrhli a charakterizovali 15 polymorfnich mikrosatelitovych marker. Pro extrakci
genomické DNA pomoci DNeasy Tissue Kit (QIAGEN) vyuzili svalovou tkan z albatrosa
cernonohého (Phoebastria nigripes), laysanského (P. immutabilis) a bélohibetého

(P. albatrus) a pftipravili genomovou knihovnu pomoci NEB Next® Ultra™ DNA
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Library prep Kit for lllumina® a NEBNext® Multiplex Oligos for Illumina. Pro dalsi
postup vybrali dle riznych kritérii 44 vhodnych potencionalné se amplifikujicich lokusi
obsahujicich di-, tri- nebo teranukleotidové repetice, pro které byly navrzeny primery
v programu Primer 3 (Rozen et Skaletsky, 2000). Pro srovnani velikosti amplikond bylo
téchto 44 lokust testovano na 4 stejnych vzorcich genomické DNA. Poté pouzili
Multiplex Manager k vybrani 16 z téchto lokusi, které dale testovali v multiplexovych
reakcich na 51 jedincich — 36 ¢ernonohych, 12 laysanskych a 3 bélohibetych albatrosech.
Z 16 testovanych part primer bylo 13 polymorfnich u albatrosa ¢ernonohého
a laysanského s 2-18 alelami a 14 bylo polymorfnich u albatrosa bélohibetého

s 2-5 alelami na lokus.

3.4.5.2 Mikrosatelity z ¢eledi buriiac¢koviti

Od 3 druht z ¢eledi buinackoviti bylo doposud izolovano a popsano 54 polymorfnich

mikrosatelitovych lokust.

Sun et al. (2009) navrhli primery pro 10 mikrosatelitovych lokusi u dvou druht:
buinacka madeirského (Oceanodroma castro) a buiniacka dlouhoktidlého (O. leucorhoa).
Genomova knihovna byla konstruovdna ze 7 zmraZenych vzorkli krve buinacka
madeirského pochazejicich z Japonska (Friesen et al., 2007) za pouziti klonovani (Glenn
et Schable, 2005). DNA byla stépena restrikénim enzymem Alul, byly vybrany fragmenty
o velikosti od 200 do 1200 bp, které¢ byly defosforylovany, procistény za pouziti
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) a ligovany do univerzalnich SNX linkert (Glenn
et Schable, 2005). Ligovany produkt byl hybridizovan se smési 3 biotinylovanych
oligonukleotidovych sond: (AC)13, (AG)1z (GAA)s. DNA byla izolovana pomoci
streptavidinem potazenych kulicek DynaBeads (Dynal Biotech). DNA obsahujici
mikrosatelity byla amplifikovana s pouzitim SNX-F primeru, ligovana do PCR 2.1-TOPO
vektoru (Invitrogen) a transformovana do TOP 10 One Shot E. coli kompetentnich bunék
(Invitrogen). Bunky byly péstovany na agarovych plotnach obsahujicich ampicilin
a testovany na mikrosatelity pomoci DIG fluorescence kit (Roche Diagnostics). Knihovna
byla sestavena z 96 obohacenych klont, z nichz bylo 53 klont sekvenovano.
U bakterialnich kolonii byla provedena lyze varem a za danych podminek byly
amplifikovany inserty. PCR produkty byly sekvenovany s M13 primery na ABI 3730XL
automatizovaném sekvenatoru. Ze 46 klond obsahujicich mikrosatelity, 9 obsahovalo

9 nebo vice jednoduchych repetic a vhodné ohranicujici sekvence pro navrzeni primert.
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Primery byly navrzeny v softwaru Primer 3 (Rozen et Shaletsky, 2000). Genomova
knihovna byla sestavena také ze dvou zmrazenych vzorka tkané buinacka dlouhokiidlého
z Newfoundlandu, které byly provétovany na dinukleotidové repetice. Sekvenovano bylo
celkem 21 Kklonu, ze kterych pouze dva obsahovaly 9 nebo vice repetic a vhodné
ohranicujici sekvence pro navrzeni primerd. Ackoliv primery byly navrzeny pro oba
lokusy, amplifikace probihala pouze u jednoho. Variabilita vsech 10 navrzenych lokust
byla testovana na vzorcich 27 jedincii buinacka madeirského, 22 jedinct buiiiacka
Monteirova a 24 jedinct buinacka dlouhokiidého. VSech 10 lokust se uspésné
amplifikovalo u buifiacka madeirského a Monteirova, 9 z nich bylo polymorfnich.
U buinacka dlouhoktidlého se uspésné amplifikovalo pouze 8 lokusi, polymorfnich bylo
v tomto piipadé 6 lokusu. Pocet alel se u vSech druhti pohyboval od 2 do 11 na lokus.
Cross-species PCR amplifikace byla také testovana na jednom vzorku krve buinacka
galapazského (O. tethys) a buinacka limcového (O. hornbyi) a Sesti vzorcich buinaka
tmavohibetého (Pterodroma phaeopygia) z ¢eledi buinakoviti, kde byly az na lokusy
Oc64B a Oc79-2 u vsech lokust ziskany produkty amplifikace. Zda byly lokusy

polymorfni a s jakym poétem alel autoti neuvadéji.

VA

Bicknell et al. (2011) popsali 26 mikrosatelitovych lokust u buifiacka dlouhoktidleho.
Ve svém vyzkumu testovali také jiz objevené mikrosatelitové markery, konkrétné
7 lokust izolovanych z dalSich druhi buiniackovitych (Sun et al., 2009) a 47 lokust
vykazujicich vysokou mezidruhovou pienosnost (Klein et al., 2009, Dawson et al., 2010).
Genomicka DNA byla izolovana ze vzorkl krve metodou srazeni za pouziti octanu
amonného. Knihovna byla obohacena o motivy (GT)n, (CT)n, (GTAA), (CTAA),
(TTTC)n a (GATA)n, které byly vazany na magnetické kuli¢ky (Glenn et Schable, 2005).
Transformované kolonie byly sekvenovany. Celkem bylo izolovano 211 novych
unikatnich mikrosatelitovych sekvenci, pro 50 z nich byly navrzeny primery v programu
Primer 3 (Rozen et Skaletsky, 2000). Nov¢é i existujici lokusy byly nejprve testovany
na uspésnost amplifikace a polymorfismus U 4—-6 nepifibuznych jedinct buinacka
dlouhokiidlého pro optimalizovani PCR podminek, za pouziti gradientu 12 riznych
annealingovych teplot (56-65 °C). Annecalingova teplota, pii které se nejlépe
amplifikoval PCR produkt, byla vybrana pro amplifikaci polymorfniho lokusu
na 24 neptibuznych jedincich. Ze 47 zndmych lokusi testovanych na 6 jedincich, se

2 lokusy neamplifikovaly nebo produkovaly nespecificky produkt, 30 bylo

monomorfnich a 15 polymorfnich. Z nové navrzenych 50 lokusl testovanych
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na 4—6 jedincich se 6 lokusti neamplifikovalo nebo produkovalo nespecificky produkt, 18
lokustt bylo monomorfnich a 26 polymorfnich. Celkem 41 polymorfnich lokusi
testovanych na 24 neptibuznych jedincich (14 samcti a 10 samic) produkovalo

od 2 do 22 alel na lokus. Ctyii lokusy vykazovaly vazbu na Z chromozom.

Bried et al. (2012) popsali 18 novych variabilnich mikrosateliti u buinacka
Monteirova. DNA byla izolovana z jednotlivych vzorkt krve za pouziti QlAamp Tissue
Kit (QIAGEN). Mikrosatelitové lokusy byly izolovany ze sestavenych genomovych
knihoven které byly sekvenovany. Ponechany byly sekvence o délce od 80 do 469 bp,
které obsahovaly mikrosatelitové motivy delsi nez 5 repetic, cekem bylo tedy detekovano
754 sekvenci, ze kterych bylo pro dal§i analyzu pouzito 27 s nejvySSim poctem
neprerusenych repetic. Kvili problémim pii amplifikaci bylo vybrano pouze
18 mikrosatelitovych lokust, u kterych byla provedena PCR reakce nejprve samostatné
pro kazdy lokus a poté byla multiplexovana pro 3 sady mikrosatelitovych lokust.
Variabilita byla testovana na 125 dospélych jedincich buinacka Monteirova. Bylo
detekovano 4 az 17 alel na lokus. Lokus Omn23 se jevil jako na pohlavi vazany, jelikoz
zadna z 65 testovanych samic nebyla na tomto lokusu heterozygotni. Dale u téchto
18 markert provedli cross-species PCR amplifikaci u buiniacka madeirského a u ptaka
spadajicich do ¢eledi buinakoviti — buiniaka Bulwerova (Bulweria bulwerii) a buinaka
u buinacka madeirského, kde se amplifikovaly vSechny lokusy (18) a 17 z nich
vykazovalo polymorfismus se 2 az 6 alelami. U buifiaka Bulwerova se amplifikovalo
7 lokust, ze kterych byly 2 polymorfni se 2 alelami. Nejméné mikrosateliti (6) se

amplifikovalo u buifidka modravého a 2 z nich byly polymorfni se 3 a 6 alelami.

3.4.5.3 Mikrosatelity z ¢eledi bufiiakoviti

Od 9 druhii z celedi buinakoviti bylo doposud de novo izolovano a popsano
100 polymorfnich mikrosatelitovych lokust. Déle bylo nalezeno i 5 mikrosatelitovych
lokust izolovanych od ptaku z fadu dlouhoktidli a 1 od zastupce z fadu pévci, které byly

u bufiidkovitych polymorfni

Sest polymorfnich dinukleotidovych mikrosatelitovych markerti ohroZeného buitiaka
bélobradého (Procellaria aequinoctialis) izolovali a charakterizovali Techow et O’Ryan
(2004). DNA extrahovali fenol-chloroformovou extrakci a srazenim v ethanolu z tkané

Stépené pomoci proteindzy K odebrané uhynulym buinidkiim bélobradym zachycenym
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do rybaiskych siti. Knihovna obohacena o CA motivy byla konstruovana z DNA péti
jedincl za vyuziti PCR pomoci degenerovanych oligonukleotidovych primera (DOP-
PCR). PCR produkty byly hybridizovany na biotinylované CA repetitivni sondy navazané
na streptavidin MagneSphere® paramagnetické ¢astice (Promega). Obohacené fragmenty
byly klonovany za pouziti Promega pGEM-T-Easy Vector System. Buiiky byly vysety
na selektivnim médiu obsahujicim ampicilin a X-gal, bilé kolonie byly odebrany
a naoc¢kovany do 96jamkové mikrotitracni desticky, ve které byl obsazen ampicilin-LA.
U klonti byla provedena dot-blot hybridizace na Hybond N* membranach (Amersham
Pharmacia) a poté byly provéfovany na pritomnost inzerti. Pozitivni klony byly
amplifikovany pomoci PCR reakce s M13 primery. Plazmidy izolované z pozitivnich
kloni byly sekvenovany pomoci MegaBACE 500 Molecular Dynamics (Amersham
Biosciences). Z 21 sekvenovanych rekombinantnich plazmidd 17 obsahovalo
mikrosatelity a 2 lokusy byly sekvenovany dvakrat. Primery byly navrzeny
pro 10 mikrosatelitt, které ohranicovaly vhodné sekvence, pomoci DNAMAN verze 4.13
(Lynnon Biosoft). Variabilita kazdého z 10 mikrosatelitovych lokust byla testovana
na nejméné 68 jedincich buinidka bélobradého, u 6 z 10 lokust byl u zdrojového druhu
detekovan polymorfismus. U t# testovanych populaci se pocet alel pohyboval
od 3 do 9 na lokus. Zbylé 4 lokusy byly monomorfni, avSak u buifidka obrovského
(Macronectes giganteus) a Hallova (M. hallis) byl jeden z nich (Paequ4) polymorfni.
Téchto celkem 7 mikrosatelitovych lokusi (6 polymorfnich u bufiaka bélobradého
ajeden polymorfni u buinaka obrovského a Hallova) bylo poté testovano na 6 dalSich
druzich: buinakovi tristanském (P. conspicillata), buinakovi obrovském, buinakovi
Hallové a také na druzich z Celedi albatrosoviti — albatrosovi st€éhovaném, Sedohlavém
a ¢ernobrvém. Polymorfismus napfi¢ témito druhy vykazovalo 1-6 lokusi, pifi¢emz
nejvice polymorfnich lokusi (6) bylo detekovano u buinaka tristanského, naopak
nejméné (1) u albatrosa stéhovavého. Pocet alel u cross-species PCR amplifikaci zde
autofi neuvadéji.

Bried et al. (2007) popsali 11 variabilnich dinukleotidovych mikrosatelitli u buiniaka
Sedého (Calonectris diomedea). DNA byla extrahovana ze vzorkl krve pomoci QIAamp
Tissue Kit (QIAGEN). Mikrosatelitové lokusy byly izolovany z obohacenych (GCCe,
TAw, CGpo a TGi) genomickych knihoven za pouziti biotinem znacenych
mikrosatelitovych sond, streptavidinem potazenych magnetickych kuli¢ek a XL10 Gold

ultrakompetentnich bunék (Dubois et al., 2005). Rekombinantni klony byly provétovany
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pomoci TC10a TG1oa AGEI a AGE2 oligonukleotidi (Dubois et al., 2005). Celkové bylo
provéieno 3036 klonl, ze kterych davalo pozitivni signal 297, a 262 z nich bylo
sekvenovano pomoci ABI3100 sekvenatoru (Applied Biosystems). Sto tficet dva
sekvenci obsahovalo zaroven mikrosatelitovou sekvenci 1 ohraniCujici regiony vhodné
pro navrzeni primert. Primery byly navrzeny pro 15 lokusi, které obsahovaly nejvice
nepierusenych mikrosatelitovych repetic. PCR reakce byla provedena nejprve samostatné
pro kazdy lokus a poté byla provedena multiplex PCR pro tii skupiny lokust. Variabilita
téchto lokusu byla sledovana na 43 jedincich buifidka Sedého. Jedenact z 15 lokust
vykazovalo polymorfismus, bylo detekovano 2 az 8 alel na lokus. U lokusu Cd4 byla
zjiSténa vazba na pohlavi, jelikoz nebyl heterozygotni u zadné z 23 testovanych samic.
Dale byla provedena cross-species PCR amplifikace téchto 11 mikrosatelitovych lokust
na dal$ich tfech druzich. Polymorfismus vykazovalo celkem 8 mikrosatelitovych lokust
u buinaka Bulwerova (Bulweria bulwerii), 2 lokusy u buinaka bé&lobradého a 1 lokus
u albatrosa st€hovavého patticiho do ¢eledi albatrosoviti. Pocet alel u cross-species PCR

amplifikaci u téchto 3 jmenovanych druht autofi neuvadeji.

Gonzales et al. (2008) izolovali a charakterizovali 10 novych polymorfnich
mikrosatelitovych lokusi u kriticky ohrozeného buinaka balearského (Puffinus
mauretanicus). Byly sestaveny dvé knihovny obohacené o CA a AAAG repetitivni
sekvence. Genomicka DNA byla extrahovana ze vzorki svali uchovavanych v ethanolu
a Stépenych proteinazou K pomoci fenol-chloroformové metody, Stipana restrik¢nimi
enzymy Rsal a Xmnl, ligovana do univerzalnich SNX adaptérti (Hamilton et al., 1999)
a poté byla biotinylovana DNA ligovana do pGEM-T Easy vektoru (Promega). Ptiblizné
850 transformovanych kolonii bylo hybridizovano pomoci CA a AAAG sond, pozitivni
kolonie byly detekovany pomoci chemiluminiscence (CDP-Star detection kit, Sigma).
Celkem bylo sekvenovano 162 kloni za pomoci univerzalnich M13 primert na ABI
PRISM 3730 automatizovaném sekvenatoru (Applied Biosystems) s ABI PRISM BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready (verze 3.0) a dohromady 108 z nich obsahovalo
mikrosatelity. Dvacet tii mikrosatelitovych sekvenci bylo vybrano pro navrzeni primera
v programu Primer 3 (Rozen et Skaletsky, 2000) a 19 z nich bylo tspé€sné amplifikovano.
Polymorfismus téchto mikrosatelitovych lokusi byl hodnocen na 55 jedincich buinaka
balearského, vykazovalo ho pouze 10 z navrzenych lokusii s pocty alel pohybujicimi se
od 2 do 10. Jeden z nich (Puff Sma6) byl oznacen jako na pohlavi vazany, je lokalizovany

na chromosomu W, a proto se amplifikuje pouze u samic. Pomoci cross-species PCR
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amplifikace bylo téchto 10 mikrosatelitovych lokusi testovano na 23 buinacich
sttedomotskych (P. yelkouan). Jeden lokus byl monomorfni, u zbylych 9 se pocet alel

pohyboval ve stejném rozmezi jako u zdrojového druhu.

Pfi studiu kriticky ohrozeného buinaka taiko (P. magentae) Lawrence (2008) popsala
dva nové mikrosatelitové markery. DNA byla izolovana ze vzorkl krve pomoci §tépeni
proteinazou K a naslednou fenol-chloroformovou metodou. Byla sestavena genomicka
knihovna obohacena o GT/CA, GA/CT, AAT/TTA, AAAG/TTTC a GATA/CTAT
repetice. Celkové bylo na pfitomnost inzertu obsahujiciho mikrosatelity proveéfeno 2016
klonti, 178 klonli inzert obsahovalo a bylo sekvenovéno. Devadesat devét z nich
obsahovalo mikrosatlitovou DNA, avSak pouze 9 bylo ohraniceno vhodnymi sekvencemi
pro navrzeni primerti v programu Primer 3 (Rozen et Skaletsky, 2000). Usp&sné se
amplifikovaly 4 lokusy, pro dalsi analyzy byl vybran pouze jeden polymorfni lokus Tché.
Z dalsich 9 lokusii, pro které byly navrzeny primery, byl pro dal§i vyuziti vybran
polymorfni lokus Tch 25. Tché byl testovan na 143 jedincich buitidka taiko, vyskytovaly
se dvé alely. Tch 25 byl testovan na 141 jedincich a pocet alel byl 4. K testovani bylo déle
pouzito 22 mikrosatelitovych markerti navrzenych pro jiné druhy ptaka. Ctrnact se
uspésné amplifikovalo a 6 bylo polymorfnich: Paequ3, Paequ8 a Paequl3 (Techow
et O'Ryan, 2004), RBG18 a RBG29 izolované od ptaki z fadu dlouhokiidli (Given et al.,
2002) a De33 (Burg, 1999). Testovano bylo nejméné 142 jedinct z jednotlivych druhi
a pocet alel se napii¢ druhy pohyboval od 2 do 9.

Brown et Jordan (2009) izolovali 6 mikrosatelitovych lokusi od buifidka trinidadského
(Pterodroma arminjoniana). Celkova genomicka DNA byla izolovana ze vzorki tkané
tii uhynulych mlad’at pomoci fenol-chloroformové metody. Byla sestavena genomicka
knihovna obohacena o CA a CAGA repetice, fragmenty o velikosti 500-1000 bp byly
klonovany za pouziti Original TA Cloning Kit (Invitrogen). Pozitivni klony byly
provéfovany na inzerty obsahujici CA a CAGA repetice, plazmidy obsahujici inzert byly
poté sekvenovany za vyuziti M13 primert a BigDye Terminator v 3.1 Cycle Sequence
Kit (Applied Biosystems). Pary primerti byly navrzeny v softwaru Primer 3 (Rozen
et Skaletsky, 2000). Testovani na polymorfismus bylo provadéno samostatné pro kazdy
lokus, celkem z 43 testovanych lokusti amplifikovalo u 340 jedincti buinaka trinidadského
produkt 6 parti primerti, pouze 3 lokusy byly polymorfni, pocet alel se pohyboval
od 4 do 10. Zbylé tii mikrosatelity byly u buinaka trinidadského monomorfni,

polymorfismus vSak vykazovaly u nékterého ze 17 testovanych druhil z fadu trubkonosi
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(viz dale). VSech 6 lokust bylo dale testovano pomoci cross-species PCR amplifikace
na dalsich 17 druzich z fadu trubkonosi a jednoho druhu z tadu tuc¢naci (tuénak zlutorohy,
Eudyptes chrysolophus). Genotypovano bylo 1-17 jedincti. Parm0l1 vykazoval
polymorfismus u 13 testovanych druhti s poéty alel od 2 do 9, Parm02 vykazoval
polymorfismus u 5 testovanych druhi s pocty alel od 2 do 5, Parm03 byl polymorfni
u 6 testovanych druht s pocty alel 2 az 6, Parm04 byl polymorfni u 4 testovanych druht
S pocty alel od 2 do 4, Parm05 byl polymorfni u 3 testovanych druhii S pocty alel
od 2 do 3 a Parm06 vykazoval polymorfismus u 6 testovanych druht vzdy se 2 alelami.
U buinaka trinidadského byla také provadéna cross-species PCR amplifikace s primery
navrzenymi pro 53 mikrosatelitovych lokust izolovanych z jinych druht ptakt. Celkem
bylo detekovano 6 polymorfnich lokusi: Paequ3 a Paequl3 ptvodné navrzené
pro buinaka bélobradého (Techow et O’'Rayan, 2004), 10C5 a 12H8 izolované z albatrosa
st¢hovavého (Dubois et al, 2005), Dell izolovany z albatrosa Sedohlavého (Burg, 1999)
a Calex-01 navrzeny pro kulika moiského (Charadrius alexandrinus) z fadu dlouhok¥idli
(Kipper et al., 2007). Pocet alel se u bufnaka trinidadského pohyboval mezi

2 a 5 na lokus.

Andris et al. (2010) popsali 11 novych dinukleotidovych mikrosateliti u buinaka
Bulwerova. DNA byla extrahovana z jednotlivych vzorka krve za pouziti QlAamp Tissue
Kit (QIAGEN). Mikrosatelitové lokusy byly izolovany z obohacené (TGio, TCio)
knihovny za pouziti biotinem znacenych mikrosatelitovych sond, streptavidinem
potazenych magnetickych kulicek a JM 09 vysoce ucinnych kompetentnich bunék.
Rekombinantni klony byly testovany na TGio, TC10a AGE 1 nebo AGE 2 oligonukleotidy
za pouziti modifikované PCR (Dubois et al., 2005). Celkem bylo provéieno 768 klont,
ze kterych 392 davalo pozitivni signal, a 352 z nich bylo sekvenovano pomoci ABI 3130
Genetic Analyser (Applied Biosystems). Mikrosatelitové sekvence a vhodné ohranicujici
regiony obsahovalo celkem 282 sekvenci, 25 z nich s nejvyss§im po¢tem nepierusenych
mikrosatelitovych repetic bylo dale vyuzito. PCR reakce byla nejprve provedena
pro kazdy lokus zvlast, a potom probihala ve 3 multiplexech. Variabilita téchto
mikrosatelitovych lokust byla testovana na 91 dospélych jedincich buiiaka Bulwerova.
Z 25 lokusi bylo na zaklad¢ problémt s amplifikaci a heterozygotnosti vybrano
11 mikrosatelitovych lokusii. Bylo detekovano 2 az 8 alel na lokus. Bb11 byl uréen jako
vazany na pohlavi, jelikoz nebyl heterozygotni ani u jediné ze 44 testovanych samic.

Cross-species PCR amplifikace téchto 11 mikrosateliti byla testovana na dalSich
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3 druzich z fadu trubkonosi: na buifidkovi bélobradém, kde bylo 6 lokust polymorfnich,
na buinakovi modravém (Halobaena caerulea), kde bylo polymorfnich 10 z testovanych
mikrosatelitovych lokusii, @ mimo to na buinackovi Monteirové z Celedi buinackoviti,
kde bylo polymorfnich pouze 5 lokust z 11 testovanych. U testovani cross-species PCR

amplifikaci u vySe zminénych druhd autofi neuvadeji pocet alel.

Welch et Fleischer (2011) popsali 10 novych polymorfnich mikrosatelitovych lokust
izolovanych od buinaka havajského (Pterodroma sandwichensis). Genomicka DNA byla
extrahovana ze vzorkd tkané jednoho samce a jedné samice, poté byla Stépena
na fragmenty 200-1000 bp. Fragmenty byly ligovany do SNX linkeri a poté
amplifikovany, nésledné byly obohaceny mikrosatelitovymi repeticemi hybridizaci se
sondami (CA)w, (AAAG)s, (AAAC)s nebo (AGAGG)s. Fragmenty byly znovu
amplifikovany a ligovany do pBluescript II SK + plazmidd, a poté transformovény
do ultrakompetentnich E. coli. Pfiblizn¢ 1400 pozitivnich kolonii bylo provéfovano,
65 z nich obsahovalo dostate¢ny pocet mikrosatelitovych repetic a ohranicujici sekvence
vhodné pro navrZeni primerii. Primery byly navrZeny pro 54 klonti za pouziti programu
Primer 3 (Rozen et Skaletsky, 2000). Kromé navrzenych primerd testovali u buinaka
havajského také 37 jiz publikovanych primeri na cross-species PCR amplifikaci (Techow
et O'Ryan, 2004, Bried et al., 2008, Brown et Jordan, 2009, Gonzalez et al., 2009), stejné
jako jednotlivé lokusy RBG18, RBR18M, RBG29 a DpuOl (izolované z fada
dlouhoktidli a pévci) a Dcl6, které byly shledany jako polymorfni u buinaka
tmavohibetého (P. phaeopygia) (Dawson et al., 1997, Burg, 1999, Given et al., 2002,
Friesen et al.,, 2006). Mikrosatelity byly nejprve testovany na polymorfismus
na 15 jedincich. Z celkem 91 amplifikovanych mikrosateliti bylo polymorfnich 10 nové
navrzenych a 10 jiZ publikovanych lokusi a byly poté genotypovany na vzorku
40 jedinct. Z nove izolovanych mikrosatelitovych lokusii nebyl Zadny vazany na pohlavi,
pocet alel se pohyboval od 3 do 10. U jiz znamych mikrosatelitovych lokusi testovanych
cross-species PCR amplifikaci na buifidkovi havajském se pocet alel pohyboval mezi

3 a 14 alelami na lokus.

Pfi studiu mimoparového pafeni u buinaka utlozobého (Pachyptila belcheri) Quillfedt
et al. (2012) navrhli 7 variabilnich mikrosatelitovych markerti. Genomicka DNA byla
extrahovana pomoci DNeasy Tissue Kit (QIAGEN) ze vzorka pefi 25 dospélych jedinct
a ze vzorki krve 43 dospélych jedinci a 34 mladat. PCR amplifikace, izolace

mikrosatelitti a klonovani bylo provedeno, jak je popsano v Klauke et al. (2009). Sedm
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znavrzenych paru primert amplifikovalo kvalitni PCR produkty, které zaroven
vykazovaly polymorfismus na 10 jedincich a dale byly genotypovany na vétsim vzorku
populace (68 dospélych jedincti). Detekovano bylo 5 az 16 alel. Z testovani otcovstvi byly
vylouceny dva lokusy, konkrétné Patbel2 a Patbel5. U Patbel2 bylo detekovano celkem
16 alel, avSak podobnost nckterych alel zvySovala pravdépodobnost chyby
pfi hodnoceni. Patbel5 byl homozygotni u vSech testovanych samic, tudiz je

pravdépodobné vazan na chromozom Z.

Hardesty et al. (2013) izolovali 11 polymorfnich mikrosatelitovych lokust od buifidka
svétlenohého (Puffinus carneipes). DNA byla extrahovana z krve pomoci QIAamp Tissue
Kit (QIAGEN). DNA byla §tipana 7 restrik¢énimi enzymy (Rsal, Haelll, BsrB1, Pvull,
Stul, Seal a EcoRV). Fragmenty dlouhé 300-750 bp byly naligovany na adaptor
a zachyceny pomoci biotinylovanych magnetickych kulicek. Genomické knihovny byly
sestaveny pomoci biotinem znac¢enych sond: (AAC)12, (CAG)10, (CATC)s a (TAGA)s.
DNA byla dale amplifikovana, pomoci Hindlll byly odstranény adaptory a vysledné
fragmenty byly ligovany do HindIIl mista pUC19. Inzerty klonti obsahujici
mikrosatelitové repetice byly sekvenovany za pouziti ABI 377. Testovani polymorfismu
11 mikrosatelitovych lokusi bylo provedeno celkem na 84 jedincich buinaka
svétlenohého pochazejicich ze tii riznych kolonii a 6 jedincii bez znamého pivodu.

Vsechny lokusy vykazovaly polymorfismus, bylo detekovano 3 az 13 alel na lokus.

Moodley et al. (2015) navrhli set 25 mikrosatelitovych markerd pro buifidka
utlozobého a dale provadéli rozsahlou cross-species studii téchto mikrosatelit u dalSich
druhii ze stejné celedi a u méné piibuznych druhi z celedi buiiiackoviti. Genomickd DNA
byla izolovana pomoci DNeasy Tissue kit (QIAGEN) z krve nebo svalové tkané
dospélych ptaklt — ze 77 jedinci buinaka utlozobého, 79 jedincti buinaka holubiho
(P. desolata), 118 jedinci buiniaka Sirokozobého (P. vittata), 18 jedinci buinaka
Salvinova (P. salvini), 35 jedinct buinaka hrdli¢éiho (P. turtur), 99 jedinci buinaka
modravého a 6 jedinct buinacka Wilsonova (Oceanites oceanicus). Sekvence obsahujici
mikrosatelity byly izolovany ze dvou jedinct buinaka utlozobého. Genomicka DNA byla
Stipana na fragmenty o velikosti 300—-800 bp, které byly ligovany do ssDNA knihovny.
Tyto fragmenty byly obohaceny o tandemové repetice a mikrosatelitové lokusy byly
izolovany za pouziti streptavidinem potazenych kulicek a biotinem znacenych
oligonukleotidii. Celkem 517 sekvenci obsahovalo vhodné mikrosatelitové repetice,

avSak pro navrzeni primerd bylo pouzito pouze 166 z nich. Testovano bylo 36 part
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primert u zdrojového druhu a na cross-species PCR amplifikaci u 4 buiiaka Gtlozobych
a u 3 burnaka holubich. U zdrojového druhu vykazovalo polymorfismus 25 lokust. Dalsi
testovani probihalo na 77 jedincich buinaka utlozobého z riznych populaci za ucelem
urCeni spolehlivosti amplifikace a genotypli, pocet alel se pohyboval v rozmezi
od 5 do 48 na lokus. Cross-species PCR amplifikace byla provadéna u 5 vySe
jmenovanych druhd, amplifikace u téchto druhG byla uspé$na a vSechny lokusy
vykazovaly polymorfismus (kromé Pacbel 03731 u buifnaka hrdli¢¢iho, ktery byl
monomorfni) s vyjimkou buifiaCka Wilsonova z celedi buinackoviti, kde bylo
polymorfnich pouze 15 lokust z 26 testovanych. Pocet alel u téchto druhti se pohyboval
od 2 do 51. Bylo zjisténo, Ze jeden z lokust (Pacbel_00829) je ve vazbé s lokusem
Pacbel 03731 a s lokusem Pacbel_08509, zatimco posledni dva jmenované spolu vazbu

nevykazovaly, a proto byl Pacbel 00829 vytazen z analyz.
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

Pro analyzu byla pouzita genomickda DNA 6 nepiibuznych jedincti plamenaka
razového (Phoenicopterus roseus) chovanych v ZOO Dvur Kralové. Izolaci DNA
provedl vedouci bakalaiské prace z krve fenol-chloroformovou metodou. Vysledna

koncentrace izolované DNA se pohybovala od 20 do 50 pg/ml.
4.2 Amplifikované mikrosatelitové lokusy u plamenaka rizového

Pro cross-species PCR amplifikaci u 6 nepiibuznych jedinci plamenaka rtizového
s cilem detekovat polymorfni mikrosatelitové lokusy jsem pouzila celkem 213 part
primert, ze kterych bylo 207 pivodné navrzenych pro ptdky z fadu trubkonosi,

(tabulka ¢. 1) a 5 pro ptaky z fadu dlouhok#idli a 1 pro ptaky z fadu pévci (tabulka ¢. 2).

Tabulka ¢&.

rizového plivodné navrzenych pro druhy z fadu trubkonosi.

1: Piehled amplifikovanych mikrosatelitovych lokusti u plameiidka

Celed Zdrojovy druh Mikrosatelit Literarni
zdroj
Albatrosoviti Albatros st¢hovavy 7D8, 12C8, 11H7, 10C5, Dubois et
(Diomedeidae) | (Diomedea exulans) 11H1, 6A3, 12H8, 11F3, al., 2005
6F12, 12E1
Del, De2, De3, De7, Burg, 1999
Dell, Del2, Del7, Del8,
De25, De30, De33
Albatros Sedohlavy Dc5, Dc9, Dc10, Dc16,
(D. chrysostoma) Dc19, Dc20, Dc21, Dc22,
Dc26, Dc27, Dc31
Albatros Sedohlavy, D6, D24, D29, D32
albatros st€éhovavy
Albatros ¢ernobrvy De35 Burg et
(Thalassarche Croxall,
melanophris), 2001
albatros Sedohlavy
Albatros Gibsontv De37 Burg et
(Diomedea gibsoni), Croxall,
albatros jizni 2004
(D. antipodensis),
albatros st€éhovavy
Albatros bélohibety STAL4, STALS, STAL12, | Hernandez
(Phoebastria albatrus) | STAL18, STALZ20, etal., 2014
STAL 24
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Tabulka €. 1: Pokracovani 1.

Celed’ Zdrojovy druh Mikrosatelit Literarni
zdroj
Albatrosoviti Albatros ¢ernonohy BFAL4, BFAL11, Hernandez
(Diomedeidae) | (Phoebastria nigripes) | BFAL14, BFAL19, etal., 2014
BFAL20
Albatros laysansky LAALL, LAALY,
(Phoebastria LAALI10, LAAL19
immutabilis)
Burnackoviti Buinacek madeirsky 0Oc28B, 0Oc49, Oc51, Sun et al.,
(Hydrobatidae) | (Oceanodroma castro) | Oc63, Oc64B, Oc79, 2009
0c79-2, Oc84, Oc87B,
Buinacek dlouhokiidly | O110-39
(O. leucorhoa) Ole01, Ole02, Ole03, Bicknell et
Ole04, Ole05, Ole06, al., 2011
Ole07, Ole08, Ole09,
Olel0, Olell, Ole12,
Olel3, Olel4, Olel5,
Olel6, Olel7, Olels,
Olel9, Ole20, Ole21,
Ole22, Ole23, Ole24,
Ole25, Ole26
Buinacek Monteirav Omnl, Omn2, Omn3, Bried et al.,
(O. monteiroi) Omn4, Omn6, Omn7, 2012
Omn8, Omnl1l, Omnl4,
Omn15, Omnl16, Omnl7,
Omn21, Omn22, Omn23,
Omn24, Omn25, Omn28
Buinékoviti Buindk bélobrady Paequ2, Paequ3, Paequ4, Techow et
(Procellariidae) | (Procellaria Paequ7, Paequ8, PaequlO, | O'Ryan,
aequinoctialis) Paequl3 2004
Buinak Sedy Cd1, Cd2, Cd3, Cd4, Cd5, | Bried et al.,
(Calonectris diomedea) | Cd6, Cd7, Cd8, Cd9, 2008
Cd10, Cd11
Burnak taiko Tch6, Tch25 Lawrence,
(Pterodroma 2008
magentae)
Buinak trinidadsky Parm01, Parm02, Parm03, | Brown et
(Pterodroma ParmO04, Parm05, Parm06 | Jordan,
arminjoniana) 2009
Buinak balearsky Puff 1.5, Puff 1.9, Puff 4B, | Gonzalez et
(Puffinus Puff C5A, Puff C5D, Puff | al., 2009
mauretanicus) G2C, Puff G2F, Puff
G11F, Puff PM2, Puff
Smab6
Buinak Bulwertv Bb2, Bb3, Bb7, Bb10, Andris et
(Bulweria bulwerii) Bb1l, Bb12, Bb20, Bb21, | al., 2010

Bb22, Bb23, Bb25
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Tabulka €. 1: Pokracovani 2.

Celed’ Zdrojovy druh Mikrosatelit Literarni
zdroj
Buinakoviti Buinak havajsky Ptero01, Ptero02, Ptero03, | Welch et
(Procellariidae) | (P. sandwichensis) Ptero04, Ptero05, Ptero06, | Fleischer,
Ptero07, Ptero08, Ptero09, | 2011
Pterol10
Buinak svétlenohy Pc A105, Pc A107, Hardesty et
(Puffinus carneipes) Pc Al115, Pc B11, al., 2013
Pc B109, Pc B115,
Pc C104, Pc D3, Pc D103,
Pc D109, Pc D121
Buinak utlozoby Patbell, Patbel2, Patbel3, | Quilfeldt et
(Pachyptila belcheri) Patbel4, Patbel5, Patbel6, | al., 2012
Patbel7
Pacbel 00386, Moodley et
Pacbel 02653, al., 2015

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

Jelikoz autorim uvedenych publikaci se u zastupci z tadu trubkonosi podatilo
amplifikoval polymorfni produkty pomoci 6 part primert, které byly plivodné navrzeny
pro dva dalsi tady ptakd, konkrétné dlouhokiidlé a pévce, testovala jsem tyto primery
1 u 6 nepiibuznych jedincl plamendka riizového. Piehled mikrosatelitovych lokust

amplifikovanych pomoci téchto pard primerti uvadim v tabulce €. 2.
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Tabulka ¢. 2: Piehled amplifikovanych mikrosatelitovych lokusti u plameiidka
rizového pivodné navrzenych pro druhy z tadu dlouhokiidli a pévei, které byly

polymorfni u trubkonosych.

Rad Celed Zdrojovy druh Mikrosatelit Literarni
zdroj
Dlouhokiidli | Alkoviti Alkoun obecny Cco5-21 Friesen et
(Alcidae) (Cepphus al.
guilemots) (2006)
Kulikoviti Kulik motsky Calex-01 Brown et
(Charadriidae) | (Charadrius al. (2009)
alexandrius) podle
Kiipper et
al. (2007)
Rackoviti Racek RBG18, Lawrence
(Laridae) novozélandsky RBG18M, (2008) a
(Larus RBG29 Welch et
novaehollandiae Fleischer
scopulinus) (2011)
podle Given
et al. (2002)
Pévci Lesnackoviti | Lesnacek Dpu01 Welch et
(Parulidae) Zlutonohy Fleischer
(Dendroica (2011)
petechia) podle
Dawson et
al. (1997)

4.3 PCR amplifikace DNA

PCR amplifikaci jsem provadéla na DNA Sesti neptibuznych jedinci plamenaka
rizového vzdy s jednim péarem primerti. SloZzeni PCR reakéni smési, kterou jsem
ptipravovala do 1,5ml mikrozkumavek, je uvedeno v tabulce ¢. 3. PCR reakéni smés jsem

vzdy zvortexovala a kratce zcentrifugovala.

Tabulka €. 3: Slozeni PCR reakéni smési pro Sest vzorki (véetné pocitanych ztrat

pfi pipetovani).

Slozka Pipetovany objem (ul)
Deionizovana voda 44 4
Reaction Buffer A 6,7
Roztok MgCl> (25 mmol/l) 4,0
Roztok dNTPs (20 mmol/l) 0,7
Primer R (10 umol/l) se
Primer F (10 pmol/l) 3,3
aTag DNA polymeréza (5U/ul) 1,0
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Genomickou DNA 6 nepiibuznych jedinci plamenaka rizového jsem pipetovala
po 1 ul do 0,2ml PCR mikrozkumavek a ptidala jsem 9 ul PCR reakéni smési ke kazdému
vzorku. Kazda reakce se tedy skladala z 1 yul DNA a 9 ul PCR reak¢ni smési. PCR
mikrozkumavky jsem vlozila do termocykléru, kde probéhla PCR reakce, jejiz ¢asovy

a teplotni profil byl nasledujici:

1. 94°C: 5min

2. 94°C:30s
50°C:30s 35 cykla
72 °C:30s

3. 72°C:7min

Nejprve jsem testovala vSechny uvedené mikrosatelitové lokusy pfi zakladni teploté
annealingu 50 °C. V ptipad¢, Ze PCR reakce neposkytla zadny produkt nebo byl produkt
po vizualizaci slabé viditelny, snizovala jsem teplotu annealingu az na 46 °C. Naopak
pokud byl produkt ptili§ tmavy nebo slity do skvrny, teplotu annealingu jsem zvySovala
az na 69 °C, abych ziskala hodnotitelny vysledek. Vyloucila jsem vSechny monomorfni
mikrosatelity. Polymorfni mikrosatelity jsem dale zpracovavala za ucelem uréeni
optimalnich podminek PCR amplifikace a elektroforetické separace, poctu alel a ziskani

genotypt jednotlivych jedinci.
4.4 FElektroforeticka separace PCR produktii

Tento postup je optimalizovan pro pouziti sekvenacni elektroforetické komtrky
S2 Whatman Biometra, s rozméry skel 330 x 390 mm a 330 x 420 mm a tloustkou gelu

0,4 mm.

Piiprava gelu

1. Obé skla dikladn€¢ omyt vodou se saponatem a vydrhnout kartackem. Poté oplachnout
deonizovanou vodou, osusit, dvakrat oplachnout 96% ethanolem a vysusit papirovym
ruénikem.

2. Velké sklo osetfit na plose, ktera se bude dotykat gelu, ptipravkem pro odpuzovani
vody ze skel automobild (Rain-0ff). Tento pfipravek rozettit papirovym ubrouskem
a po zaschnuti (asi 5 minut), oplachnout deonizovanou vodou a osusit papirovym

ruc¢nikem.

33



Malé sklo osSetfit na plose, kterd se bude dotykat gelu, 1 ml roztoku
3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu.  Ten  rozetfit papirovym rucnikem
a po zaschnuti (asi 5 minut) omyt Ctyiikrat ethanolem a vzdy osusit papirovym
ru¢nikem.

Velké sklo umistit oSetienou plochou nahoru na rovnou polystyrenovou podlozku
do digestote, po stranach skla polozit 0,4 mm silné spacery a na né polozit oSetfenou
plochou malé sklo. Spacery posunout az na okraje skel a gumu spaceru piilozit tésné
k mensimu sklu. V misté, kde jsou umistény spacery, sepnout skla na kazdé strané
dvéma klipsy. Hrany skel jsou na jedné kratsi stran¢ v zékrytu, na protilehlé strané
Jsou posunuty asi 0 3 cm.

V kadince ptipravit 6% polyakrylamidovy gel, promichat a pomalu vlit mezi skla
po celé délce kratSiho skla tam, kde jsou hrany skel posunuty. Poklepavat rukou
na skla, aby nedoslo ke vzniku bublin.

Po vyplnéni celého prostoru mezi skly gelem zasunout v misté, kde se gel naléval,
hiebinek jeho rovnou stranou asi 0,7 az 1 cm hluboko. V misté hiebinku sepnout skla
ctyfmi klipsy. Gel nechat nejméné hodinu polymerizovat.

Po utuhnuti gelu odstranit vSechny klipsy a dikladné omyt vodou a kartaéem zejména

V oblasti hfebinku. Sklo osusit papirovymi ru¢niky.

Elektroforeticka separace

8.

10.

11.

Sklo pevné uchytit do elektroforetické komutrky pomoci sroubovacich uchytti hranou
s hiebinkem nahoru a malym sklem smérem k hlinikové desce elektroforetické
komirky.

Katodovy a anodovy prostor zalit 0,5 X TBE pufrem, vytahnout hiebinek a vznikly
prostor mezi skly vy¢istit proudem z injekéni stiikacky. Katodovy i1 anodovy prostor
uzaviit, nasadit elektrody a na zdroji stejnosmérného elektrického proudu nastavit
jako limitni faktor hodnotu vykonu 90 W (hodnotu elektrického napéti nastavit
na 3000 V a proudu na 150 mA). Za téchto podminek gel predehiivat 30 minut.
Vzorky, ptipravené smisenim PCR produktti s 5 pl nanaseciho pufru, vlozit pred
nanasenim na 3 minuty do denaturacnich podminek (termocyklér). Po vytazeni
mikrozkumavek okamzit¢ vlozit do ledové tfisté, aby nedoslo k renaturaci
denaturovanych vlaken DNA.

Béhem denaturace vypnout zdroj stejnosmérného elektrického proudu, odpojit

katodu, oteviit katodovy prostor a znovu dobfe vymyt proudem pufru z injekéni
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12.

13.

14.

stiikacky mezeru pro hiebinek. Do této mezery vsunout hiebinek zoubky asi 1 mm
do gelu.

Nanést 2 ul jednotlivych vzorka 8kanalovou pipetou do mezer mezi zoubky hiebinku.
Na vSechny vzorky pouzit stejné Spicky, mezi nanaSenim vzorkt procistit nékolikrat
Spicky nasatim a vypusténim pufru z katodového prostoru. Po naneseni vSech vzork
uzavtit katodovy prostor, nasadit elektrodu a na zdroji stejnosmérného elektrického
proudu jako limitni faktor nastavit hodnotu vykonu 70 W (hodnotu elektrického
napéti nastavit na 3000 V a proudu na 150 mA).

Doba elektroforetické separace zavisi na relativnich molekulovych hmotnostech
(délkach) rozdélovanych PCR produktt, obvykle nechat probihat 1,5 az 3 hodiny.
Béhem pribéhu elektroforetické separace piipravit fix/stop roztok, roztok 1%
kyseliny dusi¢éné, roztok 0,1% roztoku AgNOs a vyvojku, kterou je nutno umistit

do chladnicky, aby byla vychlazena na teplotu niz$i nez 10 °C.

Vizualizace PCR produkti po elektroforetické separaci

15.

16.

17.

18.

19.

Po uplynuti doby elektroforetické separace vzorki vypnout zdroj stejnomérného
elektrického proudu, odpojit obé elektrody a Sroubem na pravé strané elektroforetické
komurky oteviit kanalek, kterym pufr odtéka z katodového prostoru do sbérného
prostoru. Povolit Srouby tchytt skel, skla s gelem vyjmout a polozit na vodorovnou
podlozku mensim sklem nahoru. Z prostoru mezi skly vytahnout spacery, hiebinek
a skla od sebe odpacit Cepeli noze.

Malé sklo s ptilepenym gelem vloZit do fotomisky gelem nahoru, umistit na ttepacku
a zalit fix/stop roztokem. Doba piisobeni fix/stop roztoku je pfiblizné 20 minut.
Fix/stop roztok slit zpét do banky a sklo s gelem promyt 3krat v 1 az 1,5 litru
deionizované vody po dvou minutach. Poté na 5 minut umistit sklo s gelem
do 1% roztoku kyseliny dusi¢né na tfepacce, vylit roztok do odpadu a nasledné
promyt gel 3 krat v 1 az 1,5 litru deionizované vody po dvou minutach.

Sklo s gelem umistit do fotomisky na tfepacku a zalit 0,1% roztokem AgNOg,
do kterého bylo tésn¢ pted pouzitim ptidano 1200 ul formaldehydu. Tento roztok
nechat ptsobit 30 minut.

Pied uplynutim tohoto Casu nachystat fotomisku s 1-2 litry deonizované vody
a druhou fotomisku s 800 ml vychlazeného vyvojky. Do vyvojky tésné pied pouzitim
napipetovat 1200 pl formaldehydu a 160 ul 1 % roztoku Na2S20:s.
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20.

21.

22.

23.

Fotomisku s roztokem AgNOs sejmout z tfepacky a slit roztok zpét do zasobni lahve.
Sklo s gelem umistit na 5 vtefin do fotomisky s deionizovanou vodou, nechat okapat
a premistit do fotomisky s vyvojkou. Fotomisku umistit na tfepacku a sledovat vyvoj
hnédocernych stiibrem obarvenych prouzkt PCR produktu.

Po dostatecné zietelném zabarveni prouzku (jesté, nez zacne vystupovat pozadi)
zastavit vyvijeni zbarveni pfilitim fix/stop roztoku (uchovany z kroku ¢. 16). Roztok
nechat pusobit pfiblizn¢ 2 minuty, dobu piisobeni Ize také odhadnout dle unikéni
bublin CO2 z roztoku.

Sklo s gelem vyjmout a ponofit asi na 2 minuty do deonizované vody. Popsat sklo
fixem v misté spacerti, kde neni gel. Umistit na 1 hodinu do suSarny nastavené
na 60 °C, kde se gel vysusi. Po vysuSeni sklo s gelem vyhodnotit na negatoskopu.
Sklo s jiz nepotfebnym gelem umistit na nékolik hodin do roztoku NaOH, 1 mol/I.
Gel se kompletn¢ odlepi, popiipadé jej odstranit Skrabkou. Sklo po umyti lze

opakované pouZit.

4.5 Chemikalie

Akrylamid (Sigma)

aTaq DNA polymeraza (5U/ul), M1241 (Promega)
Bromfenolovéa modf (Serva)

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

Dusic¢nan stéibrny (Sigma)

Ethanol — 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
Ethylendiaminotetraoctan sodny (Na2EDTA) (Lachner)
Formaldehyd (AppliChem)

Formamid (Lachema)

Hydroxid sodny (Lachner)

Chlorid sodny (Lachema)

Kyselina borita (Lachner)

Kyselina dusi¢na — 65% roztok (Lachner)

Kyselina octova (Lachner)
3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)
Mocovina (Lachner)

N, N’"-methylenbisakrylamid (AppliChem)
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- N, N, N’, N'-tetramethylethylendiamin (TEMED) (AppliChem)
- Peroxodisiran amonny (Lachner)

- Rain off — tekuté stérace (Sheran)

- Thiosiran sodny (Lachema)

- Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)

- Uhli¢itan sodny (Lachner)

- Xylenova modrt (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.6 Roztoky

Dusi¢nan stfibrnv, 0,1% roztok

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

- pted pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu

Hydroxid sodny, 1 mol/l roztok

- 40 g hydroxidu sodného

- doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Kyselina dusi¢né, 1% roztok

- 12 ml 65% kyseliny dusi¢né

- 800 ml deionizované vody

Peroxodisiran amonny, 10% roztok

- 1 g peroxodisiranu amonného
- rozpustit v 10 ml deionizované vody

- uchovavat v chladniéce

Fix/Stop roztok

- 800 ml deionizované vody

- 88 ml ledové kyseliny octové

Nanaéseci roztok pro ELFO

- 0,125 g xylenové modie

- 0,125 g bromfenolové modie



- 25 ml deionizované vody

- 100 ml formamidu

Polyakrylamidovy 6% gel

- 60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
- 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NHa4)2S20s
- 40 uIN, N, N’, N" - tetramethylethylendiaminu

Roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

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

Vyvojka

24 g uhli¢itanu sodného

800 ml deionizované vody

vychladit na teplotu nizsi nez 10 °C
- pted pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu

sodného

Zasobni roztok akrylamidu, 6%

- 420 g moCoviny

- 484 ml deionizované vody

- 50ml10x TBE

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

- po rozpusteéni vSech slozek zfiltrovat a ulozit v temné lahvi ve 4 °C

Zasobni roztok 10 X TBE pufr

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

- doplnit deionizovanou vodou na 1 |
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4.7

Laboratorni pristroje

- 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 (osmikanalova) a 0,3 pl 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 elektroforetickd komtirka S2 (Whatman Biometra)

- SuSarna CAT 8050 (Contherm)

- Termocyklér GenePro (BIOER)

- Termocyklér PTC 100-96 VHB (MJ Research)

- Termocyklér TC XP (BIOER)

- Ttrepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

- Vortex mixer (Labnet International)

- Vortex MS2 (lka)

- Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)

- Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)
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S5 Vysledky

Pomoci metody cross-species PCR amplifikace jsem testovala genomickou DNA
6 nepiibuznych jedinct plamenaka rizového (Phoenicopterus roseus) za pouziti celkem
213 paru primera, které amplifikovaly polymorfni produkt u ptaka z fada trubkonosi,
s cilem uréit polymorfni lokusy a jejich genotypy u 6 nepiibuznych jedinct plamenaka
rizového. Z celkového poctu 213 testovanych mikrosatelitovych lokusi bylo
207 puvodné odvozeno od ptakd z fadu trubkonosi, kdy 53 bylo charakterizovano
od druhu z ¢eledi albatrosoviti, 54 od druhu z ¢eledi buifiackoviti a 100 mikrosatelitovych
lokust bylo popsano u druhii z ¢eledi buinakoviti. Zbyvajici mikrosatelitové lokusy (6)
byly ptivodné popsany u ptaka z fadt dlouhok#idli a pévci, tedy 5 lokust bylo odvozenych
od dlouhok#idlych, kdy bylo vzdy po 1 charakterizovano pro druhy z ¢eledi alkoviti
a kulikoviti a 3 pro racka novozélandského z celedi rackoviti; a 1 lokus byl odvozeny
od lesnacka zlutonohého z Celedi lesnackoviti z fadt pévci. Tyto lokusy byly diive
uspésné pouzity U trubkonosych, a proto jsem je téz zahrnula do testovani u plamenaka
razového.

Provedla jsem cross-species PCR amplifikaci postupné se vSemi vySe zminénymi
primery nejprve pii annealingové teploté 50 °C a urovala jsem, zda jsou amplifikované
lokusy u plamenaka rizového polymorfni ¢i monomorfni. Pokud PCR reakce neposkytla
zadny produkt, snizovala jsem teplotu annealingu az na 46 °C, naopak, byl-li produkt
pfili§ intenzivni a Spatné hodnotitelny, zvySovala jsem teplotu annealingu az na 69 °C.
Vsechny cross-species PCR amplifikace poskytly produkt. Monomorfni mikrosatelity
jsem vylouc¢ila a u mikrosatelitl, které jsem urcila jako polymorfni, jsem dale
optimalizovala podminky PCR reakce a cas elektroforetické separace, abych mohla

genotypovat 6 testovanych neptibuznych jedinct.

Z celkového poctu 213 mikrosatelitovych lokusi, které jsem testovala, bylo
U 6 neptfibuznych jedincl plamendka razového 164 monomorfnich, 48 polymorfnich
a jeden mikrosatelit jsem wurcila jako nehodnotitelny, konkrétné Slo o lokus
Puff G2C izolovany od buifidka balearského z €eledi buindkoviti, u kterého nebylo mozné
urcit genotyp, dale se jim proto nezabyvam. U 48 polymorfnich mikrosatelitovych lokusti
jsem provadéla genotypizaci na 6 nepifibuznych jedincich plamenaka rtzového
a pozorovala jsem od 2 do 5 alel. U dvou testovanych lokusti jsem detekovala

2 polymorfni mista po 2 alelach, konkrétn¢ se jednalo o lokus Omn25, ktery byl izolovany
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od buiiiacka Monteirova, a o lokus Pc D3, tento byl odvozeny od buinidka svétlenohého.
Polymorfni lokusy nalezené u 6 nepiibuznych jedincti plamendka rtizového spolecné
s optimalizovanymi podminkami PCR reakce a elektroforetické separace jsou uvedeny

V tabulce ¢. 4.

Z mikrosatelitovych lokust polymorfnich u plamendaka rizového, které byly pivodné
navrzeny pro ptaky z fadu trubkonosi, bylo nejvice z nich (26) pivodné popsano u druhii
z ¢eledi buinakoviti, 12 mikrosatelitovych lokusii bylo ptivodné popsdno u druhti z ¢eledi
buinackoviti a nejméné (8) bylo plvodné popsdno u druhli z celedi albatrosoviti.
Zbyvajici dva polymorfni mikrosatelitové lokusy pochazely od zastupti fadu dlouhokiidli,
konktrétné RBG29, izolovany od racka novozélandského z celedi rackoviti, a Calex-01,

puvodné charakterizovany u kulika motského z ¢eledi kulikoviti.

Z 213 testovanych mikrosatelitovych lokusti vykazovalo polymorfismus
u 6 neptibuznych jedincii plamendka rizového 48 z nich, tudiz GspéSnost nalezeni
polymorfniho mikrosatelitového lokusu v této praci byla 22,5 %. V ramci fadu trubkonosi
vykazovaly nejvétsi uspésnost polymorfismu mikrosatelitové lokusy z ¢eledi buinakoviti,
kde z celkového poctu 100 testovanych lokusti bylo 26 polymorfnich, ispésnost tedy byla
26 %. Z Celedi burnackoviti bylo testovano 54 mikrosatelitovych lokust a polymorfismus
vykazovalo 12 z nich, uspéSnost byla 22,2 %. Nejmensi tspéSnost nalezeni polymorfniho
lokusu, 15,1 %, jsem detekovala u lokust navrzenych pro druhy z ¢eledi albatrosoviti,
kde bylo polymorfnich 8 z 53 testovanych lokusti. V ramci fadu dlouhoktidli jsem
testovala celkem 5 mikrosatelitovych lokusii, odvozenych od druhii ze tii celedi (alkoviti,
kulikoviti, rackoviti), 2 z nich vykazovaly polymorfismus. Z fadu pévci jsem testovala
pouze 1 mikrosatelitovy lokus izolovany z celedi lesiiackoviti, ten vSak polymorfismus
nevykazoval. Podrobné rozdéleni polymorfnich mikrosatelitovych lokust dle celedi

I druhtl, od kterych byly izolovany, je uvedeno v nasledujicim grafu ¢. 1.
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Tabulka ¢. 4: Charakteristika 48 (respektive 50) polymorfnich mikrosatelitovych lokust nalezenych u 6 neptibuznych jedinct plamenaka
razového. V tabulce je uveden nazev lokusu s GenBank Accession number, zdrojovy druh, sekvence primerd, jednotka repetice, pocet alel (A),

annealingova teplota (Ta) a Cas elektroforetické separace (ELFO).

Nazev lokusu Zdrojovy druh Sekvence primert (5'—3") Jednotka Ta ELFO
(Accession no.) repetice [°C] | [min]
12H8 Albatros st¢hovavy F: CATGCCTGAATGCACTTTGT GT/AT 63 90
(AY945756) R: CACAATGGGTATAAGATTTTGCTG

De25 F: CATGATGTCAAGGGCTCCTC A/GA 51 90
(AF096805) R: AGCCCCTTGATGTGATTTT

Dcb Albatros Sedohlavy F: AGGAGGGAAACTTCTCCCAG AC/CAC 63 90
(AF096790) R: AGCAGGGAGTGACTTGAGGA

Dc31 F: CTGACTCTCTGGGATGAGCC CA/GC/AN/AG 64 90
(AF096810) R: GTACCCCTGGAAAGCCAGAC

D29 Albatros Sedohlavy F: TTTGGGGATAGATGGGTCAC CT/GACACA 55 90
(AF096808) a st€hovavy R: GTTTTTCCCTTCTGTGCTGG

LAAL7 Albatros laysansky F: CAGCATGACCAAATCCATCC AGC 63 90
(neuvedeno) R: GTTTGGACACAAATGCCGTTCTTG

LAAL10 F: TCCCAGCAGTGAAGCCATAG AGT 62 90
(neuvedeno) R: GTTTGGCAGGTAAGGAGAACAGAGG

LAAI9 F: ATGACCAGTGCCATCAACAG ATCC 57 90
(neuvedeno) R: TGGCCAGATGTGATTTGAAG

Oc28B Buinia¢ek madeirsky F: GCGTTGACCAGCAAATAGTC TG 56 90
(FJ238097) R: GGAAGGCTACCACAATTTCA

Oc49 F: TGCTTCTGGATTTGTTTTGC CA 62 150
(FJ238098) R: CAAACCGTGTGACCCAGATA

Oc63 F: TCACACCAACCTCCATGAAA GA 57 90
(FJ238100) R: AACGGGGAATATGTGGTTCTT
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Tabulka €. 4: Pokradovani 1.

Nazev lokusu Zdrojovy druh Sekvence primeru (5'—3") Jednotka A Ta ELFO
(Accession no.) repetice [°C] | [min]
OI10-39 Buiniacek dlouhokiidly | F: TTAAGAACAGAGCCTGACTTG GT 3 58 90
(FJ238106) R: ACAAAATCTCATGTCCTTGG

Ole02 F: GGGTTCCTGTTACCAAAGGGCAG GAAA 5 62 180
(FR696378) R: CATAAGCACAAGGTTCTAGCTCCCTC

Ole09 F: GGCCTGGATTCTGCGTGTTGGG CA 5 69 90
(FR696385) R: CAGCTACAGGCCACGGGTGC

Olel7 F: TGACATGACCACTTTCCATAGC GT/GG 2 57 90
(FR696393) R: AATGTCTGTGGTTCAAATGTGC

Ole21 F: CCACGAGAAATGGACATACAAC GA/AIGAAA 2 55 90
(FR696397) R: TGAAGAACTTCCGAAATAACTGTG

Omnl Buinacek Monteirtiv F:TTTTTGTTTTTGATTCTCACATTCTT ACITG 3 58 90
(JQ303226) R: TGGGAGTGACCTGCTTACCT

Omn8 F: TGCAACCTTAGCATTACCTAGC AC 5 59 90
(JQ303232) R: GGGGCGAGCATTACATTAAA

Omn21 F: TTTTTAGCTCTTTTTAGCTAGCCTT GTT 2 54 90
(JQ303238) R: TAACCCAGAAAAATGCAGCC

Omn25 F: TCTGCTCCCCCTGATTATTG ATGG 2+2 | 46 90
(JQ303242) R: ACTCTGAGAGCCATCCATCA

Paequ3 Buiniak bélobrady F: TGTGGGTGCAGTAGAGCA GA 4 65 180
(AY371071) R: CAATAAGAAGATCAGCAGAACAGAC

Cd5 Buinak sedy F: CTGCACAGACTGAGAGTATAAGATTC GT/AT 2 55 90
(EU029087) R: GGCTTAAAGGGTAAATACACATGG

Tché Buinak taiko F:GTTTCTTGGTGGTGGCTGAAGGTGTATG | GT/GC 3 55 90
(neuvedeno) R: GCCATTTGAGAATGTTTCAGC
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Tabulka ¢. 4: Pokracovani 2.

Nazev lokusu Zdrojovy druh Sekvence primeru (5'—3") Jednotka A Ta ELFO
(Accession no.) repetice [°C] | [min]
Parm01 Buinak trinidadsky F: CTGGACTCAGTGCCCTCTTC CA 4 65 180
(EU360817) R: CAGGGCAGAAGCTCGTCTAT

Puff G2F Buitiak balearsky F: GCTCTCCCAGTTTGCACG GT 2 58 120
(EU158899) R: TCCCATGCTTTAACCACTG

Bb20 Buiniak Bulwertv F: TGGTGAACAGCAGACACTTTC TG 2 54 90
(HM171896) R: GAGTGCAGAGCTGGTAGTCG

Bb21 F: CTGATGTTCCAGGCCCTAAT TG 2 56 90
(HM171897) R: CCTCTGAGCCAGCTAATTCC

Bb22 F: TTCACAGCAGAATCACCTCAG TG 2 58 90
(HM171898) R: GCTCAAAGGGTGGAATTGTT

Bb25 F: GCATCCCTGGAACTCTGATT AC 3 56 90
(HM171901) R: GAATGAACCAGCCAGAAGGT

Ptero03 Buiniak havajsky F: TGTGTACAGCATGTGCTTGAG CA 2 48 90
(HQ918220) R: GCTGAATGGCAGTTTCTTCC

Ptero05 F: TGCTGTCGGCTGGGTTAC AAG/AGG 2 62 120
(HQ918222) R: CTGCCTGCCTTCCTGAAAC

Pc B109 Buinak svétlenohy F: CTCAGAGCGATCACACTGTACT CAA 2 58 120
(JX435475) R: AAAGCATTCAGGATGTAGGTTC

Pc D3 F: CCTCTGCTCAAGTCTGTCAC GATA/GAAA | 2+2 |48 90
(JX435478) R: AAACCTCCTTTGGGATGA

Pc D103 F: GGAAAGATGTCATGCTGATGA GATA/GATG 2 58 90
(JX435479) R: GTGGGAGATTCATAGGCAAAG

Pacbel_00386 | Buinak utlozoby F: GCATGTCTACAAACAAGCACG AC 3 55 90
(neuvedeno) R: TCACTGGAAACCAGAGTAGGC

Pacbel_07265 F: CGTCACTTTAATAGCGCTGGC GT 2 62 90
(neuvedeno) R: ACCCTGATTTTCCCAGTCCG
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Tabulka €. 4: Pokradovani 3.

Nazev lokusu Zdrojovy druh Sekvence primeru (5'—3") Jednotka Ta ELFO
(Accession no.) repetice [°C] | [min]
Pacbel_08867 | Buinak utlozoby F: TTTGGTCAATTTTCCCTCGC GA 50 90
(neuvedeno) R: ACAGAAAACCAATGTTGTTAATAGG

Pacbel_08988 F: CTGATCGGTTGTGCTCTGTG CT 66 90
(neuvedeno) R: GCGGAAAGATCCTAACAAGCC

Pacbel_09021 F: ATCTGCGCATGCAGTGATAG GT 59 150
(neuvedeno) R: CACAGCTAGCAGCATTGACC

Pacbel_09528 F: AACTGTTTGCTCCACACCAC AC 59 90
(neuvedeno) R: ATGGCTTGGAAGTCTCCCTG

Pacbel_10033 F: CAACGCGCTTTTGGTTTTGC TG 54 90
(neuvedeno) R: GGCCACTCACCACAATACAAG

Pacbel_15327 F: TTCTTGTAGCAGTAGGAGACC CA 60 90
(neuvedeno) R: ACCTCATGTGTAAAACCTGCC

Pacbel_17944 F: TACAACCGTTCTCCCTGTGG TG 58 120
(neuvedeno) R: GGAGAAGCAGGCAGCAATAC

Pacbel_17986 F: ATAACCCAGTGTGATGGTGC GT 62 90
(neuvedeno) R: CACAGCTGCTTAGTGCACAG

Patbel 3 F: CCTTCCCTAGAGCAATGGAG CTAT 55 90
(JF288777) R: TGCACACACTGAAAGAGGACA

Patbel 7 F: GAATCTCCCTTGCTGCAGTT CTAT 58 90
(JF288781) R: AGGCCAGTAGGTAGGTAGGTGA

Calex-01 Kulik moisky F: CTTCTCCATTGTTGTCACCTCCAGT GT/GA/GC 68 90
(AMQ72446) R: CTTGACTTGGCCTGAGGTTTAGGTT

RBG29 Racek novozélandsky F: CCTAGCTTTTTGGACTCAGT GT 60 90
(AY091853) R: GTGGTGTTGCAATAGGATTC
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Graf ¢. 1: Rozdéleni 48 part primert, které¢ amplifikovaly mikrosatelitové lokusy
polymorfni u 6 neptibuznych jedinct plameiidka rtizového dle celedi a druhti, od kterych
byly ptivodné odvozeny. Celedi z ¥adu trubkonosi jsou barevné odlieny: albatrosoviti
(modra), buinackoviti (Cervend) a buinakoviti (Seda); zluté jsou vyznaceny polymorfni
mikrosatelity izolované od druhti z fadu dlouhokfidli. V grafu je u kazdého druhu uveden

pocet polymorfnich mikrosatelitovych lokusii od ného izolovanych.

@ Albatros stéhovavy (2)

M Albatros Sedohlavy (2)

M@ Albatros Sedohlavy a stéhovavy (1)
B Albatros laysansky (3)

W Buiiacek madeirsky (3)
M Burnacek dlouhokfidly (5)
B Bufnacek MonteirQv (4)
O Bufnak bélobrady (1)

W Burnak sedy (1)

[ Burnak taiko (1)

B Buinak trinidadsky (1)

O Buinak balearsky (1)

W Burnidk Bulwerdv (4)

W Buiiak havajsky (2)

O Buinak svétlenohy (3)

W Bufnidk Utlozoby (12)

O Kulik morsky (1)

O Racek novozélandsky (1)

Celkem 48 pari primera amplifikovalo 50 polymorfnich PCR produktt se 2-5 alelami,
jelikoz 2 pary primeru primer amplifikovaly 2 polymorfni oblasti. Dvacet pét produktt
PCR, tedy 54 %, obsahovalo pouze 2 alely. Deset polymorfnich produkti (20 %)
obsahovalo 3 alely, 7 polymorfnich produkti (14 %) obsahovalo 4 alely a 6 polymorfnich
produkti (12 %) obsahovalo 5 alel. Obecné v této praci tedy plati, Ze Cetnost
mikrosatelitovych lokust klesd se zvySujicim se poctem alel. Grafické rozdéleni 50
polymorfnich produkti amplifikovanych 48 pary primert dle poctu alel se zohlednénim
faktu, ze 2 mikrosatelitové lokusy (Omn25 a Pc D3) obsahovaly 2 polymorfni oblasti

po 2 alelach, je uvedeno v grafu ¢. 2.
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Graf €. 2: Rozdéleni 50 polymorfnich produktt amplifikovanych u 6 neptibuznych
jedinct plamendka rtizového 48 pary primeri navrzenych pro ptaky z fadu trubkonosi
a dlouhok#idli, dle poctu alel. V grafu jsou uvedeny pocty polymorfnich produkti a jejich
Cetnosti v ramci polymorfnich mikrosatelitt u plamendka rtzového. V grafu je
zohlednéna skutecnost, ze 2 mikrosatelitové lokusy obsahovaly 2 polymorfni oblasti

po 2 aleléach.

12%

02 alely (27)

O3 alely (10)
54% O4 alely (7)
@5 alel (6)

V nasledujici tabulce uvadim 50 polymorfnich produkti amplifikovanych
u 6 nepiibuznych jedinci plamenaka razového 48 pary primert. Na lokusu Omn25
izolovaného od buinac¢ka Monteirova jsem detekovala 2 polymorfni oblasti, kazdé z nich
m¢élo 2 alely, stejné tak na lokusu Pc D3 izolovaného od buiniaka svétlenohého, ktery

obsahoval 2 polymorfni oblasti po 2 alelach. U obou lokusti uvadim tedy dva genotypy.

Tabulka €. 5: Genotypy 50 polymorfnich produkti amplifikovanych u 6 nepfibuznych
jedinct plamenaka rizového 48 pary primerd. V tabulce je uveden nazev lokusu, pocet

alel a genotypy jedinc.

Nazev lokusu Pocet Genotypy 6 neptibuznych
alel jedinct
12H8 2 2/2 212 212 112 2/2 2/2
De25 2 1/2 2/2 1/2 2/2 2/2 2/2
Dc31 2 1/21/21/2 1/2 1/1 1/2
Dcb 3 2/22/31/31/3 3/3 2/3
D29 4 3/4 214 414 1/4 3/3 4/4
LAAL7 3 212 1/2 313 2/2 1/2 2/2
LAAL10 4 4/4 1/4 3/3 3/4 2/3 4/4
LAAI9 4 1/2 1/3 3/4 2/2 3/4 1/3
Oc28B 3 3/31/12/21/21/2 2/2
Oc49 5 2/4 2/5 3/5 3/5 2/3 1/2
0c63 2 1/22/21/11/11/11/1
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Tabulka €. 5: Pokradovani.

Nézev lokusu Pocet Genotypy 6 neptibuznych
alel jedinct
0I10-39 3 1/31/11/23/31/11/1
Ole02 5 2/3 1/3 3/5 3/3 4/4 5/5
Ole09 5 3/52/51/4 4/53/4 3/4
Olel7 2 1/11/21/11/11/11/1
Ole21 2 2/2 1/2 212 212 2/2 2/2
Omnl 3 2/132/2 212 2/31/31/2
Omn8 5 1/52/2 2/13 1/4 1/2 1/4
Omn21 2 1/21/21/11/11/11/2
Omn25 2+2 1/11/21/21/11/2 1/2
2/2 212 112 212 212 2/2
Paequ3 4 2/131/2 212 2/3 2/2 213
Cd5 2 1/11/11/11/11/11/2
Tch6 8 3/32/31/31/23/41/3
Parm01 4 2/4 2/3 1/3 3/4 2/2 1/3
Puff G2F 2 1/12/21/2 1/2 1/2 1/1
Bb20 2 2/21/2 212 1/2 1/2 2/2
Bh21 2 1/11/11/1111/21/1
Bh22 2 1/11/11/11/11/21/2
Bb25 3 1/2 1/2 2/3 2/2 2/2 2/2
Ptero03 2 2/2 212 212 112 2/2 2/2
Ptero05 2 1/1 2/2 1/1 2/2 2/2 2/2
Pc B109 2 2/2 212 112 212 2/2 2/2
Pc D3 2+2 1/12/21/2 1/1 1/1 1/2
1/2 1/2 112 2/2 2/2 2/2
Pc D103 2 2/2 112 212 1/2 2/2 2/2
Pacbel_00386 3 1/3 212 2/3 2/2 2/2 2/2
Pacbel_07265 2 1/11/1 1/1 1/1 2/2 2/2
Pacbel_08867 2 1/11/11/11/11/21/1
Pacbel_08988 3 1/2 1/21/1 1/2 1/3 1/2
Pacbel_09021 4 2/31/32/32/31/31/4
Pacbel_09528 5 3/51/3 3/4 3/4 3/5 2/3
Pacbel_10033 2 2/2 212 1/2 1/2 2/2 2/2
Pacbel 15327 2 2/21/2 212 212 2/2 2/2
Pacbel_17944 3 1/32/2 2/2 2/2 1/1 3/3
Pacbel_17986 2 1/2 1/1 212 212 2/2 2/2
Patbel3 2 1/11/11/11/21/11/1
Patbel 7 4 1/31/41/4 1/31/2 1/3
Calex-01 2 1/11/21/11/11/11/1
RBG29 5 3/3 3/5 1/5 4/5 2/3 2/5

Na nésledujicich fotografiich jsou zobrazeny elektroforetogramy vybranych

mikrosatelitovych lokust po cross-species PCR amplifikaci u 6 neptibuznych jedinct
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plamendka riZzového. Konkrétné se jedna o lokus Pc D3, ktery obsahoval 2 polymorfni
mista po 2 alelach, a lokus De25, u kterého byly detekovany 2 alely.

Obrazek ¢. 2: Elektroforetogram mikrosatelitového lokusu Pc D3, u kterého byly
detekovany u 6 nepfibuznych jedinci plamenaka rizvého 2 polymorfni oblasti

po 2 alelach. Polymorfni oblasti a alely jsou vyznaceny v obrazku.

4_
Pol. oblast 1 s Alela 1
<+— Alela?2
Pol. oblast 2 { © 4— Alelal
' ; ) Alela 2

Obrazek ¢&. 3: Elektroforetogram mikrosatelitového lokusu De25, u kterého byly
detekovany u 6 neptibuznych jedincti plamendka rizového 2 alely, které jsou vyznaceny

V obrazku.

<+— Alelal

- : w-—y e v Alela?
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6 Diskuze

V této bakalaiské praci jsem testovala pomoci cross-species PCR amplifikace celkem
213 mikrosatelitovych lokust, které byly polymorfni u ptdkd z fadu trubkonosi,
na 6 nepiibuznych jedincich plamendka rizového, pricemz 207 mikrosatelitovych lokust
bylo pivodné navrzeno pro druhy z fadu trubkonosi a 6 mikrosatelitovych lokust
pro druhy z tada dlouhok#idli a pévci. Z celkového pocétu 213 mikrosatelitd bylo
U 6 nepifibuznych jedinci plamendka rtizového polymorfnich 49 mikrosatelitovych
lokust, pficemz 48 z nich poskytovalo hodnotitelny produkt. Dale u 2 mikrosatelitovych

lokust jsem detekovala 2 polymorfni oblasti vzdy po 2 alelach.

Z Celedi albatrosoviti bylo prozatim popsano 53 polymorfnich mikrosatelitovych
lokust celkem od 8 druhti. U 6 neptibuznych jedincti plamenaka razového, kteti byli
na tyto mikrosatelity testovani, bylo polymorfnich 8 z nich, konkrétné 2 mikrosatelitové
lokusy odvozené od albatrosa stéhovavého (Diomedea exulans) a 2 mikrosatelitové
lokusy od albatrosa Sedohlavého (D. chrysostoma) a 1 mikrosatelitovy lokus byl navrzen
pro oba zminéné druhy. Zbyvajici 3 mikrosatelitové lokusy byly odvozeny od albatrosa

laysanského (Phoebastria immutabilis).

Burg (1999) publikovala 26 mikrosatelitovych lokusi od albatrosa st¢hovavého
a albatrosa Sedohlavého. VSechny mikrosatelitové lokusy byly amplifikovany za pouZiti
2 rtiznych teplot annealingu (Ta), kdy prvnich 7 cykla probihalo za Ta:1 a dalSich 25 cykla
probihalo za Ta. Variabilita byla testovdna na 90 jedincich albatrosa st¢hovavého,
na 50 jedincich albatrosa Sedohlavého a na 50 jedincich albatrosa ¢ernobrvého (Diomedea
melanophris). U 6 nepfibuznych jedinct plamenaka rizového vykazovaly 4 z téchto
mikrosatelitovych lokust polymorfismus. Lokus Dc5 odvozeny od albatrosa Sedohlavého
byl u zdrojového druhu polymorfni se 4 alelami pti Ta1 46 °C a Ta248 °C a u albatrosa
¢ernobrvého s 5 alelami, u plamenaka rtizového jsem pii cross-species PCR amplifikaci
detekovala 3 alely pii Ta 63 °C. De25 navrzeny pro albatrosa stéhovavého testovala Burg
(1999) pii Ta1 48 °C a Ta2 52 °C a u zdrojového druhu nedetekovala polymorfismus,
zatimcO U albatrosa cernobrvého byl lokus polymorfni se 4 alelami; u plamendka
rizového jsem jej urcila jako polymorfni se 2 alelami pii Ta 51 °C. Lokus Dc31 byl téz
u albatrosa Sedohlavého pii Ta1 48 °C a Ta2 52 °C monomorfni, avSak u plamenaka

rizového jsem detekovala 2 alely pii Ta 64 °C. Lokus D29 vykazoval polymorfismus
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pouze u albatrosa Sedohlavého, kde Burg (1999) nasla 2 alely pfi Ta1 48 °C a Ta2 52 °C.
U plamenaka rtizového jsem detekovala 4 alely pti Ta 55 °C. Lokusy D29 i Dc31 urcila

autorka u albatrosa ¢ernobrvého jako monomorfhni.

Dubois et al. (2005) popsali 10 variabilnich dinukleotidovych mikrosateliti
u albatrosa st€éhovavého. U 6 neptibuznych jedincti plamenaka rizového jsem urcila jako
polymorfni pouze 1 z nich, a to lokus 12HS8, u kterého jsem detekovala 2 alely
pii Ta 63 °C, zatim u 60 testovanych jedincti zdrojového druhu autoii nasli 5 alel

pfi Ta 58 °C.

Hernandez et al. (2014) navrhli 15 polymorfnich mikrosatelitovych markera
pro albatrosa cernonohého (Phoebastria nigripes), laysanského a bélohibetého
(P. albatrus). U 6 neptibuznych jedinct plamenaka rizového jsem urcila jako polymorfni
3 mikrosatelitové lokusy odvozené od albatrosa laysanského, jejichz variabilitu testovali
na 12 jedincich tohoto druhu. Pro analyzy autofi vyuzili u v§ech mikrosatelitovych lokust
stejnou Ta 60 °C. U mikrosatelitu LAAL7 jsem detekovala u plamenaka ruzového
3 alely pti Ta 63 °C, pricemz Hernandez et al. (2014) u albatrosa laysanského nasli alely
4. Mikrosatelit LAAL10 jsem ur¢ila jako polymorfni pii Ta 62 °C u plamenaka rizového
se 4 alelami, zatimco u albatrosa laysanského vykazoval alel 10. U posledniho ze tii
lokusti, LAAL19, jsem detekovala u plamenaka rdzového 4 alely za pouziti

Ta 57 °C, zatimco u albatrosa laysanského nalezli autoti 6 alel.

Z ¢eledi buinackoviti bylo popsano 54 polymorfnich mikrosatelitovych lokusii celkem
od 3 druht. U 6 nepiibuznych jedinci plamenaka rtzového, ktefi byli na tyto
mikrosatelity testovany, bylo polymorfnich 12 z nich, pfi¢emz 3 mikrosatelitové lokusy

MM 7w

byly odvozeny od buinacka madeirského (Oceanodroma castro), 5 mikrosatelitovych

lokust bylo odvozeno od buinacka dlouhoktidlého (O. leucorhoa) a 4 mikrosatelitové

lokusy od buifiacka Monteirova (O. monteiroi).

YN 7w

Pro 10 mikrosatelitovych lokusi Sun et al. (2009) navrhli primery pro buinacka
madeirského a buinidcka dlouhokiidlého. Z téchto mikrosatelitovych lokusti byly celkem
4 polymorfni u 6 neptibuznych jedinct plamenéka riizového. Pii amplifikaci v§ech lokust
autofi pouzili stejnou teplotu annealingu — 50 °C. Variabilitu testovali u 27 jedinctu
buiidcka madeirského, 22 jedincti buifidcka Monteirova a 24 jedinci buiiiacka

dlouhoktidlého. Oc28B byl u plamenaka riazového polymorfni se 3 alelami pti Ta 56 °C,
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pfi¢emz u buinacka madeirského a Monteirova byly detekovany také 3 alely a u buiiiacka
douhokfidlého byl tento lokus urcen jako monomorfni. U plamendka rizového jsem
detekovala 5 alel u lokusu Oc49 pii Ta 62 °C, zatimco autofi pozorovali po 3 alelach
u buinacka Monteirova a dlouhokiidlého a u buiiacka madeirského mikrosatelit urcili
jako monomorfni. Jako polymorfni se 2 alelami jsem urcila Oc63 za pouziti T, 57 °C
u plamenaku rtzového, Sun et al. (2009) u tohoto lokusu detekovali po 4 alelach
u buinacka madeirského a dlouhokiidlého. U lokusu OI10-39, ktery byl jako jediny
izolovany od buinacka dlouhokiidlého, jsem u plamenaka rtizového pozorovala 3 alely
za pouziti Ta 58 °C, autofi u O110-39 detekovali u buinacka dlouhoktidlého také 3 alely

a u buinacka madeirského a Monteirova po 8 alelach.

Bicknell et al. (2011) popsali 26 variabilnich mikrosatelitovych lokust u 24 jedinct
buinacka dlouhoktidlého, ze kterych byly 4 polymorfni u 6 neptibuznych jedinct
plamenaka rtuzového. U lokusti Ole02 a Ole09 jsem nalezla u plamenaka rtizového
po 5 alelach pii Ta 62 °C a Ta 69 °C, coz byla nejvyssi Ta v ramci této prace. Autofi
u buinacka dlouhokiidlého u Ole02 detekovali 12 alel a u Ole09 2 alely za pouziti
Ta 60 °C. Olel7 vykazoval u plamendka rizového polymorfismus se 2 alelami
pii Ta 57 °C, zatimco u zdrojového druhu byl pocet alel za pouziti Ta 60 °C 5.
U plamenaka rizového jsem detekovala téz 2 alely u lokusu Ole21 avsak pii Ta 55°C,

u buiidcka dlouhokiidlého autofi pozorovali 21 alel opét pii Ta 60 °C.

Bried et al. (2012) popsali 18 variabilnich mikrosatelitd u buifia¢ka Monteirova.
U 6 testovanych nepiibuznych jedincti plamenaka rizového vykazovaly polymorfismus
4 z nich. Autofi testovali v§echny mikrosatelitové lokusy na 125 neptibuznych jedincich
vzdy s pouzitim Ta 58 °C. U lokusu Omn1 jsem detekovala u plamenaka rizového 3 alely
pti Ta 58 °C, Bried et al. (2012) detekovali u buinacka Monteirova alel 8. U lokusu Omn8
jsem detekovala 5 alel pii Ta 59 °C, zatimco autofi pozorovali u zdrojového druhu alel
10. Dv¢ alely jsem detekovala u lokusu Omn21 pii Ta 54 °C. U lokusu Omn25 jsem pfii
detekovala 2 polymorfni oblasti po 2 alelach. Autofi u buinacka Monteirova detekovali
u Omn21 6 alel a u Omn25 5 alel.

Z celedi buindkoviti bylo prozatim izolovano 100 polymorfnich mikrosatelitovych

lokust celkem od 9 druhti. U 6 nepiibuznych jedinct plamenaka razového, kteti byli
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na tyto mikrosatelity testovani, bylo polymorfnich 26 z nich, konkrétné
po 1 mikrosatelitovém lokusu odvozeném od buindka bélobradého (Procellaria
aequinoctialis), Sedého (Calonectris diomedea), taiko (Pterodroma magentae),
trinidadského  (P. arminjoniana) a balearského (Puffinus  mauretanicus),
2 mikrosatelitové lokusy ptivodné navrzené pro buiniaka havajského (P. sandwichensis),
4 mikrosatelitové lokusy pro buindka Bulwerova (Bulweria bulwerii), 3 mikrosatelitové
lokusy pro buifidka svétlenohého (P. carneipes) a nejvice polymorfnich mikrosatelitt

(12) u plamenaka razového bylo odvozeno od buiniaka utlozobého (Pachyptila belcheri).

Sest polymorfnich dinukleotidovych mikrosatelitovych lokusii izolovali Techow
et O'Ryan (2004) od buinidka béelobradého. U 6 nepiibuznych jedincti plamenaka
ruzového byl polymorfni mikrosatelitovy lokus Paequ3, u kterého jsem detekovala 4 alely
pii Ta 65 °C, zatimco autofi u 93 jedinci buinaka belobradého pozorovali 9 alel
pii Ta 55 °C. Paegu3 testovali autofi pomoci cross-species PCR amplifikace na dalSich
6 druzich: buinakovi tristanském, obrovském, Hallové a také na druzich z celedi
albatrosoviti — albatrosovi st€éhovaném, Sedohlavém a cernobrvém. Mikrosatelit byl
polymorfni u vSech téchto druhii, kromé albatrosa st¢hovavého, kde se neamplifikoval,

pocet alel autofi neuvadé;ji.

Bried et al. (2007) popsali 11 variabilnich dinukleotidovych mikrosatelitd u buinaka
Sedého, z nichz 1 vykazoval polymorfismus u 6 nepiibuznych jedinci plamendka
ruzového, konkrétn€ Slo o lokus Cd5, u kterého jsem detekovala 2 alely pii Ta 55 °C.

Autofi u buinaka Sedého detekovali u 43 jedincti buiniaka Sedého 6 alel pii Ta 58 °C.

Lawrence (2008) popsala dva nové mikrosatelitové markery u buindka taiko
(P. magentae), ze kterych se u 6 nepiibuznych jedinci plamenaka razového amplifikoval
1 polymorfni lokus Tch6, kde jsem detekovala 3 alely pii Ta 55 °C. Autorka testovala

tento lokus na 143 jedincich buinaka taiko a nasla u n&j 2 alely pii Ta 57 °C.

Gonzales et al. (2008) izolovali 10 novych polymorfnich mikrosatelitovych lokusti
od buinidka balearského, z nichz jsem u 6 nepiibuznych jedinct plamenaka rtizového
urcila jako polymorfni pouze lokus Puff G2F, u kterého se amplifikovaly pii Ta 58 °C
2 alely, stejné jako u 51 jedinct buifidka balearského, kde vSak autoti pouzili Ta 60 °C.
Gonzales et al. (2008) dale testovali Puff G2F pomoci cross-species PCR amplifikace

na 23 jedincich buinaka sttedomotského, kde jej vSak urcili jako monomortfni.
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Od buinaka trinidadského Brown et Jordan (2009) izolovali 6 mikrosatelitovych
lokust. U 6 nepiibuznych jedincii plamendaka razového jsem jako polymorfni urc¢ila pouze
lokus ParmO1, u kterého jsem po amplifikaci nasla 4 alely pfi Ta 65 °C, zatimco
u zdrojového druhu autofi detekovali u 340 jedincii alel 10 za pouziti Ta 55 °C. Parm01
byl dale testovan pomoci cross-species PCR amplifikace na dalSich 17 druzich z fadu
trubkonosi a 1 druhu z fadu tucnaci (tucnak zlutorohy), pii¢emz vykazoval
polymorfismus u 12 testovanych druhti z fadu trubkonosi s po¢tem alel od 2 do 9;
U tucnaka zlutorohého byl téz polymorfni se 7 alelami. Pocet testovanych jedinct se

u téchto 13 druht pohyboval 5-17, viz tabulka ¢. 6.

Tabulka ¢&. 6: Polymorfismus lokusu Parm01 odvozeného od buinidka trinidadského,
U 12 druht z fadu trubkonosi a u tuc¢naka zlutorohého, které Brown et Jordan (2009)
testovali na cross-species PCR amplifikaci. Ve sloupcich je uveden nazev druhu, pocet

testovanych jedinci (N) a pocet alel (A) amplifikovanych u lokusu ParmO1.

Druh N A
Buinak trinidadsky (Pterodroma arminjoniana) | 340 10
Buinak proménlivy (P. neglecta) 17 9
Buinak madeirsky (P. madeira) 8 4
Buinak kapverdsky (P. feae) 8 3
Buinak bermudsky (P. cahow) 5 3
Buinak Bulwertv (Bulweria bulwerii) 7 4
Buinak bélobrady (Procellaria aequinoctialis) 12 4
Buinak Sedy (Calonectris diomedae borealis) 7 3
Buinak holubi (Pachyptila desolata) 8 3
Buinak obrovsky (Macronectes giganteus) 6 2
Buinak Halltiv (M. halli) 6 4
Buinik georgijsky (Pelecanoides georgicus) 8 3
Albatros ¢ernobrvy (Thalassarche melanophris) | 8 2
Tucnak Zlutorohy (Eudyptes chrysolophus) 8 7

Jedenact dinukleotidovych mikrosatelitt popsali Andris et al. (2010) u bufiiaka
Bulwerova, jejichz variabilita byla testovana na 91 jedincich vzdy pii Ta 58 °C.
U 6 nepiibuznych jedinci plamendka ruzového davaly polymorfni produkt
4 mikrosatelity. Bb20, Bb21 a Bb22 vykazovaly u plamenaka rizového polymorfismus
se 2 alelami pii Ta 54 °C, 56 °C a 58 °C. U zdrojového druhu autofi detekovali 7 alel
u Bb20, 3 alely u Bb21 a 2 alely u Bb22. U Bb25 jsem pozorovala pii Ta 56 °C 3 alely,
zatimco autofi u buiniaka Bulwerova pozorovali alel 6. Andris et al. (2010) provad¢li také

cross-species PCR amplifikaci téchto mikrosatelitti u buifiadka bélobradého a modravého
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z Celedi buinakoviti a mimo to i u buifidcka Monteirova z Celedi buinackoviti, pficemz
u buindka bélobradého vykazoval polymorfismus Bb22 a Bb25, u bufiidka modravého

vSechny 4 jmenované mikrosatelity a u buifiacka Monteirova byly polymorfni Bb20

a Bb22; autofi neuvadéji pocty alel.

Welch et Fleischer (2011) popsali 10 novych polymorfnich mikrosatelitovych lokusi
izolovanych od buifidka havajského, pricemz PteroO3 a Ptero0O5 vykazovaly
polymorfismus se 2 alelami u 6 nepiibuznych jedinci plamenaka rtizového, kde jsem
u Ptero03 pouzila T, 48 °C a u Ptero05 Ta 62 °C. Autofi pouzili v obou piipadech
Ta 53 °C a genotypizaci provadéli u 40 jedinct, detekovali 7 alel u Ptero03 a 3 alely
u Ptero05.

Od buinaka svétlenohého Hardesty et al. (2013) izolovali 11 polymorfnich
mikrosatelitovych lokusi, ze kterych jsem urcila u 6 neptibuznych jedincti plamendka
rizového jako polymorfni se 2 alelami Pc B109 a Pc D103, pii pouziti Ta 58 °C. U lokusu
Pc D3 jsem pii Ta 48 °C detekovala 2 polymorfni oblasti po 2 alelach. U Pc B109 autofi
detekovali u 79 jedinct buiiidka svétlenohého 5 alel pii Ta 57,2 °C. U lokusti Pc D3
a Pc D103 autoii detekovali po 6 alelach, pro genotypizaci Pc D3 vyuzili 82 jedinct
a Ta 56 °C a pro genotypizaci Pc D103 84 jedincti a Ta 58,7 °C.

Moodley et al. (2015) izolovali 25 mikrosatelitovych lokust od buinidka Gtlozobého.
Variabilitu testovali u 77 jedinci a ve vSech piipadech pouzili Ta 56 °C. Deset z téchto
mikrosatelitii jsem urcila jako polymorfni u 6 nepfibuznych jedincti plamenaka rizového.
U Pacbel_07265, Pacbel 08867, Pacbel 10033, Pacbel 15327 a Pacbel 17986 jsem
detekovala po 2 alelach, a to pii Ta 62 °C, 50 °C, 54 °C, 60 °C a 62 °C. Pacbel_07265 byl
pfitom u zdrojového druhu polymorfni s 15 alelami, Pacbel_08867 zahrnoval 8 alel,
Pacbel 10033 9 alel, u Pacbel_15327 autofi detekovali 8 alel a u Pachel_17986 5 alel.
Tti alely jsem u plamendka riZového pozorovala u Pacbel 00386, Pacbel 08988
a Pacbel 17944 pii Ta 55 °C, 66 °C a 58 °C. Autofi u buiiidka utlozobého detekovali
v ptipadé Pacbel_00386 11 alel, u Pacbel_08988 10 alel a u Pachel 17944 12 alel.
Stejnou Ta 59 °C jsem pouzila v ptipadé lokust Pacbel 09021 a Pacbel 09528, kde jsem
u plamenaka rizového detekovala 4 a 5 alel. Moodley et al. (2015) urcili Pacbel 09021
polymorfni se 17 alelami a Pacbel 09528 s 9 alelami. Autoti dale provadéli rozsédhlou
cross-species PCR amplifikaci téchto mikrosatelitt u dal$ich druhti ze stejné celedi,

a to u 79 jedinct bufiidka holubiho, u 118 jedinci bufiidka Sirokozobého, u 18 jedinct
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buifidka Salvinova, u 35 jedinct buinidka hrdlic¢iho, u 99 jedinct buinidka modravého
a také u 6 jedinct buinacka Wilsonova z celedi buiiiackoviti. Z 10 mikrosateliti byly
vSechny u vyse jmenovanych druhii polymorfni se 2 az 28 alelami, az na Pacbel 09528,
Pacbel 15327 a Pacbel 17986, které byly monomorfni u buina¢ka Wilsonova. Pro velké
mnozstvi dat uvadim piehled téchto mikrosatelitovych lokust a poctu alel u jednotlivych

druhu v tabulce ¢. 7.

Tabulka €. 7: Prehled 10 lokust odvozenych od buiiidka tutlozobého, které byly
polymorfni u 6 neptibuznych jedinct plamenaka rtizového, a GspéSnost jejich cross-
species PCR amplifikace u buiniaka holubiho, $irokozobého, Salvinova, hrdli¢¢iho,
modravého a u buinacka Wilsonova z ¢eledi buinackoviti. Ve sloupcich je uveden nazev
daného lokusu (v zavorce uvadim vzdy pocet testovanych jedincii) a pocet alel

pro jednotlivé testované druhy (Moodley et al., 2010).

Nézev lokusu | Buiiidak | Buinak Buindk | Buinidk | Buiidk | Buinacek
holubi | Sirokozoby | Salviniv | hrdli¢¢i | modravy | Wilsoniv
(79) (118) (18) (35) (99) (6)

Pacbel 00386 | 13 11 10 2 13 2

Pacbel_07265 | 15 14 7 6 28 5

Pacbel 08867 | 9 5 6 6 10 2

Pacbel_08988 | 9 6 4 2 12 2

Pacbel_09021 | 22 18 12 6 22 2

Pacbel 09528 | 14 13 5 7 9 M

Pacbel_10033 | 9 10 6 5 9 4

Pacbel 15327 | 12 10 8 5 14 M

Pacbel_17944 | 13 12 8 8 10 4

Pacbel 17986 | 6 4 5 3 4 M

M — monomortni

Od buinaka utlozobého Quillfedt et al. (2012) izolovali 7 mikrosatelitovych lokusu,
Z nich jsem 2 urcila jako polymorfni u 6 nepifibuznych jedinct plamenaka riZového.
Testovani provadéli na 68 jedincich buinaka utlozobého. Lokus Patbel3 vykazoval
U plamendka rdzového polymorfismus se 2 alelami pii Ta 55 °C, autofi pfitom
u zdrojového druhu detekovali 10 alel. Lokus Patbel7 jsem testovala pii Ta 58 °C
a detekovala jsem 4 alely, zatimco autofi detekovali alel 5. Quillfedt et al. (2012)

Vv publikaci neuvadéji u zddného z mikrosatelitd Ta.

Dale jsem testovala 5 mikrosatelitovych lokusi odvozenych od 3 druht z tadu
dlouhoktidli, ze kterych byly 2 u 6 nepfibuznych jedincii plamendka riZového
polymorfni. Konkrétné se jednalo o Calex-01 a RBG29. Calex-01, ktery byl izolovany
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od kulika motského z celedi kulikoviti, jsem urcila jako polymorfni u plamenaka
rizového se 2 alelami pii Ta 68 °C, zatimco Kiipper et al. (2007) pozorovali pii Ta 62 °C
10 alel, pii¢emz testovani provadéli na 42 jedincich kulika moiského. U lokusu RBG29
odvozeného od racka novozélandského z Celedi rackoviti, u kterého Given et al. (2002)
detekovali u 260 jedincut 5 alel pii Ta 50 °C, jsem u plamenaka rizového detekovala stejny

pocet alel (5) avSak za pouziti Ta 60 °C.

U 6 neptibuznych jedinci potapky rohace (Podiceps cristatus) Janusova (2005)
testovala pomoci cross-species PCR amplifikace vSech 213 mikrosatelitovych lokust,
které byly polymorfni u ptakt z fadu trubkonosi. Z celkového poctu 213 mikrosatelitti
detekovala u potapky rohace celkem 20 polymorfnich lokusi se 2—8 alelami. Deset
z téchto mikrosatelitovych lokust bylo zaroven polymorfnich u 6 neptibuznych jedinct

plamenaka rizového.

Daéle vSechny mikrosatelity (213), které byly polymorfni u ptakt z fadu trubkonosi,
testovala Strejckovd (2016) na 6 nepiibuznych jedincich plamenidka karibského
(Phoenicopterus ruber). Podafilo se ji amplifikovat celkem 50 polymorfnich
mikrosatelitovych lokusi s pocty alel od 2 do 5. Dvacet devét z testovanych
mikrosatelitovych lokust bylo pfitom polymorfnich zaroven u plamendka razového
a karibského. Velky pocet mikrosateliti vykazujicich polymorfismus je pravdépodobné
zplisoben tim, Ze plamenak riZovy a karibsky jsou velmi piibuzné druhy, které nékteti

autofi fadi dokonce jako 2 poddruhy téhoz druhu (del Hoyo et al., 1992).

Celkové 7 mikrosatelitovych lokusti bylo polymorfnich ziroven u vSech tii
srovnavanych druhti — plamenaka rizového, karibského a potapky rohace, konkrétné se
jednalo o lokusy Dc5, Oc49, 0OI10-39, Omn8, Bb21, Pc B109 a Pc D103. Vysledky

srovnani polymorfnich lokust u téchto 3 druhti uvadim v tabulce ¢. 8.
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Tabulka ¢. 8: Mikrosatelity polymorfni u zastupct z fadu trubkonosi, které byly
polymorfni zaroven u plamendka rizového, plamenaka karibského a/nebo potapky
rohéacCe. Ve sloupcich je uveden nazev mikrosatelitového lokusu, zdrojovy druh a pocty

alel detekované u 6 nepiibuznych jedinct plamenaka razového (tato prace), karibského

(Strejckova, 2016) a potapky rohace (Janusova, 2015).

Lokus Zdrojovy druh Plamenak | Plamenak | Potapka
ruzovy karibsky | rohac

Dc5 Albatros Sedohlavy 3 2 4
Dc31 2 3 M
LAAL7 Albatros laysansky 3 5 M
LAAI9 4 3 M
Oc28B Buiiiacek madeirsky 3 2 M
Oc49 5 3 3
Oc63 2 2 M
0I10-39 Burnacek dlouhoktidly 3 2 8
Ole02 5 5 M
Ole09 5 2 M
Omn8 Buriacek Monteirtiv 5 3 6
Paequ3 Buinak bélobrady 4 2 M
Cd5 Burnak Sedy 2 2 M
Tch6 Buinak taiko 3 M 2
Parm01 Buinék trinidadsky 4 4 M
Puff G2F Burnak balearsky 2 3 M
Bb21 Buiniak Bulwertv 2 2 5
Bb22 2 2 M
Bb25 3 3 M
Ptero05 Buinak havajsky 2 2 M
Pc B109 Buinak svétlenohy 2 3 5
Pc D3 * 2+2 M 3
Pc D103 2 2 2
Pacbel_00386 Buinak utolozoby 3 3 M
Pacbel 07265 2 3 M
Pacbel 08988 3 3 M
Pacbel 09021 4 2 M
Pacbel 09528 5 2 M
Pacbel 10033 2 2 M
Pacbel 17944 3 3 M
Pacbel 17986 * 2 M 2
RBG29 Racek novozélandsky 5 4 M

M — monomorfni

* — Mikrosatelity, které Strej¢kova (2016) oznacila jako polymorfni u 6 neptibuznych
jedincti plamendka karibského, ovSem pfi rozsahlejSim testovani na 30 jedincich zjistila,

ze jsou monomorfni (Strejckova, osobni sdéleni).
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Zatazeni plamendkd do systému je problematické a v pribéhu let bylo mnohokrat
meénéno (Hackett et al., 2008, Jarvis et al., 2014 a dalsi). Nejnovéjsi studie autord Prum
et al. (2015) zafazuje plamenaky (plamenaka ruzového) do kladu Aequorlitornithes

(viz obrazek ¢. 4) spole¢né se vSemi vodnimi ptéky s vyjimkou vrubozobych.
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Obrazek ¢. 4: Klad Aequorlitornithes zahrnujici plamenaky — vyfez kladogramu ptakt

dle nejnovéjsich analyz (Prum et al., 2015).

U plamenéka rtizového bylo dosud testovano 563 mikrosateliti odvozenych od druhti
z tadu trubkonosi, dlouhoktidli, pévci, brodivi, veslonozi, potapky, vrubozobi, potaplice
a tucnaci, ze kterych bylo 84 mikrosatelitovych lokusti polymorfnich a hodnotitelnych,
ptitom 46 polymorfnich mikrosatelitové lokust bylo ptivodné odvozeno od trubkonosych
(tato préace), 3 mikrosatelity od dlouhokiidlych (tato prace, Drobek, 2010),
16 mikrosateliti od brodivych (Drobek, 2010, ManiSova, 2011, Malkova, 2013)
a 19 mikrosateliti od veslononohych (Drobek, 2010, Manisova, 2011). Grafické
rozdéleni mikrosatelitt polymorfnich u plamenaka rizového podle fadd, od kterych byly

odvozeny, je uvedeno v grafu ¢. 3.

Z kladogramu vyplyva, Ze sesterskou skupinou k plamenakiim jsou potépky a tyto dvé
skupiny dohromady jsou sesterskou skupinou k dlouhokiidlym. VSechny jmenované
skupiny jsou pfitom dohromady sesterskou skupinou ke =zbytku ptakt kladu
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Aequorlitornithes. Usp&snost nalezeni polymorfniho lokusu u plamefidka rtizového
v ptipadé PCR amplifikace pomoci parii primert navrzenych pro tad trubkonosi (tato
prace) byla 22,50 %. Mikrosatelity z fadu brodivi dosdhly 12,40% a z fadu veslonozi
11,96% uspésnosti polymorfni amplifikace (Drobek, 2010), zatimco Manisova (2011) ve
své praci detekovala spésnost nalezeneni polymorfniho mikrosatelitového lokusu 16,7
% v ptipadé part primerd navrzenych pro brodivé a 8,6 % UspéSnost pro pary primert

navrzené pro veslonohé.

Graf & 3: Grafické rozdéleni mikrosateliti, které byly polymorfni u plamendka
ruzového, podle ada (v pojeti tradi¢niho systému), od nichz byly odvozeny: trubkonosi,
dlouhoki#idli, brodivi, veslonozi. U jednotlivych mikrosatelitovych lokust je uveden
pocet a Cetnost v rdmci vSech polymorfnich mikrosatelith (tato prace, Drobek, 2010,

ManiSova, 2011, Malkova, 2013).

23%

@ trubkonosi (46)
O dlouhokfidli (3)

55% O brodivi (16)
0

Oveslonozi (19)

Bylo by vhodné testovat dal$i mikrosatelitové lokusy navrzené pro zastupce dalsich
fadl od ptaki ze skupiny Aequorlitornithes a najit tak nové polymorfni mikrosatelity
pro plamenaka rizového. Zejména se jednad o mikrosatelitové lokusy odvozené od druhti
z tadu dlouhoktidli, kde je popsdno vice nez 350 mikrosateliti, avSak u plamenaka
rizového bylo doposud testovano pouze 7, z nichz 3 byly polymorfni. Konkrétné §lo
o mikrosatelity RBG29, Calex-01 (tato prace) a Apy06, ktery byl odvozeny od alkounka
drobného (Aethia pygmaea) (Drobek, 2010). Vzhledem k tomu, ze dlouhok#idli jsou
blizce ptibuzni plamendkiim (obrazek. ¢. 4) a Zze uspeésnost ziskdni polymorfniho
mikrosatelitu od zastupct kladu Aequorlitornithes je piiblizné 15 %, by mohlo toto

testovani piinést dalSich 50 az 60 polymorfnich mikrosatelitii pro plamenaka rizového.

60



[ Zavér

Ve své bakalarské praci jsem testovala pomoci cross-species PCR amplifikace celkem
213 mikrosatelitovych lokust, které byly polymorfni u druhi z tadu trubkonosi,
na genomické DNA 6 neptibuznych jedincich plamendka riazového (Phoenicopterus
roseus). Pro druhy z fadu trubkonosi (Procellariiformes) bylo navrzeno de novo 207
mikrosatelitovych lokust, pti¢emz 53 mikrosateliti bylo odvozeno od druhid z celedi
albatrosoviti, 54 od druht z ¢eledi buinackoviti a 100 od druhu z Eeledi buinakoviti.
Zbylych 6 mikrosatelitovych lokust bylo odvozeno od druhii z tadu dlouhokiidli
(Charadriiformes) a pévci (Passeriformes) — tedy 5 lokusti odvozenych od dlouhokftidlych,
kdy bylo vzdy po 1 navrzeno pro druhy z Celedi alkoviti a kulikoviti a 3 pro racka
novozélandského z Celedi rackoviti; a 1 lokus odvozeny od lesiiacka zlutonohého z fadu

pévci. Tyto lokusy vykazovaly polymorfismus u trubkonosych.

Z celkového poctu 213 testovanych mikrosatelitovych lokust bylo u 6 neptibuznych
jedincti plamendka rdzového 164 monomorfnich, 48 polymorfnich a jeden mikrosatelit
byl urcen jako nehodnotitelny, a tudiz vyloucen z analyz, proto byla uspéSnost nalezeni
polymorfniho mikrosatelitového lokusu v této praci 22,5 %. Dale u 2 mikrosatelitovych
lokusti jsem detekovala 2 polymorfni oblasti vzdy po 2 aleldch. Celkem jsem tedy
za pouziti 48 parG primeri detekovala 50 polymorfnich PCR produktd. Uroveii

polymorfismu se u hodnocenych mikrosateliti pohybovala od 2 do 5 alel.

Nejveétsi tspésnost polymorfismu (26 %) pii cross-species PCR amplifikaci
vykazovaly mikrosatelitové lokusy z celedi butfnakoviti, kde z celkového poctu
100 testovanych lokust bylo 26 polymorfnich. Z 54 testovanych mikrosatelitovych
lokust z ¢eledi buinackoviti bylo 12 polymorfnich, uspésnost tedy byla 22,2 %. Naopak
nejmensi uspésSnost nalezeni polymorfniho lokusu (15,1 %) jsem detekovala u lokust
navrzenych pro druhy z ¢eledi albatrosoviti, kde polymorfismus vykazovalo 8 z 53
lokusii. Zbyvajici 2 polymorfni mikrosatelitové lokusy byly odvozeny od dlouhoktidlych.
Jednalo se o Calex-01, izolovany od kulika mofského z ¢eledi kulikoviti, a lokus RBG29,
odvozeny od racka novozélandského z celedi rackoviti. Vzhledem k malému poctu
testovanych mikrosatelitovych lokusti od zastupci z tadu dlouhoktidli neuvadim
procentualni uspésnost. V budoucnu by bylo vhodné dale testovat vice mikrosatelitii
odvozenych od zastupctt Aequorlitornithes (pfednostné od dlouhoktidlych) u plamenaka

riZoveho, pro nalezeni dalSich polymorfnich markeri.
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8 Seznam zkratek

A

C

DNA

DOP-PCR
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G

PCR

RAPD

SSRs

STRs

VNTRs

adenin

cytosin

deoxyribonukleova kyselina

PCR reakce s degenerovanymi oligonukleotidovymi primery
mista S expresni adresou (Expressed Sequence Tags)
guanin

polymerazova fetézova reakce

nahodné amplifikovana polymorfni DNA
jednoduché repetitivni sekvence

kratké tandemové repetice

thymin

variabilni pocty tandemovych repetic
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