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Souhrn

Ve své diplomove praci jsem hledala polymorfni mikrosatelitové lokusy u nesyta
indomalajského (Mycteria leucocephala) metodou cross-species PCR amplifikace.
Testovala jsem mikrosatelitové lokusy, které byly polymorfni u zastupcl Fadu
trubkonosi (Procellariiformes).

V teoretické Casti mé diplomové prace jsem uvedla zakladni charakteristiku Fadu
brodivi (Ciconiiformes), zejména Celedi ¢apoviti (Ciconiidae). ZvI&stni pozornost jsem
veénovala rodu nesyt (Mycteria) a jednu kapitolu jsem vénovala popisu nesyta
indomalajského. Déle jsem se zabyvala charakteristikou Ffadu trubkonosi, uvedla jsem
zakladni fakta o mikrosatelitech a teoreticky jsem popsala metodu cross-species PCR
amplifikace. Zavérem jsem uvedla charakteristiku vsech mikrosatelitovych lokus,
které byly polymorfni u zastupcl radu trubkonosi.

V praktické Casti mé préce jsem hledala polymorfni mikrosatelitové lokusy u
nesyta indomalajského. PouZzila jsem metodu cross-species PCR amplifikace a testovala
jsem 212 mikrosatelitovych lokust, z toho 207 lokustl pochazejicich od druhd Fadu
trubkonosi, 4 mikrosatelitové lokusy pochézejici od zastupcl radu dlouhokridli a 1
mikrosatelitovy lokus pochazejici od druhu z fadu pévci. VSechny tyto lokusy byly
polymorfni u zastupct fadu trubkonosi.

U nesyta indomalajského jsem nalezla celkem 46 polymorfnich mikrosatelitovych
lokust, priemz 2 mikrosatelitové lokusy jsou totozné, a proto jsem nalezla celkem 45
unikatnich mikrosatelitovych lokustl. Z téchto lokusli pochazelo 43 od druhi z Fadu
trubkonosi a 2 byly popsany u zastupcl fadu dlouhok¥idli. Pro tyto lokusy jsem urcila
optimaini teploty nasedani primer(l, casy elektroforetické separace a genotypy 6
nepfibuznych jedinct nesyta indomalajského. Pocet alel se pohyboval v rozmezi 2-5.



Summary

In my master thesis, | was searching the polymorphic microsatellite loci of the
Painted stork (Mycteria leucocephala) and | used the method of cross-species PCR
amplification. | tested microsatellite loci, which were polymorfic in species of the order
Procellariiformes.

In a theoretical part of my thesis, | firstly concisely characterized the order
Ciconiiformes, especially the family Ciconiidae. | focused on the genus Mycteria and |
described the Painted stork in one chapter. Secondly, | wrote few information about the
order Procellariiformes, | provided basic facts about microsatellites and | theoretically
described the method of cross-species PCR amplification. Finally, | characterized all
microsatellites, which were described in the order Procellariiformes and a couple of
microsatellites described in the orders Charadriiformes and Passeriformes.

I was looking for the polymorphic microsatellite markers of the Painted stork in
the practical part of my master thesis. | used the method of cross-species PCR
amplification and | tested overall 212 microsatellite loci, 207 of these loci were
described in species of the order Procellariiformes, 4 microsatellite markers were
described in species of the order Charadriiformes and 1 microsatellite marker from
species of the order Passeriformes. All of these loci were polymorphic in species of the
order Procellariiformes.

I found overall 46 polymorphic microsatellite markers, two of these markers were
identical, so | found 45 unique polymorphic microsatellite loci. From these loci, 43
were described in species of the order Procellariiformes and 2 loci were described in
species by the order Charadriiformes. For these microsatellites | identified the optimal
annealing temperatures, optimal time of electrophoretic separation and genotypes of 6
unrelated individuals of Painted stork. The number of alelles varied between 2 and 5.
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1. Uvod

Mikrosatelity jsou v soucasné dobé jedny z nejpouzivanéjSich molekularnich
marker(, a to zmnoha ddvod(. Jejich vyhodou je kodominance, velky pocet alel a
vyrazny délkovy polymorfismus. Také maji vysokou mutacni rychlost oproti jinym
typdm molekularnich markerd. Mikrosatelity se vyuZivaji zejména ke zkoumani
populaéni struktury a analyze rodicovstvi. Hlavni nevyhodou mikrosatelit(l je dlouha a
nakladna faze hledani, navic musi byt izolovany de novo pro kazdy zkoumany druh.
Tento problém Fesi cross-species PCR amplifikace, kterd u ptak( probiha ¢asto Uspésné.
Jsou tak nalezeny univerzalni molekularni markery, které jsou prenositelné mezi druhy.

Nesyt indomalajsky (Mycteria leucocephala) je zastupce celedi capoviti
(Ciconiidae) v Indii a sousednich zemich. Je témér vyhuben a ackoliv je pfedmétem
ochrany v mnoha zemich, pocet jedincl nadale klesa. Fylogenetické vztahy v Celedi
Capoviti a v fadu brodivi (Ciconiiformes), obzvlasté ve vztahu k veslonohym
(Pelecaniiformes) jsou stale prfedmétem zkoumani a metoda cross-species PCR
amplifikace je idealni metodou pro zkoumani fylogenetickych vztahl a populacni
struktury ohrozenych druh.

Ukolem mé prace je nalezeni polymorfnich mikrosatelitovych lokusi u nesyta
indomalajského za vyuZziti metody cross-species PCR amplifikace vSech dosud
popsanych mikrosatelitovych lokusli od zéstupcd druhl z Fadu trubkonosi
(Procellariiformes) a nékolika vybranych lokust popsanych u zastupcl Fadu
dlouhokfidli  (Charadriiformes) a pévci (Passeriformes), které vykazovaly

polymorfismus u trubkonosych.



2. Cile prace

1. Shromazdéni dostupnych literarnich zdrojd.
2. Vypracovani reSerSe na téma diplomoveé préce.

3. PCR amplifikace DNA nesyta indomalajského s vyuZitim cross-species primer,
které jsou polymorfni u ptak( z fadu trubkonosi.



3. Literarni prehled
3.1 Rad brodivi

Mezi brodivé (Ciconiiformes) patfi stfedné velci az velci ptaci s Sirokymi kridly,
diky kterym jsou dobrymi a rychlymi letci. Typickym znakem je brodiva noha s nizko
nasazenym palcem, ktery zvétSuje naSlapnou plochu nohy. Zastupci fadu brodivi se Zivi
vyhradné ZivocCiSnou potravou, a to prevadzné vodnimi ZivoCichy. Brodivi Casto tvofi
hnizdni kolonie a své hnizda si stavéji v blizkosti vody. Jejich rozsifeni je kosmopolitni
s ohniskem v teplych oblastech. Rad brodivi byl plivodné rozdélen do 5 &eledi, které se
liSi tvarem zobaku. Jsou to volavkoviti (Ardeidae), kladivouSoviti (Scopidae),
¢lunozobcoviti (Balaenicipitidae), ¢apoviti (Ciconiidae) a ibisoviti (Threskiornithidae).
(Stastny et al., 1998)

Mayr (2003) na zékladé morfologickych znakd potvrdil, Ze ¢eledi ¢lunozobcoviti
(Balaenicipitidae) a pelikanoviti (Pelecanidae) tvofi monofyletickou skupinu,
¢lunozobcoviti by tak patfili do Fadu veslonozi (Pelecaniformes). V dalSi sve studii
morfologickych znak{ k nim pfipojil jesté kladivouSovité (Scopidae) (Mayr, 2008) a
tyto fylogenetické vztahy potvrdili na zdkladé analyzy jadernych genomd i Ericson et
al. (2006).

Gibb et al. (2013) provadéli analyzu kompletnich mitochondrialnich genomd
vodnich masozravych ptakl zahrnujici veslonohé (Pelecaniformes) a brodivé
(Ciconiiformes). Data ziskana z analyzy mitochondrialnich genom( se shodovala s daty,
kterd byla dfive ziskana z analyzy jadernych genomi (Hackett et al., 2008). Podle této
studie jsou cCeledi volavkoviti (Ardeidae), kladivouSoviti (Scopidae), ¢lunozobcoviti
(Balaenicipitidae) a ibisoviti (Threskiornithidae) blizce pfibuzné s druhy patficimi do
radu veslonozi (Pelecaniformes). Celed ¢apoviti tak tvofi samostatnou skupinu a mohla
by to byt jedina Celed Fadu brodivi. (Gibb et al., 2013)

3.1.1 Celed ¢apoviti

Zastupci Celedi ¢apoviti (Ciconiidae) jsou velci ptaci s dlouhyma nohama, krkem a
dlouhym Klinovitym zobakem. Na rozdil od volavek maji v letu natazeny krk (vyjimkou
je C&p marabu). Maji dlouha a Siroké kFidla, ktera vyuZivaji k plachténi. Jejich zbarveni
je vétSinou Cerno-bilé. U Capovitych nebyl pozorovan vyrazny pohlavni dimorfismus,

samice jsou pouze mensi nez samci. Mezi tfemi prednimi prsty maji Capoviti plovaci



blanu. Hlasové Ustroji ¢apovitych je zakrnélé, dorozumivaji se klapanim zobaku a
sy€ivymi hlasy. (Stastny et al., 1998, Gaisler et Zima, 2007)

Capoviti se vyskytuji kromé& extrémné chladnych oblasti kosmopolitné. Vétsina
druht ale Zije v tropech. Ti, ktefi obyvaji chladnéjsi biotopy, odlétaji na zimu do mist
s vysSi teplotou (vétSinou Afrika nebo Asie). Jejich prirozenym ekosystémem jsou stepi
nebo lesostepi, Ziji v blizkosti vodnich ploch, fek nebo mokfadd. Cépoviti hnizdi na
vyvysenych mistech, ¢asto na stromech. V Ceské republice hnizdi ¢ap bily (Ciconia
ciconia) a ¢ap Gerny (C. nigra). (Stastny et al., 1998, Gaisler et Zima, 2007)

Potrava Capovitych je velmi rozmanitd, mohou to byt napfiklad drobné ryby, plzi,
Zaby, plazi a vétsi hmyz. Vechny druhy jsou masoZravé. Potravu lovi v mélké vodé a
nékteré i na sousi. Zastupci rodu marabu poZiraji mrdiny. Cépoviti za potravou mohou
migrovat na velké vzdalenosti. (Stastny et al., 1998)

Capoviti hnizdi jednotlivé nebo v koloniich, nékdy i s jinymi druhy vodnich ptakd
(napfiklad s pelikany, volavkami a ibisy). Jsou monogamni a mohou tvofit trvalé pary.
PFi koloni&lnim hnizdéni je samec obrance hnizda, ke kterému ldk& samici. Samice
klade 2—6 vajec, oba rodiCe se uCastni inkubace. Oba rodice se také podileji na krmeni
mladat (mladata jsou krmiva). Capoviti se doZivaji vysokého véku, napfiklad ¢ap bily
se v zajeti doZiva aZ 48 let. Nékteré druhy z Celedi Capoviti jsou kriticky ohroZené, a to
hlavné diky ubytku pfirozenych hnizdnich biotopd, zejména mokfadi. (Stastny et al.,
1998)

Je zndmo 19 druhd ¢apovitych z celkem 6 rodd. Eliott (1992) rozdélil Celed do tfi
tribl — ,,0brovsti ¢api* (Leptoptilini), mezi které patfi zastupci rodu marabu (Leptoptilos
spp.), €ap jabiru (Jabiru mycteria) a ¢api rodu Ephippiorhynchus. DalSi tribus tvori
»lesni Capi* (Mycteriini), kam patfi 4 druhy rodu nesyt (Mycteria spp.) a dva druhy rodu
zejozob (Anastomus spp.). Zbylé druhy, tzn. zastupci rodu Ciconia tvofi tribus ,typicti
¢api“ (Ciconiini). (Eliott, 1992)

Celed ¢apoviti je monofyleticka skupina, ktera je dobfe definovana, ale vztah
¢apovitych k dalsim skupinam vodnich ptak(l se dale zkouma. Podle analyz DNA byla
Celed” umisténa do Fadu brodivi (Ciconiiformes) a oddélena od Fadd veslonozi
(Pelecaniformes) a terejové (Suliformes). (Hackett et al., 2008)

3.1.2 Rod nesyt

Do rodu nesyt (Mycteria) patfi 4 druhy — nesyt americky (M. americana), nesyt
bily (M. cinerea), nesyt africky (M. ibis) a nesyt indomalajsky (M. leucocephala). Tyto
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druhy patfi do tribu ,lesnich ¢apd“ (Mycteriini) a byly zafazeny do stejného rodu na

zakladé Cetnych morfologickych a behaviordlnich homologii. (Hancock et al., 1992)

Nesyt bily je pfevazné bily ptak, jeho ocasni pera jsou lesklé a zelenoCerna, stejné
jako pera na kridlech. Neopefena obli¢ejova ¢ast ma vyraznou Cervenou barvu. Nesyt
bily se vyskytuje v jihovychodni Asii, konkrétné v Malajsii, KambodZi a v Indonésii.
Obyvéa pobfezni regiony, hlavné mangrovové porosty a mokfady. Zivi se rybami,
obojZivelniky a dalSimi vodnimi ZivoCichy. Nesyt bily tvofi hnizdni kolonie a samice
klade 1-4 vejce. Nesyt bily patfi mezi ohroZené druhy, a to zejména diky Ubytku
mangrovovych porostd a lovu. Ochrana nesyta bilého v sou¢asné dobé probiha hlavné
v Malajsii. (Anonymous, 2013A)

Nesyt africky je velky bily pték s dlouhym Zlutym lehce zahnutym zobakem. Jeho
ocas je Cerny se zelenofialovym leskem. Pefi na hlavé zasahuje az k o¢im a jen mala
Cast obliCeje je neopefena a Cervené zbarvena. Nesyt africky se vyskytuje ve vychodni
Africe, jeho rozsifeni mize zasahovat i do jizni Afriky. Dal$im mistem jeho vyskytu je
Madagaskar. Lovi pfevazné ryby a to v mokradech, mélkych jezerech a dalSich mélkych
vodach. Nesyt africky hnizdi v koloniich a samice klade 2—4 vejce. Tento druh neni
povaZzovan za ohroZeny, potencialni nebezpeCi predstavuji pytlaci. (Hancock et al.,
1992, Anonymous, 2013B)

Nesyt americky je ptak bilé barvy s ¢ernymi pery na konci kfidel a s Sedozlutym
zobakem. Oblicejova €ast hlavy je hola a tmavé hnéda. Nesyt americky se vyskytuje
pfevazné v jizni a stfedni Americe a Karibiku, malé populace byly zaznamenany i
v USA. Zivi se vodnimi Zivogichy a hnizdi v koloniich v blizkosti otevienych mokfad(i
nebo ryzovych poli. Pocet vajec ve sndsce byva obvykle 3-5 (Hancock et al., 1992).
Nesyt americky neni zafazen mezi ohrozené druhy. Nebezpecim pro néj mlze byt
znecisténi jeho pFirozenych habitatl, zejména mokradl, ve kterych se mohou

vyskytovat vysoké koncentrace Skodlivych prvki, napriklad rtuti. (Brant et al., 2002)

3.1.3 Nesyt indomalajsky

Systematické zarazeni nesyta indomalajského (podle Geisler et Zima, 2007):

Rige: Zivogichové (Animalia)
Kmen: Strunatci (Chordata)
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Podkmen: Obratlovci (Vertebrata)

Trida: Ptaci (Aves)

Réd: Brodivi (Ciconiiformes)

Celed: Capoviti (Ciconiidae)

Tribus: Lesni ¢api (Mycteriini)

Rod: Nesyt (Mycteria)

Druh: Nesyt indomalajsky (Mycteria leucocephala)

Nesyt indomalajsky je velky pték s vyskou okolo 100 cm. Pohlavni dimorfismus u
néj neni vyrazny, stejné jako u ostatnich zastupcl celedi. Krk a télo nesyta
indomalajského je bilé, v prsni ¢asti se tahne vodorovny Cerny pruh. KFidla jsou ¢erno-
bile pruhovana se zelenym leskem. Vétsi pera v zadni ¢asti téla maji riZovou barvu a
ocas je Cerny. Zobak je syté oranzovy, extrémné dlouhy a na konci lehce zahnuty.
Oblicejova Cast nesyta je holad a syté oranZova. Nohy méa dlouhé s dlouhymi prsty.
(Whistler, 1940)

Teézisté vyskytu nesyta indomalajského je zejména na Indickém subkontinentu,
kde je poCetny a jeho rozsiteni zasahuje i do jihovychodni Asie. MdZe se vyskytovat
vzacné v Nepélu, Pakistanu, Bangladési, Cing, Vietnamu, Thajsku a dalSich statech.
Jeho pfirozenym habitatem jsou sladkovodni baZiny, jezera, zaplavena pole nebo
meélCiny pfi Gsti fek. Hnizdi na stromech, které rostou v podméacenych lokalitach.
(Anonymous, 2012)

Nesyt indomalajsky lovi hlavné drobné ryby, nékdy i kraby nebo Zaby. Jeho
zplisob lovu je specificky — nesyt potopi svilj napll otevieny zobéak a prohledava vodu,
dokud nenarazi na potravu. V zobaku se nachazeji specialni dotekové receptory, které
ho upozorni na pfitomnou kofist. Dalsi zajimavosti je, Ze nesyt vifi bahno ve vodg, aby
objevil i skrytou kofist. Proto lovi v mélké vodé o hloubce 12-25 cm. VétSim hloubkam
se obvykle vyhyba. (Kalam et Ufri, 2008)

Nesyt indomalajsky hnizdi ve velkych koloniich, nékdy i s dalSimi vodnimi ptaky,
jako jsou volavky nebo kormorani. Hnizda si stavi na vysokych stromech na ostrivcich
nebo na mistech, kde neni rusen. Hnizdéni zacind kratce po monzunech, tj. v pilce
srpna nebo na zacatku zafi a pokracuje az do dubna. Sniska obsahuje 2-5 vajec,
inkubacni doba trva asi mésic. Mladata jsou krmiva, rodiCe jim podavaji predzvykané
ryby. (Meganathan et Urfi, 2009)
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Ackoli je nesyt indomalajsky nejhojnéjSim zastupcem &apovitych v Indii, je
oznacovan jako témér vyhubeny. Populace nesyta zaZivaji pokles. Hlavnimi dlivody
jsou lov, znecisténi a Ubytek mist k hnizdéni, hlavné mokfad(i. Mnohé oblasti vyskytu
nesyta indomalajského jsou dnes chranéné a dalSi zachranné akce jsou planovéany.
(Anonymous, 2012)

3.2 Rad trubkonosi

Zastupci fadu trubkonosi (Procellariiformes) se lisi svoji velikosti. Maji dlouha
kfidla s dlouhou loketni Casti, na které se nachazi az 37 letek. Rucni Cast kFidla je
zpravidla krat$i. Tato stavba kfidla umoZniuje efektivni plachténi. Typickym znakem
jedincll z fadu trubkonosi jsou trubicovité protazené nozdry, které nejspi$ slouzi
k vnimani proudéni vzduchu. Do nozder Usti vyvody Zlaz, ze kterych je vylu¢ovana sul.
Trubkonosi maji dobfe vyvinutou Cichovou sliznici a velké Cichové laloky, z ¢ehoz
vyplyva, Ze Cich je pro né dllezitym smyslem. (Stastny et al., 1998, Gaisler et Zima,
2007)

DalSim determinacnim znakem je zobak, jehoZ rohovina je sloZzena z destiCek.
Predni ¢ast prddusnice maji trubkonosi rozdélenou podélnym septem, coZ je jejich
spolecny znak s tucnaky. Dalsim spole¢nym znakem s tucriaky je velka kostréni Zlaza.
Jejich noha je plovaci. (Gaisler et Zima, 2007)

Trubkonosi se vyskytuji zejména na jizni polokouli a jsou vdzani na more, kde
travi vétSinu ¢asu. Na sousi se objevuji pouze v dobé rozmnoZovani. Piestoze v Ceské
republice Z&dny druh z Fadu trubkonosi nehnizdi, mohou se zde vyjimecné objevit.
Jejich potravu tvofi mofsti ZivoCichové, napfiklad korysi, meduzy, hlavonoZci a ryby.
Svoji potravu lovi trubkonosi za letu, mohou se za svou kofisti i potopit. Nékteré druhy
lovi za tmy. (Stastny et al., 1998, Gaisler et Zima, 2007)

Trubkonosi Ziji vétSinou ve velkych koloniich a jsou monogamni. Samice kladou
jedno vejce na zem (albatrosi) nebo do nor (vétsina buffiakd). Mladé je krmivé a
prodélava dlouhy vyvoj. (Stastny et al., 1998)

Podle Stastného et al. (1998) zahrnuje Fad trubkonosi 112 druh. Podle novéjsich
praci vSak fad ¢ita celkem 125 druhd (Brooke, 2004) nebo dokonce 137 druhl (Onley et
Scofield, 2007). Néazory rlznych odbornik(l na pocet druhll u jednotlivych celedi se
rlizni, navic nenf jasné, zda nékteré druhy nejsou pouze poddruhy. Podle Gill et Donker
(2015) cita celed albatrosoviti (Diomedeidae) 21-22 druhl, celed burnakoviti
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(Procellariidae) zahrnuje 80-85 druhl, pocet druhl ¢eledi bufriackoviti (Hydrobatidae)
je uvadén vrozmezi 23-24 a cCeled bufnikoviti (Pelecanoididae) zahrnuje 1 rod
(Pelecanoides) se 4 druhy. (Gill et Donker, 2015)

Ré&d trubkonosi je monofyleticka skupina a je sesterskou skupinou Fadu tu¢haci
(Sphenisciformes). (Hackett et al., 2008)

3.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity, nebo také kratké tandemové repetice (STRs) nebo jednoduché
tandemové repetice (SSRs) jsou jednim z nejpouzivanéjsich molekularnich markerd.
Jsou tvoreny opakovanim 1-6 nukleotidd (Oliveira et al., 2006) a nachazeji se
v kddujicich i nekddujicich regionech genomu (Zane et al.,, 2002). Vyhody
mikrosatelitl jako molekularnich marker( spocivaji v jejich kodominanci, velkém poctu
alel a také v tom, Ze vykazuji vyrazny delkovy polymorfismus. Mikrosatelity se
vyskytuji v prokaryotickych i eukaryotickych burikach. (Oliveira et al., 2006)

Plivod mikrosatelitovych lokusl je stale predmétem zkoumani. Anmarkrud et al.
(2008) ve své studii analyzovali vysoce polymorfni mikrosatelitovy lokus u ptakd,
HruU10, ktery se sklada z pentanukleotidovych repetic. Zkoumali jeho evolu¢ni historii a
zjistili, Ze nejCastéjSimi mutacemi jsou ztrata nebo zisk 1-2 jednotek repetice a
nejpravdépodobngjSim mechanismem vzniku téchto mutaci je sklouznuti DNA
polymerdzy pfi replikaci. Zjistili také, Ze Cim delSi je repetice, tim je wvysSi
pravdépodobnost dalSi mutace a také inzerce jiné sekvence do repetice. (Anmarkrud et
al., 2008)

Existuje vice druhd repetitivnich sekvenci. Déli se na dokonalé repetice, u kterych
repetice neni preruSena jinymi sekvencemi, dale na nedokonalé repetice, kde je
vmezeren jeden nukleotid mezi repeticemi. DalSim druhem jsou pFeruSené repetice, kde
se nachazi jina kratka sekvence mezi repeticemi, a nakonec to jsou sloZené repetice, kde
se opakuji dvé rdizné repetitivni sekvence za sebou. (Oliveira et al., 2006)

Guichoux et al. (2011) ve svém ¢lanku srovnal dva druhy molekularnich markerd
— mikrosatelity a markery zaloZzené na jednonukleotidovych polymorfismech (SNPs).
Mikrosatelity maji oproti SNPs vyssi alelovou diverzitu a mohou byt pouZity pro cross-
species PCR amplifikaci, protozZe jsou snadno aplikovatelné na blizce pFibuzné druhy.
Mikrosatelitové lokusy vykazuji mnohem vy3§i mutacni rychlost nez SNPs, jsou proto
pouZivany ke zkouméni soucasnych populaci. Jejich negativem je dlouhd a nakladna
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faze hledani. Dalsi nevyhodou je nutnost vétSich populacnich vzorkd pro zjisténi
alelovych Cetnosti. SNPs jsou vhodnéjSim markerem pro zkoumani dlouhodobé historie
populace €i druhu. (Guichoux et al., 2011)

Hlavnim negativem mikrosatelitl je nutnost jejich izolace de novo pro druhy,
které jsou zkoumany poprvé. Repetitivni sekvence se totiz vétSinou nachazeji
v nekodujicich regionech genomu, ve kterych dochazi k mutacim Castéji nez
v kédujicich mistech. Klasicky postup izolace mikrosatelitovych lokusd spociva
v provéfovani genomovych knihoven zkoumaného druhu. DNA je rozStépena a
jednotlivé fragmenty jsou vloZeny do vektoru. Oznaenad sonda hybridizuje s mistem
vyskytu mikrosatelitdl a detekuji se pozitivni klony. Tento pfistup je vSak efektivni
pouze u druhl svysokou frekvenci mikrosatelitl v genomu. Byly vyvinuty dalsi
metody, u kterych neni potfeba konstrukce genomové knihovny, jsou v8ak zatim mélo
pouzivané. Dalsi z pristupll pouziva knihovny, které jsou obohacené o sekvence
mikrosatelitd, hlavné dinukleotid(l. Dojde ke konstrukci klasické genomové knihovny a
posléze k ziskani jednofetézcove DNA (ssDNA). Ta se stane templatem pro
prodluzovani primeru, jako primer zde slouzi dinukleotidova repetice. (Zane et al.,
2002)

Pfi amplifikaci mikrosatelitovych lokusi mize dojit k mnoha problém(m,
nejzavaznéjSim z nich je pfitomnost tzv. nulovych alel. Van Treuren (1998) zkoumal
populacni strukturu Gstficnika velkého (Haematopus ostralegus) v Schiermonnikoogu a
pro jeden zkoumany mikrosatelitovy lokus (20H7) byl zjistén vyrazny nedostatek
heterozygotd. Tento jev byl zplsoben pFitomnosti nulovych alel, kdy nedochazi
k amplifikaci lokusu a to z ddvodu variability v DNA v mistech nasedani primerd. U
heterozygota tedy vibec nedojde k amplifikaci na lokusu jedné z alel, miZe se proto
jevit jako homozygot. U homozygota pro nulovou alelu k amplifikaci nedojde ani u
jedné alely. (Van Treuren, 1998)

V poslednich letech se pouziti mikrosatelitd stava levnéjsim a rychlej$im, a to
zejména diky sniZeni ceny genotypovani a vyuziti sekvenacnich metod nove generace.
Tyto metody umoznily identifikaci velkého poctu mikrosatelitovych lokusdi u mnoha
rlznych druhl Zivocichd, rostlin a hub, a to i téch nemodelovych. Navic dochazi
k pFisnéjsi selekci vhodnych mikrosatelitovych lokustl. DalSim pokrokem je vylepseni
metody multiplexové PCR, protoZe mlize dochazet k amplifikaci vice mikrosatelitovych
lokusi v jedné PCR reakci. Analyza mikrosatelitovych lokusi ma své uplatnéni

v analyze rodiCovstvi, genovém mapovani a zkoumani populacnich struktur (Guichoux
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et al.,, 2011). Hlavnimi odvétvimi, kterd vyuZivaji mikrosatelitové markery jsou
konzervacni genetika a populacni genetika, zkoumanymi jevy v populacich mohou byt
genovy tok a drift. (Oliveira et al., 2006)

3.4 Cross-species mikrosatelity

Jelikoz je vyvoj novych druhové specifickych mikrosatelitovych lokust zdlouhavy
a finan¢né nékladny, vyZaduji molekularni a evolucni biologové molekularni markery,
které jsou prenositelné mezi rlznymi druhy. Genom ptakd obsahuje maly pocet
mikrosatelitovych sekvenci ve srovnani napfiklad s ¢lovéekem. Mikrosatelity se tak Iépe
detekuji, a proto u ptakd probiha cross-species PCR amplifikace vétSinou UGspésné.
Z tohoto dlvodu je metoda cross-species PCR amplifikace u ptakd Casto pouZzivana.
Galbusera et al. (2000) ve své studii cross-species PCR amplifikace u pévcl potvrdili,
ze pravdépodobnost amplifikace a polymorfismu lokusl klesd se zvétSujici se
fylogenetickou vzdalenosti jednotlivych druhl. DalSim zavérem jejich prace bylo, Ze
nejvyssi miru polymorfismu vykazuji ty primery, které se amplifikovaly u velkého
poctu rdznych druhd. (Galbusera et al., 2000)

Primmer et al. (2005) hledali faktory ovliviujici cross-species PCR amplifikaci
mezi rliznymi druhy ptakd. Potvrdili uz zndmou skutecnost, Ze UspéSnost amplifikace
souvisi s fylogenetickou vzdalenosti zdrojového a cilového druhu. Také objevili, Ze ¢im
je vysSi pocet repetitivnich jednotek mikrosatelitu u zdrojového druhu, tim vice
cilovych druhil vykazuje polymorfismus v daném lokusu. Naopak se ukéazalo, Ze
repetitivni motiv (pocet nukleotidl v repetici) ani struktura repetitivni sekvence
Uspésnost amplifikace nijak neovliviiuje. DalSim poznatkem bylo, Ze dllezitym
faktorem je teplota nasedani primerd pfi PCR reakci. Cim je teplota annealingu nizsi,
tim je vysSi pravdépodobnost amplifikace mikrosatelitového lokusu. (Primmer et al.,
2005)

Barbara et al. (2007) porovnavali prenositelnost mikrosatelitovych lokust u tFi Fisi
— u Zivocichd, rostlin a hub. Prenositelnost je nejvyssi u Zivocichd, u rostlin je znacné
variabilni. Amplifikace mikrosatelitovych lokust byla tim Gspésnéjsi, ¢im byl zdrojovy

v

organismus prFibuznéjsi cilovému, tudiz nejvyssi pravdépodobnost amplifikace byla
mezi jednotlivymi druhy téhoZ rodu. Nejvyssi procento amplifikace bylo pozorovano u
druni s dlouhou generacni dobou, u kterych nedochéazi k pribuzenskému kfizZeni.

Uspésnost amplifikace také souvisi s velikosti genomu — velikost genomu cilovych
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organism( by méla byt mala v porovnani s velikosti genomu zdrojového organismu.
(Barbara et al., 2007)

3.5 Mikrosatelity popsané u druh( z Fadu trubkonosi

Bylo popsano celkem 207 mikrosatelitovych lokust pro fad trubkonosi. Lokusy
byly nalezeny u 17 druhl ze t¥i ¢eledi — 53 mikrosatelitovych lokus( u zastupcl celedi
albatrosoviti (Diomedeidae), dalSich 100 mikrosatelitovych lokusl bylo popsano u
druht z Celedi buinakoviti (Procellariidae) a u druhl ¢eledi buriiackoviti (Hydrobatidae)
bylo popsano 54 mikrosatelitovych lokusd. Pro zastupce celedi bufnikoviti
(Pelecanoididae) nebyly zatim popsany Zadné mikrosatelitové lokusy.

Pro populacni studie trubkonosych jsou vyuZivany i mikrosatelitové lokusy
popsané u jinych druhl ptak( zdalSich Fadd. Kritériem pro pouZziti takovych
mikrosatelitl je, aby vykazovaly polymorfismus u druhl z fadu trubkonosi. Toto
kritérium splriuji napfiklad nékteré mikrosatelitové lokusy popsané u druhl kulik
morsky (Charadrius alexandrius) zfadu dlouhokfidli (Charadriiformes), celedi
kulikoviti (Charadriidae) a racek novozélandsky (Larus novahollandiae scopulinus) téz
z fadu dlouhokfidli (Charadriiformes), Celedi rackoviti (Laridae) a lesnacek Zluty
(Dendroica petechia) z fadu pévci (Passeriformes), Celedi lesriackoviti (Parulidae).

3.5.1 Mikrosatelity popsané u druh( z ¢eledi albatrosoviti

V soucasné dobé existuje 53 polymorfnich mikrosatelitovych lokusti popsanych u
5 druh( z celedi albatrosoviti (Diomedeidae). Lokusy pochazeji od jedincd druhd
albatros stéhovavy (Diomedea exulans), albatros maly (D. chrysostoma), albatros
¢ernonohy (Phoebastria nigripes), albatros laysansky (P. immutabilis) a albatros
bélobrady (P. albatrus). (Burg, 1999; Burg et Croxall, 2001; Burg et Croxall, 2004;
Dubios et al., 2005; Hernandes et al., 2014)

Burg (1999) charakterizovala 11 novych mikrosatelitovych lokust u albatrosa
stéhovavého (Diomedea exulans) a 15 mikrosatelitovych lokust u albatrosa malého
(D. chrysostoma). Pro kazdy druh byly z izolované DNA jednoho jedince vytvofeny
dvé genomové knihovny, jedna z nich obohacend o repetice. Polymorfismus byl
testovan na 90 albatrosech stéhovavych z 5 rliznych skupin hnizdicich na Adamsovych

ostrovech, Aucklandovych ostrovech, Crozetovych ostrovech, ostrovech Prince
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Edwarda a z Jizni Georgie a na 50 albatrosech malych. Opakovani dinukleotidd tvori
lokusy Del, De2, De7, Del2, Dcl16, Dcl9, Dc20, Dc21, Dc22, D24, Dc26 a Dc27.
Lokus D32 je tvorfen opakovanim trinukleotidd. De3, Del7 a Del8 jsou prerusené
mikrosatelitové lokusy a ostatni mikrosatelitové lokusy jsou komplexni sloZené
repetice. Pocet alel u jednotlivych mikrosatelitd je 2-11. Byla provedena cross-species
PCR amplifikace mikrosatelitd pochézejicich od albatrosa stéhovavého na albatrosu
malém, a také cross-species PCR amplifikace mikrosatelitd pochéazejicich od albatrosa
malého na albatrosu stéhovavém. Navic byla provedena cross-species PCR amplifikace
vSech mikrosatelit( u 50 jedincll druhu albatros ¢ernobrvy (D. melanophris). Pocet alel
u polymorfnich lokusti se pohyboval vrozmezi 2-10. Nedoslo k amplifikaci lokusti
Dc10 a Dc19 u albatrosa stéhovavého. (Burg, 1999)

Burg et Croxall (2001) zkoumali populacni strukturu albatrosi Sedohlavych
(Thalassarche chrysostoma), albatrosi cernobrvych (T. melanophrys) a albatrosa
campbellského (T. impavida). Pouzili ktomu analyzu mitochondridlni DNA a
mikrosatelitovych lokusd. Autofi pouzili mikrosatelity Dc5, Dc9, Dell, Dc21, Dc22,
Dc27 a nové popsany mikrosatelitovy lokus De35, ktery byl popsan u albatrosa
stéhovavého (D. exulans). Cross-species PCR amplifikace vSech mikrosatelitovych
lokust byla provedena u 765 albatrosti éernobrvych, u kterych mél lokus De35 7-12
alel pro 5 rliznych populaci a u 756 albatrosti Sedohlavych, u kterych se pocet alel pro
mikrosatelitovy lokus De35 pohyboval v rozmezi 8-22 pro 5 riiznych populaci. (Burg et
Croxall, 2001)

Nové popsany mikrosatelitovy lokus De37, ktery byl popsan u albatrosa
stéhovavého (D. exulans), byl pouZit pfi zkoumani populacni struktury tohoto druhu a
také dalSich druhd, u kterych byly zkoumany také fylogenetické vztahy. Pro nalezeni
mikrosatelitového lokusu a zkoumani variability byla pouzita DNA jedinc( z ostrovi
ProtinoZcli, Campbellovych ostrovl, Adamsovych ostrovll, Crozetovych ostrovi,
ostrova Marion, Jizni Georgie, ostrov(l Prince Edwarda a ostrova Tristan da Cunha.
Bylo detekovano 6 alel pro dany mikrosatelitovy lokus u albatrosa stéhovavého. Cross-
species PCR amplifikace byla provedena u dalSich druhd, které byly dfive povazovany
za poddruhy albatrosa stéhovavého — u albatrosa Gibsonova (D. gibsoni), u kterého bylo
detekovano 6 alel pro lokus De37 a u albatrosa jizniho (D. antipodensis), u kterého bylo
detekovano 7 alel pro lokus De37. (Burg et Croxall, 2004)

Dubios et al. (2005) popsali 10 novych polymorfnich lokusd u albatrosa
stéhovavého (D. exulans). Pro nalezeni mikrosatelitd byla pouzita DNA ze vzorku,

18



ktery byl odebran jedinci z Pointe Morne na Kerguelenovych ostrovech. Variabilita byla
zkoumana u 3 populaci, dvou z Crozetovych ostrovi a jedné z Kerguelenovych ostrovd,
kazda populace se skladala z 20 jedincl. Lokusy 7D8, 11H7 a 12E1 jsou opakujici se
dinukleotidy, lokus 12C8 je nedokonala repetice (mezi repetice je vmezefen jeden
nukleotid), repetice lokusu 6F12 jsou preruseny dinukleotidem a ostatni lokusy jsou
tvofeny komplexnimi sloZzenymi repeticemi. PoCet alel se pohyboval v rozmezi od 2 do
13. Populace byly v Hardy-Weinbergové rovnovaze. Mikrosatelity byly pouZzity pro
cross-species PCR amplifikaci u dal$ich druhll z fadu trubkonosi z ¢eledi bufiakoviti
(Procellariidae), a to u bufiidka Bulwerova (Bulweria bulwerii). Celkem 5 lokusd se
ukazalo jako polymorfni (6A3, 12H8, 10C5, 11H7 a 12C8). Dale u buffidka snézniho
(Pagodroma nivea), kde byly jako polymorfni vyhodnoceny 3 lokusy (12H8, 10C5 a
12C8) a u burnaka Sedého (Calonectris diomedea), u kterého byly vSechny lokusy
monomorfni. Lokusy 6F12 a 7D8 se u téchto druhl neaplifikovaly. (Dubios et al., 2005)

Hernandez et al. (2014) popsali 15 novych mikrosatelitovych lokusti u 3 druh
albatrosi — 5 u albatrosa ¢ernonohého (Phoebastria nigripes), 4 u albatrosa
laysanského (P. immutabilis) a 6 u albatrosa bélobradého (P. albatrus). Genomova
knihovna byla vytvorena na zadkladé DNA extrahované ze svalll 36 albatros
¢ernonohych (P. nigripes), 12 albatrosd laysanskych (P. immutabilis) a 3 albatrosl
bélohfbetych (P. albatrus). Na stejnych vzorcich byla testovana variabilita, u albatrosa
¢ernonohého a albatrosa laysanského bylo 13 lokusi polymorfnich, u albatrosa
bélohrbetého vykazovalo polymorfismus 14 lokusl. VétSina lokusl je tvorena
dinukleotidy (BFAL20, BFAL4, STAL4, STAL12 a STALS), repetice trinukleotidd
tvori lokusy LAAL10 a STAL18 a zbylé lokusy jsou tvoreny tetranukleotidy (STAL24,
LAAL19 a STAL20). U mikrosatelitd nalezenych u albatrosa éernonohého bylo
detekovano 4-18 alel, pocet alel mikrosatelitovych lokust u albatrosa laysanského byl
4-10 a u albatrosa bélobradého bylo detekovano 2-5 alel. Populace byla v Hardy-
Weinbergoveé rovnovaze. Pri cross-species PCR amplifikaci vsech mikrosatelitd u vsech
druhl bylo pro polymorfni lokusy, které se amplifikovaly, nalezeno 2-14 alel.
(Hernandez et al., 2014)

3.5.2 Mikrosatelity popsané u druh( z ¢eledi burnakoviti

Dalsich 100 mikrosatelitovych lokustl bylo popsano u zastupcl éeledi buffidkoviti
(Procellariidae), a to u 9 druh(. Jsou to buffiék trinidadsky (Pterodroma arminjoniana),
buriidk havajsky (P. sandwichensis), buifidk taiko (P. magentae), buriidk Bulwerdv
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(Bulweria bulwerii), bufiak balearsky (P. mauretanicus), buriak svétlenohy (P.
carneipes), buriak bélobrady (Procellaria aequinoctialis), buffiak Sedy (Calonectris
diomedea) a buffiak Utlozoby (Pachyptila belcheri). (Techow et O’Ryan, 2004; Friesen
et al., 2006; Bried et al., 2008; Lawrence, 2008; Brown et Jordan, 2009; Gonzalez et al.,
2009; Andris et al., 2010; Welch et Fleischer, 2011; Hardesty et al., 2012; Quillfeldt et
al., 2012)

Celkem 7 novych mikrosatelitovych lokusl charakterizovali Techow et O’Ryan
(2004) u burnaka bélobradého (Procellaria aequinoctialis). Genomova knihovna byla
vytvorena z DNA izolované z tkané a byla obohacena o mikrosatelitové repetice a
polymorfismus byl zjistovan u 68 jedincl z ostrovli Marion, Jizni Georgie a z Antipod.
Z téchto lokusl je 5 tvoreno opakujicimi se dinukleotidy (Paequ3, Paequ7, Paequs,
Paequl0 a Paequl3), dalsi 2 lokusy jsou prerusené repetice. Celkem 6 lokust bylo
polymorfnich u zdrojového druhu a pocet alel u polymorfnich lokusti byl v rozmezi 3—
9. Jeden lokus (Paequ4) byl polymorfni u dalSich dvou druhl trubkonosych — u bufiidka
obrovského (Macronectes giganteus) a burnaka Hallova (M. hallis) z ¢eledi burnakoviti
(Procellariidae). Bufiidk obrovsky a bufriak Hallv vykazovali polymorfismus také u
lokustl Paequ3, Paequ7 a PaequlO. Byla provedena cross-species PCR amplifikace u
dalsich 4 druh trubkonosych. U buffidka tristanského (Procellaria conspicillata)
z Celedi burnakoviti (Procellariidae) byly vSechny lokusy kromé Paequ4 polymorfni. U
albatrosa ¢ernobrvého (Thalassarche melanophris) z celedi albatrosoviti (Diomedeidae)
byly polymorfni lokusy Paequ2, Paequ3, PaequlO a Paequl3. Stejné mikrosatelitové
lokusy (a Paequ8) vykazovaly polymorfismus u albatrosa Sedohlavého (T. chrysostoma)
z Celedi albatrosoviti (Diomedeidae), u albatrosa stéhovavého (Diomedea exulans) ze
stejné Celedi byl polymorfni pouze lokus Paequ2, ostatni se neamplifikovaly. (Techow
et O'Ryan, 2004)

Friesen et al. (2006) zkoumali genetické vztahy mezi 5 populacemi burnéka
tmavohibetého (Pterodroma phaeopygia). Pouzili k tomu 6 mikrosatelit — Dc16,
Paequl0, RBG18, RBG29, Dpu01 a Cco5-21. Variabilitu testovali na 206 jedincich z 5
ostrovli Galapazského souostrovi (Floriana, Santa Cruz, San Christébal, Santiago a
Isabela). Mikrosatelitovy lokus Dcl6 byl popsan u albatrosa malého (Diomedea
chrysostoma) (Burg, 1999), lokus PaequlO pochazi ze zdrojového druhu bufnak
bélobrady (Procellaria aequinoctialis) (Techow et O’Ryan, 2004). Mikrosatelity
RBG18 a RBG29 byly popsany u racka novozélandského (Larus novahollandiae
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scopulinus) (Given et al., 2002). Mikrosatelit Dpu01 byl popsan u lesnacka Zlutého
(Dendroica petechia) z Fadu pévci a je to lokus tvoren repeticemi dinukleotid(l (Dawson
et al., 1997). Podrobné informace o lokusu Cco5-21 nebyly dosud publikovany, tento
lokus pochéazi od zastupce rodu alkoun (Cepphus) zfadu dlouhokfidli
(Charadriiformes). Bylo nalezeno 2-14 alel pro jednotlivé lokusy a populace. (Friesen
et al., 2006)

Bried et al. (2008) popsali 11 novych mikrosatelitl u buffidka Sedého
(Calonectris diomedea). VVzorek DNA pro vytvoreni genomové knihovny byl odebran
jedinci z ostrova Vila, ktery se nachdzi v Azorském souostrovi. Variabilita byla
zkoumana u 43 jedincd z ostrova Vila. Mikrosatelitové lokusy Cd1, Cd2, Cd3, Cd5 a
Cd7 jsou sloZené repetice a ostatni mikrosatelitové lokusy jsou tvoreny dinukleotidy.
Lokus Cd4 byl oznaCen jako pohlavné vazany, protoZe z 23 samic nebyla ani jedna
v daném lokusu heterozygotni. Mikrosatelitové lokusy mély 2-8 alel a populace byla
v Hardy-Weinbergové rovnovaze. Autofi provedli cross-species PCR amplifikaci u
dalsich 3 druhd trubkonosych — u albatrosa stéhovavého (Diomedea exulans) z celedi
albatrosoviti (Diomedeae) a u buffidka bélobradého (Procellaria aequinoctialis) a
buffidka Bulwerova (Bulweria. bulwerii) z Celedi bufnékoviti (Procellariidae).
Z testovanych mikrosatelitl byl Cd1 polymorfni u albatrosa stéhovavého (D. exulans),
Cd2 a Cd9 byly polymorfni u buffdka bélobradého (P. aequinoctialis) a osm
mikrosatelitd (Cd2, Cd3, Cd6, Cd7, Cd8, Cd9, Cd10 a Cd11l) bylo polymorfnich u
bufridka Bulwerova (B. bulwerii). Informace o poctech alel autofi v publikaci neuvadéji.
(Bried et al., 2008)

Celkem 2 nové mikrosatelity (Tch6 a Tch25) charakterizovala Lawrence (2008)
ve své doktorské préaci u buirnéka taiko (Pterodroma magentae). Zkoumala populacni
strukturu a mimoparovou paternitu kolonie hnizdici na Chathamovych ostrovech.
Krevni vzorky pro izolaci DNA byly sebrany od 145 jedincl, u jednoho jedince byla
DNA izolovana z pera. Celkem 2 mikrosatelitové lokusy se ukazaly jako vhodné
k testovani mimoparové paternity. Oba lokusy (Tch6 a Tch25) se skladaji z repetic
dinukleotidd, u Tché byly nalezeny 2 alely, lokus Tch25 ma celkem 4 alely. Autorka
provedla cross-species PCR amplifikaci, pfi které pouZzila dalSich 22 mikrosatelitovych
lokustl popsanych u jinych druhd ptakd. Celkem 6 z nich se ukazalo jako polymorfni —
Paequ3, Paequ8 a Paequl3 popsané u burfidka bélobradého (Techow et O’Ryan, 2004),
RBG18 a RBG29 popsané u racka novozélandského (Given et al., 2002) a De33

popsany u albatrosa stéhovavého (Burg, 1999). Bylo u nich detekovano 2-9 alel a tyto
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lokusy byly také pouZzity pro analyzu mimopéarové paternity u buffidka taiko. (Lawrence,
2008)

Celkem 6 mikrosatelitovych lokusti u bufiaka trinidadského (Pterodroma
arminjoniana) popsali Brown et Jordan (2009). DNA pro vyvoj mikrosatelitl byla
ziskéna ze tfi mrtvych mladat z Kulatého ostrova a variabilita byla testovana na 260
jedincich z Kulatého ostrova a 80 jedincich z Trinidadu. Lokusy Parm01 a Parm04 se
skladaji z opakujicich se dinukleotidd, lokusy Parm0l1 a Parm02 jsou tvorfeny
prerusenou repetici a zbylé lokusy jsou komplexni sloZené repetice. TFi mikrosatelitové
lokusy byly vyhodnoceny jako polymorfni u buffidka trinidadského (Parm01, Parm02 a
Parm03) a bylo detekovano 3-9 alel pro dvé uvedené populace. TFi dalsi lokusy se
ukézaly jako monomorfni. Autofi provadéli cross-species PCR amplifikaci
mikrosatelitovych lokusd u dalich 17 druhl trubkonosych a 1 druhu tuc¢iakd. Lokus
Parm04 byl polymorfni u buffidka bélobradého (Procellaria aequinoctialis) z Celedi
bufnakoviti (Procellariidae) a u albatrosa ¢ernobrvého (Thalassarche melanophrys), u
albatrosa Sedohlavého (T. chrysostoma) a albatrosa stéhovavého (Diomedea exulans)
z Celedi albatrosoviti (Diomedeae). Mikrosatelit Parm05 vykazoval polymorfismus u
bufiaka proménlivého (Pterodroma neglecta), buffidka madeirského (P. madeira) a
burnidka kapverdského (P. feae) z Celedi burnakoviti. Lokus Parm06 byl polymorfni u
bufnaka madeirského (P. madeira), buffiaka kapverdského (P. feae), buffidka Sedého
(Calonectris diomedea) a bufiaka holubiho (Pachyptila desolata) z Celedi bufiakoviti,
u burnika georgijského (Pelecanoides georgicus) z ¢eledi bufnikoviti (Pelecanoides) a u
albatrosa stéhovavého (Diomedea exulans) z Celedi albatrosoviti. Polymorfni lokusy
byly variabilni ve 2-4 alelach. Lokus Parm02 vykazoval odchylku od Hardy-
Weinbergova zékona, nejspi$ kvili vyskytu nulovych alel. V dané studii byl pro cross-
species PCR amplifikaci pouZit také mikrosatelitovy lokus Calex01, ktery jsem pouZila
ve své praci. Tento lokus charakterizovali Kipper et al. (2007) u kulika mo¥Fského
(Charadrius alexandrius) z f&du dlouhokfidli (Charadriiformes), Celedi kulikoviti
(Charadriidae). Lokus je tvofen komplexni sloZzenou repetici. Pro populaci z Kulatého
ostrova byly detekovany 4 alely a pro populaci z Trinidadu byly nalezeny 3 alely.
(Brown et Jordan, 2009)

Celkem 10 novych mikrosatelitovych lokusl popsali Gonzalez et al. (2009) u
burnaka balearského (Puffinus mauretanicus). Byly vytvoreny 2 genomove knihovny
z DNA izolované ze svalu a byly obohaceny o mikrosatelity. Polymorfismus byl
zkoumam u 55 jedincll ze 2 lokalit na Balearskych ostrovech — 35 jedincl z Cabrery a
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20 jedincl z Eivissie. V$echny lokusy jsou tvoreny dinukleotidovymi repeticemi, kromé
Puff Sma6, ktery tvofi oktanukleotidy. Lokus Puff Sma6 je lokalizovan na pohlavnim
chromozomu W, protoze se amplifikoval pouze u samic. Bylo detekovano 2-10 alel na
lokus a populace byla v Hardy-Weinbergové rovnovaze. VSechny polymorfni
mikrosatelitové lokusy u buffidka balearského byly testovany u blizce pFibuzného
bufnidka stfedomorského (P. yelkouan), u kterého se vSechny amplifikovaly a vétSina
znich byla polymorfni, pficemz pocCet alel se pohyboval vrozmezi 2-9. Jako
monomorfni byl oznaCen pouze mikrosatelitovy lokus Puff 62F. (Gonzalez et al., 2009)

Andris et al. (2010) popsali 11 novych mikrosatelitl u buffidka Bulwerova
(Bulweria bulwerii). Z DNA ziskané z krevnich vzork({ byla vytvofena genomova
knihovna a byla obohacena o mikrosatelity. Polymorfismus byl zkouman u 91 dospélct
z ostrova Vila, coZ je jedno z poslednich mist hnizdéni bufiidaka Bulwerova. VSechny
mikrosatelitové lokusy jsou tvofeny opakovanim dinukleotidd. Mikrosatelit Bb11 byl
vyhodnocen jako vazany na pohlavi, protoZe se neprojevil polymorfné u Zadneho ze 44
jedincli samiciho pohlavi. Bylo detekovano 2-8 alel na lokus. Populace byla v Hardy-
Wienbergové rovnovaze. Polymorfni lokusy byly dale testovany na 3 druzich z fadu
trubkonosi, a to na buffiakovi modravém (Halobaena caerulea) z Celedi buffiakoviti, u
kterého bylo 10 lokusi polymorfnich. Dale na bufridkovi bélobradém (Procellaria
aequinoctialis) z Celedi buriakoviti, kde 6 mikrosatelitd vykazovalo polymorfismus a
na bufiaCkovi Monteirové (Oceanodroma monteiroi) z Celedi bufiackoviti
(Hydrobatidae), u kterého bylo polymorfnich 5 lokust. (Andris et al., 2010)

Welch et Fleischer (2011) izolovali 10 novych mikrosatelitovych lokusd u
burnadka havajského (Pterodroma sandwichensis). DNA pouZita pro konstrukci
genomoveé knihovny pochéazi od jedné samice a jednoho samce z Burkova muzea ve
Washingtonu. Primery byly testovany na 15 jedincich z Havajskych ostrovil (ostrovy
Hawaii, Maui, Lanai a Kauai), u kterych bylo nalezeno 3-10 alel. Lokusy Ptero01,
Ptero02, Ptero03 a Ptero04 jsou tvoreny dinukleotidy, lokusy Ptero06, Ptero07, Ptero08
a Ptero09 se skladaji z opakovani tetranukleotidd, lokus Ptero10 tvofi pentanukleotidy a
lokus PteroO5 je preruSena repetice. U lokusu Ptero06 byly pozorovany odchylky od
Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Welch et Fleischer (2011) dale provedli cross-species
PCR amplifikaci pfi které pouzili mikrosatelity popsané u jinych druhd z radu
trubkonosi, a to Parm01, Parm02, Parm03 a Parm05 popsané u buffiaka trinidadského
(Brown et Jordan, 2009), Cd2 a Cd10 popsané u buffidka Sedého (Bried et al., 2008),
Puff PM2 popsany u bufiaka balearského (Gonzalez et al., 2008) a Paequ3 popsany u
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buffidka bélobradého (Techow et O’Ryan, 2004). VSechny lokusy vykazovaly
polymorfismus a u bufidka havajského bylo detekovano 3-13 alel. Pro cross-species
PCR amplifikaci byly dale pouZity dva mikrosatelitove lokusy RBG18 a RBG29, které
popsali Given et al. (2002) u racka novozélandského (Larus novahollandiae scopulinus)
z fadu dlouhokf¥idli (Charadriiformes). Lokus RBG18 meél u bufiiaka havajského 5 alel a
pro lokus RBG29 bylo detekovano 14 alel. (Welch et Fleischer, 2011)

Hardesty et al. (2012) popsali 11 novych mikrosatelitovych lokusti u bufiiaka
svétlenohého (Puffinus carneipes). DNA pro konstrukci genomové knihovny byla
izolovana z krve jednoho jedince. Polymorfismus byl testovdn na 84 jedincich, 46
jedincli pochéazelo z hnizdni kolonie na ostrové Lorda Howa, 20 ptak( pochazelo
z Nového Zélandu, 5 ze zapadni Australie a zbylych 13 mélo neznamy pivod. Repetice
v lokusech Pc A105, Pc A107 a Pc A115 jsou tvoreny dinukleotidy, Pc B11, Pc D3 a Pc
D103 jsou tvoreny sloZzenymi repeticemi, Pc B115 se skladd z pFeruSené repetice,
mikrosatelitové lokusy Pc B109 a Pc C104 tvori opakujici se trinukleotidy a ostatni
lokusy (Pc D109 a Pc D121) jsou tvoreny tetranukleotidy. Jednotlivé lokusy mély 3-13
alel. (Hardesty et al., 2012)

Quillfeldt et al. (2012) zkoumali mimoparovou paternitu u buffidka Utlozobého
(Pachyptila belcheri) a popsali 7 novych mikrosatelitovych lokusi. Z DNA jednoho
jedince vytvorili genomovou knihovnu. Pro zkoumani variability odebrali genomickou
DNA z vzorkl pefi od 25 dospélych jedincli a ze vzorkd krve od 43 dospélcl a 34
mladat. VSechny mikrosatelity jsou tvoreny repeticemi tetranukleotidd. Mikrosatelity
Patbel2 a Patbel5 se ukazaly jako nevhodné pro analyzu paternity. Lokus Patbel2 mél
sice 16 alel, které v3ak mély podobnou délku, coZz by mohlo vést k chybdm v analyze.
Patbel5 se nachadzel na chromozomu Z. Pocet alel u ostatnich lokusd se pohyboval
v rozmezi 5-10. (Quillfeldt et al., 2012)

Moodley et al. (2015) popsali 26 polymorfnich mikrosatelitovych lokusl u
burfidka uatlozobého (Pachyptila belcheri). Obohacenou genomovou knihovnu
vytvofili z DNA, kterou izolovali zkrve dvou jedincli zostrova Mayes a
z Kerguelenovych ostrovd. Variabilitu testovali na 77 bufiacich Gtlozobych a na 79
blizce pfibuznych buffacich holubich (P. desolata). VSechny mikrosatelitové lokusy
jsou tvoreny dinukleotidy, pouze Pacbel10895 je tvoren sloZzenou repetici. Lokus Pacbel
00829 byl vyrazen z dalsi analyzy, protoze byl ve vazbé s lokusy Pacbel03731 a
Pacbel08509. Tyto dva lokusy ve vzajemné vazbé nebyly. Pro oba testované druhy bylo
nalezeno 5-48 alel. Autofi dale testovali hypotézu, Ze pocet amplifikujicich se lokust se
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snizuje s genetickou vzdalenosti. Provedli cross-species PCR amplifikaci u 4 druhl
z Celedi buriidkoviti (Procellariidae) — u 118 jedincl buiniaka Sirokozobého (P. vittata),
u 18 buriakd Salvinovych (P. salvini), u 35 zastupcl bufiidka hrdlicéiho (P. turtur) a u
99 burnakd modravych (Halobaena caerulea). Dale byla provedena cross-species PCR
amplifikace u 1 druhu z éeledi bufriakoviti (Hydrobatidae) — u 6 buffiackld oceanskych
(Oceanites oceanicus). Vétsina mikrosatelitovych lokusti se amplifikovala Uspésné u
zéstupcl Celedi buriiakoviti, avsak jen tretina lokusl se amplifikovala u zastupct celedi

buriiackoviti. Pocet alel u polymorfnich lokusl se pohyboval v rozmezi 2-9. (Moodley
et al., 2015)

3.5.3 Mikrosatelity popsané u druh( z ¢eledi burnackoviti

~v s

U tfeti Celedi, bufnackoviti (Hydrobatidae), bylo popsano 54 mikrosatelitovych
lokust, a to u 3 druh(, Jsou to bufnacek madeirsky (Oceanodroma castro), bufnacek
dlouhokfidly (O. leucorhoa) a bufnaek Monteirdv (O. monteiroi). (Sun et al., 2009;
Bicknell et al., 2011; Bried et al., 2012)

Sun et al. (2009) popsali 9 novych mikrosatelitovych lokusd u bufiacka
madeirského (O. castro). DNA pro tvorbu genomové knihovny buffiacka byla
izolovana ze zmrazenych vzork( od 7 jedincl z Japonska. Variabilita byla testovana na
27 bufiaccich madeirskych z Azorskych ostrovl. VSechny lokusy jsou tvoreny
opakovanim dinukleotid(l, kromé Oc79-2, ktery je sloZen z repetic trinukleotidd. Lokus
Oc49 byl monomorfni, vykazoval vSak polymorfismus u dal$ich testovanych druhl. U
polymorfnich lokustl bylo detekovano 3-11 alel. Cross-species PCR amplifikace byla
provadéna u 22 jedincl druhu bufiiacek Monteirliv (O. monteiroi) z Azorskych ostrovi
a u 24 burnackl dlouhokfidlych (O. leucorhoa) z Norska. Celkem 6 mikrosatelitovych
lokustl vykazovalo polymorfismus u vsech testovanych druhd, tyto polymorfni lokusy
meély 2-9 alel a populace byly v Hardy-Weinbergové rovnovaze. Sun et al. (2009) dale
charakterizovali 1 novy mikrosatelitovy lokus u burfiacka dlouhokFidlého (O.
leucorhoa). DNA pro tvorbu genomové knihovny byla izolovana ze zmrazenych vzorkii
od 2 jedincl z Newfoundlandu. Variabilita byla testovana na 24 jedincich z Norska.
Mikrosatelitovy lokus OI10-39 je tvoren dinukleotidy a byly pro néj detekovany 3 alely.
Cross-species PCR amplifikace byla provedena u 27 jedincll druhu bufiiaéek madeirsky
(O. castro) a u 22 jedincll druhu buriiacek Moteirdv (O. monteiroi). U kazdého z téchto
druhl bylo pro dany lokus detekovéano 8 alel. (Sun et al., 2009)
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Bicknell et al. (2011) zjiStovali umisténi 41 polymorfnich mikrosatelitovych
lokusti na chromozomech buifiacka dlouhokFidlého (O. leucorhoa), z nichz 26
charakterizovali jako nové. Genomova knihovna byla vytvofena z DNA izolované
z jednoho samce ze St. Kildy ve Skotsku a variabilita byla zkoumana na 24 jedincich
(14 samci a 10 samic) z populace na ostrové Gill v Newfoundlandu. Lokusy Ole04 a
Ole05 tvori opakovani pentanukleotidl, lokusy Ole01, Ole02, Ole03, Ole06 a Ole24
jsou tvoreny repeticemi tetranukleotid(li, mikrosatelity Olel7 a Olel9 jsou tvoreny
pferusenou repetici, lokusy Olel12, Ole20, Ole21 a Ole25 jsou sloZené repetice a ostatni
mikrosatelity tvori opakovani dinukleotid(i. Pocet alel na lokus se pohyboval od 2 do
22, pricemz lokus Ole21 vykazoval vysokou hladinu polymorfismu s 22 alelami.
Celkem 4 mikrosatelitové lokusy se nachazely na Z chromozomu, jsou tedy pohlavné
vazané. Dva lokusy se odchylovaly od Hardy-Weinbergovy rovnovéhy. (Bicknell et al.,
2011)

Celkem 18 novych mikrosatelitovych lokusli u buiiidka Monteirova (O.
monteiroi) popsali Bried et al. (2012) Genomova knihovna byla vytvorena z DNA
izolované z jedince z ostrova Praia. Autofi testovali polymorfismus na 125 dospélych
jedincich z ostrova Praia (65 samic a 60 samcl) a detekovali 4-17 alel na lokus. Lokusy
jsou tvoreny repeticemi dinukleotid(i (celkem 5 lokusd), trinukleotidd (celkem 3
lokusy), tetranukleotid(i (celkem 3 lokusy) a 7 lokusli tvofi slozené repetice.
Mikrosatelitovy lokus Omn23 byl vyhodnocen jako pohlavné vazany, protoZe Zadna ze
samic nebyla vtomto lokusu heterozygotni. Populace byla v Hardy-Weinbergové
rovnovaze. Byla provedena cross-species PCR amplifikace u dalsich 3 druhi
trubkonosych — u nejpfibuznéjSiho buffaCka madeirského (O. castro) z Celedi
buriackoviti (Hydrobatidae) bylo 17 lokusti polymorfnich, u bufiidka modravého
(Halobaena caerulea) z celedi bufndkoviti (Procellariidae) vykazovaly polymorfismus
2 lokusy a u buriidka Bulwerova (B. bulwerii) z Celedi buffdkoviti byly polymorfni 3

lokusy. (Bried et al., 2012)
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4. Material a metody
4.1 Biologicky material

Genomickd DNA nesyta indomalajského (Mycteria leucocephala) pochazi od 6
jedincli z chovu v ZOO Zlin-Le$na. Vedouci prace provedl izolaci DNA z krve fenol-
chloroformovou metodou s predplsobenim proteindizy Ka DNA nafedil tak, aby
vysledna koncentrace byla 10-20 mg/ml.

4.2 Mikrosatelity amplifikované u nesyta indomalajskeho

Pro PCR amplifikaci jsem pouzila celkem 265 mikrosatelitovych lokust, které
byly popsany u druhli pochéazejicich prevazné ze 3 celedi Fadu trubkonosi
(Procellariiformes), a od 4 druh( z jinych fad(l — dlouhokfidli (Charadriiformes) a pévci
(Passeriiformes). VétSina mikrosatelitovych lokust byla polymorfnich u zdrojového
druhu, nékteré byly u zdrojového druhu monomorfni, ale vykazovaly polymorfismus u
blizce pfibuznych druhll. Je to napfiklad lokus Paequ4, ktery byl popsan pro bufiidka
bélobradého (Procellaria aequinoctialis), ale vykazoval polymorfismus u bufridka
obrovského (Macronestes giganteus) a buffidka Hallova (M. hallis) z ¢eledi bufriakoviti.
Déle jsou to mikrosatelitové lokusy Parm04, Parm05 a Parm06, které byly popsany u
bufiaka trinidadského (Pterodroma arminjoniana), u tohoto druhu vSak byly
vyhodnoceny jako monomorfni. Lokus Parm04 byl polymorfni u buffiaka bélobradého
(P. aequinoctialis) z Celedi bufndkoviti a u albatrosa Cernobrvého (Thalassarche
melanophris), albatrosa Sedohlavého (T. chrysostoma) a albatrosa stéhovavého
(Diomedea exulans) z Celedi albatrosoviti. Lokus Parm05 vykazoval polymorfismus u
bufnaka proménlivého (Pterodroma neglecta), buffidka madeirského (P. madeira) a
bufnaka kapverdského (P. feae) z Celedi buffiakoviti. Mikrosatelitovy lokus Parm06 byl
polymorfni u bufiiaka madeirského (P. madeira), buffiaka kapverdského (P. feae),
burfidka Sedého (Calonectris diomedea) a bufiidka holubiho (Pachyptila desolata)
z Celedi bufnakoviti, u bufnika georgijského (Pelecanoides georgicus) z Celedi
bufnikoviti a u albatrosa stéhovavého (D. exulans) z Celedi albatrosoviti. DalSim
takovym lokusem je Oc49, ktery byl popsan u buffidka madeirského (Oceanodroma
castro), u kterého byl monomorfni. Vykazoval vSak polymorfismus u bufacka
Monteirova (O. monteiroi) a buffdka dlouhokfidlého (O. leucorhoa) z Celedi

~v s

buriiackoviti. Pouzité mikrosatelitové lokusy popsané u zastupcl radu trubkonosi jsem
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uvedla v tabulce €. 1. Mikrosatelitové lokusy, které byly popsany u zastupcl jinych
radd, jsou uvedeny v tabulce ¢. 2.

Tabulka ¢. 1 : Mikrosatelity popsané u druh(l Fadu trubkonosi.

Celed Zdrojovy druh Testované mikrosatelity Autor ¢lanku
Del, De2, De3, De7, Dell,
Del2, Del7, Del8, De25, Burg (1999)
De30, De33
Albatros Burg et Croxall
stéhovavy De35 9(2001)
(Diomedea Burg et Croxall
exulans) De37 (2004)
7D8, 12C8, 11H7, 10C5,
12H8, 6A3, 11H1, 11F3, Dubois et al. (2005)
6F12, 12E1
Albatros maly Dc5, D6, Dc9, Dcl0, Dc16,
(Diome deay Dc19, Dc20, Dc21, De22, Burg (1999)
- D24, Dc26, Dc27, D29, g
Albatrosoviti | chrysostoma)
; Dc31, D32
(Diomedeae)
Albatros
¢ernonohy BFAL11, BFAL14, BFALL19, Hernandez et al.
(Phoebastria BFAL20, BFAL4 (2014)
nigripes)
Albatros
laysansky LAALL, LAAL7, LAALI1O,
(Phoebastria LAAL19
immutabilis) Hernandez et al.
Albatros (2014)
bélohrbety STAL24, STAL18, STALZ20,
(Phoebastria STAL4, STAL12, STALS8
albatrus)
Burniak
bélobrady PF;iequu72,PF;ieqUUSS,PF;a;equul% Techow et O'Ryan
(Procellaria quf, Faequs, Faequb, (2004)
) - Paequl3
aequinoctialis)
Buifiakoviti Burnak Sedy Cd1, Cd2, Cd3, Cd4, Cd5,
(Procellariidae) | (Calonectris | Cd6, Cd7, Cd8, Cd9, Cd10, | Bried etal. (2008)
diomedea) Cdl1
Bufniak taiko
(Pterodroma Tch6, Tch25 Lawrence (2008)
magentae)
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Tabulka ¢. 1 : Mikrosatelity popsané u druh(ll Fadu trubkonosi — pokracovani 1.

Celed Zdrojovy druh Testované mikrosatelity Autor ¢lanku
Burnak
trinidadsky Parm01, Parm02, Parm03, Brown et Jordan
(Pterodroma Parm04, Parm05, Parm06 (2009)
arminjoniana)
BuFiiak balearsky Puffl.5, Puffl.9, Puff4B,
(Puffinus y PuffC5A, PuffCsD, Puff62C, | Gonzalez et al.
: : : (
Puff62F Puff611F, Puff PM2 2009)
mauretanicus) Puff Sma6
Burniak holubi | Bb2, Bb3, Bb7, Bb10, Bb11, Andris et al
(Bulweria Bb12, Bb20, Bb21, Bb22, (2010) '
bulwerii) Bb23, Bb25
BUFfiak havaisky Ptero01, Ptero02, Ptero03,
(Pterodronj1a y Ptero04, Ptero05, Ptero06, | Welch et Fleischer
. . Ptero07, Ptero08, PteroQ9, (2011)
sandwichensis) Ptero10
BuFiak svétlenohy PcA105, PcA107, PcA115,
" (Puffinus Y1 PcB11, PcB109, PcB115, Hardesty et al.
(Procellariidae) carneipes) PeD104, PeD3, PeD103, (2012)
P PcD109, PcD121
Patbell, Patbel2, Patbel3, .
Patbel4, Patbel5, Patbel6, QUIIP;e(:th)e tal
Patbel7
Pacbel00386, Pacbel02653,
Pacbel03731, Pacbel04240,
o | Pachel04355, Pacbel04991,
Burnak utlozoby | pachel07265, Pachel08509,
(Ft’)afhgpt_')'a Pacbel08867, Pacbel08988,
elchen Pacbel09021, Pacbel09528,
Pachel09957, Pachel10033, Mo‘zg'&gt al

Pacbel10895, Pacbel12344,
Pacbel15293, Pacbel15327,
Pacbel16671, Pachel16989,
Pacbel17529, Pacbel17944,
Pacbel17986, Pachel19907,
Pacbel20784
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Tabulka ¢. 1 : Mikrosatelity popsané u druh(l Fadu trubkonosi — pokracovani 2.

Celed Zdrojovy druh Testované mikrosatelity Autor ¢lanku
rﬁ:égfr"sik 0c28B, Oc49, Oc51, Och3,
y 0Oc64B, 0c79, Oc79-2, Oc84, | Sun et al. (2009)
(Oceanodroma 0c87B
castro)
0l110-39 Sun et al. (2009)
o Ole01, Ole02, Ole03, Ole04,
dIBu;lnin(;(I’ Ole05, Ole06, Ole07, Ole08,
ouhokridly Ole09, Olel0, Olell, Olel2, .
(Oceanodroma | Ole13, OleL4, Ole15, Ole16, B'C‘gg'l'le)t al
leucorhoa) Ole17, Ole18, Olel9, Ole20,
Ole21, Ole22, Ole23, Ole24,
BuFackoviti Ole25, Ole26
(Hydrobatidae)

Buriacek bélocely
(Pelagodrama

Pemal, Pema2, Pemas3,
Pema4, Pema5b, Pemab,
Pema7, Pema8, Pema9,

Silva et al. (2011)

marina) Pemal0, Pemall, Pemal2,
Pemal3, Pemal4
Omnl, Omn2, Omn3, Omn4,
Buffiacek Omn6, Omn7, OMn8,
Monteir(iv Omn11, Omni4, Omni5, .
(Oceanodroma Omnl6, Omnl7, Bried et al. (2012)
monteiroi) Omn21,0mn22, Omn23,

Omn24, Omn25, Omn28

30




Tabulka €. 2 : Polymorfni mikrosatelitové lokusy odvozené od druh( z dal$ich

rada.
<, < . Testované "
Rad Celed Zdrojovy druh mikrosatelity Autor Clanku
Kipper et al.
A Kulik mofsky (2007)
(CI;;:;E?;Q;@ (Charadrius Calex01 Brown et
alexandrius) Jordan
(2009)
Dlouhokridli Racek Given et al.
(Charadriiformes) - | novozélandsky (2002)
?f;’hgg;‘ (Larus RBG18, RBG29 | Welch et
novahollandiae Fleischer
scopulinus) (2011)
Alkoviti Alkoun Ceo5-21 Friesen et al.
(Alcidae) (Cephus spp.) (2006)
Lesiiacek zluty Dawson et
P&vCi Lesiackoviti | = p’ o y DPLOL al. (1997)
(Passeriformes) (Parulidae) . PH Friesen et al.
petechia) (2006)

4.2.1 PCR amplifikace

PFipravila jsem si reakéni smés, a to postupnym napipetovanim vsech reagencii do

1,5ml zkumavky podle tabulky ¢. 3. Obsah zkumavky jsem poté odstfedila na centrifuze

a zvortexovala. Do 6 mikrozkumavek o objemu 0,2 ml jsem pipetovala po 1 pl DNA

izolované od 6 rliznych jedincli nesyta indomalajského (Mycteria leucocephala). Do

kazdé mikrozkumavky jsem poté pfidala 9 pl pfipravené reakcni smeési. PFi vyskytu

nadbyte¢nych stutter band(l u nékterych mikrosatelit(i jsem do PCR reakce pipetovala

poloviéni objem (2 pl) roztoku MgCly, aby byla v premixu poloviéni koncentrace Mg?".

31



Tabulka €. 3 : Slozeni reakéni smési pro PCR reakci (pro 6 vzorka).

. Pipetovany objem
Reagencie P [H'i/ J
Deionizované voda 44,4
Reaction buffer 10x 6,7
Roztok MgCl, (25 mmol/l) 4,0
Roztok dNTPs (20 pmol/l) 0,7
Primer F (10 pumol/l) 3,3
Primer R (10 pmol/l) 3,3
aTaq DNA polymeraza (5 U/ul) 1,0

Zkumavky jsem umistila do termocykléru a nechala jsem probéhnout PCR reakci,
jejiz pribéh je popsan v tabulce ¢.4.

Tabulka €. 4 : Pribéh PCR reakce

Cast cyklu Teplota [°C] Cas E;’Elel}
PocateCni denaturace DNA 94 5 min 1
Denaturace DNA 94 30s

Nasedani primerd (annealing) 50 30s 35
Erlslﬂuiovéni komplementérniho Fetézce 79 30s

Zavérecné prodlouzeni DNA 72 7 min 1

Pro vSechny mikrosatelity probéhla PCR reakce pfi teploté nasedani primer( 50
°C. Pokud neprobéhla amplifikace mikrosatelitu, byla teplota snizovana aZ na 46 °C, a
pokud nebyl zfetelny Zadny produkt ani pfi této teploté, byl mikrosatelit vyfazen z dalSi
analyzy. Pokud byl produkt $patné hodnotitelny, byla teplota nasedani primerd naopak
zvySovana, aby byla nalezena optimalni teplota, pfi které byl vysledny produkt nejlépe
hodnotitelny a u polymorfnich mikrosatelitd mohl byt uréen pocet alel a genotypy vsech
6 testovanych jedincl.

4.2.2 Elektroforeticka separace PCR produkt(

Pro elektroforetickou separaci PCR produktl jsem pouzila vyhfivanou
elektroforetickou komdrku S2 Whatman Biometra. Déle jsem pouZila 6%
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polyakrylamidovy gel za denaturujicich podminek o tloustce 0,4 mm a skla o
rozmérech 330 x 390 mm a 330 x 420 mm.

Priprava polyakrylamidového gelu

Velké sklo jsem omyla deionizovanou vodou a o€istila kartdckem. Poté jsem sklo
otfela dosucha a dvakrat oSetfila jednu plochu 96% ethanolem. Na oSetfenou plochu
skla jsem nanesla odpuzova¢ vody na skla automobil(l a rozetfela. Nechala jsem 5 minut
a poté jsem oSetfenou plochu omyla deionizovanou vodou.

Malé sklo jsem umyla vodou a saponatem a ocistila kartackem. Sklo jsem otFela a
oSetfila dvakrat jednu plochu 96% ethanolem. Na oSetfenou plochu skla jsem nanesla
molekularni lepidlo a nechala 5 minut zaschnout. Poté jsem tuto plochu skla oSetfila
Ctyrikrat 96% ethanolem.

Na velké sklo jsem umistila 2 spacery silné 0,4 mm. Na velké sklo se spacery jsem
poloZila malé sklo, a to oSetfenou plochou smérem k velkému sklu. Skla jsem k sobé
pripevnila 4 klipsy.

Pripravila jsem si polyakrylamidovy gel, jednotlivé slozky jsem promichala a gel
jsem nalila mezi skla. Kdyz gel pokryl celou plochu skel, vsunula jsem mezi skla
hfebinek rovnou stranou dovnitf a na toto misto jsem pfipevnila dalsi 4 klipsy. Nechala
jsem gel polymerizovat po dobu 1 hodiny.

Elektroforeticka separace produktd

Po ztuhnuti gelu jsem odstranila klipsy a vnéjsi plochy skel jsem ddkladné omyla
od polyakrylamidu a osu$ila. Skla jsem poté umistila do elektroforetické komlrky a
dobfe upevnila. Do anodového a katodového prostoru jsem nalila 0,5x TBE pufr.
Vyjmula jsem hiebinek a prostor mezi skly jsem vygistila od zbytkd polyakrylamidu
proudem pufru z injek¢ni stfikacky.

Gel jsem nechala po dobu 30 minut nahfivat, aby mél teplotu mezi 50-60 °C.
Pfipojila jsem komlrku ke zdroji stejnomérného napéti, kde byly nastaveny hodnoty
napéti a proudu (3000 V / 150 mA). Nastavila jsem hodnotu vykonu na 90 W.

Pripravila jsem si vzorky, ve kterych probéhla PCR reakce. Do kazdé
mikrozkumavky jsem pfidala 5 pl nanaSeciho pufru. PodloZku s mikrozkumavkami
jsem umistila do termocykléru a nechala jsem denaturovat pfi teploté 94 °C po dobu 3

min. Po denaturaci jsem vzorky umistila do ledu, aby nedoSlo k renaturaci DNA.
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Po 30 minutach nahfivani gelu jsem komdrku odpojila od zdroje stejnosmérného
napéti a prostor mezi skly jsem opét vycistila proudem pufru z injek¢ni stfikacky. Mezi
skla jsem vsunula hrebinek, aby zoubky byly cca 1 mm hluboko v gelu. Pomoci
osmikanélove pipety jsem nanesla jednotlivé vzorky do prostor mezi zoubky hfebinku.

Pfipojila jsem komlrku ke zdroji a zménila hodnotu vykonu na 70 W. Nechala

jsem separovat po dobu 90 min.

Vizualizace DNA v gelu stfibrem

Po uplynuti doby separace jsem odpojila komdrku od zdroje, vyjmula jsem skla a
oddélila jsem je od sebe nozem.

Malé sklo s prilepenym gelem jsem umistila do fotomisky, do které jsem nalila
fix/stop roztok. Fotomisku jsem nechala na tfepaCce po dobu 20 minut. Poté jsem
fix/stop roztok nalila zpét do nadoby a sklo s gelem jsem promyla 4x deionizovanou
vodou.

Fotomisku jsem vrétila na tfepaCku a sklo sgelem jsem zalila 1% roztokem
HNOs. Sklo s gelem jsem v tomto roztoku nechala po dobu 4 min, poté jsem roztok
vylila a sklo promyla opét 4x deionizovanou vodou.

Sklo s gelem jsem premistila do dalSi fotomisky, do které jsem nalila pfedem
pfipraveny 1% roztok dusi¢nanu stfibrného s pfidanym formaldehydem. Nechala jsem
tfepat po dobu 30 min. Poté jsem sklo s gelem umistila do fotomisky s deionizovanou
vodou na dobu 5 s a poté jsem jej pfemistila do dalsi fotomisky.

Pripravila jsem si vyvojku, kterou jsem nalila do fotomisky s gelem. KdyZ byly
viditeIné hnédocerné pruhy PCR produktli obarvené stfibrem a zacalo vystupovat tmavé
pozadi, zastavila jsem reakci prilitim fix/stop roztoku.

Sklo s gelem jsem nechala po dobu 2 min v deionizované vodé a nechala jsem jej
ususit v susarne.

Gel byl vyhodnocen na negatoskopu, byly uréeny polymorfni lokusy, pocty alel
jednotlivych lokus( a genotypy jedincd.

Elektroforetogram byl neskenovan a sklo s gelem bylo ponofeno na nékolik hodin
do roztoku NaOH. Gel se tim od skla odlepil a to mohlo byt pouzito znovu.

4.3 Seznam pouzitych chemikalii

Akrylamid (AppliChem)
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aTag DNA-polymeraza (5 U/ul), M1241 (Promega)
Bromfenolova modf (Serva)

Deionizovana voda

Deoxyribunukleosidtrifosfaty (kazdy 100 mmol/l)
Dusic¢nan stfibrny (Lachema)

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

Formamid (Lachema)

Hydroxid sodny (Lachema)

Chlorid sodny (Lachema)

Kyselina borita (Lachema)

Kyselina dusi¢na - 65% roztok (Lachema)

Kyselina octova - ledova (Lachema)

Laurylsiran sodny (SDS) (Lachema)
3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)
Mocovina (Lachema)

N,N"-metylenbisakrylamid (AppliChem)
N,N,N",N"-tetrametylendiamin (TEMED) (Serva)
Peroxodisiran amonny (Serva)

Odpuzovac vody ze skel automobilli Rain off (Sheron)
Thiosiran sodny (Lachema)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)
Uhli¢itan sodny (Lachema)

Xylenova modf (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.4 Seznam pouzitych roztokd

Z4sobni 40% roztok akrylamid : N,N’- methylenbisakrylamid 19:1:

380 g akrylamidu

20 g N,N’- methylenbisakrylamidu
rozpustit v 500 ml deionizované H,O
objem doplnit na 1 |

roztok ulozit v temné lahvi ve 4 °C



Z4sobni roztok 6% akrylamidu:

420 g mocCoviny

484 ml deionizované H,0

50 ml 10 x TBE

150 ml 40% zéasobniho roztoku akrylamid : N,N"- methylenbisakrylamid 19:1
po rozpusténi viech sloZek zfiltrovat a uloZit v temné lahvi ve 4 °C

Polyakrylamidovy 6% gel:

60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NH,4),S,0s
40 uI'N, N, N, N” - tetramethylethylendiaminu

Fix/stop roztok:

80 ml ledové kyseliny octové

objem doplnit deionizovanou H,O na 800 ml

Roztok 1% kyseliny dusi¢né HNO;:
12 ml 65% kyseliny dusi¢né HNO;

objem doplnit deionizovanou H,O na 800 ml

Roztok 0,1% dusi¢nanu stfibrného AgNO3:
0,8 g dusi¢nanu stfibrného AgNO3

objem doplnit deionizovanou H,O na 800 ml
pfed pouZzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu

Vyvojka:
24 g uhlicitanu sodného Na,CO3
objem doplnit deionizovanou H,O na 800 ml
ulozit ve 4 °C
pfed pouZitim pFidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu sodného
Na;S,03

Molekulérni lepidlo:

1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu

3 pl 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu
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Roztok 10% peroxodisiranu amonného (NH4)>S;0s:

1 g peroxodisiranu amonného (NH,)2S,0s
rozpustit v 10 ml deionizované H,O
uchovavat v temnu za teploty 4 °C

NanéSeci pufr pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu:

1 ml bromphenol blue — xylene cyanole dying solution (Sigma B-3269)

9 ml formamid
4.5 Seznam pouzitych pFistroju

e Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

e Hybridizatni pec HB-2D (Techne)

e Chladnitka kombinovana (Whirlpool)

e Laboratorni vdhy Mark S622 (BEL Engineering)

e Magneticka michactka MR Hei-Combi (Heidolph)

e Mikropipety Finnpipette — 0,5 az 10 pl (osmikanalovd) a 0,3 pl az 1 ml
(ThermoLabsystems)

e Mikropipety Nichipet EX 0,5 pl az 1 ml (Nichiryo)

e Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific Ltd.)

e Negatoskop NEGAL (Maneko)

e NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)

o Sekvenacni elektroforetickd komlrka S2 (Whatman Biometra)

e SuS&rna CAT 8050 (Contherm)

e Temperovany blok Dry-block DB-2D (Labnet International)

e Termocyklér GenePro (BIOER technology)

e Termocyklér PTC 100-96 VHB (MJ Research)

e TrepaCka Orbit 1 900 (Labnet International)

e Vortex MS2 (Ika)

e Vyrobnik deionizované a ultraCisté vody typ 02 (AquaOsmotic)

e Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)
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5. Vysledky

Ukolem mé diplomové prace bylo testovat mikrosatelitové lokusy, které byly
polymorfni u zastupcl Fadu trubkonosi a zjistit, zda jsou polymorfni u nesyta
indomalajského (Mycteria leucocephala) pomoci metody cross-species PCR
amplifikace. Pokud byly lokusy vyhodnoceny jako polymorfni, optimalizovala jsem
teplotu nasedani primerd a ¢as elektroforetické separace.

V prvni fazi experimentélni Casti jsem testovala celkem 212 mikrosatelitovych
lokust, veétSina znich (207) byla popsana u zéastupcl Tadu trubkonosi
(Procellariiformes), z ¢ehoz 53 pochazelo od druhl z celedi albatrosoviti
(Diomedeidae), 100 lokusl bylo popséno u zéastupcd ¢eledi buriakoviti (Procellariidae)
a 54 mikrosatelitl pochéazelo od jedincl z ¢eledi buiiiackoviti (Hydrobatidae). Testovala
jsem i 4 lokusy popsané u zastupcd Fadu dlouhokfidli (Charadriiformes), celedi
kulikoviti (Charadriidae), rackoviti (Laridae) a alkoviti (Alcidae). Dale jsem testovala
jeden lokus popsany u zastupce fadu pévci (Passeriiformes), Celedi lesnackoviti
(Parulidae).

Provedla jsem PCR amplifikaci pro vSechny mikrosatelitové lokusy pfi teploté
nasedani primerl (teplota annealingu, dale jen T,) 50 °C. Pokud pfi této teploté nedoslo
k amplifikaci, postupné jsem T, snizovala az na 44 °C. Ani za teploty 44 °C
nesyntetizovaly primery pro mikrosatelitové lokusy De33, Puff 4B a Patbel5 pfi PCR
amplifikaci Zadny produkt, a proto jsem je vyradila z dalSi analyzy. Pokud byl produkt
Spatné hodnotitelny, teplotu jsem zvySovala az na 66 °C, abych s jistotou urcila, zda je
mikrosatelitovy lokus monomorfni nebo polymorfni. Lokusy, které byly vyhodnoceny
jako monomorfni, jsem vyradila z dalSi analyzy.

Vyhodnocenim elektroforeticky rozdélenych produktli jsem nalezla celkem 46
polymorfnich lokustl, ztoho 45 lokusd s unikatni sekvenci. Zjistila jsem totiz, Ze
primery pro mikrosatelitové lokusy De3 a Del8 syntetizuji stejny produkt. Stahla jsem
si tedy jejich sekvence z databdze GenBank, tyto sekvence jsem srovnala a zjistila jsem,
Ze jsou totozné. Pro amplifikaci téchto sekvenci pouZzili autofi pouze rlizné pary
primerd. U polymorfnich mikrosatelitovych lokusl jsem upravovala teplotu annealingu
T, a Cas elektroforetické separace, aby byly produkty co nejlépe hodnotitelné. | presto
mély nékteré mikrosatelitové lokusy stale velky vyskyt nadbytecnych stutter bandi.
U téchto lokusdl jsem sniZila koncentraci Mg?" iontli na polovinu v PCR reakci
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(pipetovala jsem polovicni objem MgCl, do PCR premixu a o stejny objem jsem zvysila
mnoZstvi H,0). KdyZ se mi podafilo dosahnout optimalnich podminek, odecCetla jsem
genotypy vsech 6 nepribuznych jedinc nesyta indomalajského a urcila jsem pocet alel
u jednotlivych lokust. Pro jeden mikrosatelitové lokus, Pc A115, se mi nepodafilo urcit
genotypy vsech 6 jedincl. U jedince ¢.3 nedosSlo k PCR amplifikaci. Dlvodem mize
byt vyskyt nulovych alel v homozygotnim stavu, problém v hodnoceni nebo v kvalité
pouZité DNA.

Charakteristiku vsech mikrosatelitovych lokusl véetné genotypl 6 nepFibuznych

jedinct nesyta indomalajského jsem uvedla v tabulce €. 5.
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Tabulka €. 5: Charakteristika mikrosatelitovych lokust polymorfnich u nesyta indomalajského. V tabulce je uvedeno &islo lokusu

z databaze GenBank, nazev lokusu, latinsky nazev zdrojového druhu, sekvence primerd, jednotka repetice, teplota nasedani primerl (T,), ¢as

elektroforetické separace v 6% polyakrylamidovém gelu, pocet alel u 6 nepfibuznych jedincl a jejich genotypizace.

Cislo a

Cas

nazev Zdrojovy druh Sekvence primer( Jedno_tka Ta [°C] | separace FoE Genotypy

lokusu repetice [min] alel
AF%9§89 g AC 50* 90 4 | 14204112314 414 2/4
AFggi’;gg O At AC 53 90 4 | 14204112314 414 2/4
S| ome | reovecmCToscoTi | x| e | m | 2 | s
AYaUSTS0 FTGGAGATOCAATIGCCTAGA | cacc | 65 | o0 | 2 | zeznznanoei
e coseTeeeTeT G | w | w | 2 | s
s | D | EACTOCGNGSSTOWCASS | oo | w | w | 2 | s
Vot | Pata | Fresctotmaenerense | o | @ | w | 2 |wammen
|| cmmemeomemeonee e | s | w | 2 | mammiem
NEUT"'z‘Ij_e;O albatrus ELCTCT%C?IEG';AAQAF%TC%ACTT(TBSTAS TC 56 180 2 | V11211121112
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Tabulka ¢. 5 — pokraCovani 1.

Cislo a

Cas

nazev Zdrojovy druh Sekvence primer( Jedno_tka Ta [°C] | separace Pocet Genotypy

lokusu repetice [min] alel
A;(:ZJS; ’ R:CAX%LTGGEEC;FAG'EC?EJC?\E(?E:?AGAC GA 54 180 | 2 | V1122122222172
A;(:ZJS; ’ aZ{S ,C ne;ﬁ,r :,i,s F:E?CCCAFGCAC%%TA%AACTTCTCT Xégéffg ¢ GT 62 210 2 | 111212111111
Ry RGTOATCCATTAGTTGATGTCTACTG | CA | 54 | 9 | 4 | 343324332213
Cd | domedea RTGAGT TTGCOCTACATGAAC TOTC | 66 | %0 | 4 | vels2s3A2aLs
o | megenise | | RIGCCATTTGAGAATGTTTCAGC | | GT | 58 | 0 | 3 222812182810
Eﬁ’fﬁﬂg}? Ff gzgggg;gﬁigﬁ%%?&;% CA 58 90 3 | 132/31/21/11/21/1
Parmaz | arminjoniana RTGTTATGTCCTGOGOATOAG ca | e | s | 4 |wsieasusUes
Eﬁ’fﬁﬂg? E%%ﬁg’%%%ﬁ%ggﬁggg CA 48 90 3 | 2122/22/32/21/12/2
Eﬂ#r’éig(? Puffinus FF;:CATS AA:TA ATTC('?(? ﬁf IfCTTTTA}TTTTTé: GT 54 90 3 | 2/22121/21/22/2 2/3
iLd]%fS?;%gg maretanioss RF:i?CCCTg ,ATTngfTCBngg :(?'IE;G GT 62 90 2 22 112 2/2 1/1 212 2/2
Mebz2 | bulwers RIGCTCARAGGGTGGAATTGTT 6 | s | w0 | 2 |2z2zeuezeae
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Tabulka €. 5 — pokraCovani 2.

Cas

néz(Z\ilslglfu su Zdrojovy druh Sekvence primerd J;%r;?ité(: Ta [°C] se[priﬁirr?]ce P;I(;et Genotypy
H%Z:gg;g Pterodroma Rﬂ%’:%%i%?gﬁ%%%@ﬁéﬁ?ﬁc CA 63 90 5 | U33/5122/53/54/5
sandwichensis .
Hﬁﬁiﬁéé ° R:TTF%%%AAAFLAACAC? fTTGCTTTTTCGC:(?:‘fCGC AC AAGG 58 90 2 | 1111212111/22/2
J;(C4 iﬁ)él Fgcﬁ\-?gééé AC\;(? f&%GTﬁ\(_SF%AFETT CA 58 90 2 |2022/21/21/22/21/2
J;f: iﬁ? FF;:CCCTCGT&A ACAC('?TC&G'SCTCT AT(':ATT f GT 55 180 2 | 1112--221211
J)éﬁgs fz ) CZ?E;?;’; Eggiggg@%;g?g&%ﬁ% GK@F’ 52 180 3 |2/21/11/32/23/33/3
JX;03554378 F;ﬁ;%%%%ﬁ%gg%%ic GATA 59 180 2 (1111111111172
J;(: %i‘g? ;ig?@ggﬁg{ﬂgﬁ;ﬁgégﬁ;ﬁé GATA 56 90 2 111212111211
JE;?S;;G ;%i&ig%gfgfégg E(?g(-;rié? CTAC 59 180 5 | 2/32/41/21/24]52/2
S — R TAGCAGCTGOAGAGCATCAG ac | s | e | 2 |muninviiein
aoarges| RACCCTGATTTTCCCAGTCCG T | s | w | 2 |w2nuziew
neuveceno FATCTCCGCATGEAGTGATAG GT 62 90 2 | 2122/22/22/21/22/2

Pacbel09021

R:CACAGCTAGCAGCATTGACC
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Tabulka €. 5 — pokraCovani 3.

Cas

néZ(Z\I'IS:gkaUSU Zdrojovy druh Sekvence primer( J;%r;?ité(: Ta [°C] Se[Fr)sirr?]ce P£?|2|et Genotypy

P’;'sz\éfg;g; FZGCTF{TL%LTAT:&?:E:&A&;@FACQ_?CTTC GT 56 90 2 |11uLIL L2212
P’;'sz\éff:g; - ;ZLTC%TTTC%%(%%?GATAAA(;‘%Q%E:(C: CA 58 90 2 |U1UL1212121/2

belcheri .

P’;'sg\éff;ggg F§T§£$$SEATTCTTTT§TT STA(;TCGGA&% AG 60 90 2 | 2212111212212
P’;'sg\éffgg& FEEEETA%CTTTE%(%%TGC&%C%(%% AG 54 90 2 |20221212212202 212
FRSI%%%% FRGSE&T;%S&A;(T;gz%i%%TGTT%%G CA 54 90 3 | 2/31/12/33/31/12/3
T oas | lescornon R T AAAGGCAGGOATTCTOTTE Gaaa | 1 | 180 | 3 |223833181233
FRgligﬁéOZ RF:ZTTCC(':“T%%TTTGCATEGGGTET%SJTTQIEG TG 55 90 3 |3/31/13/31/13/32/2
JQO3r?]3r]2227 RzA;f:;HgiEgTAE%CXTTTCgﬁTAAAAT A AC/AT 58 90 2 U1yl uL 2 UL
| oo | ASMETUSTTE | x| w | @ |+ s
J%?::])ﬁgiS FZTFELTA%%%TA%TXATEQ%IQ%%%TT GTT 48* 90 2 |12 ULULULL2 212
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Tabulka €. 5 — pokraCovani 4.

Cislo a

Cas

nazev Zdrojovy druh Sekvence primer( Jr(z:)r;?ité(: Ta [°C] separace P;I(;et Genotypy
lokusu [min]
J%‘?ﬁﬁiig R:E%éﬁ?éﬁé ':fﬁ:éf%ccﬁig c CAA 50 180 2 | 2121/22121121/21/2
Oz | monteirai | RAAMACTTACTITGITATITCCATATGTTT | TG | % | 90 | 2 | 11121111
J%?fq’ﬁiéz Ff Zgg%gg%%giﬁggﬁ%i ATGG 66 90 2 | 1122212212112 212
"Calen01 | alocandrinus | RGTTTCTTCITOACTTGGCCTGAGGTITAGSTT| GTac | ® | 90 | 2 | 2R2rarizann
O oamitae | FSCTASSTITTIOCCTEAT o | w | w || sesessuzeu

* Kde je ve sloupci T, u hodnoty teploty hvézdic¢ka, znamena to, Ze pfi PCR amplifikaci byla v PCR premixu pouze poloviéni koncentrace Mg?*,
tedy jsem pipetovala polovi¢ni objem (2 ul) roztoku MgCl, a o stejny objem jsem pipetovala vice H,O, aby celkovy objem PCR premixu zUstal

zachovan.
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Z 212 testovanych mikrosatelitovych lokusd bylo 45 wvyhodnoceno jako
polymorfni a unikatni, coZ je 21,2 % z celkového poctu. Ztéchto 45 polymorfnich
lokustl pochazelo 8 od zastupct Celedi albatrosoviti, coZ je 17,8 %. Celkem 26 lokusd,
vyhodnocenych u nesyta indomalajského jako polymorfni, bylo popsano u druhl
z Celedi burnakoviti, cozZ je 57,8 %. Celkem 9 mikrosatelitovych lokusti pochazelo od
zéstupcl Celedi buriiackoviti, coz je 20,0 %. Po jednom mikrosatelitové lokusu
pochazelo od zastupcl Fadu dlouhokfidli, ¢eledi kulikoviti a rackoviti, coz pro kazdy
lokus €ini 2,2 %.

Graf €. 1 — Polymorfni mikrosatelitové lokusy u nesyta indomalajského rozdélené
podle Celedi, u jejichz zastupch byly popsany. Cisla v zavorkach udéavaji pocty
mikrosatelitovych lokus(, popsanych u zastupcl jednotlivych eledi.

O albatrosoviti (8)
B buriakoviti (26)
O buriackoviti (9)
O kulikoviti (1)
B rackoviti (1)

Testovala jsem 53 mikrosatelitovych lokusl popsanych u zéastupcl celedi
albatrosoviti. Celkem 8 z nich jsem vyhodnotila jako polymorfni, coZ je uspésnost 15,1
%. Nejvice mikrosatelitovych lokusU, které byly polymorfni u nesyta indomalajského,
bylo popsano u zastupct cCeledi buifidkoviti. Ze 100 testovanych lokusl bylo 26
polymorfnich, coZz €ini 26,0% UspéSnost. Déle jsem testovala 54 mikrosatelitovych
lokusli od zastupcl celedi burfackoviti, celkem 9 z nich bylo polymorfnich, cozZ je
16,7% uspésnost. Testovany lokus Calex01, pochazejici od zdrojového druhu kulik
morsky (Charadrius alexandrius), byl polymorfni. Ze dvou testovanych lokust
popsanych u racka novozelandského (Larus novaholladiae scopulinus), byl jeden,

RBG29, polymorfni. Testovany mikrosatelitovy lokus Dpp01, popsany u lesiacka
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Zlutého (Dendroica petechia), byl vyhodnocen jako monomorfni a mikrosatelitovy
lokus Cco5-21, popsany u zastupce rodu alkoun (Cepphus spp.) byl téZ monomorfni.

Co se tyce jednotlivych druhl, nejvice polymorfnich mikrosatelitovych lokust
pochazejicich od zastupcl celedi albatrosoviti pochazelo od albatrosa stéhovavého
(Diomedea exulans), a to celkem 4. Z polymorfnich lokusli popsanych u albatrosovitych
to ¢ini 50 % a z celkového poctu 23 testovanych lokusl u tohoto druhu je to 17,4 %.

Celkem 5 mikrosatelitovych lokusl popsanych u buffidka svétlenohého (Puffinus
carneipes) z Celedi buffidkoviti bylo polymorfnich u nesyta indomalajského, coz je u
Celedi burnakoviti 19,2 %. Celkem jsem od bufiaka svétlenohého testovala 11
mikrosatelitovych lokust, Uspésnost polymorfismu je tedy 45,5 %. Nejvice lokus(,
které byly polymorfni u nesyta indomalajského, pochazelo od buffidka utlozobého
(Pachyptila belcheri), a to celkem 8. Z poctu polymorfnich lokusli popsanych u
zéstupcl Celedi buriidkoviti je to 30,8 %. Testovala jsem 32 mikrosatelitovych lokusd
od tohoto druhu, Uspé3nost polymorfismu je tedy relativné nizka, a to 25 %.

Y 7w

Z mikrosatelitovych lokustl popsanych u zastupcl eledi buriiackoviti pochazelo 6
od bufiaCka Monteirova (Oceanodroma monteiroi), coZ je 66,7 % z polymorfnich
lokustl popsanych od zastupci této celedi. Od tohoto druhu jsem tesovala celkem 18
lokust, Uspésnost polymorfismu je tedy 33,3 %.

Z mikrosatelitovych lokusl pochazejicich od druhd z fadu dlouhokfidli jsem
vyhodnotila jako polymorfni mikrosatelitové lokusy Calex01 a RBG29. Z celkového
poctu 4 lokus Cini Uspésnost polymorfismu 50 %. Tento Udaj nelze brat jako
smérodatny, protoze pocet testovanych lokust byl maly.

Na obrézku €. 1 je elektroforetogram, kde jsou vizualizované jednotlivé alely
mikrosatelitového lokusu Cd1, ktery u 6 nepfibuznych jedincl nesyta indomalajského

vykazoval 4 alely.
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Obrazek €. 1: Elektroforetogram mikrosatelitoveho lokusu Cdl na 6 nepfibuznych

jedincich nesyta indomalajského. Jednotlivé alely jsou oznaCeny Sipkami a jedinci jsou

oznaceni Cisly.

—alelal
— alela 2
~alela3
~alela4d
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6. Diskuze

Pro nesyta indomalajského nebyly dosud popsany Zzadné mikrosatelitové lokusy de
novo, byla vSak na jeho DNA provadéna cross-species PCR amplifikace pro nalezeni
mikrosatelitovych lokusti vhodnych pro populacni studie.

Konradova (2013) provadéla ve své bakalarské praci cross-species PCR
amplifikaci mikrosatelitd zfadu brodivi. U nesyta indomalajského nalezla 21
polymorfnich lokusli ze 199 testovanych. Celkem 20 mikrosatelitovych lokust
pochazelo od zdrojovych druhli z fadu brodivi, 1 lokus byl popsan u zastupce fadu
dlouhokfidli (Charadriiformes). Pocet alel byl 2-5. (Konradova, 2013)

Pechova (2014) ve své bakalarfské praci nalezla u nesyta indomalajského 17
polymorfnich mikrosatelitovych lokusdi ze 169 testovanych. Z téchto polymorfnich
lokusli pochézelo 9 od zéstupcl Fadu tucnaci (Sphenisciformes), dalsi 3 lokusy byly
popsany u druhd z fadu brodivi (Ciconiiformes), 1 pochéazel od druhu z Fadu potapky
(Podicipediformes), 3 polymorfni lokusy byly konzervativni ptaCi mikrosatelity a 1
mikrosatelit byl EST sekvence. Pocet alel se pobyboval v rozmezi 2-5. (Pechovd, 2014)

Ve své diplomove préci jsem hledala polymorfni mikrosatelitové lokusy pomoci
metody cross-species PCR amplifikace. Pro cross-species PCR amplifikaci jsem
pouzila 212 mikrosatelitovych lokusd popsanych u zastupcl radu trubkonosi, 53 lokust
bylo popsano u druhl z celedi albatrosoviti, celkem 100 mikrosatelitdl pochazelo od
druhd z ¢eledi burnakoviti a 54 mikrosatelitovych lokusti bylo popsano u druhll z éeledi
buriackoviti. Dale jsem pouZila 4 mikrosatelitové lokusy popsané u zastupcl Fadu
dlouhokfidli a 1 lokus pochéazejici od druhu z Fadu pévci. Tyto mikrosatelitové lokusy

~ Vv

vykazovaly polymorfismus u zastupct Fadu trubkonosi v dfivéjsich studiich.

Polymorfni mikrosatelitové lokusy popsané u zastupct ¢eledi albatrosoviti

Z celkem 53 mikrosatelitovych lokust, které byly popsany u zastupct Celedi
albatrosoviti, jsem ve své praci urcila 9 jako polymorfnich. Celkem 5 lokusti pochazelo
od albatrosa stéhovavého (Diomedea exulans), po jednom mikrosatelitové lokusu bylo
popsano u albatrosa malého (D. chrysostoma) a albatrosa ¢ernonohého (Phoebastria
nigripes). DalSi 2 mikrosatelitové lokusy polymorfni u nesyta indomalajského
pochazely od zdrojového druhu albatros bélohfbety (P. albatrus).
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Burg (1999) popsala celkem 11 polymorfnich mikrosatelitovych lokusli u
albatrosa stéhovavého (D. exulans), které jsem testovala ve své praci u nesyta
indomalajského. Z téchto 11 lokust jsem 2 vyhodnotila jako polymorfni, 8 lokusl bylo
monomorfnich a u jednoho nedoSlo k amplifikaci. V experimentalni Casti své prace
jsem zjistila, Ze mikrosatelitové lokusy De3 a Del8 syntetizuji stejny produkt, a proto
jsem si dohledala informace ze zdrojového ¢lanku. Nasla jsem si sekvence z databaze
GenBank a zjistila jsem, Ze sekvence téchto lokusl je stejna, pro kazdy lokus vsak byly
navrzeny rozdilné pary primer(. Proto tyto mikrosatelitové lokusy maji stejny pocet alel
a 6 nepfibuznych jedincli ma pro tento lokus stejné genotypy. Lokus De3 mél u
zdrojového druhu 3 alely a optimalni teploty nasedani primer( (teplota annealingu, dale
jen Ty) 50 °C. Ja jsem detekovala 4 alely za optimalni T, 50 °C a do PCR premixu jsem
pfidala takovy objem roztoku MgCl,, aby byla koncentrace Mg®* poloviéni (tj. 2 pl), a
to kvali eliminaci nadbyte¢nych stutter bandd. Pro lokus Del8 nalezla autorka 5 alel za
optimalni T, 48 °C a ja jsem detekovala, stejné jako pro lokus De3, 4 alely za T, 53 °C.
Autorka detekovala pro kazdy lokus rozdilny pocet alel, coz mohlo byt zplsobeno
Spatnym vyhodnocenim nebo pFitomnosti nulovych alel. V experimentalni Casti mé
prace nedo$lo k amplifikaci lokusu De33. Burg (1999) ve své préci pro tento lokus
nalezla 11 alel, provadéla vSak cross-species PCR amplifikaci u albatrosa malého (D.
chrysostoma) a albatrosa ¢ernobrvého (D. melanophris). U téchto druht byl lokus De33
monomorfni. Podle Bried et al. (2007) je tento lokus pohlavné vazany, nachazi se na
Z chromozomu. Neni tedy prili§ vhodny pro populaéni studie. Ze stejného dlivodu ho ze
sve studie populacni struktury vyradili i Jouventin et al. (2007).

U 6 nepfibuznych jedincl nesyta indomalajského jsem testovala celkem 10
mikrosatelitovych lokus(, které popsali Dubios et al. (2005) pro albatrosa stéhovavého
(D. exulans). Z téchto 10 lokusd jsem vyhodnotila 3 jako polymorfni. Mikrosatelitovy
lokus 11H7 mél u zdrojového druhu 10 alel a T, 58 °C. Ja jsem nalezla 2 alely za
optimalni T, 64 °C. Pro lokus 10C5 identifikovali autofi 3 alely a T, byla 58 °C. Ja jsem
nalezla 2 alely a optimélni T, byla 65 °C. Autofi pro lokus 12H8 nalezli 5 alel za
optimalni T, 58 °C. Ja jsem identifikovala 2 alely za optimalni T, 64 °C. Lokusy 10C5 a
12H8 byly pouZity pfi cross-species PCR amplifikaci u buffidka trinidadského
(Pterodroma arminjoniana) z Celedi bufnakoviti (Brown et Jordan, 2009). Pro lokus
10C5 nalezli autori 2 alely, pro lokus 12H8 detekovali 4 alely a pouzili T, 55 °C.
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Burg (1999) také charakterizovala 15 polymorfnich mikrosatelitovych lokusl u
albatrosa malého (D. chrysostoma). Ja jsem z téchto lokusl urdila 1 jako polymorfni..
Autorka detekovala pro lokus Dc22 2 alely za T, 48 °C, ja jsem ve své préci nalezla téZ
2 alely a T, byla 61 °C.

Hernandez et al. (2014) popsali 5 mikrosatelitovych lokusd u albatrosa
¢ernonohého (Phoebastria nigripes). U nesyta indomalajského byl 1 lokus polymorfni.
Lokus BFAL4 mél u zdrojového druhu 8 alel a teplota T, byla 60 °C. J& jsem naSla u
tohoto lokusu 2 alely a jako optimalni T, jsem urcila 63 °C. Hernandez et al. (2014) dale
charakterizovali 6 mikrosatelitovych lokust u albatrosa bélohifbetého (P. albatrus),
z Cehoz 1 mikrosatelitovy lokus byl polymorfni u nesyta indomalajského. Lokus
STAL18 byl u zdrojového druhu monomorfni za T, 60 °C, autofi to zd(ivodiuji malou
velikosti studované populace. Autofi vSak pro tento lokus provedli cross-species PCR
amplifikaci u albatrosa ¢ernonohého (P. nigripes) a albatrosa laysanského (P.
immutabilis) a u kazdého z téchto druhll detekovali pro lokus STAL18 7 alel. Ja jsem
nalezla pro tento lokus 2 alely za optimalni T, 58 °C.

Polymorfni mikrosatelitové lokusy popsané u zastupct ¢eledi buriakoviti

Ve své praci jsem testovala 100 mikrosatelitovych lokus(, které pochazely od
zéstupcll Celedi burndkoviti. Celkem 26 ztéchto lokusl jsem vyhodnotila jako
polymorfni u nesyta indomalajského. Celkem 8 ztéchto mikrosatelitovych lokust
pochazelo od bufiidka Gtlozobého (Pachyptila belcheri). Dal$ich 5 lokusd bylo popsano
u buffdka svétlenohého (Puffinus carneipes). Po 3 lokusech pochazelo od bufhaka
bélobradého (Procellaria aequinoctialis) a buffidka trinidadského (Pterodroma
arminjoniana). Po 2 lokusech bylo popsano u zdrojovych druh( bufiidk balearsky
(Puffinus mauretanicus) a bufiak havajsky (Pterodroma sandwichensis). Po 1
mikrosatelitovém lokusu pochadzi ze zdrojovych druhi buriidk Sedy (Calonectris
diomedea), buifidk taiko (Pterodroma magentae) a buffidk Bulwerlv (Bulweria

bulwerii).

Ze 7 polymorfnich mikrosatelitovych lokust, které popsali Techow et O’Ryan
(2004) u burnaka bélobradého (Procellaria aequinoctialis), jsem vyhodnotila 3 jako
polymorfni. Pro lokus Paequ3 bylo u zdrojového druhu detekovano 9 alel a T, byla 55
°C. Ja jsem nalezla u 6 jedincli nesyta indomalajského 2 alely a urcila jsem optimalni T,
56 °C. Mikrosatelitovy lokus Paequ7 mél u zdrojového druhu 5 alel a optimalni T, 64
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°C. Ja jsem ve své praci detekovala 2 alely a teplota T, byla 62 °C. Pro lokus Paequ 8
nalezli autofi u zdrojového druhu 3 alely za optimalni T, 58 °C a ja jsem nalezla 4 alely
a optimalni T, 54 °C. Lokus Paequ3 pouzili Brown et Jordan (2009) pfi cross-species
PCR amplifikaci u bufiidka trinidadského (Pterodroma arminjoniana), kde nalezli 5 alel
za T, 55 °C. Dale byly lokusy Paequ3 a Paequ8 pouZity pfi zkoumani populaéni
struktury buffidka klinoocasého (Puffinus pacificus), kde bylo detekovano pro lokus
Paequ3 u 4 rliznych populaci 4-6 alel a pro lokus Paequ8 nalezli autofi pro 4 rizné
populace 3-6 alel. (Peck et al., 2008)

Celkem 11 mikrosatelitovych lokusl popsali Bried et al. (2008) u bufidka Sedého
(Calonectris diomedea). Z téchto lokusti byl u nesyta indomalajského 1 polymorfni.
Lokus Cdl mél u zdrojového druhu 6 alel a teplota T, byla 58 °C. Autofi provadéli
cross-species PCR amplifikaci u druhd albatros stéhovavy (D. exulans), bufiiak
bélobrady (P. aequinoctialis) a buffidk Bulwerdv (Bulweria bulwerii). U prvniho
jmenovaného byl lokus Cd1 polymorfni, u druhého nedoslo k amplifikaci a u tfetiho byl
lokus Cd1 monomorfni. Ja jsem ve své praci u nesyta indomalajského nalezla 4 alely za
optimalni T, 66 °C.

Lawrence (2008) ve své doktorské praci popsala 2 mikrosatelitové lokusy u
bufnaka taiko (Pterodroma magentae), ja jsem ve své praci vyhodnotila 1 z nich, Tché,
jako polymorfni. Autorka nalezla pro tento lokus u zdrojového druhu 2 alely a optimalni
T, byla 57 °C, ja jsem ve své praci detekovala 3 alely a teplotu T, 53 °C.

Celkem 6 novych mikrosatelitovych lokusti popsali Brown et Jordan (2009) u
buffidka trinidadského (P. arminjoniana). Ztéchto 6 lokusd jsem u nesyta
indomalajského vyhodnotila 3 jako polymorfni. Pro lokus Parm01 detekovali autofi u
zdrojového druhu 10 alel a optimalni T, byla 55 °C. J& jsem u nesyta indomalajského
nalezla 3 alely za teploty T, 58 °C. Mikrosatelitovy lokus Parm02 mél u zdrojoveho
druhu 4 alely a autofi pouzili T, 55 °C. Ja jsem ve své praci téz detekovala 4 alely a
teplota T, byla 60 °C. Lokus ParmO05 byl v praci Brown et Jordan (2009) u zdrojového
druhu monomorfni, vykazoval v§ak polymorfismus u dal$ich druhi z rodu Pterodroma.
U bufnaka proménlivého (P. neglecta) byly nalezeny 2 alely, déale u bufnaka
madeirského (P. madeira) detekovali autofi 3 alely a u bufiiaka kapverdského (P. feae)
nalezli autofi 2 alely. Optimalni T, byla 55 °C. V mé praci mél lokus Parm05 u nesyta
indomalajského 3 alely a optimalni teplota T, byla 48 °C.

U burnaka balearského (Puffinus mauretanicus) popsali Gonzalez et al. (2009)
celkem 10 mikrosatelitovych lokust. Z téchto 10 lokustl byly 2 u nesyta indomalajského
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polymorfni, 7 jsem urcila jako monomorfni a u lokusu Puff 4B nedo$lo k amplifikaci.
Mikrosatelitovy lokus Puff G2C vykazoval u zdrojového druhu 7 alel za optimalni T, 50
°C. PFi cross-species PCR amplifikaci, kterou autofi provadéli u bufhaka
stfedomofrského (P. yelkouan), nalezli u tohoto druhu 6 alel. J& jsem nalezla u nesyta
indomalajského 3 alely a optiméalni T, byla 54 °C. Pro lokus Puff G2F detekovali autofi
2 alely za T, 60 °C a u buffidka stfedomofského byl tento lokus monomorfni. Ja jsem ve
sve préci nalezla 2 alely a optimalni T, 62 °C.

Andris et al. (2010) popsali 11 mikrosatelitovych lokusli u buffidka Bulwerova
(Bulweria bulwerii), u nesyta indomalajského byl 1 z nich polymorfni. Pro lokus Bb22
detekovali autofi 2 alely za T, 58 °C. Dale provadéli cross-species PCR amplifikaci u
bufnaka bélobradého (P. aequinoctialis) a buffidka modravého (Halobaeba caerulea)
z Celedi bufnakoviti a u buffacka Monteirova (Oceanodroma monteiroi) z Celedi
burniackoviti. U vSech téchto druhi byl lokus Bb22 polymorfni, autofi vSak neuvedli
pocty alel. J& jsem ve své préci nalezla 2 alely a optimalni T, byla 50 °C.

U bufndka havajského (Pterodroma sandwichensis) popsali Welch et Fleischer
(2011) celkem 10 mikrosatelitovych lokust. U nesyta indomalajského byly 2 lokusy
polymorfni. Pro lokus Ptero02 detekovali autofi u zdrojového druhu 5 alel za optimalni
T, 53 °C. U nesyta indomalajského mél tento lokus celkem 5 alel. Optimalni T, byla 63
°C. Lokus Ptero09 mél u zdrojového druhu 7 alel a T, 53 °C. Ja jsem ve své praci
nalezla 2 alely za optimalni T, 58 °C.

Hardesty et al. (2012) popsali 11 mikrosatelitovych lokusti u buriidka
svétlenohého (Puffinus carneipes). U nesyta indomalajského bylo 5 lokusl
polymorfnich. Pro lokus Pc A105 nalezli autofi u zdrojového druhu 8 alel a teplota T,
byla 55 °C. J& jsem u nesyta indomalajského detekovala 2 alely a optimalni T, byla 58
°C. U zdrojového druhu mél lokus Pc A115 10 alel a T, byla 55 °C. Ja jsem ve své praci
pro tento lokus nalezla 2 alely za optimalni T, 55 °C. Mikrosatelitovy lokus Pc B11
vykazoval u zdrojového druhu 5 alel za T, 55 °C a ja jsem detekovala u nesyta
indomalajského 3 alely a optimalni T, 52 °C. Autofi nalezli pro lokus Pc D3 6 alel a T,
byla 55 °C. V mé préaci tento lokus vykazoval 2 alely za optimalni T, 59 °C. Pro
mikrosatelitovy lokus Pc D103 detekovali autofi u zdrojového druhu 6 alel za T, 55 °C a
v mé préci jsem u nesyta indomalajského nalezla 2 alely a optimalni T, 56 °C.

Quillfeldt et al. (2011) charakterizovali 7 mikrosatelitovych lokusl u bufridka
utlozobého (Pachyptila belcheri). V mé praci u nesyta indomalajského byl 1 lokus
polymorfni, 5 lokusd bylo monomorfnich a u 1 lokusu nedoslo k amplifikaci. Pro lokus
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Patbel2 identifikovali autofi 16 alel, které se vSak prilis neliSily svou délkou, a tak byl
tento lokus vyhodnocen jako nevhodny pro analyzu paternity. Optimalni teplotu T,
autofi neuvadéji. J& jsem pro tento lokus nalezla u nesyta indomalajského 5 alel a
optimalni T, byla 59 °C. Jednotlivé alely se téZ pfiliS neliSi svou délkou. V mé praci
nedo$lo k amplifikaci mikrosatelitového lokusu Patbel5. Quillfeldt et al. (2011) tento
lokus urcili jako nevhodny pro analyzu paternity, protoZe je s nejvétsi pravdépodobnosti
lokalizovan na Z chromozomu.

Dalsich 25 mikrosatelitovych lokusd u bufridka Gtlozobého (P. belcheri) popsali
Moodley et al. (2015). Z téchto lokusl jsem u nesyta indomalajského charakterizovala 7
jako polymorfni. Pro lokus Pacbel03731 detekovali autofi 48 alel, T, byla u v3ech
mikrosatelitovych lokusl stejna, a to 56 °C. Ja jsem pouZila u nesyta indomalajského
optimalni T, 58 °C. Mikrosatelitovy lokus Pacbel07265 mél u zdrojového druhu 15 alel,
v moji praci byla optimalni T, 56 °C. Pro lokus Pacbel09021 nalezli autofi 17 alel, v mé
praci jsem pfi PCR reakci pouzila T, 62 °C. Lokus Pacbel09957 vykazoval u
zdrojového druhu 10 alel, optimalni T, v moji praci pro tento lokus byla 56 °C. Pro
lokus Pacbel15327 detekovali autofi 8 alel, v mé praci byla optimalni T, 58 °C. Lokus
Pacbel17529 mél u zdrojového druhu 12 alel, j& jsem pouZila optimalni T, 60 °C. Pro
lokus Pacbel19907 nalezli autofi 8 alel, v mé préaci byla optimalni T, 54 °C. VSechno
tyto mikrosatelitové lokusy mély v moji praci u nesyta indomalajského 2 alely.

Polymorfni mikrosatelitové lokusy popsané u zastupct ¢eledi buriiackoviti

Ve své praci jsem testovala 54 mikrosatelitovych lokusd popsanych u zéastupcl
celedi burnackoviti. Celkem 9 lokusli bylo polymorfnich u nesyta indomalajského.
Z toho 6 lokusl pochazi od bufiidka Monteirova (Oceanodroma monteiroi) a dalsi 3

Y 7w

lokusy byly popsany u buffiacka dlouhokfidlého (O. leucorhoa).

Bicknell et al. (2011) charakterizovali 27 mikrosatelitovych lokusti u bufriacka
dlouhokfidlého (O. leucorhoa), u nesyta indomalajského byly 3 ztéchto lokusl
polymorfni. Pro lokus Ole09 detekovali autofi 2 alely za optimalni T, 60 °C. Ja jsem
stanovila optimalni T, jako 54 °C. Lokus Ole25 mél u zdrojoveho druhu 7 alel a T, byla
60 °C, v mé préaci byla optimalni T, 61 °C. Pro lokus Ole26 nalezli Bicknell et al. (2011)
2 alely za T, 60 °C a ja jsem u nesyta indomalajského pouzila optimalni T, 55 °C. Kazdy
z téchto mikrosatelitovych lokusti mél u nesyta indomalajského 3 alely.
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Bried et al. (2012) popsali 18 mikrosatelitovych lokusd u bufiiacka Monteirova
(Oceanodroma monteiroi). V mé praci bylo u nesyta indomalajského 6 lokust
polymorfnich. Pro lokus Omn2 autofi detekovali 7 alel, pro vSechny lokusy pouZzili pFi
PCR amplifikaci stejnou T,, a to 58 °C. J& jsem pro lokus Omn2 nalezla 2 alely za
optimalni T, 58 °C. Mikrosatelitovy lokus Omn8 mél u zdrojového druhu 10 alel, ja
jsem detekovala 4 alely a teplota T, byla 58 °C. Pro lokus Omn21 nalezli autofi 6 alel,
v mé préci mél lokus u nesyta indomalajského 2 alely a optimélni T, 48 °C. Do PCR
premixu jsem pridala polovi¢ni objem MgCl,, abych dosahla poloviéni koncentrace
Mg?* iontd v PCR reakci. Poget alel u zdrojového druhu pro lokus Omn22 byl 9, ja jsem
nalezla celkem 2 alely a T, byla 50 °C. Autofi ve své praci zjistili, Ze mikrosatelitovy
lokus Omn23 je pohlavné vazany a nachazi se na Z chromozomu. Autofi pro ngj
detekovali 4 alely a u nesyta indomalajského mél tento lokus 2 alely a teplotu T, 56 °C.
Lokus Omn25 mél u zdrojového druhu 5 alel, ja jsem detekovala 2 alely za optimalni T,
66 °C. Bried et al. (2012) provedli cross-species PCR amplifikaci, u bufiacka

madeirského (O. castro) byly vSechny lokusy kromé Omn23 polymorfni.

Polymorfni mikrosatelitové lokusy popsané u zastupct ostatnich rad(

Testovala jsem 5 mikrosatelitovych lokusli popsanych u zastupct jinych Fadd,
které vykazovaly polymorfismus u zéstupcl Fadu trubkonosi. Z téchto lokusl jsem 2
vyhodnotila jako polymorfni, a to Calex01 a RBG29.

Kupper et al. (2007) popsali 36 polymorfnich mikrosatelitovych lokusl u kulika
morského (Charadrius alexandrinus), jeden z nich jsem testovala ve své praci u nesyta
indomalajského a vyhodnotila jsem ho jako polymorfni. Lokus Calex01 mél u
zdrojového druhu 10 alel a optimalni T, 62 °C. Tento lokus pouZili Brown et Jordan
(2009) pfi cross-species PCR amplifikaci u bufndka trinidadského (Pterodroma
arminjoniana), kde mél lokus Calex01 4 alely a T, 55 °C. Ja jsem ve své praci nalezla
pro Calex01 2 alely a optimalni T, byla 66 °C.

Celkem 7 mikrosatelitovych lokusl popsali Given et al. (2002) u racka
novozélandského (Larus novahollandiae scopulinus), 2 lokusy jsem testovala ve své
praci u nesyta indomalajského a jeden z nich byl polymorfni. Lokus RBG29 mél u
zdrojového druhu 5 alel a teplota T, byla 50 °C. Welch et Fleischer (2011) pouZili tento
lokus pfi cross-species PCR amplifikaci u buffidka havajského (Pterodroma

sandwichensis) a nalezli 14 alel za optimalni T, 53 °C.
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Mikrosatelitovy lokus Dpu01 mél u zdrojového druhu, lesidcka Zlutého
(Dendroica petechia) 22 alel (Dawson et al., 1997). Friesen et al. (2006) pouzili lokus
Dpp01 pfi zkoumani vztahl mezi 5 populacemi buffidka tmavohibetého (Pterodroma
phaeopygia) a detekovali 2-11 alel pro 5 rliznych populaci. U nesyta indomalajského
byl tento lokus monomorfni. Lokus Cco5-21 byl pouZit ve stejné praci a autofi nalezli
2-11 alel u 5 rdiznych populaci (Friesen et al., 2006). J& jsem ve své praci tento lokus u
nesyta indomalajského téZ vyhodnotila jako monomorfni.

Je znamo celkem 83 mikrosatelitovych lokusl, které jsou polymorfni u nesyta
indomalajského. Jejich rozdéleni podle Fadl, u kterych byly popséany, jsem uvedla

v grafu C. 2.

Graf €. 2 - VSechny mikrosatelitové lokusy, které byly polymorfni u nesyta

indomalajského, rozdélené podle Fadu, u kterych byly popsany.

@ trubkonosi (43)
| brodivi (23)

O tucnaci (9)

O dlouhokridli (3)
B KPM (3)

O EST sekvence (1)
W potapky (1)

KPM = Konzervativni ptaCi mikrosatelity

Celkem 43 mikrosatelitovych lokust, které byly polymorfni u nesyta
indomalajského, pochazi od zdrojovych druhl zfadu trubkonosi. Uspé$nost
polymorfismu u téchto mikrosatelit(l ¢ini 20,8 %. Podle bakalafskych praci Konradové
(2013) a Pechové (2014) byla GspéSnost polymorfismu u mikrosatelitl popsanych u
druhd z Fadu brodivi 12,0 %. JelikoZ je nesyt indomalajsky zastupcem fadu brodivi,
byla ocekavana vyssi Uspésnost polymorfismu u mikrosatelitl popsanych u druh
z tohoto fadu. Pechova (2014) ve své bakalarské praci méla uspésnost polymorfismu u
mikrosatelitdi pochéazejicich od zastupcl Fadu tucfiaci 11,7 %. Rady trubkonosi a tugnaci
jsou blizce pribuzné (Hackett et al., 2008) a je zajimavé, Ze u tucnakl byla zjisténa

55



podobna UspéSnost polymorfismu jako u brodivych, zatimco tubkonosi vykazovali
skoro dvakrat vyssi uspéSnost polymorfismu nez brodivi i tucnéci.

Vzhledem k tomu, Ze u mikrosatelitd je ddlezity polymorfismus, v grafu ¢. 3
uvadim rozdéleni vSech 83 polymorfnich mikrosatelitovych lokusli na zékladé poctu
alel u 6 nepfibuznych jedincl nesyta indomalajského. Vychazim z informace od
vedouciho mé diplomove prace, ktery potvrdil, Ze Konradova (2013) a Pechové (2014)
testovali polymorfismus na stejnych 6 jedincich, které jsem analyzovala ve své praci.

(Nédvornik, osobni sdéleni)

Graf €. 3 — Rozdéleni polymorfnich mikrosatelitovych lokusl u nesyta indomalajského

podle poctu alel. Cisla v zavorkach udavaji pocty lokust.

o 5alel (6)
| 4 alely (13)

O 3alely (18)
0O 2 alely (46)

JelikoZ nesyt indomalajsky patfi mezi velmi vzacné a ohrozené druhy, bylo by
vhodné hledat dalSi polymorfni mikrosatelitové lokusy a otestovat také mikrosatelity
znamé u radd veslonozi a plameriaci. Tyto mikrosatelity jsou jiz v laboratofi populacni
genetiky testovany (Nadvornik, osobni sdéleni). Pokud by bylo tfeba dalSich
polymorfnich mikrosatelitd u nesyta indomalajského, navrhovala bych testovani
mikrosatelitl popsanych od druhll z fadu dlouhokfidli, a to z toho diivodu, Ze jsem ve
sve praci oznaCila 2 ze 4 testovanych jako polymorfni a 1 ze 2 testovanych
mikrosatelitd pochazejicich od druhli z fadu dlouhokfidli vykazoval polymorfismus
v praci Konradoveé (2013).
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7. Zaver

Ve své diplomové praci jsem pomoci metody cross-species PCR amplifikace
hledala polymorfni mikrosatelitové lokusy u nesyta indomalajského (Mycteria
leucocephala). Testovala jsem vechny mikrosatelitové lokusy, které byly popsany u
zéstupcl tadu trubkonosi (Procellariiformes), Celedi albatrosoviti (Diomedeae),
bufnakoviti (Procellariidae) a bufnackoviti (Hydrobatidae). Dale jsem testovala nékolik
mikrosatelitd popsanych u zastupcl Fad( dlouhokfidli (Charadriiformes) a pévci
(Passeriiformes), které byly polymorfni u zastupcd fadu trubkonosi.

Z celkového poctu 212 testovanych mikrosatelitovych lokusl jsem nalezla 46
polymorfnich, respektive 45 originalnich, protoZe 2 zjisténé polymorfni mikrosatelity
byly ve skutecnosti 1 lokus amplifikovany 2 rlznymi péary primerd. U polymorfnich
lokust jsem urcila optimalni teplotu nasedani primerl (T,) pfi PCR reakci a optimalni
dobu elektroforetické separace v 6% polyakrylamidovém gelu. Dale jsem urcila
genotypy 6 nepfibuznych jedincli nesyta indomalajského (M. leucocephala) pro
jednotlivé polymorfni lokusy. Nejvétsi pocet lokusd, polymorfnich u nesyta
indomalajského, poskytl druh buffidk utlozoby (Pachyptila belcheri). Z 32 testovanych
mikrosatelitd bylo 8 polymorfnich, coz ¢ini 25 %. Nejvétsi Gspésnost polymorfismu
vSak byla u mikrosatelitd pochazejicich od bufiidka svétlenohého (Puffinus carneipes),
kde bylo polymorfnich 5 lokusl z11. Uspésnost tedy byla 455 %. Nejvétsi
polymorfismus byl zjistén u mikrosatelitovych lokusd Ptero02, ktery byl popsan u
bufnaka havajského (Pterodroma sandwichensis) a Patbel2, ktery pochazel od bufiaka
Utlozobého (P. belcheri). U kazdého z téchto lokusl bylo detekovano 5 alel.

Polymorfni mikrosatelitové lokusy, které jsem nalezla u nesyta indomalajského, a
které pochazeji od zdrojovych druhd z fadd trubkonosi a dlouhokfidli, by mohly byt

pouZzity v populacnich studiich a analyzach paternity nesyta indomalajského.



8. Seznam zkratek

DNA - deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleotic acid)

PCR - polymeréazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

SNPs — jednoduché nukleotidové polymorfismy (single nucleotide polymorphisms)
SSRs — jednoduché tandemové repetice (single sequence repeats)

sSDNA — jednofetézcova DNA (single strand DNA)

STRs — kratké tandemové repetice (short tandem repeats)

T, — teplota nasedani primer{ (annealing temperature)
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