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Souhrn

Tato diplomova prace se zabyva analyzou a charakteristikou polymorfnich cross-
species mikrosateliti izolovanych od zastupcu z fadu trubkonosi u plamenaka karibského
(Phoenicopterus ruber) z fadu plamenaci za pomoci cross-species PCR amplifikace.

V ramci teoretické casti je popsana problematika fylogeneze ptakli a zatazeni
plamendka karibského do systému, které v poslednich 40 letech doznalo mnoho zmén.
Dale je zde uvedena zakladni charakteristika mikrosateliti, jejich klasifikace, evoluce
a tii zakladni pfistupy jejich hledani. Nakonec jsou popsany vSechny doposud nalezené
cross-species mikrosatelity u plamenaka karibského.

V experimentalni ¢asti prace bylo pomoci cross-species PCR amplifikace
s genomickou DNA 30 nepiibuznych jedinct plamenaka karibského analyzovano celkem
50 mikrosatelitQ, jiz dfive oznacenych jako polymorfni pfi testovani u 6 nepiibuznych
jedinct tohoto druhu (Strejckova, 2016). Jednalo se o 49 mikrosateliti izolovanych od
zastupci z tadu trubkonosi a jeden mikrosatelit od racka novozélandského z fadu
dlouhokfidli. V§ech 50 mikrosateliti poskytlo PCR produkt, av§ak pouze 45 z nich bylo
polymorfnich. Té&chto 45 ziskanych polymorfnich cross-species mikrosatelitd bylo
testovano pomoci softwaru Genepop 4.1, ktery mezi lokusy RBG29 a Parm01 zjistil
100% vazbu. Srovnani sekvenci obou mikrosateliti programem BLASTN 2.8.0 potvrdilo
jejich totoznost. Lokus Parm01 byl pro problematické hodnoceni elektroforetogrami ze
statistik  vylou¢en. Celkem tedy bylo programem Cervus 3.0.6 statisticky
charakterizovano 44 nezavislych mikrosatelitovych lokust, s primémym poctem alel na
lokus 3,6. U dvou lokust (Oc87B a Pacbel_03731) byla zjisténa vazba na chromozom Z.

Spolecné se 44 mikrosatelity z této prace je pro plamendka karibského v soucasné
dobé nalezeno 150 polymorfnich mikrosatelitovych lokusti; 142 cross-species
a8denovo. Z téchto 150 mikrosatelitt je 127 nezavislych lokusu statisticky
charakterizovano na souboru 30 nepiibuznych jedinct a dalSich 23 je téeba v budoucnu

jeste charakterizovat.



Summary

This master thesis deals with the analysis and characterization of polymorphic
cross-species microsatellites isolated from representatives of the order Procellariiformes
inthe Caribbean flamingo (Phoenicopterus ruber) using cross-species PCR

amplification.

In the theoretical part is described the problematic of avian phylogenetics and the
taxonomic classification of the Caribbean flamingo, which has changed a lot in the last
40 vyears. Furthermore, this master thesis is focused on the characteristic of
microsatellites, their classification, evolution and three different approaches used for
searching new microsatellite loci. In the end, there are described all known microsatellites
for the Caribbean flamingo.

In the experimental part of this master thesis was performed cross-species PCR
amplification of the 50 microsatellite loci, which formerly showed polymorphism across
6 individuals of this species (Strejckova, 2016), on the genomic DNA of 30 unrelated
individuals of the Caribbean flamingo. Forty nine out of 50 tested microsatellites were
isolated from representatives of the order Procellariiformes and one microsatellite was
derived from the red-billed gull from the order Charadriiformes. Out of the 50 loci, 45
proved to be polymorphic. These 45 polymorphic cross-species microsatellites were
tested using software Genepop 4.1, that detected 100% linkage between RBG29 and
ParmO1. Alignment of the DNA sequences of these two loci made by BLASTN 2.8.0
confirmed their identity. Locus Parm01 was excluded from further analysis for the
problematic evaluation. The statistical analysis of the 44 independent loci was ran in
Cervus. Two to 11 allels were detected per locus. Two out of 44 independent
microsatellites (Oc87B and Pacbel _03731) are Z-linked.

To summarize, at the moment, 150 polymorphic microsatellite loci are found for
the Carribean flamingo, 142 cross-species and 8 de novo. One hundred and twenty-seven
independent loci out of all 150 polymorphic loci were already statistical characterized in
the set of 30 unrelated individuals of Carribean flamingo and 23 need to be characterized
in the future.



Timto bych rdda podékovala RNDr. Petru Nadvornikovi, Ph.D. za odborné vedeni
mé diplomové prace, vSechny poskytnuté materialy a cenné rady pii zpracovani jeji

teoretické 1 experimentalni ¢asti, ale pfedevsim za jeho Cas, ochotu a pratelsky pristup.
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1 Uvod

Mikrosatelity jsou kratké useky DNA slozené z tandemové usporadanych
repetitivnich jednotek dlouhych 1-10 part bazi, které I1ze diky jejich variabilité v poctu
repetici vyuzit jako genetické markery. Vyhodou je jejich cross-species pienositelnost
mezi fylogeneticky blizce ptfibuznymi druhy, diky ¢emuz odpadd nutnost Casové
a finan¢né naro¢né de novo izolace téchto lokust pro kazdy nové studovany druh.

Ziskani skupiny téméf univerzalnich polymorfnich cross-species mikrosatelitti pro
klad Aequorlitornithes, zahrnujici velké vodni ptaky vyjma vrubozobych, by usnadnilo
naptiklad studium variability populaci druht tohoto kladu, jejichz vétSina je ohrozena
napiiklad znecisténim Zivotniho prostiedi nebo ubyvanim mokiadt a vodnich ploch. Dale
by mohlo vyuziti takové skupiny markert uleh¢it parentalni analyzu tfeba u druhi
chovanych v zoologickych zahradach.

Pro plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber) bylo doposud v Laboratofi
populacni genetiky na Katedie bunééné biologie a genetiky na PfF Univerzity Palackého
v Olomouci objeveno 148 cross-species mikrosatelitt, z ¢ehoz bylo statisticky
charakterizovano na souboru 30 neptibuznych jedinci celkem 75 polymorfnich lokust
puvodné izolovanych od druh z nékolika fadl vodnich ptaki patficich do kladu
Aequorlitornithes. V této praci navazuji na svVoji bakalaiskou praci (Strejckova, 2016), ve
které jsem pomoci cross-species PCR amplifikace u Sesti nepiibuznych jedinct
plamendka karibského testovala celkem 213 mikrosatelitovych lokust pivodné
izolovanych od zastupcti z fadu trubkonosi, dlouhok#idli a pévcei, z ¢ehoz jsem 50 oznacila
jako polymorfni. V této diplomové praci se zabyvam analyzou a charakteristikou téchto

nalezenych mikrosatelitt u 30 neptibuznych jedincti plamenidka karibského.



2 Cile prace

1. Vypracovani reSerSe na téma diplomové prace.

2. Shromazdéni dostupnych literarnich zdrojt.

3. Amplifikace a charakteristika mikrosatelitovych lokusi na DNA tficeti
nepiibuznych jedincti plamendka karibského; jednd se o lokusy oznacené jako
polymorfni v mé bakalaiské praci (Strejckova, 2016). Tyto polymorfni lokusy
srovnat s polymorfnimi mikrosatelity charakterizovanymi v diplomové praci

Alese Drobka (Drobek, 2010) a Katetiny Burzakové (Burzdkova, 2013).



3 Literarni prehled

3.1 Fylogeneze ptaki

v

Ptaci (Aves) jsou nejrozmanitéjsi vétvi zijicich ¢tyfnozcu (Tetrapoda) a zahrnuji
vice nez 10 000 druhd, které se vyznacuji neobycejné riznorodou morfologii, ekologii
a chovanim (Prum et al., 2015). Ranna evoluce ptakl je povazovana za velice obtizny
fylogeneticky problém (Hackett et al.,, 2008, Reddy et al., 2017). RozfeSeni
fylogenetickych vztahii mezi ptéky je ztizeno rychlou divergenci, ktera nastala v obdobi
jejich ranné evoluce (Poe et Chubb, 2004). Nasledkem toho vzniklo mnoho odlisnych
skupin ptaku s typickou stavbou téla (napiiklad sovy nebo papousci), které mezi sebou
spojuje pouze né€kolik ¢i dokonce zadny zijici druh (Hackett et al., 2008). Urceni
piiblizné 95 % recentnich ptacich druhi (Chojnowski et al., 2008), v¢etné plamenakt
(Phoenicopteriformes).

Spojeni evolu¢ni biologie a genomiky dalo vzniknout novému oboru —
fylogenomice. Ta se snaZi zrekonstruovat evolu¢ni historii organismi na zdklad¢ analyzy
jejich genomi (Delsuc et al., 2005). Kladogramy ptakt prezentované v nejnovéjsich
fylogenomickych studiich (Jarvis et al., 2014, Prum et al., 2015, Reddy et al., 2017) se
od sebe presto nadale vyrazné lisi. Jednim z rozpord mezi dvéma z navrhovanych
fylogenetickych stromu ptakd je napiiklad pfitomnost kladu ptevazné vodnich ptakd,
ktery popisuji Prum et al. (2015), ne vsak Jarvis et al. (2014). Prum et al. (2015) si tyto
rozdilnosti zdiivodiuji odlisnym poctem pouzitych vzorkd a jinym zptisobem interpretace
dat. Reddy et al. (2017) se ve své studii mimo jiné zaméfili na vysvétleni toho, proc
se fylogenetické stromy, které uvadéji Jarvis et al. (2014) a Prum et al. (2015), od sebe
v mnohém lisi a zkoumaji alternativni hypotézy k tvrzeni, Ze vzorkovani vétsiho poctu
taxond, a to bez nutnosti sekvenovani celého genomu, je pro stanoveni fylogeneze
mnohem piesnéjsi, nez kompletné osekvenované genomy od malého poctu taxonu (Hillis
et al., 2003). Analyzou 90 % nekodujicich sekvenci od 235 ptacich druhii (Reddy et al.,
2017) bylo zjisténo, ze zvySenim poctu vzorkovanych taxonl piekvapivé doslo
ke zvyseni shody s fylogenetickym stromem z piedchozi ,,na druhy chudé studie, ktera
pracovala s daty obsahujicimi pfevazné nekodujici sekvence DNA (Jarvis et al., 2014)
a ne ke zvyseni shody se studii ,,na druhy bohatou*, ktera z velké ¢asti zkoumala kodujici

exony (Prum et al., 2015). Na zaklad¢ tohoto zjisténi dosli Reddy et al. (2017) k zavéru,



ze nejdulezitéjsim faktorem pii studiu fylogeneze je typ pouzitych dat, a ne pocet

vzorkovanych taxont, jak predpokladali Hillis et al. (2003).

3.1.1 Historie taxonomického zarazeni plamenaki

Zatazeni plamenaki do systému se V prib&hu ¢asu ménilo v zavislosti na pouzitém
ptistupu a vybrané metod¢ analyzy.

S ohledem na anatomické podobnosti, jako jsou naptiklad tvar panve a Zeber, fadili
nektefi autofi plamendky k tfadu brodivi (Ciconiiformes) (Cracraft, 1981), ¢i dokonce
navrhovali zafazeni plamenakt jako jeho podiad (del Hoyo et al., 1992). Naopak nohy
opatiené plovaci blanou, pefi umoziujici pobyt ve vodé, nebo hlas a chovani mlad’at
plamenaki vedlo k ndzoru, ze jsou plamendci piibuzni spiSe s fddem vrubozobi
(Anseriformes) (del Hoyo et al., 1992).

Na zakladé analyzy sekvenci ¢tyf mitochondridlnich geni a DNA-DNA
hybridizace dvou jadernych gent zastupci vodnich ptakt a dalSich k plamenakim
potencialné piibuznych druhd (jefab a chiastal z fadu kratkokiidli a kachna z tadu
vrubozobi) Van Tuinen et al. (2001) pti studiu konvergence a divergence v evoluci
vodnich ptaki jako prvni zafadili plamenaky jako sesterskou skupinu potapek. Vysledek
této molekularni analyzy byl nasledné potvrzen i morfologickou studii, ktera predklada
morfologické, oologické a parazitologické dikazy o ptibuznosti téchto dvou fadu
a poklada tak taxon vznikly z plamendku a potapek za jeden z nejlépe podpotenych kladl
v ramci vodnich ptakd (Mayr, 2004). Stejné tak tento klad vznikly z plamenakt a potapek
podporuji vysledky analyzy 32 kb jaderné DNA ziskané od kazdého ze zastupci 171
ptadich druhd, ktera u kura domaciho (Gallus gallus) odpovida 19 riznym lokustm
zahrnujicim ze 74 % introny, z 23 % kodujici exony a ze 3 % UTRs (UnTraslated
Regions; neptekladané oblasti) (Hackett et al., 2008). Tato fylogenomicka studie ale stavi
plamendky a potipky mimo klad vodnich ptakti zahrnujici veslonohé, brodivée,
trubkonosé, tucnaky a potaplice, coz si Hackett et al. (2008) vysvétluji tim, Ze adaptace
ptakl na rGznd prostiedi, véetn¢ vodniho, nastala nejspiSe n€kolikrat.

Pritazeni plamenakt a potapek do jednoho kladu poté zlstava i v ramci novéjsich
fylogenomickych studii, avSak umisténi tohoto kladu v ramci fylogenetického stromu
Neoaves se mezi nimi vyrazné 1isi (Jarvis et al., 2014, Prum et al., 2015, Reddy et al.,
2017). Jarvis et al. (2014) na zakladé fylogenetické analyzy celych genomu od 48 druhti

ptakd, reprezentujicich vSechny fady Neoaves, taktéz plamenaky s potapkami k ostatnim



vodnim ptakim nepfiitadili. Naopak Prum et al. (2015), ktefi k fylogenetické analyze 198
druhii ze 122 celedi ve vSech 40 existujicich fadech ptakd pouzili sekvenovani nové
generace zacilené na 394 lokusti v konzervovanych oblastech genomu, fadi plamenaky
(Phoenicopteriformes) jako sestersky klad k potapkam (Podicipediformes)
a dlouhokiidlym (Charadriiformes) v rdmci Aequorlitornithes, coz je klad zahrnujici

vSechny vodni ptaky vyjma vrubozobych (Anseriformes) (viz obrazek ¢. 1).
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Obrazek ¢. 1: Vyfez z kladogramu ptakt zobrazujici klad Aequorlitornithes (Prum
etal., 2015).

Reddy et al. (2017) se v nejnovéjsi fylogenomické studii zabyvali rozieSenim
fylogenetickych vztahti v ramci ptakt a k analyze zvolili kombinaci sekvenci ptac¢i DNA
ziskanych jiz z pfedchozich studii (Hackett et al., 2008, Braun et al., 2011, Wang et al.,
2012, Kimball et al., 2013, Smith et al., 2013) a dat extrahovanych z novych sekvenci.
Jako sestersky taxon k potapkam a plamenaktum oznadili klad sestavajici z mékkozobych
(Columbiformes), mesitt (Mesitornithiformes) a stepokurti (Pterocliformes) (viz obrazek

&.2).
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Obrazek €. 2: Vyfez z kladogramu ptakli zobrazujici fylogenetické vztahy zastupci
Aequorlitornithes (Prum et al., 2016) v pojeti systému podle Reddy et al. (2017).

3.2 Mikrosatelity

Mikrosatelity (SSRs — Simple Sequence Repeats, STRs — Single Tandem Repeats)
jsou kratké tseky DNA, ve kterych se tandemové opakuje 1 az 10 bp dlouhy motiv
(Schlétterer, 2000) a obvykle jsou dlouhé do 100 bp. Vyznacuji se vysokou variabilitou
ve své délce, ktera se u jednotlivych alel 1isi poctem repetici (Chapuis et Estoup, 2007).
Pravé diky délkovému polymorfismu mohou byt mikrosatelity vyuzity jako genetické
markery. Homozygtoni mikrosatelitovy lokus ma stejny pocet repetici na obou
homolognich chromozomech, kdeZto heterozygotni mikrosatelitovy lokus ma odlisny
pocet repetici pro kazdou alelu (napf. jedna alela obsahuje 9 repetici a druhd 10) (Oliveira
et al., 2006). Mikrosatelity jsou ohrani¢eny unikatnimi sekvencemi DNA ozna¢ovanymi
jako flanking regions, podle nichz lze navrhnout primery, vybrany mikrosatelitovy lokus
amplifikovat pomoci PCR a nasledné jej elektroforeticky rozd¢lit a detekovat jednotlivé
alely lisici se od sebe i 0 1 nukleotid (Tautz, 1989). Variabilita v nukleotidové sekvenci

jedine¢nych ohranicujicich useku (flanking regions) zpusobena mutaci muze zabranit
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nasednuti primeru na templatovou DNA pii PCR amplifikaci mikrosatelitového lokusu,
coz vyusti v detekci tzv. nulové alely. Nulova alela mikrosatelitu je tedy definovana jako
jakakoliv alela, kterou nelze amplifikovat pomoci PCR (Dakin et Avise, 2004). Jeji
vyskyt Ize v populacnich studiich zjistit otestovanim Hardy-Weinbergovy rovnovahy,
avSak pouze za predpokladu, ze deficience heterozygotli v populaci neni zplisobena
napiiklad Wahlundovym efektem (Chapuis et Estoup, 2007).

Vyuziti mikrosatelitti je Siroké a tyto vysoce polymorfni genetické markery se
uplatiiuji napiiklad pii stanoveni fylogenetickych vztahti mezi druhy, analyze genetické
struktury populace, testovani rodicovstvi a identity, ve forenzni genetice ¢i genetickém

mapovani (Goldstein et al., 1999).

3.2.1 Klasifikace mikrosateliti a jejich distribuce v genomu

Dle typu repetitivni sekvence jsou mikrosatelity délené na dokonalé, nedokonalé,
prerusované a slozené. U dokonalych mikrosatelitli neni repetitivni sekvence prerusena
(napt. TATATATA), naopak u nedokonalych mikrosatelitli se mezi repetitivni sekvenci
vyskytuje par bazi, ktery nezapadd do motivu (napi. TATATACTA). U pteruSovanych
mikrosatelitti se mezi repetitivni sekvenci nachazi kratka sekvence, ktera narusuje motiv
(napt. TATATAGCTGTA). Slozené mikrosatelity obsahuji dvé odlisné repetitivni
sekvence (napt. TATATATAGAGAGAGA). (Oliveira et al., 2006)

Mikrosatelity jsou rozptyleny napfi¢ genomem prokaryot i eukaryot, kde se
vyskytuji jak v protein-kodujicich sekvencich, intronech ale i UTRs (To6th et al., 2000, Li
etal., 2004). Expanze ¢i redukce mikrosatelitt v kodujici oblasti mtize vést ke ztraté nebo
zisku funkce genu (Li et al., 2004). Naptiklad expanze poctu repetic trinukleotidovych
mikrosatelitti hraje velkou roli pfi vzniku nékolika lidskych genetickych chorob, jako jsou
syndrom fragilniho X (Fu et al., 1991), myotonicka dystrofie (Brook et al., 1992) ¢i
Huntingtonova choroba (Mangiarini et al., 1996). Zmény v poctu mikrosateliti v 5’-UTR
oblasti mohou pies transkripci a translaci regulovat genovou expresi, v 3’-UTR oblasti
pak expanze mikrosatelitl mize vést ke sklouznuti pti transkripci (trascription slippage)
a produkci prodlouzené mRNA, kterd ma naruseny sestfih a pravdépodobné pak miize
ovliviiovat 1 jiné bunécné funkce. Intronické mikrosatelity pak mohou narusit genovou

expresi, sestiih a export mRNA do cytoplazmy. (Li et al., 2004)



Co se ty¢e mikrosateliti v genomu obratlovcil, Neff et Gross (2001) uvadéji, ze
nezaznamenali zadné korelace mezi poctem mikrosateliti a velikosti genomu, pticemz
nejvetsi vyskyt mikrosatelitli zaznamenali u ryb, a naopak nejmensi u ptaki.

Frekvence distribuce mikrosateliti se 1i$i nejen mezi druhy, ale také v ramci
chromozomt jednoho organismu. Napiiklad u nékterych organismt (Arabidopsis
thaliana a Drosophila melanogaster) byla pozorovana snizena hustota mikrosatelitt

Vv centromerické oblasti chromozomi (Pardue et al., 1987, Lin et al., 1999).

3.2.2 Vznik a mutace mikrosatelita

Studie evoluce a mutaci mikrosatelitd se zamé&fuji predev§im na lokusy s vétSim
poctem repetici. U takovych mikrosateliti se miize pocet repetitivnich jednotek
nasledkem mutaci zvySovat ¢i snizovat, a to obvykle o jednu repetici (Levinson et
Gutman, 1987), coz je pozorovano jako délkovy polymorfismus mikrosateliti mezi
jedinci v populaci (Schlétterer et Tautz, 1992). Jako hlavni mechanismus téchto mutaci
je oznatovan DNA slippage, ktery nastava v priabéhu DNA replikace (Levinson
et Gutman, 1987, Schlétterer et Tautz, 1992). Jelikoz je DNA slippage vniman jako
zavisly na Spatném parovani tandemovych repetic v pribéhu DNA replikace (Levinson
et Gutman, 1987), u mikrosatelitii s malym poctem repetitivnich jednotek by mél byt
vzacnéjsi (Zhu et al., 2000). Tomu nasvédcuje naptiklad i to, Ze mikrosatelitové lokusy
s méné nez péti repeticemi jsou ziidka polymorfni a mira jejich polymorfismu se zvySuje
s rostoucim poctem repetic (Weber, 1990, Strassmann et al., 1997, Zhu et al., 2000). To,
ze je DNA slippage zavisly na ur¢itém poctu repetici mikrosatelitového lokusu znamena,
ze pro vznik nového mikrosatelitu je za potfebi existence kratké sekvence DNA
oznacované jako proto-mikrosatelit, ktera poté mtize byt takto prodluzovana (Levinson
et Gutman, 1987). Z toho vyplyva, Zze musi existovat jesté jiny mechanismus pro vznik
a brzkou evoluci mikrosatelitti, jejichz pocet repetitivnich jednotek nedosahl prahové
hodnoty, kterym mohou byt naptiklad substituce (Levinson et Gutman, 1987, Stephan
et Cho, 1994, Messier et al., 1996, Rose et Falush, 1998).

Zhu et al. (2000) si vznik mikrosatelitt vysvétluji pomoci dvou hypotéz — prvni
hypotéza se zabyva substitucemi a druha inzercemi duplikujicimi pftilehlé sekvence,
pfiemz substituce nastavaji ¢astéji a jsou hlavnim zdrojem novych mikrosatelitovych
lokusti o dvou repeticich. Méné Casté inzerce jsou vSak diilezité pro evoluci mikrosatelitli

S vyssim poctem repetici.



Co se tyce jiz existujicich mikrosatelitti a jejich mutaci, cetnost DNA slippage klesa
od di- k tetranukleotidovym repeticim (Kruglyak et al., 1998) a naopak roste se zvysujici
se délkou mikrosatelitového lokusu, tj. rostoucim poc¢tem jednotek repetice (Anmarkrud
et al., 2008). Nekoneénému naristu jednotek repetice a prodluzovani délky
mikrosatelitového lokusu zpusobeného DNA slippage je podle Kruglyak et al. (1998)
zamezeno akumulaci bodovych mutaci, konkrétné substituci.

Mimo DNA slippage 1ze u mikrosateliti pozorovat také mén¢ ¢asté nerovnomérné
rekombinace nebo bodové mutace (Harding et al., 1992, Toth et al., 2000, Li et al., 2004).
Nerovnomérny  Crossing-over mize zpusobit drastické zmény v sekvenci
mikrosatelitového lokusu ztratou ¢i ziskem velkého poctu repetici. V pripade, zZe
mikrosatelitové repetitivni sekvence vytvoii béhem synapse vlasenkovou strukturu,
vyméni si pii crossing-overu homologni chromozomy fragmenty s odlisnou délkou,
nasledkem ¢ehoz ziska jeden chromozom delsi fragment s vétSim poctem repetic a druhy
naopak kratsi fragment s mensim poctem repetic. (Oliveira et al., 2006)

Pokud nejsou tyto zmény v DNA opraveny pomoci repara¢nich mechanismu,
dochazi ke vzniku novych mikrosatelitovych alel, které mohou regulovat ¢i ménit genové
produkty a v nékterych piipadech vést az ke zméné fenotypu (Li et al., 2004).

Mutaéni rychlost mikrosatelitii je uvadéna jako 10 az 102 na lokus a generaci
(Harding et al., 1992, Schlétterer, 2000) a mezi faktory, které ji ovliviuji, patii naptiklad
pocet repetici, typ repetici a flanking sekvence (Schlétterer, 2000).

3.2.3 Hledani mikrosatelita

Mikrosatelity pro studium vybraného organismu lze ziskat celkem tfemi zakladnimi
pfistupy, a to de novo, in silico nebo s vyuzitim cross-species PCR amplifikace (Zane et
al., 2002, Dawson et al., 2010).

Konven¢ni de novo metoda ziskavani mikrosateliti z genomickych knihoven je
draha a ¢asové naro¢na (Varshney et al., 2002) jelikoz zahrnuje mnoho krokau, jako je
konstrukce genomické knihovny obohacené o repetitivni motivy, izolace a sekvenovani
klonti obsahujicich mikrosatelity, navrhovani primerd, optimalizace PCR amplifikace
pro kazdy par primert a testovani polymorfismu na nékolika neptfibuznych jedincich
(Zane et al., 2002).

Konvencni de novo izolace mikrosatelitd je proto postupné nahrazovana levnéjsim

arychlejsim in silico prohledavanim databazi sekvenci DNA za pomoci specialnich



programt, jako jsou napiiklad MISA (MlcroSAtellite) ¢i TROLL (Tandem Repeats
Occurent Locator) (Sharma et al., 2007). Pomoci MISA softwaru je mozné systematicky
prohledavat EST databaze a hledat mikrosatelity pro vyvoj novych EST
mikrosatelitovych markera (Varshney et al., 2002). Nevyhodou EST odvozenych
mikrosatelitli je obecné jejich niz8i polymorfismus, jelikoz jsou asociované s evolucné
stabilnimi transkribovanymi geny (Varshney et al., 2002). Naopak vyhodou je jejich lepsi
cross-species pienositelnost (Coulibaly et al., 2005), ¢ehoz vyuzili napiiklad Dawson
etal. (2010), ktefi navrhli set konzervovanych primera pro celkem 33 ptacich
mikrosatelitovych lokust vhodnych ke studiu populaci ¢i paternity.

Pravé cross-species PCR amplifikace mikrosatelitovych lokusi mezi blizce
pfibuznymi druhy je dal$i zplsob, jak ziskat mikrosatelity pro nové studovany druh
(Schlstterer et al., 1991). Uspé&snost cross-species PCR amplifikace mikrosatelitti
negativné koreluje S evolucni divergenci mezi zdrojovym druhem (tj. druhem, u kterého
byl mikrosatelit izolovan) a cilovym druhem (tj. druhem, u kterého je provadéna cross-
species amplifikace) (Primmer et al., 1996). Cross-species mikrosatelity hraji velkou roli
pfedevsim pii studiu ptakd, jejichz genomy obsahuji v porovnani s ostatnimi obratlovci
nejméné mikrosatelitovych lokust (Primmer et al., 1997, Neff et Gross, 2001).

Postupny vyvoj sekvenovani nové generace umoznil jeho vyuziti taktéz k rychlému
a relativné levnému (oproti konvenénimu de novo pfistupu) nalezeni novych
mikrosatelitovych lokusit u jakéhokoliv druhu. Hledani mikrosatelith pomoci
genomového sekvenovani popisuji Abdelkrim et al. (2009) — jedna se o de novo zisk
mikrosatelitti za pomoci tzv. shotgun sekvenovani, které poskytne kratké useky sekvenci,

jenz jsou nasledné in silico prohledavany bioinformatickymi nastroji.

3.2.4 Cross-species PCR amplifikace mikrosatelitii u ptaka

Hustota mikrosateliti v ptaCim genomu, vypocitana jako jeden mikrosatelitovy
lokus na 20-39 kb, je o mnoho niZsi nez naptiklad v lidském genomu, u kterého se udava
jeden mikrosatelitovy lokus na 6 kb (Primmer et al., 1997). Tato skute¢nost mize byt
vysvétlena tim, Zze genom ptakl obsahuje relativné méné nekodujici DNA nez genom
vetSiny savcl, a dale tim, ze ptaci mikrosatelity nejspiSe nejsou asociované s kratkymi
rozptylenymi repetitivnimi elementy (SINEs), které u savci kon¢i poly(A) sekvenci
a poskytuji zdroj pro evoluci mikrosatelitti (Beckmann et Weber, 1992, Acrot et al., 1995,
Primmer et al., 1997).
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Kromé evolu¢ni vzdélenosti mezi zdrojovym a cilovym druhem patii mezi faktory
ovliviujici cross-species PCR amplifikaci mikrosatelitti u ptakt naptiklad snizeni teploty
annealingu PCR reakce, coz zvysi Sanci na tspéSnou cross-species amplifikaci nezavisle

na genetické vzdalenosti mezi zdrojovym a cilovym druhem.

3.2.5 Polymorfni cross-species mikrosatelity u plamenaka karibského

Pro plamenaka karibského bylo dosud nalezeno celkem 148 polymorfnich cross-
species mikrosatelitti, Z ¢ehoz bylo doposud 75 plné charakterizovano.

Deset polymorfnich cross-species mikrosatelitii pro plamenaka karibského nalezl
Drobek (2008), pii testovani celkového poctu 70 mikrosatelitd izolovanych od druhti
z tadt veslonozi, brodivi a potapky. Cross-species PCR amplifikaci téchto lokusi proved]
na DNA izolované od 6 neptibuznych jedinct plamendka karibského. Ve své diplomové
praci Drobek (2010) potom amplifikoval a statisticky charakterizoval téchto 10 ziskanych
polymorfnich cross-species mikrosateliti ze své bakalafské prace na DNA 30
neptibuznych jedinct. Dale otestoval na cross-species PCR amplifikaci u plamenaka
karibského dalSich 214 mikrosateliti od druhli z tada brodivi, veslonozi, potapky,
potaplice, tucnaci, dlouhokiidli a vrubozobi. Ziskal celkem 33 polymorfnich cross-
species mikrosatelith pro plamenaka karibského, které charakterizoval na 30
nepiibuznych jedincich, a oznacil za vhodné naptiklad pro parentalni analyzu.

Matoskova (2011) ve své bakalaiské praci otestovala na cross-species PCR
amplifikaci u 6 neptibuznych jedincii plamenaka karibského 78 mikrosatelitovych lokusti
izolovanych od druhti z fadt plamenaci, veslonozi a brodivi a nalezla celkem 35
polymorfnich mikrosatelitl, z ¢ehoz 31 lokusii bylo amplifikovdno pomoci primert
puvodné navrzenych pro plamenaka rizového (P. roseus) z fadu plamenaci. Na prvotni
analyzu téchto lokust navéazala svou diplomovou praci Burzédkova (2013), ktera je dale
analyzovala a charakterizovala na DNA 30 nepfibuznych jedincich plamendka
karibského, na zéklad¢ ¢ehoz dva lokusy vyloucila — jeden oznacila za monomorfni
a druhy jako nehodnotitelny. Déle nalezla 5 novych polymorfnich mikrosateliti
odvozenych od volavky rusohlavé (Bubulcus ibis) z fadu veslonozi a od ¢apa vychodniho
(Ciconia boyciana) z tadu brodivi, které doposud nebyly na cross-species PCR
amplifikaci u plamenaka karibského testovany. Opé&tovnym testovanim mikrosatelit,
které byly jiz dfive oznaceny za polymorfni u plamenéka rizového, av§ak za monomorfni

u plamendka karibského (Drobek, 2010, ManiSova 2011), nasla dalsi 4 polymorfni cross-
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species mikrosatelity. Celkem tedy Burzakova (2013) pro plamenaka karibského nalezla
a statisticky charakterizovala na 30 nepfibuznych jedincich 42 polymorfnich
mikrosatelitovych lokust.

Ve své bakalarské praci (Strejckova, 2016) jsem na Sesti nepiibuznych jedincich
plamenaka karibského otestovala pomoci cross-species PCR amplifikace celkem 213
mikrosatelitovych lokust, z ¢ehoz 207 bylo pivodné de novo izolovanych od zastupct
fadu trubkonosi a u zbylych 6 se jednalo o cross-species mikrosatelity polymorfni
U zastupcti fadu trubkonosi, pivodné odvozené od zastupci z tadt dlouhokiidli
(Charadriiformes) a pévci (Passeriformes). Ze vSech 213 testovanych lokus jsem
oznacila 50 za polymorfni, coz znamena ze hodnota Uspé$nosti cross-species PCR
amplifikace testovanych mikrosatelitovych lokust u plameniaka karibského €inila 23 %.

Z poctu 207 testovanych mikrosatelitovych lokusti odvozenych od zastupctl z fadu
trubkonosi pochazelo 53 od druhti z celedi albatrosoviti, 100 od druhd z celedi
buinidkoviti a 54 od druhti z cCeledi buiiiackoviti. V ramci fadu trubkonosi jsem
za polymorfni oznacila 49 mikrosatelitovych lokusti z 207 a celkova hodnota GspéSnosti
cross-species PCR amplifikace se rovnala 24 %. Piehled poctu polymorfnich
mikrosateliti a uspéSnosti cross-species PCR amplifikace pro jednotlivé Celedi fadu

trubkonosi uvadim v tabulce ¢. 1.

Tabulka ¢. 1: Piehled a rozdéleni 207 testovanych mikrosatelitli izolovanych od
zastupci fadu trubkonosi do Celedi, pocet nalezenych polymorfnich cross-species
mikrosateliti a uspéSnosti cross-species PCR amplifikace u plamenaka karibského
(Phoenicopterus ruber) v ramci jednotlivych ¢eledi. V zavorkach jsou uvedeny hodnoty

reflektujici i 6 cross-species mikrosateliti polymorfnich u druhti z fadu trubkonosi.

Pocet testovanych

Pocet polymorfnich

Uspé&$nost cross-species

Celed mikrosateliti mikrosateliti PCR amplifikace [%]
Albatrosoviti 53 9 17
Bufiidkoviti 100 (+6) 27 (+1) 27 (26)
Buinackoviti 54 13 24

Celkem 207 (+6) 49 (+1) 24 (23)

Co se ty¢e jednotlivych druhti z fadu trubkonosi, nejvétsi pocet Cross-species

mikrosatelitii polymorfnich u plamenéka karibského byl odvozen od buitidka utlozobého
z Celedi burnakoviti; jednalo se o 11 lokust z 32 testovanych. Nejvyssi uspé$nost Cross-

species PCR amplifikace u plamenaka karibského (46 %) ale vykazovaly mikrosatelity
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izolované od buindka svétlonohého, ktery je také tazen do Celedi buinakoviti; z 11
mikrosatelitovych lokusti jsem oznacdila 5 jako polymorfni.

Na cross-species PCR amplifikaci u plamenaka karibského jsem testovala také 6
lokust odvozenych od zastupcii z tadu dlouhoktidli (Charadriiformes) a pévci
(Passeriformes). Z 5 cross-species mikrosateliti polymorfnich u zastupct tadu
trubkonosi, pivodné¢ odvozenych od zastupct z fadu dlouhokiidli jsem jako polymorfni
oznacila pouze jeden mikrosatelitovy lokus, a to RBG29 od racka novozélandského
(Larus novaehollandiae scopulinus) z fadu dlouhoktidli (Charadriiformes), ktery byl
polymorfni pfi cross-species PCR amplifikaci u buinidka taiko z fadu trubkonost, z ¢eledi
buinakoviti (Lawrence, 2008 podle Given et al., 2002). Jediny testovany mikrosatelit
puvodné izolovany od zéastupce z tadu pévei, a to konkrétné Dpu0Ol od lesnacka
Zlutonohého (Dendroica petechia) (Welch et Fleischer (2011) podle Dawson et al.
(1997), polymorfismus pii cross-species PCR amplifikaci u plamenaka karibského
nevykazoval.

Zlochova (2017) na Sesti nepiibuznych jedincich plameiidka karibského testovala
polymorfismus celkem 171 mikrosatelitovych lokust, z nichz bylo 113 izolovanych od
zastupci z fadu tucnaci (Sphenisciformes) a u 58 se jednalo 0 univerzalni ptaci
mikrosatelity. Celkem nalezla 23 polymorfnich mikrosatelitii, z nichz 16 pochazelo od 6
riznych druht tuénakt a zbylych 7 byly univerzalni ptac¢i mikrosatelity. Celkova
uspésnost cross-species PCR amplifikace testovanych lokusti u plamenidka karibského
byla 13,50 %, pro mikrosatelity odvozené od zastupct z fadu tuc¢naci 14,16 % a pro
univerzalni ptaci mikrosatelity 12,28 %.

Shrnuti poétti nalezenych polymorfnich cross-species mikrosatelitd pro plamenaka
karibského v jednotlivych pracich, jejichz experimentalni c¢ast byla provedena
v Laboratofi populacni genetiky na Katedfe bunétné biologie a genetiky na PiF
Univerzity Palackého v Olomouci, véetné fadu od jejichZz zastupct byly tyto lokusy
puvodné odvozeny, je uvedeno v tabulce ¢. 2. V tabulce je dale vyznaceno, zda u téchto

mikrosatelitll jiZ byla provedena podrobna charakteristika na vét§im poctu jedinct.

13



Tabulka ¢&. 2: Piehled nalezenych polymorfnich cross-species mikrosatelitii pro

plamendka karibského v jednotlivych bakaladfskych a diplomovych pracich

vypracovanych v Laboratofi populacni genetiky na Katedie bunécné biologie a genetiky

na PfF Univerzity Palackého v Olomouci. V zavorce je uveden pocet testovanych

jedinct.

Prace

Pocet nalezenych
lokusi (6)

Charakteristika
lokusi (30)

Zdrojové rady

Drobek (2008,
2010)

33

ano

brodivi,
veslonozi,
potapky,
potaplice,
tucnaci,
dlouhokfidli,
vrubozobi

Matoskova (2011),
Burzakova (2013)

42

ano

brodivi,
veslonozi,
plamenaci

Strejckova (2016)

50

ne
(tato préce)

trubkonosi,
dlouhok#idli

Zlochova (2017)

23

ne

tucnaci,
univerzalni ptaci
mikrosatelity

Dosavadni pocet 148 nalezenych polymorfnich cross-species mikrosatelitti pro

plamenaka karibského, z ¢ehoz je 75 statisticky charakterizovano na 30 neptibuznych

jedincich a 73 pouze oznaceno za polymorfni po PCR amplifikaci s DNA 6 nepiibuznych

jedinct, se po otestovani polymorfismu vSech lokusi na vétSim poctu jedinci (30) jeste

pravdépodobné snizi. Padesati polymorfnimi lokusy, které byly nalezeny v bakalaiské

praci u 6 nepiibuznych jedincl plamenaka karibského (Strejckova, 2016), se zabyva tato

prace. Dalsich 23 lokust, které nalezla Zlochova (2017) je tieba jeste otestovat na souboru

30 jedinct a poté statisticky charakterizovat pomoci programi Cervus (Kalinowski et al.,

2007) a Genepop (Rousset, 2008).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Biologicky material pro ucely této diplomové prace byl poskytnut pracovniky
Zoologické zahrady Dvir Kralové. Tticeti neptibuznym jedincim plamendka karibského
(Phoenicopterus ruber) byla odebrana krev, z niz muj skolitel za pouziti fenol-
chloroformové metody izoloval genomickou DNA, ktera byla nasledné¢ rozpusténa v TE

pufru a nafedéna na koncentraci od 10 do 50 pg/ml.

4.2 Testované primery

Celkem bylo ke cross-species PCR amplifikaci mikrosatelitii u 30 nepfibuznych
jedincti plamenaka karibského pouzito 50 parii primerd, které u 6 neptibuznych jedinct
plamendka karibského amplifikovaly polymorfni lokus v rdmci bakaldiské prace
(Strejckova, 2016) (viz tabulka €. 3).

Mimo 49 mikrosateliti odvozenych od zéastupct fadu trubkonosi byl pii cross-
species PCR amplifikaci pouzit také lokus RBG29 (GenBank Accession no. AY091853)
puvodné odvozeny od racka novozélandského (Larus novaehollandiae scopulinus) z tadu
dlouhokfidli (Charadriiformes) (Given et al., 2002), ktery byl testovan, jelikoz vykazoval

polymorfismus pii cross-species PCR amplifikaci u buinaka taiko (Lawrence, 2008).

Tabulka €. 3: Seznam 49 mikrosatelitovych lokusti odvozenych od druht z tadu
trubkonosi, polymorfnich pii cross-species PCR amplifikaci u 6 nepiibuznych jedinct
plamenadka karibského (Strejckova, 2016).

Celed’ Zdrojovy druh Nazev lokusu Literarni zdroj
(GenBank Accession no.)
> albatros stéhovavy De3 (AF096789) Burg, 1999
3 (Diomedea exulans)
3 albatros Sedohlavy Dc5 (AF096790)
= (D. chrysostoma) Dc22 (AF096803)
-g Dc31 (AF096810)
= albatros ¢ernonohy BFAL4 (neuvedeno) Hernandez et
'E (Thalassarche melanophris) | BFAL14 (neuvedeno) al., 2014
g albatros laysansky LAALY7Y (neuvedeno)
% (Phoebastria immutabilis) | LAAL19 (neuvedeno)
2 albatros bé&lohibety STAL18 (neuvedeno)
< (P. albatrus)
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Tabulka €. 3: Pokradovani 1.

Celed’ Zdrojovy druh Nazev lokusu Literarni zdroj
(GenBank Accession no.)
buinak trinidadsky Parm01 (EU360817) Brown et
(Pterodroma arminjoniana) Jordan, 2009
buiniak havajsky Ptero05 (HQ918222) Welch et
(P. sandwichensis) Fleischer, 2011
buifiak Bulwerv Bbll (HM171894) Andris et al.,
(Bulweria bulwerii) Bb21 (HM171897) 2010
Bb22 (HM171898)
Bb25 (HM171901)
buiniak bélobrady Paequ3 (AY371071) Techow et
(Procellaria aequinoctialis) | Paequ7 (AY371073) O'Ryan, 2004
- Paequ8 (AY371074)
g burniak Sedy Cd5 (EU029087) Bried et al.,
= (Calonectris diomedea) 2008
%‘ buinak balearsky Puff G2F (EU158899) Gonzales et al.,
2 (Puffinus mauretanicus) 2009
é buinak svétlonohy Pc A105 (JX435471) Hardesty et al.,
= (P. carneipes) Pc A107 (JX435472) 2013
2z Pc B109 (JX435475)
;?E: Pc B115 (JX435476)
- Pc D103 (JX435479)
m buinak utlozoby Patbell (JF288775) Quillfeldt et al.,
(Pachyptila belcheri) Patbel4 (JF288778) 2012
Pacbel_00386 (neuvedeno) | Moodley et al.,
Pacbel_03731 (neuvedeno) 2015

Pacbel_07265 (neuvedeno)
Pacbel_08509 (neuvedeno)
Pacbel 08988 (neuvedeno)
Pacbel_09021 (neuvedeno)
Pacbel_09528 (neuvedeno)
Pacbel 10033 (neuvedeno)
Pacbel 17944 (neuvedeno)

AT 4

Burnackoviti
(Hydrobatidae)

buimacek Monteirtiv
(Oceanodroma monteiroi),
buriiacek dluhokiidly
(O. leucorhoa)

0c28B (FJ238097)
Oc49 (FJ238098)
0c63 (FJ238100)
0c79 (FJ238102)
Oc87B (FJ238104)
0110-39 (FJ238106)

Sun et al., 2009

16



Tabulka €. 3: Pokradovani 2.

Celed’ Zdrojovy druh Nazev lokusu Literarni
(GenBank Accession no.) zdroj
buinacek Monteirav Omn1 (JQ303226) Bried et al.,
= g (O. monteiroi) Omn3 (JQ303228) 2012
R Omn8 (JQ303232)
29 Omn21 (JQ303238)
:E § butnacek dlouhokiidly | Ole02 (FR696378) Bicknell et al.,
@ T (O. leucorhoa) Ole09 (FR696385) 2011
— Ole13 (FR696389)

4.3 PCR amplifikace mikrosateliti
Kazdy par testovanych primerd (viz tabulka ¢. 3) byl pouzit k amplifikaci
genomické DNA 30 nepiibuznych jedincti plamendka karibského. SloZzeni PCR reakéni

smési je uvedeno Vv tabulce ¢. 4.

Tabulka €. 4: SloZeni PCR reak¢ni smési pro 30 vzork.

Slozky PCR reakéni smési Objem (ul)
Deionizovana voda 222.0
Reakéni pufr 10x 33,5
Roztok MgCl2 (25 mmol/l) 20,0
Roztok dNTPs (20 pmol/l) 3,5
Primer F (10 umol/l) 16,5
Primer R (10 pmol/1) 16,5
aTag DNA polymeraza (5 U/ul) 5,0

1. Chemikalie k pfipravé PCR reakéni smési rozmrazit, zvortexovat a zcentrifugovat.

2. Do 1,5ml mikrozkumavky napipetovat dle tabulky ¢. 4 jednotlivé slozky PCR reakéni
smési, tu nasledné zvortexovat a zcentrifugovat.

3. Do PCR mikrozkumavek napipetovat po 1 pl genomické DNA plamenaka
karibského.

4. Do PCR mikrozkumavek s genomickou DNA pfipipetovat 9 ul PCR reakéni smési.

5. Mikrozkumavky umistit do termocykleru a nastavit Casovy a teplotni profil dle

schématu ¢. 1.
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Schéma €. 1: Zakladni ¢asovy a teplotni profil PCR reakce

1. 94°C ... 5min

2. 94°C...30s
Ta°C...30s 35X
72°C ... 30s

3. 72°C... 7 min

Jako vychozi teplota annealingu (Ta) pro jednotlivé pary primeri byla pouzita finalni
Ta uvedena v mé bakalatské praci (Strejckova, 2016). V piipadé potieby byla teplota
upravovana (viz Vysledky).

4.4 Zpracovani PCR produktii pomoci elektroforetické separace

Pro elektroforetickou separaci DNA za denaturujicich podminek byla pouzita
vyhtivana sekvenacni elektroforeticka komirka S2 Whatman Biometra, s rozméry skel
330 x 390 mm a 330 x 420 mm a tloustkou gelu 0,4 mm.

1. Malé i velké sklo omyt pomoci kartaicku vodou se saponatem, poté oplachnout
deionizovanou vodou a osusit. Nasledné plochu, ktera ptijde do kontaktu s gelem, 2x
oplachnout 96% ethanolem a osusit papirovou utérkou.

2. Plochu malého skla, ktera bude v kontaktu s gelem, oSetfit 1 ml pfipraveného
molekularniho lepidla. Roztok dikladné rozettit po celé plose skla papirovou utérkou
a nechat asi 4 minuty zaschnout. Poté sklo 4x oplachnout 96% ethanolem a vZdy utfit
papirovou utérkou dosucha.

3. Velké sklo osetfit na ploSe, ktera se bude dotykat gelu, pomoci vodoodpudivého
ptipravku na skla automobill (Rain-ofY). Ptipravek rozettit papirovou utérkou po celé
ploSe a nechat zaschnout asi 5 minut. Po zaschnuti 2x oplachnout deionizovanou
vodou a vzdy utfit papirovou utérkou dosucha.

4. Velké sklo polozit na vodorovné umisténou polystyrenovou desku v digestofi tak, aby
jeho oSetfend plocha smétovala nahoru. Po stranach polozit 0,4 mm silné spacery a na
n¢ polozit malé sklo oSetfenou plochou doll. Srovnat spacery az k okrajim skel
a gumy spacert piilozit tésné¢ k hrané malého skla. Skla na kazdé¢ stran¢ v misté
spacert sepnout pomoci dvou klipsti. Na jedné kratké stran¢ jsou hrany skel tésné

Vv zékrytu a na protilehlé jsou hrany skel vzajemné posunuty pfiblizné o 2,5 cm.
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10.

11.

12.

Ptipravit si polyakrylamidovy gel do kadinky, roztok promichat a pomalu nalévat
mezi mirné naklonéna skla tak, aby nedoslo ke vzniku vzduchovych bublin.

Po zaplnéni prostoru mezi skly gelem vsunout hiebinek mezi skla v misté plnéni
rovnou stranou asi 0,5 cm hluboko. V misté hiebinku obé skla sepnout pomoci 4
klipsii a nechat gel nejméné hodinu polymerizovat.

Po zpolymerizovani gelu odstranit klipsy a skla pomoci vody a kartacku ocistit od
zbytkli polyakrylamidu. Poté skla osuSit papirovou utérkou a upevnit
do elektroforetické komurky, pii¢emz ¢elo s hiebinkem sméfuje nahoru a kratsi sklo
je orientované smérem k hlinikové desce elektroforetické komurky.

Do anodového i katodového prostoru nalit 0,5x TBE pufr. Opatrné vytahnout
hiebinek a vznikly prostor mezi skly vyplachnout proudem pufru z injekéni stiikacky.
Uzaviit anodovy a katodovy prostor, nasadit elektrody a na zdroji stejnosmérného
elektrického proudu nastavit vykon na hodnotu 90 W (hodnoty elektrického napéti
I proudu jsou nastaveny na maximum: 3000 V/150 mA). Za téchto podminek nechat
gel nahtat (asi 30 minut).

Tésné pred nanesenim vzorkil pfipravenych smisenim 10 pl PCR produktu a 5 pl
nanaSeciho pufru, vlozit vzorky na 3 minuty do denaturujicich podminek zajisténych
napf. termocyklerem vytemperovanym na 96 °C. Po vytazeni mikrozkumavky ihned
vlozit do ledové tiiste, aby se zabranilo opétovné renaturaci denaturovanych vlaken
DNA produkti.

Béhem denaturace DNA produktd vypnout zdroj stejnosmérného elektrického
proudu, odpojit katodu a oteviit katodovy prostor. Pomoci proudu 0,5x TBE pufru
z injekéni stiikacky opét diukladné vycistit prostor pro hiebinek od zbytkl
polyakrylamidu a rozpusténé mocoviny. Do vyciSténého prostoru opatrné vsunout
hiebinek tak, aby zoubky byly asi 1 mm hluboko v gelu.

Denaturované vzorky nanést po 1,5 pl do jamek vzniklych mezi zoubky hiebinku. Po
naneseni vSech vzorkl katodovy prostor znovu uzavfit, ptipojit katodu a nastavit na
zdroji stejnosmérného elektrického proudu hodnotu vykonu 70 W (hodnoty
elektrického napéti i proudu jsou nastaveny na maximum: 3000 V/150 mA).

Cas separace se li§i v zavislosti na relativnich molekulovych hmotnostech
jednotlivych separovanych PCR produkti, pficemz obvykle se jedna o 90-240 min.
Pro orienta¢ni ureni Casu separace slouzi barviva obsazend v nandSecim pufru —

bromfenolova a xylenova modt.
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.

Zatimco probiha elektroforeticka separace vzork pripravit 800 ml fix/stop roztoku,
800 ml 1% roztoku HNO3, 800 ml vyvojky a 800 ml 0,1% roztoku AgNOs. Vyvojku
umistit do chladnicky a vychladit na teplotu nizsi nez 10 °C.

Po skonceni elektroforetické separace PCR produkta vypnout zdroj stejnosmérného
elektrického proudu, odpojit obé elektrody a Sroubem na pravé strané elektroforetické
komirky uvolnit hadicku, ktera slouzi jako kandlek pro odtok pufru z katodové Casti
do sbérného prostoru. Poté povolit Srouby tchytt skel, skla s gelem vyjmout, polozit
na vodorovnou podlozku mensim sklem vzhtru, vytdhnout spacery a pomoci ¢epele
noze od sebe skla odpacit.

Mensi sklo s gelem vlozit gelem nahoru do fotomisky, tu umistit na tfepacku, zalit
fix/stop roztokem a nechat ptsobit ptiblizné 20 minut. Roztok slit do Erlenmeyerovy
baniky a sklo s gelem 3x promyt asi 1 1 deionizované vody. Dale nechat na tfepacce
asi 4 minuty promyt v 1% roztoku HNO3 a po vyliti roztoku sklo s gelem 4x promyt
asi 1 1 deionizované vody.

Sklo s gelem umistit na tfepac¢ku na 30 minut do 0,1% roztoku AgNOs, do kterého
tésné pied pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu. Pfed koncem této doby nachystat
jednu fotomisku s asi 1 | deionizované vody a druhou na vyvolavani, do které poté
nalit vychlazenou vyvojku s 1,2 ml formaldehydu a 160 ul 1% roztoku NazS20s.
Fotomisku s gelem v roztoku AgNOz sejmout z tiepacky, roztok slit do zasobni lahve,
sklo s gelem vyjmout, ponofit na 5 vtetin do misky s deionizovanou vodou, umistit
do ptichystané fotomisky na tfepacku a zalit pfipravenou vyvojkou.

Sledovat vyvoj stfibrem obarvenych bandii PCR produkti, které maji hnédocernou
barvu. KdyZ jsou dostatené zietelné, zastavit vyvijeni zbarveni pfilitim fix/stop
roztoku a nechat piisobit dokud z roztoku unika CO2 v podobé¢ bublinek.

Sklo s gelem poté asi na 2 minuty vlozit do fotomisky s deionizovanou vodou a pak
umistit na 0,5-1 hodinu do susarny, kde se gel vysusi pii teploté 90 °C.

Vysuseny gel je mozné vyhodnotit na negatoskopu.

Po vyhodnoceni gel nechat ze skla odlepit v roztoku NaOH (1 mol/l). Po dikladném

umyti je mozné sklo opét pouzit.
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4.5 Statistické zpracovani vysledki testovani

Ziskané genotypy vSech polymorfnich mikrosateliti byly zpracovany v programu
MS Office Excel 2016 a nasledné pievedeny z formatu .xls do formatu .csv a statisticky
vyhodnoceny pomoci programu Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007), ktery stanovil
hodnoty ocekdvané a pozorované heterozygotnosti, obsah polymorfni informace,
odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovahy a odhadované frekvence vyskytu nulovych
alel. Dale bylo pomoci webové verze programu Genepop 4.1 (Rousset, 2008)
U polymorfnich lokusti analyzovano, zda nejsou ve vazbg.

Sekvence mikrosatelitovych lokusti, mezi nimiz byla zjisténa vazba jsem porovnala
pomoci programu BLASTN 2.8.0 (Altschul et al., 1997).

4.6 Pouzité chemikalie

- Akrylamid (Sigma)

- aTag DNA polymeraza (5 U/ul), M1241 (Promega)

- Bromfenolova modf (Serva)

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

- Dusi¢nan stfibrny (Sigma)

- Ethanol 96% roztok (Lihovar Vrbatky)

- Ethylendiaminotetraoctan sodny — Na2EDTA (Lachner)
- Formaldehyd (Lachema)

- Formamid (Lachema)

- Hydroxid sodny (Lachner)

- Chlorid sodny (Lachema)

- Kyselina borita (Lachner)

- Kyselina dusi¢na 65% roztok (Lachner)

- Kyselina octova (Lachner)

- 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

- Mocovina (Lachner)

- N, N’-methylenbisakrylamid (Serva)

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

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

Trishydroxymethylaminomethan — Tris (AppliChem)

Uhlic¢itan sodny (Lachner)
Xylenova modf — Xylencyanol FF (AppliChem)

4.7 Pouzité roztoky

Akrylamid, 6% zasobni roztok

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

420 g mocoviny
50 ml 10x TBE

484 ml deionizované vody

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

Dusic¢nan stfibrny, 0,1% roztok

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

pied pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu

Fix/stop roztok

800 ml deionizované vody

88 ml ledové kyseliny octové

Hvydroxid sodny. 1 mol/l roztok

40 g hydroxidu sodn¢ho

doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Kyselina dusi¢na, 1% roztok

12 ml 65% kyseliny dusicné

800 ml deionizované vody

Molekularni lepidlo

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

Nanaéseci pufrovaci roztok pro elektroforézu

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

25 ml deionizované vody

22



eroxodisiran amonny, o T0Zto
P d 10% tok

1 g peroxodisiranu amonného
rozpustit v 10 ml deinozivané vody

piipraveny roztok uchovavat v chladnicce

Polyakrylamidovy gel. 6% roztok

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

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

Reakéni pufr pro Tag DNA polymerazu, 10x

80 ml deionizované vody

1,211 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)

upravit pH pomoci kyseliny chlorovodikové na hodnotu 9
3,73 g chloridu draselného

1 ml Tritonu X-100

po rozpusténi doplnit deionizovanou vodou na 100 ml

sterilizovat autoklavovanim

TBE puftr, 10x zasobni roztok

55 g kyseliny trihydrogenborité
108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
40 ml roztoku Na2EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Vyvojka

24 g uhli¢itanu sodného
800 ml deionizované vody
vychladit na teplotu niz8i nez 10 °C

pted pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu sodného

4.8 Pouzité laboratorni pristroje

Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)
Hybridizacni pec HB-2D (Techne)

Chladnicka kombinovana (Whirlpool)
Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)
Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)
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Mikropipety Finnpipette 0,5-10 pl (osmikanalova) a 0,3 ul-1ml (Thermo-

Labsystems)

Mikropipety Nichipet EX 0,5 ul-1 ml (Nichiryo)
Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)
Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)
Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)
Negatoskop NEGA1 (Maneko)

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

Termocykler GenePro (BIOER Technology)

Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

Termocykler TC XP (BIOER Technology)

Ttepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

Vortex mixer (Labnet International)

Vortex MS2 (Ika)

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

V této diplomové praci jsem se zabyvala analyzou a charakteristikou 50 cross-
species mikrosatelitt, které jsem ve své bakalaiské praci (Strejckova, 2016) pii testovani
pomoci cross-species PCR amplifikace na DNA 6 nepfibuznych jedinci plamenaka
karibského oznacila jako polymorfni. Z celkového poctu 50 testovanych mikrosatelitii
u 30 neptibuznych jedincti plamenaka karibského bylo 49 ptivodné odvozeno od zastupcti
z tadu trubkonosi, a to 9 od zastupct z celedi albatrosoviti, 27 od zéastupct z celedi
buinakoviti a zbylych 13 od druhG z celedi buiniackoviti. U jednoho testovaného
mikrosatelitu se jednalo o cross-species mikrosatelit polymorfni u buinidka taiko,
puvodné odvozeny od racka novozélandského (Laurus novaehollandiae scopulinus)
z tadu dlouhoktidli (Charadriiformes).

Pii cross-species PCR amplifikaci jsem jako vychozi teplotu annealingu (Ta) pouzila
finalni Ta uvedenou u jednotlivych mikrosateliti v mé bakalaiské praci (Strejckova,
2016). V nekolika piipadech bylo potfeba podminky PCR reakce dale optimalizovat
a finalni Ta upravit podle potieby tak, aby byla mozna genotypizace PCR produktu po
anejvyssi pak 71 °C. Ve své bakalafské praci jsem navic u dvou mikrosateliti (Olel3
a Omn8) optimalizovala podminky PCR reakce snizenim koncentrace hote¢natych iontl
v PCR reakéni smési (respektive MgClo) z 1,6 nmol/l na 1,2 nmol/l, coz jsem v diplomové
praci zachovala. Poslednim krokem optimalizace umoziujicim zfetelné rozliSeni
jednotlivych alel separovaného PCR produktu bylo Vv ptipad¢ nutnosti prodlouzeni doby
elektroforetické separace, pfiCemz nejkratsi elektroforetické déleni probihalo 90
a nejdelsi 300 minut.

Vsech 50 testovanych mikrosateliti poskytlo pii cross-species PCR amplifikaci
s DNA 30 neptibuznych jedincli plamendka karibského produkt, avSak pouze u 45
mikrosatelitovych lokusii jsem ziskany produkt oznalila za polymorfni. U téchto 45
mikrosatelitt, jejichz pehled uvadim v tabulce ¢. 5, jsem detekovala u 30 nepiibuznych
jedinct od 2 do 11 alel. U 5 mikrosatelitti, které u 30 jedincti poskytly monomorfni
produkt, jsem revidovala vysledky z mé bakalatské prace (Strejckova, 2016), kde byly
tyto lokusy na 6 jedincich chybné oznacené za polymorfni, coZ mohlo byt zplisobeno
napiiklad vyskytem artefaktli po separaci a vizualizaci PCR produktu v gelech, které

ztizily hodnoceni.
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Tabulka ¢. 5: Charakteristika 45 polymorfnich mikrosatelitl testovanych na 30 neptibuznych jedincich plamenaka karibského. Ve sloupcich

tabulky je uveden nazev mikrosatelitniho lokusu véetné kodu v databazi GenBank (Accession no. — Accession number), sekvence primert ve

sméru 5'—3’, jednotka repetice, zdrojovy druh, teplota annealingu (Ta), Cas elektroforetické separace (ELFO), pocet alel, odhadovany vyskyt

nulovych alel a soulad s Hardy-Weinbergovou rovnovahou (HW) (NS — v souladu, ND — netestovano, ** — signifikantni odchylka na hlading 1 %,

*** _signifikantni odchylka na hlading 0,1 %).

Nazev lokusu Sekvence primeru Jednotka Zdrojovy druh Ta ELFO Pocet | Nulové
(GenBank 5—3) repetice [°C] [min] alel; alely
Accession no.) HW
De3 F: CTGCCAAAAAGAATTCCCTG albatros )
(AF096789) | R: CCAACAAGGACTAAGCCCAA AC stehovavy 65 130 | 4NS | 012
Dc5 F: AGGAGGGAAACTTCTCCCAG .
(AF096790) R: AGCAGGGAGTGACTTGAGGAG ACICAC 66 %0 2 NS 0,02
Dc22 F: AGTGGGATGGGTGTATCAGG CA albatros 60 90 3 ND 3
(AF096803) R: TGGACTAGAGGCCTTGTCTGA Sedohlavy '
Dc31 F: CTGACTCTCTGGGATGAGCC s
(AF096810) R: GTACCCCTGGAAAGCCAGAC CAIGCIAG 63 %0 4 0,44
BFAL4 F: TGGGTCAGTTTACCTCTCAGC TC 64 150 2 NS B
(neuvedeno) R: GTTTGCCATTTTAAACTGTCATTGGC albatros ’

BFAL14 F: CAAGAAGCTATTATTAAGCTATTTGTTCC ¢ernonohy )
(neuvedeno) R: GGGTGTGAAATCGTTTCTGC ATTT 64 %0 4 NS -

LAAL7 F: CAGCATGACCAAATCCATCC )
(neuvedeno) | R: GTTTGGACACAAATGCCGTTCTTG AGC albatros 63 1201 6NS -

LAAL19 F: ATGACCAGTGCCATCAACAG laysansky ,
(neuvedeno) R: TGGCCAGATGTGATTTGAAG ATCC 62 %0 6; NS -

Parm01 F: CTGGACTCAGTGCCCTCTTC CA burnak 68 180 7'NS B
(EU360817) R: CAGGGCAGAAGCTCGTCTAT trinidadsky '

Ptero05 F: TGCTGTCGGCTGGGTTAC -y - .
(HQ918222) R CTGCCTGCCTTCCTGAAAC AAG/AGG | buinak havajsky 68 90 2; NS 0,05
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Tabulka €. 5: Pokradovani 1.

Nazev lokusu Sekvence primeru Jednotka Zdrojovy druh Ta ELFO Pocet | Nulové
(GenBank ) (5—3) repetice [°C] [min] alel; alely
Accession no. HW
Bb11l F: CTGGCATCAGTCCCTTACCT
(HM171894) | R: GCTCTTACGAATCCGCTACC GA 67 N | SNS 016
Bb22 F: TTCACAGCAGAATCACCTCAG 16 buiiiak 65 % 9 NS j
(HM171898) | R: GCTCAAAGGGTGGAATTGTT Bulweriiv ’
Bb25 F: GCATCCCTGGAACTCTGATT AC 60 % 3 NS j
(HM171901) | R: GAATGAACCAGCCAGAAGGT '
Paequ3 F: TGTGGGTGCAGTAGAGCA GA 65 % 3 NS -
(AY371071) | R: CAATAAGAAGATCAGCAGAACAGAC ’
Paequ7 F: TGCAGACCTGACTTTCACAGCTC oT buiiak 68 240 3 NS j
(AY371073) | R: CCTCCAAACATCCAGCCATC bé&lobrady '
Paequ8 F: TATTCTGAGACTTGCGTTATCC ,
(AY371074) | R: GTGATCCATTAGTTGATGTCTACTG CA 62 180 3 ND 0.13
Cds F: CTGCACAGACTGAGAGTATAAGATTC it s ,
(EU029087) | R: GGCTTAAAGGGTAAATACACATGG GT/AT buifidk Sedy >0 %0 2 ND -
Puff G2F F: GCTCTCCCAGTTTGCACG GT bufnak cg 180 3 NS j
(EU158899) | R: TCCCATGCTTTAACCACTG balearsky ’
Pc A107 F: AAAGCCAGTAGGTGTATTCAAC GT 50 % 2 ND
(JX435472) | R: AAGTGGGAGGAAAGAGTGTAG ’ -
Pc B109 F: CTCAGAGCGATCACACTGTACT buiniak
(JX435475) | R: AAAGCATTCAGGATGTAGGTTC CAA svétlonohy 05 180 4 NS 0.07
Pc D103 F: GGAAAGATGTCATGCTGATGA GATA/ cg % 3 NS 0.01
(JX435479) | R: GTGGGAGATTCATAGGCAAAG GATG ’ '
Patbell F: CCCTTGCTGCAGCTCATTAT CTAT/ 49 %0 4: NS 0.2
(JF288775) | R: GGAATGGCTGAAAGAGTGCT CTAC bk dtlozoby ’ '
Patbel4 F: TCGTCCATGTTAGAAGGCATC CTAT Y 50 % 9 NS 0.93
(JF288778) | R: TGTGCCACGAGTTCTTTGTG ’ '
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Tabulka €. 5: Pokradovani 2.

Nazev lokusu Sekvence primeru Jednotka Zdrojovy druh Ta ELFO Pocet | Nulové
(GenBank 5—3) repetice [°C] [min] alel; alely
Accession no.) HW
Pacbel_00386 | F: GCATGTCTACAAACAAGCACG AC 50 %0 5 NS }
(neuvedeno) | R: TCACTGGAAACCAGAGTAGGC '
Pacbel 03731 | F: TAGTGGACTGGTCACAGCAC AC 62 % R
(neuvedeno) R: TAGCAGCTGGAGAGCATCAG ' ’
Pacbel_07265 | F: CGTCACTTTAATAGCGCTGGC ,
(neuvedeno) | R: ACCCTGATTTTCCCAGTCCG GT 62 120 | 3ND | 001
Pacbel 08509 | F: TCTGGTTTCACAAATACCTACTGC TG 60 %0 2 ND i
(neuvedeno) R: CCTAGTTTCGACACAAAGG ’
Pacbel_08988 | F: CTGATCGGTTGTGCTCTGTG il : ,
(neuvedeno) | R: GCGGAAAGATCCTAACAAG cT bufiak atlozoby | 69 %0 3 NS B
Pacbel 09021 | F: ATCTGCGCATGCAGTGATAG ,
(neuvedeno) | R: CACAGCTAGCAGCATTGACC GT 68 %0 $ND | 013
Pacbel_09528 | F: AACTGTTTGCTCCACACCAC ,
(neuvedeno) | R: ATGGCTTGGAAGTCTCCCTG AC 60 N1 ZNS 1013
Pacbel_10033 | F: CAACGCGCTTTTGGTTTTGC G 61 %0 2 NS }
(neuvedeno) R: GGCCACTCACCACAATACAAG ’
Pacbel_17944* | F: TACAACCGTTCTCCCTGTGG ,
(neuvedeno) | R: GGAGAAGCAGGCAGCAATAC TG 46 180 | 4NS | 008
Oc28B F: GCGTTGACCAGCAAATAGTC G &7 %0 3 NS }
(FJ238097) | R: GGAAGGCTACCACAATTTCA ’
Oc49 F: TGCTTCTGGATTTGTTTTGC ,
(F1238098) | R: CAAACCGTGTGACCCAGATA CA buacek 59 1201 NS -
Oc79 F: TATTCCTGGCCATGTTTTCC madeirsky ,
(FJ238102) | R: GCTTCCTTTGTTCAGTTTAGA AC 61 120 ZND | 016
Oc87B F: TTTAAGGAACGCAAGTCAGG e
(FJ238104) | R: GTGATTCTTGCAGTGGCTTT GA 64 150 2 0,66
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Tabulka €. 5: Pokrad¢ovani 3.

I3 1 a
Nazev lokusu Sekvence primeru Jednotka Zdrojovy druh T ELFO Pocet | Nulové
(GenBank (5"—3) repetice [°C] [min] alel; alely
Accession no.) HW
omnl FTTTTTGTTTTTGATTCTCACATICTT _
(JO303226) | R: TGGGAGTGACCTGCTTACCT ACITG 53 % | 5NS 002
omn3 F: GCGCTTGAAAGGGTGAAGTA _
(JO303228) | R: TCCCATCTGAGATTTAAGGAAGA ACIGT buhdcek 61 120 | NS | 027
Omn8* | F: TGCAACCTTAGCATTACCTAGC Monteirv _
(J0303232) | R: GGGGCGAGCATTACATTAAA AC 44 % | NS 1008
omn21 F: TTTTTAGCTCTTTTTAGCTAGCCTT o ) w0 | 3 ns ]
(JO303238) | R: TAACCCAGAAAAATGCAGCC :
01039 | F: TTAAGAACAGAGCCTGACTTG _
(FI238106) | R: ACAAAATCTCATGTCCTTGG GT 56 % | 3ND | 028
Ole02 F: GGGTTCCTGTTACCAAAGGGCAG ,
(FR696378) | R: CATAAGCACAAGGTTCTAGCTCCCTC GAAA burhdcek 70 300 | ILNS 1 -
0le09 F: GGCCTGGATTCTGCGTGTTGGG A dlouhokiidIy - o | B ns 3
(FR696385) | R: CAGCTACAGGCCACGGGTGC :
Ole13* F: GGGCCAGACATGTATTTACTGGAGGG o ) 20 | 5 NS )
(FR696389) | R: GTGCATCCGAGAGCCGACGC :
RBG29 | F: CCTAGCTTTTTGGACTCAGT o racek » o0 | 7 s )
(AY091853) | R: GTGGTGTTGCAATAGGATTC novozélandsky :

Legenda: * — tfi¢tvrteni koncentrace hotfe¢natych iontt, respektive MgCl,, v PCR reakéni smési (1,2 nmol/l) oproti standardni koncentraci

(1,6 nmol/l).
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Mezi pét vyloucenych testovanych mikrosatelita patiil lokus STAL18, izolovany od
albatrosa bélohibetého z Celedi albatrosoviti (Hernandez et al., 2014), dale Bb21 od
buinidka Bulwerova (Andris et al., 2010), PcA105 a PcB115 od buinaka svétlonohého
z Celedi buinakoviti (Hardesty et al., 2013) a Oc63 od buinacka madeirského z Celedi
bufnackoviti (Sun et al., 2009). U vsech téchto mikrosatelitd, s vyjimkou PcB115, jsem
Vv ramci své bakalarské prace (Strejckova, 2016) detekovala dvé alely, u lokusu PcB115
pak tii. Po provedeni cross-species PCR amplifikace téchto lokust s DNA 30
neptibuznych jedincti plamendka karibského jsem vsak ziskala monomorfni produkty.

Z 207 paru primert, které byly navrzeny pro amplifikaci mikrosatelitovych lokust
u zastupci z fadu trubkonosi, amplifikuje u plamendka karibského 44 z nich polymorfni
lokus. Celkova uspé&snost cross-species PCR amplifikace lokust izolovanych od druhti
z tadu trubkonosi u plamendka karibského z fadu plamenaci je 21,3 %. Co se tyce
uspésnosti v ramci jednotlivych celedi fadu trubkonosi, z ¢eledi albatrosoviti, z niz bylo
doposud otestovano 53 mikrosatelitt, bylo u plamenaka karibského Uspésné
amplifikovano 8 polymorfnich lokusi a Gspé$nost ¢ini 15,1 %. U mikrosateliti ptivodné
izolovanych od zastupcu z ¢eledi buinakoviti je uspésnost cross-species PCR amplifikace
rovna 24,0 %, pticemz ze 100 mikrosatelitti bylo u plamenaka karibského polymorfnich
24 lokusu. U mikrosatelitovych lokust z ¢eledi buinackoviti ¢ini uspésnost Cross-species
PCR amplifikace 24,1 %, kdy z 54 lokust bylo u plamenaka karibského 13 polymorfnich.
Nejvice polymorfnich cross-species mikrosatelitd pro plamenaka karibského jsem ziskala
amplifikaci lokusii od buifidka Gtlozobého, a to celkem 11.

Dal$im, ctyficatym patym nalezenym polymorfnim lokusem pro plamendka
karibského byl lokus RBG29, ktery jako jediny z 50 testovanych nepochézel od zéstupce
z fadu trubkonosi, nybrz se jednalo o cross-species mikrosatelit polymorfni u buiidka
taiko z ftadu trubkonosi a celedi bufnakoviti, plivodné odvozeny od racka
novozélandského z fadu dlouhokiidli. Rozdéleni cross-species mikrosatelitt
polymorfnich u 30 nepfibuznych jedinct plamenaka karibského z hlediska fada, celedi

a druht, u kterych byly lokusy izolovany, je zndzornéno v grafu €. 1.
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Graf ¢. 1: Rozdéleni 45 polymorfnich mikrosatelitti u plamenaka karibského podle
zdrojovych druht, ¢eledi a fada, u kterych byly ptivodné izolovany. V zavorce je uveden
pocet lokusti odvozenych od zastupcti jednotlivych druhi z ¢eledi albatrosoviti (zelend),
buinakoviti (rizova) a buinackoviti (modra) z fadu trubkonosi a od zastupce z Celedi
rackoviti (zlutd) z fadu dlouhokiidli, které byly polymorfni u 30 neptibuznych jedinct

plamenaka karibského. Jednotlivé ¢eledi jsou od sebe oddéleny ¢ernymi carami.

m albatros st¢hovavy (1)

m albatros Sedohlavy (3)
albatros ¢ernonohy (2)
albatros laysansky (2)

m buinak trinidadsky (1)
buiriiak havajsky (1)
buriidk Bulwertv (3)
buinidk bélobrady (3)

= buinak Sedy (1)
buinak balearsky (1)

m buinak svétlonohy (3)

m buinak utlozoby (11)

= buinacek madeirsky (4)
buinacek Monteiriv (4)
buriacek dlouhoktidly (4)
racek novozélandsky (1)

Pomoci programu Genepop 4.1 (Rousset, 2008) bylo vyhodnoceno, zda nékteré
mikrosatelity nejsou ve vazbé. Mezi lokusy ParmO1 od buiniacka trinidadského a RBG29
od racka novozélandského byla zjisténa 100% vazba. Programem BLASTN 2.8.0
(Altschul et al., 1997) byly poté sekvence lokusti Parm01 (EU360817) (Brown et Jordan,
2009) a RBG29 (AY091853) (Given et al., 2002) srovnany a bylo zjisténo, ze se jedna
0 téméf totozné sekvence, které se 1i$i pouze v nékolika inzercich, delecich a bodovych
mutacich (viz obrazek ¢.3). Sekvence Parm01 a RBG29 jsou v obrdzku €. 3 srovnany po
celé délce kratsiho lokusu ParmO1, ktery ma 204 bazi. V ramci tohoto srovnani se
vyskytuje celkem 17 bodovych mutaci. Cela sekvence Parm01 (204 bazi) odpovida 213
bazim u RBG29, jelikoz v jednom misté je v sekvenci RBG29 navic 8 nukleotidova

inzerce a v jiném je pak navic vlozen jeden nukleotid. Primer Parm0O1F se v porovnani

s odpovidajici sekvenci RBG29 1isi ttemi bodovymi mutacemi, primer ParmO1R jednou

31



bodovou mutaci. Primer RBG29F a RBG29R se v porovnani s pfislusnou sekvenci
ParmO1 lisi kazdy jednou bodovou mutaci. V ptipad¢ primeru RBG29F lze sekvenci
s Parm01 porovnat pouze v délce 11 nukleotidd, jelikoz sekvence ParmOl vaci ni

komplementarni jiz dale nepokracuje.

Parm01 1] FEFEEIEFEXAETXXTXEL TR ES CTATTTTCTC

Frrrrrrrrrrtitolofef b prprrrrnn|
RBG29 331 CGTGACGTCATTGACATAAGGTCCCGTCITCGAGTACACAGATAAANGAG

o8]
5]
%]

Parm0l 31 TAGATGTGAACTCTTCRAACTACTAGGATGTGTACTTTGACTTTTTATTGC

Frrrerrrrrreep frfef bt rrrrrrrrrter bt rrrrrrrr] e
RBG29 281 ATCTACACTTGGAAAGTCGATGATCCTACACATAARACTGAAAAATAATG 232

parm0l &1 AATGTGGTGTTGTAATAGGATTCCTCCTTCTCCAGGGAGGCTTTTATATA 130

[felbrrrrrrrer bttt rer bttt ettt ettt rrrn o
RBG29 231 TTGCACCACAACGTTATCCTAAGRAGGAAGAGGTCCCTCCGAAARATATGT 182

Parmo1 131 TACGTATGTTTACACACACACACACACACACACACACAF FXEXXXXTFATGE 172

Frrrerrtertfeptrrrrrrrrrertr ettt L]
reez9 121 ATGCATACGAATATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTAATTTTTACC 132

parmol 172 TTTTGTTATGGG* XXX XXXXXXTERELRT 504

[P felel it FEECEETEEETETTTEET e
RBG29 131 AAARCGACACCCCCTTCTCCCGTGACTCAGGTTTTTCGATCCAARAATATA =2

Parm01 Ea e e e g e e o e e e e e i e o e e O e e e e e e e e e g e e e e e e el e e e e

BBG29 31 TAARAATAAGTATTTTTGTCTARAACGTTGTTAAATAATTTTTGACTAGAGT sz

Parm01 L R R R R

RBG29 31 ACGTCATATTCCAATATGTTCTTTAACGATC 1

Obrazek ¢. 3: Porovnani mikrosatelitovych sekvenci ParmO1 (EU360817)
a RBG29 (AY091853) (upraveno podle programu BLASTN 2.8.0.). Sekvence Parm01
(baze 1-204) je orientovana ve sméru 5'—3". Sekvence RBG29 (baze 331-1) je vici ni
komplementarni a je orientovand ve sméru 3'—5". OranZov¢ je zvyraznéna sekvence
primeru ParmOlF a zelené¢ sekvence primeru Parm0lR (reverzni komplement)
navrzenych pro Parm01, modfe je pak vyznacena sekvence primeru RBG29F (reverzni
komplement) a fialové sekvence primeru RBG29R navrzenych pro RBG29. Repetice
mikrosatelitu je podtrzena.
Legenda: | — shoda, * — mezera, @ — bodova mutace, ® — bodova mutace v sekvenci

primeru
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Ptesto, ze 45 lokusti amplifikovalo u plamenaka karibského polymorfni produkt,
ziskala jsem ve skutecnosti pouze 44 nezavislych markert. Jelikoz lokus Parm01 byl
na rozdil od lokusu RBG29, ktery ma odlisn€ navrzené primery, Spatn¢ hodnotitelny, byl
z dalsich statistickych analyz vyloucen a ponechén byl pouze lokus RBG29 od racka
novozélandského.

U 44 polymorfnich vzajemn¢ nezavislych lokust jsem na souboru 30 nepiibuznych
jedincu detekovala od 2 do 11 alel, pii¢emz 2 alely se vyskytovaly u 13 lokust a 11 alel
jsem detekovala pouze u lokusu Ole02. Nej¢astéji jsem u polymorfnich lokusi detekovala
3 alely, ato v 15 pfipadech. Dale jsem nalezla 4 alely u 6 lokust, 5 alel u 5 lokust, 6 alel
u 2 lokusui a 7 alel taktéz u 2 lokust. Rozdé€leni 44 vzajemné nezavislych polymorfnich
lokust podle poctu alel u 30 neptibuznych jedinct plamendka karibského je znazornéno

v grafu €. 2.

Graf ¢ 2: Rozdéleni 44 polymorfnich vzajemné nezavislych mikrosateliti
odvozenych od zéastupct z fadu trubkonosi a dlouhokiidli podle poctu alel, které pro
jednotlivé lokusy byly detekovany u 30 nepiibuznych jedinct plamendka karibského.

Pocet mikrosatelitl s prislusnhym pocétem alel je uveden v zavorce.

2 alely (13)
m 3 alely (15)
4 alely (6)
5 alel (5)
= 6 alel (2)
= 7 alel (2)

m11 alel (1)

Pomoci programu Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007) jsem provedla statistickou
analyzu vSech 44 vzajemné nezavislych polymorfnich cross-species lokusu, které jsem
az na jediny ptipad (Bbl1, 29 jedincli) vygenotypovala na souboru 30 nepiibuznych

jedinct plamendka karibského. Statisticka charakteristika jednotlivych mikrosatelitovych
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lokusti je uvedend v priloze ¢. 1. Primérny pocet alel na lokus se rovnal 3,568
a ocekavana heterozygotnost lokust ¢inila 0,4795. Pravdépodobnost chybného provedeni
paternitni studie s témito 44 ziskanymi cross-species mikrosatelity v piipadé, Ze je
piifazovano mladé, u néhoz neni znamy ani jeden z rodi¢ je 7,6458-10, v ptipadé, ze
je znamy pouze jeden rodi¢ je pravdépodobnost chybného ptifazeni druhého rodice
5,4000-107" a pravdépodobnost chybného pfitazeni celého rodi¢ovského paru k mladéti
je 2,0890-1071t, Pravdépodobnost, Ze by dva jedinci nesli pro viech 44 lokust stejnou
alelovou sestavu je 2,4600-10°22 a pravdépodobnost, Ze by se nasla dvé mladata, ktera by
byla identicka pro viech 44 mikrosatelitovych lokusii je 7,9400-1071,

Jak uz jsem zminila vyse, lokus Bb11 s 5 detekovanymi alelami, piivodné izolovany
u buiiaka Bulwerova, bylo mozné vygenotypovat pouze u 29 jedinct z 30. U jednoho
jedince se i po n¢kolikanasobnych pokusech o optimalizaci PCR podminek a opakovani
PCR reakce s primery amplifikujicimi tento lokus, nepodafilo po elektroforetické
separaci detekovat alely. Mozné vysvétleni je, Ze tento jedinec je pro lokus Bbll
homozygot pro nulovou alelu. Podle statistickych dat ziskanych programem Cervus 3.0.6
pro tento lokus sice nebyla pozorovana zadna signifikantni odchylka od Hardy-
Weinbergovy rovnovahy, ale pravdépodobnost vyskytu nulové alely je 0,1596.

U tii lokust byly zjisténé vyrazné odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovahy
a vysoka pravdépodobnost vyskytu nulovych alel. U lokusu Dc31 odvozeného
od albatrosa Sedohlavého, u kterého jsem u 30 nepiibuznych jedinct detekovala 4 alely,
je pravdépodobnost vyskytu nulové alely 44,34 %. U lokusu Oc87B ptivodné izolovaného
u buinacka Madeirského 65,87 % a u lokusu Pacbel 03731 od buinaka ttlozobého
dokonce 84,69 % (viz tabulka ¢. 5), pficemzZ pro oba lokusy jsem u 30 nepfibuznych
jedinct plamendka karibského detekovala pouze 2 alely.

Velmi nizka ¢i Zadna pravdépodobnost vyskytu nulovych alel byla stanovena u 26
testovanych lokust, pficemz 21 z nich bylo zaroven v souladu s Hardy-Weinbergovou
rovnovahou a u 5 zbyvajicich lokusi nebylo vypocet odchylky od Hardy-Weinbergovy
rovnovahy mozno provést.

U vsech 44 polymorfnich vzajemné nezavislych mikrosateliti jsem se také zaméftila
na to, zda nejsou vdzané na pohlavi, a to konkrétn€ na chromozom Z. U ptaki nesou
samci dvé kopie chromozomu Z (ZZ) a samice pak dva riizné chromozomy — Za W.
Z tohoto diivodu samice u mikrosateliti vazanych na chromozom Z nikdy nevykazuji
heterozygotni konstituci. Testovand DNA pochéazela od 13 samic a 17 samct plamenaka

karibského. Prvnim ze dvou lokusi, které by mohly byt potencionalné vazané na
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chromozom Z, je lokus Oc87B izolovany od buifiacka madeirského, ktery byl u vSech 13
samic vyhodnoceny jako homozygotni. Tento lokus, u kterého jsem detekovala pouze dvé
alely, vykazoval nizkou heterozygotnost (0,100) a signifikantni odchylku od Hardy-
Weinbergovy rovnovahy na hladiné 1 %. Také u né& byla zjisténa vysoka
pravdépodobnost vyskytu nulové alely, a to 65,87 %. Druhym mikrosatelitem
potenciondln¢ vazanym na chromozom Z je Pacbel 03731 odvozeny od buinidka
utlozobého, u kterého jsem detekovala taktéz pouze dve alely a vSech 13 samic pro n¢j
vykazovalo homozygotni konstituci. Programem Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007)
byla pro tento lokus zjisténa velmi nizka heterozygotnost (0,033), signifikantni odchylka
od Hardy-Weinbergovy rovnovahy na hladiné 0,1 % a vysoka frekvence vyskytu
nulovych alel (84,69 %).

Praktické vyuziti mikrosatelitti ovliviiuji nejen jejich statistické charakteristiky, ale
i to, jak dobie jsou separované lokusy hodnotitelné. Na nasledujicich obrazcich lze vidét
elektroforetogramy  dvou  vybranych  dobfe  hodnotitelnych  polymorfnich
mikrosatelitovych lokust. Jedna se o lokus Omn8 (obrazek ¢. 4) puvodné izolovany
u buinacka Monteirova, u kterého jsem po cross-species PCR amplifikaci u 30
neptibuznych jedincii detekovala 7 alel a lokus Ole02 (obrdzek ¢. 5) odvozeny
od buinacka dlouhoktidlého, ktery byl u 30 nepiibuznych jedinci plamenaka karibského

polymorfni s 11 alelami.

1 2 3 4 5 67 891011 121314151617 1819 20 21 222324 25262728 29 30
alela 1
alela 2

alela 3
alela 4

alela 5
alela 6

alela 7

Obrazek ¢. 4: Elektroforetogram mikrosatelitového lokusu OmnS8 izolovaného

u buriidcka Monteirova amplifikovaného pii Ta 44 °C u 30 nepiibuznych jedinct

plamenaka karibského, u kterého bylo detekovano 7 alel. Cas elektorofretické separace
byl 90 min. Drahy 1-30 ptedstavuji jednotlivé jedince.
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Obrazek ¢. 5: Elektroforetogram mikrosatelitového lokusu Ole02 izolovaného
u buinacka dlouhoktidlého amplifikovaného pii Ta 70 °C u 30 neptibuznych jedinct
plametiaka karibského, u kterého bylo detekovano 11 alel. Cas elektroforetické separace

byl 300 min. Drahy 1-30 ptedstavuji jednotlivé jedince.

Nékteré mikrosatelity s vétSim poctem alel (napi. Olel3 od buinacka
dlouhoktidlého s 5 alelami a ParmO1 od buinidka trinidadského se 7 alelami) byly velice
problematicky hodnotitelné i po né€kolika pokusech o optimalizaci PCR podminek,
aproto bych je nedoporucovala napiiklad pro studium paternity, kde by mohly
poskytnout zavadgjici vysledky.
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6 Diskuze

V této préci jsem u 30 nepiibuznych jedincti plameiidka karibského pomoci cross-
species PCR amplifikace analyzovala 50 mikrosatelitovych lokust, které jsem v ramci
sv¢ bakalarské prace (Strejckova, 2016) oznacila za polymorfni u 6 neptibuznych jedincti
plamenaka karibského. Ke cross-species PCR amplifikaci jsem vyuzila primery, které
amplifikuji pfevazné polymorfni produkty u zastupci z fadu trubkonosi, z nichz u 49 se
jedna o de novo izolované mikrosatelity od zastupc z fadu trubkonosi a u jednoho
0 cross-species mikrosatelit polymorfni u buifidka taiko z fadu trubkonosi, jenz byl
puvodné izolovan u racka novozélandského z fadu dlouhoktidli. Po genotypizaci téchto
lokusi na vy$§im poctu jedinci nez v bakalarské praci (Strejckova, 2016), jsem
polymorfismus potvrdila u 45 mikrosatelitovych lokust, z toho 44 bylo odvozenych od
zastupcu z fadu trubkonosi a 1 mikrosatelit pochazel od racka novozélandského z fadu
dlouhokf#idli. Pomoci programu Genepop 4.1 (Rousset, 2008) jsem zjistila 100% vazbu
mezi lokusy Parm01 od buinaka trinidadského a RBG29 od racka novozélandského
a porovnanim jejich sekvenci jsem potvrdila, ze se jednd o tentyz lokus lisici se 17
bodovymi mutacemi a dale dvéma inzercemi o celkové délce 9 nt v sekvenci RBG29 (viz
obrazek ¢. 3). Lokus Parm01 jsem pro jeho $patnou hodnotitelnost vyloucila a pro dalsi
analyzy ponechala pouze lokus RBG29. Celkem jsem tedy pro plamendka karibského

ziskala 44 vzajemné nezavislych cross-species mikrosatelitd.

Pro zastupce z Celedi albatrosoviti bylo doposud otestovano 53 mikrosatelitt.
Z nich bylo u plamendka karibského 8 polymorfnich. Jednalo se o jeden lokus (De3)
izolovany od albatrosa st€hovavého (Diomedea exulans), téi lokusy (Dc5, Dc22 a Dc31)
od albatrosa sedohlavého (D. chrysostoma), a po dvou lokusech od albatrosa ¢ernonohého
(Phoebastria nigripes) (BFAL4 a BFAL14) a laysanského (P. immutabilis) (LAAI7
a LAAL19).

Burg (1999) izolovala celkem 26 mikrosatelitli, véetné lokusi De3, Dc5, Dc22
aDc31, od albatrosa st€éhovavého a Sedohlavého. Pfi PCR, kterou pouzila k analyze
ziskanych mikrosatelitt, byly pouzity dvé rizné teploty annealingu. Prvni, Tas,
pro prvnich 7 cykli a druha, Taz, pro zbylych 25 cykld PCR. Analyzu ziskanych
mikrosatelitii provedla na DNA izolované od 90 jedinct albatrosa stéhovavého a 50
jedinct albatrosa Sedohlavého. Srovnani pouzitych Ta a pocti detekovanych alel, které

zjistila Burg (1999) s mymi vysledky uvadim v tabulce €. 6.
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Tabulka €. 6: Porovnani mikrosateliti polymorfnich zaroven u 30 neptibuznych
jedincti plamenaka karibského (tato prace) a u 90 jedinct albatrosa st€éhovavého a 50

jedincu albatrosa Sedohlavého (Burg, 1999) vzhledem k teplotam annealingu pii PCR

amplifikaci lokust a poctu detekovanych alel.

plamenak karibsky (30) | albatros st¢hovavy (90) | albatros Sedohlavy (50)
Lokus Ta[°C] | pocet alel -[I;aé’]Taz pocet alel -[I;aé’]Taz pocet alel
De3 65 4 50, 54 3 netestovano
Dc5 66 2 netestovano 46, 48 4
Dc22 60 3 netestovano 48, 52 2
Dc31 63 4 netestovano 48, 52 M

Legenda: M — monomorfni

Hernandez et al. (2014) izolovali od albatrosa ¢&ernonohého, laysanského
a bélohibetého celkem 15 mikrosatelitovych lokust, z nichz ¢tyfi byly u plamendka
karibského polymorfni. Jednalo se o lokusy BFAL4, BFAL14, LAAL7 a LAALI19.
Detekované pocty alel a pouzité Ta v této praci a u Hernandez et al. (2014) porovnavam

V tabulce ¢. 7.

Tabulka €. 7: Porovnani mikrosatelitd polymorfnich zarovein u 30 neptibuznych
jedincti plamendka karibského (tato prace) a u 36 jedinci albatrosa ¢ernonohého a 12
jedinct albatrosa laysanského (Hernandez et al., 2014) vzhledem k teplotam annealingu

pti PCR amplifikaci lokusii a poctu detekovanych alel.

plamenak karibsky albatros ¢ernonohy albatros laysansky
Lokus (30) (36) (12)

Ta[°C] | pocet alel Ta[°C] | pocet alel Ta[°C] ‘ pocet alel
BFAL4 | 64 2 60 8 netestovano
BFAL14 | 64 4 60 4 netestovano
LAAL7 |63 6 netestovano 60 4
LAAL19 | 62 6 netestovano 60 6

Z celkového poctu 100 parh primert, které byly navrzeny pro mikrosatelity zastupct
z Celedi buinakoviti, 24 amplifikovalo u plamenaka karibského polymorfni produkt. Jako
polymorfni cross-species mikrosatelity jsem oznacila Parm01 od buifidka trinidadského
(Pterodroma arminjoniana), Ptero05 od buiniaka havajského (P. sandwichensis), Cd5 od
buinaka Sedého (Calonectris diomedea), Puff G2F od buinaka balearského (Puffinus
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mauretanicus), Paequ3, Paequ7 a Paequ8 od buinaka bé&lobradého (Procellaria
aequinoctialis), Bbll, Bb22 a Bb25 od buinaka Bulwerova (Bulweria bulwerii),
Pc A107, Pc B109 a Pc D103 od buiniaka svétlonohého (Puffinus carneipes), Patbell,
Patbel4 a 9 lokust Pacbel (viz tabulka ¢. 8) od buinidka utlozobého (Pachyptila belcheri).

Brown et Jordan (2009) nalezli u buinidka trinidadského 6 mikrosatelitovych
lokust, z nichz pouze ParmO1 pii cross-species PCR amplifikaci u plamenaka karibského
vykazoval polymorfismus. Autofi publikace u 320 jedincii buindka trinidadského
detekovali u tohoto lokusu 10 alel pii Ta 55 °C, ja u 30 jedinct plamenaka karibského
pti Ta68 °C 7 alel. Mezi lokusy Parm01 a RBG29 od racka novozélandského jsem zjistila
100% vazbu a poté vzajemnym porovnanim jejich sekvenci programem BLASTN 2.8.0
(Altschul et al., 1997) potvrdila, Ze se jedna o totozné lokusy (viz obrazek ¢. 3). Lokus
ParmO1 byl také vyuzit ke cross-species PCR amplifikaci u 10 jedincti buitidka
hnédohlavého (Pterodroma solandri) z fadu trubkonosi, kde bylo detekovano 6 alel
(Lombal et al., 2015). Welch et Fleischer (2011) modifikovali primery amplifikujici lokus
ParmO1 tak, aby jej mohli pouzit ke studiu buifidka havajského. Lokus ziskany PCR
amplifikaci s modifikovanymi primery, ktery nazvali ParmO1M, vykazuje podle
programu BLASTN 2.8.0 (Altschul et al., 1997) 91 % shodu se sekvenci mikrosatelitu
RBG29.

Z 10 polymorfnich mikrosatelitd, které Welch et Fleischer (2011) popsali u buitiaka
havajského, vykazoval u plamenidka karibského polymorfismus pouze Ptero0S5, se dvéma
alelami pfi teploté annealingu 68 °C. Autofi lokus amplifikovali na DNA izolované od 40
jedinct buiinaka havajského pti Ta 53 °C a detekovali 3 alely.

Bried et al. (2008) izolovali u buifidka Sedého 11 polymorfnich mikrosateliti,
zZ nichZ byl u plamenéka karibského pii Ta 50 °C polymorfni lokus Cd5 se dvéma alelami.
U 43 jedinct buinidka Sedého detekovali autofi pro tento lokus pii Ta 58 °C 6 alel.

Gonzales et al. (2009) popsali 10 polymorfnich lokust u buifidka balearského, které
genotypovali u 55 jedinct. U lokusu Puff G2F, ktery byl u plamendka karibského
polymorfni pti Ta 58 °C se 3 alelami, detekovali pii Ta 60 °C 2 alely.

Pro buinédka bélobradého popsali Techow et O’Ryan (2004) 6 novych polymorfnich
lokust, z nichz Paequ3, Paequ7 a Paequ 8 vykazovaly polymorfismus také u plamenaka
karibského. U vSech tii lokusti jsem detekovala 3 alely, a to pti Ta 65 °C, 68 °C a 62 °C.
Autofi lokus Paequ3 genotypovali u 93 jedinct, kdy pii Ta 55 °C zjistili 9 alel, lokus
Paequ7 s 5 alelami u 94 jedinci pii Ta 64 °C a lokus Paequ8 u 77 jedinct, kdy pfi Ta
58 °C detekovali 3 alely.
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Andris et al. (2010) izolovali u buiiaka Bulwerova 11 mikrosateliti a pro jejich
PCR amplifikaci u 91 jedinct pouzili Ta 58 °C. U lokusu Bbl1, ktery vykazoval vazbu
na chromozom W, detekovali 3 alely, ja jsem zaznamenala pii Ta 67 °C u plamenaka
karibského, u kterého je tento mikrosatelit lokalizovan autozomalné, 5 alel. Pro lokus
Bb22 jsem pii Ta 65 °C stejné jako autofi nalezla 2 alely a pro Bb25 pii Ta 60 °C 3 alely,
pfi¢emz autofi uvadeéji 6 alel.

Hardesty et al. (2013) popsali u buindka svétlonohého 11 polymorfnich
mikrosatelitt, jejichz variabilitu otestovali na souboru 84 jedincu. U plamenaka
karibského amplifikovaly polymorfni lokus primery navrzené pro mikrosatelity Pc A107
(Ta50 °C, 2 alely), Pc B109 (Ta 65 °C, 4 alely) a Pc D103 (Ta 58 °C, 3 alely). Autofi
detekovali u Pc A107 pti Ta55 °C 5 alel, u Pc B109 pii Ta57 °C 5 alel a u Pc D103 pii
Ta59 °C 6 alel.

Moodley et al. (2015) izolovali u buinaka utlozobého dalsich 25 mikrosatelitd,
které charakterizovali na souboru 77 jedinct. Devét z téchto lokust bylo pii cross-species
PCR amplifikaci polymorfnich také u plamenaka karibského. Pouzité teploty annealingu
a detekované pocty alel u téchto 9 polymorfnich lokust jsou pro oba druhy uvedené

V tabulce ¢&. 8.

Tabulka ¢. 8: Porovnani mikrosatelitd polymorfnich zarovent u 30 neptibuznych
jedincti plamendka karibského (tato prace) a u 77 jedincii buitidka utlozobého (Moodley
et al.,, 2015) vzhledem k teplotam annealingu pii PCR amplifikaci lokust a pocétu

detekovanych alel.

plamenak karibsky (30) buinak utlozoby (77)

Lokus Ta[°C] pocet alel pocet alel pii Ta 56 °C
Pacbel _00386 | 50 5 11

Pacbel_03731 | 62 2 48

Pacbel 07265 | 62 3 15

Pacbel_08509 | 60 2 9

Pacbel 08988 | 69 3 10

Pacbel 09021 | 68 3 17

Pacbel_09528 | 60 3 9

Pacbel 10033 | 61 2 9

Pacbel 17944 | 46 4 12
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Quillfeldt et al. (2012) u buinaka utlozobého nalezli a charakterizovali 7
polymorfnich mikrosatelitli u 68 jedincti. U lokusu Patbell detekovali 7 alel a u Patbel4
9 alel, pricemz teploty annealingu neuvadé&ji. Ja u 30 nepiibuznych jedinct plamenaka
karibského detekovala pti Ta 49 °C 4 alely pro lokus Patbell a pii Ta 50 °C 2 alely
pro lokus Patbel4.

Z 54 znamych mikrosatelitovych lokust pro ¢eled’ buinackoviti bylo po provedeni
cross-species PCR amplifikace u plamenaka karibského 12 polymorfnich. Jednalo se o 4
lokusy izolované u buinacka madeirského (Oceanodroma castro) (Oc28B, Oc49, Oc79
a Oc87B), 4 od buinacka Monteirova (O. monteiroi) (Omnl, Omn3, Omn8 a Omn21)
a 4 od buinacka dlouhokiidlého (O. leucorhoa) (O110-39, Ole02, Ole09 a Olel3).

Sun et al. (2009) nalezli 9 mikrosatelitovych lokust pro buinia¢ka madeirského a 1
pro dlouhoktidlého (OI10-39). Vsech 10 lokust otestovali na variabilitu u 27 jedinct
buinidcka madeirského, 22 jedincii buifidcka Monteirova a 24 jedinci buiniacka
dlouhok#idlého. U plamenaka karibského bylo pii cross-species PCR amplifikaci
polymorfnich pét lokustl, z ¢ehoz byly ¢tyfi plivodné izolované od buinacka madeirského

a jeden od dlouhoktidlého (viz tabulka €. 9).

Tabulka €. 9: Porovnani mikrosatelitd polymorfnich zarovent u 30 neptibuznych
jedincti plamendka karibského (tato prace) a u 27 jedinct buinacka madeirského, 22
jedinct buinacka Monteirova a 24 jedinct buiniacka dlouhoktidlého (Sun et al., 2009)

vzhledem k teplotam annealingu pii PCR amplifikaci lokust a poctu detekovanych alel.

plamenak buinacek buinacek buinacek
L okus karibsky (30) | madeirsky (27) | dlouhoktidly (24) Monteirtv (22)
Ta pocet pocet alel pocet alel pocet alel
[°C] | alel pti Ta 50 °C pii Ta 50 °C pii Ta 50 °C
Oc28B 57 3 3 M 3
Oc49 59 3 M 3 3
Oc79 61 2 2 M 2
Oc87B 64 2 3 9 6
Ol10-39 |56 3 8 3 8

Legenda: M — monomorfni

Bried et al. (2012) izolovali u buinacka Monteirova 18 polymorfnich mikrosatelitd,
které charakterizovali na souboru 125 dospélych jedincii. Detekované pocty alel a pouzité

teploty annealingu pfi cross-species PCR amplifikaci ¢tyi polymorfnich mikrosatelitd
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u plamenaka karibského srovnavam s Ta a pocty alel uvedenych v publikaci v tabulce ¢.
10. U lokusu Omn8 jsem pfi optimalizaci podminek PCR kromé snizeni Ta upravila také
koncentraci hofec¢natych iontu (respektive MgCl2) v PCR reak¢ni smési, kterou jsem

snizila z ptivodni koncentrace (1,6 nmol/l) na tiictvrtecni hodnotu (1,2 nmol/1).

Tabulka €. 10: Porovnani mikrosateliti polymorfnich zéroveii u 30 nepiibuznych
jedinct plamenaka karibského (tato prace) a u 125 jedinct buiniacka Monteirova (Bried
et al., 2012) vzhledem k teplotam annealingu pii PCR amplifikaci lokusi a poctu

detekovanych alel.

L okus plamenak karibsky (30) buiiia¢ek Monteirtiv (125)
Ta[°C] pocet alel pocet alel pii Ta 58 °C

Omnl 53 5 8

Omn3 61 2 6

Omn8 44 7 10

Omn21 |51 3 6

Bicknell et al. (2011) izolovali 26 novych mikrosateliti u buinacka dlouhokiidlého
a jejich variabilitu otestovali na souboru 24 jedinct. Pro lokus Ole02, u kterého jsem
detekovala pfi teploté annealingu 70 °C 11 alel, nalezli autofi pti Ta 60 °C o jednu alelu
méné. U lokusu Ole09 jsem pii Ta 72 °C detekovala 5 alel, autoti pii Ta 60 °C pouze 2.
pro lokus Olel3 jsem optimalizovala podminky PCR reakce snizenim Tana 51 °C a dale
zménou koncentrace hofec¢natych ionti (respektive MgCly) v PCR reak¢éni smési na
ttictvrtecni (1,2 nmol/l). Pii takto upravenych podminkach jsem detekovala 3 alely,

v ¢emz se shoduji s autory, kteti v§ak pro PCR amplifikaci pouZili Ta 60 °C.

Jediny testovany lokus z tadu dlouhokiidli (RBG29) izolovany od racka
novozélandského (Larus novaehollandiae scopulinus) (Given et al., 2002) vykazoval
u 30 nepifibuznych jedincii plamenaka karibského polymorfismus. Pfi Ta 62 °C jsem
nalezla 6 alel. Given et al. (2002) detekovali u 260 jedinci racka novozélandského pii
teploté annealingu 50 °C 5 alel, stejn¢ jako Lawrence (2008) pii cross-species PCR
amplifikaci u 143 jedinct buinaka taiko z fadu trubkonosi pti Ta 55 °C. Welch et Fleischer
(2011) pti cross-species PCR amplifikaci mikrosatelitu RBG29 u 40 jedincti buinaka
havajského z fadu trubkonosi zaznamenali 14 alel a Lombal et al. (2015) nalezli pro tento
lokus u 10 jedinct buiniaka hnédohlavého 5 alel. Given et al. (2002) dale RBG29 pouzili

pro cross-species PCR amplifikaci u tii poddruhii racka novozélandského, Sesti dalsich
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druhti z celedi rackoviti (Laridae) a u tenkozobce hnédohlavého (Recurvirostra
novaehollandia) z ¢eledi tenkozobcoviti (Recurvirostridae) taktéz z fadu dlouhoktidli.
Ve vS8ech piipadech, az na cross-species PCR amplifikaci u tenkozobce hnédohlavého,

ziskali polymorfni produkt se 47 alelami u 8-83 jedincu.

Jak jiz bylo zminéno vySe, mezi lokusem RBG29 a Parm01, které¢ mély oba 7 alel
a podobné genotypy, jsem zjistila za pomoci programu Genepop 4.1 (Rousset, 2008)
100% vazbu a nésledné jsem totoznost lokusii potvrdila srovnanim jejich sekvenci
programem BLASTN 2.8.0 (Altschul et al., 1997). Pro dalsi analyzy u plamenaka
karibského jsem vybrala lokus RBG29, ktery byl 1épe hodnotitelny. Lombal et al. (2015),
ktefi oba mikrosatelity hodnotili u 10 jedinct buiiaka hnédohlavého a nalezli pro Parm01
6 alel a pro RBG29 5 alel, vazbu mezi lokusy vsak nezjistovali.

Obrucova (2009) ve své bakalarské praci pti cross-species PCR amplifikaci
mikrosatelitti u ¢apa bilého (Ciconia ciconia) dokonce nalezla hned dva takové piipady,
kdy na zdkladé podobnosti vysledného profilu elektroforetické separace dvou
publikovanych lokusii a nasledného porovnéni jejich sekvenci stanovila, Ze se jedna
0 identické lokusy. Prvnim pfipadem byly mikrosatelity Eru07 a Eru09 odvozené od ibise
rudého (Eudocimus ruber) (Santos et al., 2006) a druhym lokusy WSu 17 a WSpu 18
izolované u nesyta lesniho (Mycteria americana) (Tomasulo-Seccomandi et al., 2003).
TotoZnost dvou riznych publikovanych mikrosateliti Sh2Ca22 a Sh2CaS55 izolovanych
od tu¢naka Humboldtova (Spheniscus humboldti) (Schlosser et al., 2003, 2009) zjistila
stejnym zpusobem také Pechova (2014) ve své bakalaiské praci pti cross-species PCR
amplifikaci mikrosatelitl u nesyta indomalajského (Mycteria leucocephala). Drobek
(2010) ve své diplomové praci zase zjistil, ze lokusy Prup7-Prup12 de novo nalezené pro
plamenaka karibského (Preston, 2005) jsou ve skute¢nosti jeden a ten samy lokus pouze
s odlisSn€ navrZzenymi primery. U lokusit Prup7-Prup9 pii PCR amplifikaci u 30
nepiibuznych jedinch plamendka karibského zjistil téméf stejnou alelickou sestavu
a nasledné¢ pomoci programu Genepop 4.0 (Rousset, 2008) potvrdil jejich totoznost.
Jejich identitu s dalsimi tfemi lokusy Prup10-Prup12 prokazal pomoci bioinformatické

analyzy.

Primery navrzené pro amplifikaci mikrosatelitovych lokusi izolovanych
od zastupcu z fadu trubkonosi, dlouhokfidli a pévci pouzila také Janusova (2015), a to
ke cross-species PCR amplifikaci mikrosateliti s DNA 6 nepfibuznych jedinct potapky

rohace (Podiceps cristatus) z fadu potapky. Z 213 testovanych mikrosatelitii oznacila 20

43



za polymorfni se 2 az 8 alelami. V ramci diplomové prace (JanuSova, 2017) provedla
genotypizaci téchto lokusti na 13 neptibuznych jedincich potapky rohace, na zékladé
¢ehoz tii lokusy z 20 testovanych vyloucila, jelikoz nevykazovaly polymorfismus. U 17
polymorfnich lokust detekovala na 13 nepiibuznych jedincich 2 az 12 alel. Vsech 7
mikrosatelitovych lokust, které byly polymorfni ziroven u plamendka karibského
I potapky rohace uvadim v tabulce ¢. 11.

Dale téchto 213 mikrosateliti od druhti z fada trubkonosi, dlouhoktidli a pévci
testovala na polymorfismus pomoci cross-species PCR amplifikace Nedvédova (2015)
U 6 neptibuznych jedinct nesyta indomalajského (Mycteria leucocephala) z fadu brodivi.
Podafilo se ji nalézt celkem 46 polymorfnich lokust, u kterych detekovala 2 az 5 alel.
Celkem 17 mikrosateliti, které vykazuji polymorfismus zaroven u plamenaka karibského
a nesyta indomalajského uvadim v tabulce €. 11.

Kurova (2017) testovala polymorfismus 213 mikrosatelitii izolovanych od zastupci
Z tadu trubkonosi, dlouhokfidli a pévci u 6 neptibuznych jedincti plamendka rizového
(Phoenicopterus roseus) z fadu plametiaci. Ctyficet osm z 213 lokust oznacila jako
polymorfni se dvéma az péti alelami. JelikoZ plamendk karibsky a rizovy jsou blizce
fylogeneticky pfibuzné druhy, byl zde pocet spole¢nych polymorfnich mikrosatelitovych
lokust vyssi nez u potapky rohace ¢i nesyta indomalajského, a to 28 (viz tabulka ¢. 11).

Pouze dva mikrosatelity z celkového poctu 213 lokust testovanych na cross-species
PCR amplifikaci u plamenaka karibského a rizového z fadu plamendci, potapky rohace
z fadu potapky a nesyta indomalajského z taddu brodivi, vykazovaly polymorfismus
U vSech ¢tyt druhti. Jednalo se o lokus Pc D103 izolovany od bufiidka svétlonohého
(Hardesty et al., 2013) a Omn8 od buinacka Monteirova (Bried et al., 2012). U lokusu
Omn8 byl ve vSech pfipadech detekovan vétsi pocet alel (viz tabulka €. 11). Mimo
zdrojovy druh a Ctyfi vySe zminéné otestované druhy, vykazuje mikrosatelit PcD103
polymorfismus také u buiniaka Huttonova (Puffinus huttoni) z ¢eledi buinakoviti (Hale et
al., 2015) a lokus Omn8 byl polymorfni pti cross-species PCR amplifikaci u buinacka
madeirského z celedi burnackoviti (Bried et al., 2012). Lokus Omn8 byl dale na cross-
species PCR amplifikaci testovan u dalSich dvou druhG z celedi buinakoviti, a to
u buinaka modravého (Halobaena caerulea) a buifidka Bulwerova, avsak ani u jednoho
druhu nebyl ziskan PCR produkt (Bried et al., 2012).

Ttinact z 213 otestovanych mikrosateliti vykazovalo polymorfismus zéaroven

u plamenaka karibského a dalSich dvou druhti (viz tabulka €. 11).
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Tabulka ¢&. 11: Mikrosatelity izolované u zéastupcti fadu trubkonosi, které

vykazovaly polymorfismus zarovein u 30 nepiibuznych jedincti plamendka karibského

(PhRu) (tato prace) i 6 nepiibuznych jedinct plamenidka rGazového (PhRo) z fadu

plamenaci (Ktirova, 2017), 13 neptibuznych jedinct potapky rohace (PR) z fadu potapky

(JanuSova, 2017) nebo 6 nepiibuznych jedinct nesyta indomalajského (NI) z fadu brodivi

(Nedvédova, 2015) a pocty zjisténych alel (A) pro jednotlivé druhy.

Mikrosatelit | Zdrojovy druh &Ff;) fgr‘;g EE; A ('\é' Ay
De3 albatros stehovavy 4 - - 4
Dc5 2 3 4 -
Dc22 albatros Sedohlavy 3 - - 2
Dc31 4 2 - -
BFAL4 albatros ¢ernonohy 2 - - 2
txtzg albatros laysansky g j : :
Paequ3 g 4 - 2
Paequ7 buinak bélobrady 3 - - 2
Paequ8 3 - - 4
Cd5 buinak sedy 2 2 - -
Parm01 buinak trinidadsky 7 4 - 3
Ptero05 buinak havajsky 2 2 - -
PuffG2F buinak balearsky 3 2 - 2
Eg [B)igg buiiiak svétlonohy g ; ;2 -2
gg;; burnak Bulweriv g _2 _3 -2
Pacbel 00386 S 3 - -
Pacbel 03731 2 - - 2
Pacbel 07265 3 2 - 2
Pacbel_08988 vt , 3 3 - -
Pacbel 09021 | PuThak itlozoby 3 4 - 2
Pacbel 09528 3 5 - -
Pacbel 10033 2 2 - -
Pacbel 17944 4 3 - -
ooy buffidiek madeirsky g 2 . -
0I10-39 bufidsek 3 3 8 -
8:283 dlouhokiidly él g - .
Omnl 5 3 - -
Omn8 buinacek Monteirav | 7 5 9 4
Omn21 3 2 - 2
RBG29 racek novozélandsky | 6 5 - 4
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Lokusy RBG29 a Parm01, které jsem oznacila jako identické, byly také zaroven
polymorfni u 6 jedinct nesyta indomalajského se Ctyimi alelami pro RBG29 a tiemi
alelami pro Parm01 (Nedvédova, 2015) a u 6 jedincti plamenaka rizového, kde bylo
u lokusu RBG29 detekovano 5 alel a pro lokus ParmO1 4 alely (Karova, 2017) (viz
tabulka ¢. 11). JanuSova (2017) oba mikrosatelity u potapky rohace oznacila za
monomorfni. Mikrosatelit RBG29 ma velky potenciél jako téméf univerzalni geneticky
marker pro velké vodni ptaky, jelikoz byl jiz u 16 zastupcii z kladu Aequorlitornithes

oznacen jako polymorfni (uvedeno vyse).

Celkem je nyni pro plamendka karibského nalezeno 150 polymorfnich
mikrosateliti (rizné znaené, ale pfesto totozné lokusy nejsou zapocteny); 8 de novo
a 142 cross-species. Z celkového poctu 150 polymorfnich lokust je jiz 127 (8 de novo
a 119 cross-species) (Drobek, 2010, Burzakova, 2013, tato prace), statisticky
charakterizovano na souboru 30 nepfibuznych jedincli a je ovéfena jejich vzajemna
nezavislost.

Pomoci programu Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007) jsem provedla souhrnnou
statistickou analyzu pro vSech téchto 127 lokusi. Primérny pocet alel na lokus je roven
4,685 a ofekavana heterozygotnost ¢ini 0,5303. Pravdépodobnost chybného provedeni
paternitni studie s témito 127 mikrosatelity v pfipad¢, Ze je pfifazovano mladg, u né¢hoz
neni zndmy ani jeden z rodi¢d je 1,605-10, v piipadé Ze je znamy pouze jeden rodic je
pravdépodobnost chybného piifazeni druhého rodi¢e 1,252:10% a pravdépodobnost
chybného piifazeni celého rodi¢ovského paru k mladéti je 4,162-10*. Pravdépodobnost,
7e by dva jedinci nesli pro vsech 127 lokust stejnou alelovou sestavu je 1,332-1078!
a pravdépodobnost, Ze by se nasla dvé mlad’ata, ktera by byla alelové identicka pro viech
127 mikrosatelitovych lokusi je 4,464-10°34. Co se ty¢e souladu s Hardy-Weinbergovou
rovnovahou, 96 lokusii je v souladu, u 6 lokust byly zjisténé odchylky (u 2 lokust byla
stanovena signifikantni odchylka na hladin€ 5 %, u 2 lokust na hladin€¢ 1 % a u 2 lokust
na hladiné 0,1 %) a u 25 lokusi nebyl vypocet odchylky od Hardy-Weinbergovy
rovnovahy proveden. U 66 lokusu je ptedpokladan vyskyt nulovych alel, z toho u 21
mikrosatelitli je odhadovana frekvence vyskytu nulovych alel vyssi nez 20 %, u 17 lokust
vyssinez 10 % a u 15 lokust je pravdépodobnost vyskytu nulovych alel vyssi nez 5 %.

Co se ty¢e de novo mikrosateliti nalezenych pro plamenaka karibského, Kapil
(2005) a Preston (2005) pro né&j ve svych diserta¢nich pracich popsali celkem 13 de novo
mikrosatelitii; Prupl-Prupl3. Drobek (2010) ve své diplomové praci podrobil tyto
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lokusy bioinformatickému studiu, na zaklad¢ ¢ehoz zjistil, Zze v Sesti ptipadech (Prup7—
Prup12) se jedna o totozné lokusy, pouze s odlisné navrzenymi primery. Z toho vyplyva,
7ze pro plamenaka karibského zatim bylo popsano pouze 8 unikatnich de novo
mikrosatelitovych lokust. Kapil et al. (2010) do své pfipravované publikace nakonec
zahrnuli pouze 9 lokusti (Prupl— Prup9), avsak c¢lanek nebyl zvefejnén a udaje byly
publikovany jen v elektronické databazi casopisu Molecular Ecology Resources spole¢né
s vysledky dalSich autort (Molecular Ecology Resources Primer Development
Consortium et al., 2010).

Ze 142 cross-species mikrosateliti je 135 odvozenych od zastupci z kladu
Aequorlitornithes, ktery zahrnuje vSechny vodni ptaky s vyjimkou vrubozobych a u 7 se
jedna o univerzalni pta¢i mikrosatelity. Ze vSech 142 polymorfnich cross-species
mikrosateliti je 119 vzajemné nezavislych lokusu statisticky charakterizovano pomoci
programu Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007) a Genepop 4.1 (Rousset, 2008).
U dalsich 23 mikrosatelitl, které zahrnuji 16 polymorfnich lokusti odvozenych od
zastupcli z fadu tuénaci a 7 polymorfnich mikrosatelith ziskanych testovanim
univerzalnich ptac¢ich mikrosatelitii, zbyva provést otestovani polymorfismu na 30
jedincich a provedeni statistické analyzy. Rozdé€leni vSech 142 doposud ziskanych
polymorfnich cross-species mikrosateliti podle fadu (tradi¢ni pojeti systému ptaku), od

jejichz zastupci byly odvozeny, je znazornéno v grafu ¢. 3.
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Graf ¢. 3: Rozdéleni 142 polymorfnich mikrosatelitli nalezenych pro plamendka
karibského za pomoci cross-species PCR amplifikace mikrosatelitovych lokust
odvozenych od fylogeneticky blizce piibuznych druhtt z Kkladu Aequorlitornithes
a univerzalnich ptacCich mikrosatelitii. Rozdéleni mikrosateliti dle zdrojovych fadu
odpovida tradi¢nimu pojeti systému ptakli. Pocet polymorfnich lokusti odvozenych od

zastupcti jednotlivych fadi je uvedeny v zavorce.

Brodivi (22)
Dlouhok#idli (2)
Plamenaci (35)

Potaplice (1)

Trubkonosi (43)
Tucnaci (16)
= Veslonozi (16)

= Univerzalni ptaci
mikrosatelity (7)

Z celkového poctu 127 vzijemné nezavislych polymorfnich mikrosateliti pro
plamendka karibského, které byly statisticky charakterizovany na souboru 30
neptibuznych jedincti, jsem vybrala 5 lokust vhodnych pro paternitni studie; Ole02 od
buinacka dlouhoktidlého (tato prace), PrB3, PrB102, a PrB110 od plamenaka rtizového
(Burzakova, 2013 podle Geraci et al., 2010) a Fminl7 od fregatky obecné (Fregata
minor) (Drobek, 2010 podle Dearbon et al., 2008). Vsechny lokusy jsou v souladu
s Hardy-Weinbergovou rovnovahou, maji nulovou ¢i velmi nizkou (max. do 10 %)
frekvenci vyskytu nulovych alel a jsou dobfe hodnotitelné. Vybrané lokusy a jejich

charakteristiky uvadim v tabulce €. 12.
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Tabulka ¢. 12: P&t vybranych cross-species mikrosateliti vhodnych pro paternitni
studie u plamenaka karibského. Ve sloupcich je uveden nazev mikrosatelitu (MS), pocet
alel u 30 neptibuznych jedincu (A), frekvence vyskytu nulovych alel (FNull), soulad
s Hardy-Weinbergovou rovnovahou (HW) (NS — vsouladu, ND — nelze hodnotit),
pozorovana heterozygotnost (HObs), pravdépodobnost chybného provedeni paternitni
studie v pfipad¢€, ze neni znamy ani jeden z rodi¢t (NE-1P), Ze je znamy pouze jeden
rodi¢ (NE-2P), Ze je piitazovan cely rodicovsky par (NE-PP), pravdépodobnost, Ze by se
nasli dva jedinci identi¢ti pro pfislusny lokus (NE-I) a pravdépodobnost, Ze by dvé

mlad’ata byla identicka pro ptislusny lokus (NE-SI).

MS A Fnull | HW | Hobs | NE-1P | NE-2P | NE-PP | NE-I NE-SI
Ole02 11 - NS 0,867 0,437 0,277 0,113 0,034 0,329
PrB3 | 11 NS | 0,867 | 0,528 | 0,355 | 0,172 | 0,057 | 0,357

PrB102 | 16 | 90,0098 | ND | 0,900 | 0,283 | 0,165 | 0,045 | 0,012 | 0,294
PrB110 | 25 0,0586 | ND | 0,833 0,226 | 0,128 | 0,027 | 0,007 | 0,284
Fminl7 | 20 | 0,0271 | ND | 0,867 | 0,280 | 0,163 | 0,043 | 0,012 | 0,294

Pomoci programu Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007) jsem pro téchto pét lokust
vhodnych pro paternitni studie provedla také souhrnnou analyzu. Primérny pocet alel na
lokus je roven 16,6 a o¢ekavana heterozygotnost ¢ini 0,9047. Pravdépodobnost chybného
provedeni paternitni studie s témito 5 lokusy v pfipad¢, Ze je pfifazovano mladé, u n€hoz
neni znamy ani jeden z rodi¢t je 4,132-10°3, v p¥ipadé Ze je znamy pouze jeden rodic je
pravdépodobnost chybného pfifazeni druhého rodi¢e 3,380-10* a pravdépodobnost
chybného pfitazeni celého rodi¢ovského paru k mladéti je 1,020-10. Pravdépodobnost,
7e by dva jedinci nesli pro vsech 5 lokusi stejnou alelovou sestavu je 2,167-10°
a pravdépodobnost, Ze by se nasla dvé mlad’ata, kterd by byla identickd pro vSech 5

mikrosatelitovych lokust je 2,870-1072,

Pro plamenaka karibského je v souc¢asné dob¢ nalezeno celkem 150 polymorfnich
de novo a cross-species mikrosatelitl, ne kazdy nalezeny mikrosatelit je ale vhodny pro
vSechny typy genetickych analyz. N&které maji vysoké procento vyskytu nulovych alel,
vyznamné se odchyluji od Hardy-Weinbergovy rovnovahy, pfipadné jsou problematicky
hodnotitelné. Proto neni od véci snazit se ziskat dal$i vhodné mikrosatelity, které by

mohly byt nalezeny:
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1. Otestovanim dalSich mikrosatelitli polymorfnich u ptaki z fadu trubkonosi.

2. Otestovanim lokusi ze skupin Aequorlitornithes, které jiz byly na cross-species
PCR amplifikaci u plamendka karibského testované a v ramci nichz byly
publikované dalsi mikrosatelity.

3. Otestovanim mikrosateliti od dalSich skupin Aequorlitornithes, které¢ doposud

jesté nebyly testovany.

Z tadu trubkonosi zbyva jesté otestovat celkem 34 zndmych mikrosateliti. Osm
novych mikrosatelitti, které nalezli Booth Jones et al. (2017) pro buiniaka trinidadského,
15 mikrosateliti izolovanych od buinaka réunionského (Pterodroma baraui)
(Danckwerts et al., 2016), 4 netestované mikrosatelity nalezené u buiiaka trinidadského
(Brown et Jordan, 2009) a dale 7 dosud netestovanych mikrosateliti odvozenych od
albatrosa Selfového (Thalassarche cauta) (Abbott et Double, 2003).

Pro zéstupce z tadu patiicich do kladu Aequorlitornithes, jejichz mikrosatelity jiz
byly na cross-species PCR amplifikaci u plamenaka karibského otestovany, bylo
nalezeno dalSich 83 novych mikrosatelitii; 34 mikrosatelitl odvozenych od tu¢nika
krouzkového (Pygoscelis adelidae), tu¢naka osliho (P. papua) a tu¢naka uzdi¢kového (P.
antarcticus) (Vianna et al., 2017), 11 mikrosateliti izolovanych u kormorana
subtropického  (Phalacrocorax brasilianus) (Rodrigues et al., 2017), 11
mikrosatelitovych lokust pro ¢apa bilého (Ciconia ciconia) (Turjeman et al., 2016), 15
polymorfnich mikrosatelitii pro ibise skalniho (Geronticus eremita) (Wirtz et al., 2016)
a 2 mikrosatelity izolované u tereje ¢ervenonohého (Sula sula) (Morris-Pocock et al.,
2010).

Nové polymorfni lokusy pro plamenéka karibského by mohlo také pfinést testovani
mikrosatelitti z fadu dlouhokiidli a slunatci, nalezicich taktéz do kladu Aequorlitornithes.
Pro tad slunatci bylo nalezeno 12 polymorfnich lokusti, a to konkrétné od druhu kagu
chocholaty (Rhynochetos jubatus) (Stoeckle et al., 2012). Z tadu dlouhoktidli bylo zatim
na cross-species PCR amplifikaci otestovano 7 mikrosatelittl, z ¢ehoz 2 byly polymorfni;
Apy06 (Drobek, 2010) a RBG 29 (tato prace). Vezmeme-li v Givahu, Ze na Cross-species
PCR amplifikaci u plamenaka karibského bylo otestovano 709 mikrosatelitt odvozenych
od zastupct z kladu Aequorlitornithes, z ¢ehoz 142 bylo oznacenych jako polymorfni,
uspésnost cross-species PCR amplifikace mikrosatelitovych lokust izolovanych od
druhtt z kladu Aequorlitornithes u plamenaka karibského je rovna pfiblizné¢ 19 %.

Otestovani dalSich asi 500 znamych mikrosatelitli pro zastupce z fadu dlouhoktidli by
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mohlo pro plamenaka karibského pti podobné uspésnosti poskytnout okolo 90 novych

cross-species mikrosatelita.
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1 Zavér

V této diplomové praci jsem analyzovala a statisticky charakterizovala 50
mikrosatelitovych lokust odvozenych od zastupci z fadu trubkonosi (Procellariiformes)
a dlouhoktidli (Charadriiformes) u 30 neptibuznych jedinci plamenaka karibského
(Phoenicopterus ruber) z tadu plamenaci (Phoenicopteriformes), které jsem ve své
bakalarské praci oznacila jako polymorfni pii cross-species PCR amplifikaci u 6
nepiibuznych jedinct plamendka karibského. Jednalo se o 49 mikrosatelitii odvozenych
od zastupci z Celedi albatrosoviti (Diomedeidae), buinakoviti (Procellariidae)
a burnackoviti (Hydrobatidae) nalezicich do tadu trubkonosi a 0 jeden mikrosatelit
izolovany u racka novozélandského (Larus novaehollandiae scopulinus) z ¢eledi rackoviti
(Laridae) a fadu dlouhoktidli.

Z 50 paru primeru pouzitych ke cross-species PCR amplifikaci u 30 neptibuznych
jedinct plamenaka karibského, 45 amplifikovalo polymorfni lokus. Programem Genepop
4.1 byla zjisténa 100% vazba mezi dvéma lokusy (RBG29 od racka novozélandského
a Parm01 od bufiidka trinidadského), u nichz jsem porovnanim jejich sekvenci pomoci
programu BLASTN 2.8.0 potvrdila totoznost. Lokus Parm0O1 jsem kvili horsi
hodnotitelnosti vyloucila z dalSich statistickych analyz, které byly u v§ech 44 nezavislych
mikrosatelith provedené pomoci programu Cervus 3.0.6. U 44 nezavislych
mikrosatelitovych lokusi jsem detekovala od dvou do jedenacti alel. Dva ze 44
nezavislych mikrosatelitt (Oc87B a Pacbel _03731) jsou potencionalné¢ vazané na
pohlavi, a to konkrétné na chromozom Z.

Celkem jsem tedy pro plamenaka karibského statisticky charakterizovala 44
nezavislych polymorfnich cross-species mikrosatelitl, z cehoz 43 pochazelo od zastupci
zZ fadu trubkonosi a jeden od racka novozélandského z fadu dlouhoktidli. V souc¢asné dobé
je pro plamenaka karibského nalezeno celkem 150 polymorfnich mikrosateliti (142
cross-species a 8 de novo), z toho je 127 nezavislych lokusi statisticky charakterizovano
na 30 neptibuznych jedincich.

Dalsi polymorfni cross-species mikrosatelity pro plamenaka karibského by mohlo
pfinést testovani mikrosatelitovych lokusti od dosud netestovanych skupin ptéka,
patficich taktéZ do kladu Aequorlitornithes, jimiz jsou slunatci (Eurypigidae)
a dlouhoktidli (Charadriiformes), ale také testovani novych mikrosatelitt od jiz

testovanych skupin ptaka.
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9 Ptilohy

Priloha €. 1: Vystup analyzy 45 polymorfnich cross-species mikrosateliti u 30 nepfibuznych jedincti plamenaka karibského v programu
Cervus 3.0.6. Ve sloupcich je uveden nazev mikrosatelitu, pocet alel (k), pocet genotypovanych jedinct (N), pozorovana heterozygotnost (HObs),
ocekavana heterozygotnost (HExp), obsah polymorfni informace (PIC), pravdépodobnost chybného provedeni paternitni studie v pfipadé, Ze neni
znamy ani jeden z rodi¢t (NE-1P), Ze je znamy pouze jeden rodi¢ (NE-2P), ze je ptifazovan cely rodi¢ovsky par (NE-PP), pravdépodobnost, Ze by
se nasli dva jedinci identi¢ti pro ptislusny lokus (NE-I) a pravdépodobnost, Ze by dvé mlad’ata byla identicka pro piislusny lokus (NE-SI), soulad
s Hardy-Weinbergovou rovnovahou (HW) (NS — v souladu, ND — nelze hodnotit, ** — signifikantni odychlka na hladiné 1 %, *** —signifikantni
odchylka na hlading 0,1%) a odhadovana frekvence nulovych alel ((F(Null)).

Mikrosatelit k N HODbs HEXxp PIC NE-1P NE-2P NE-PP_ | NE-I NE-SI HW F (Null)
De3 4 30 0.367 0.476 0.427 0.886 0.743 0.590 0.324 0.597 NS 0.1195
Dc5 2 30 0.433 0.463 0.351 0.896 0.824 0.733 0.401 0.623 NS 0.0244
Dc22 3 30 0.267 0.239 0.214 0.972 0.888 0.806 0.606 0.784 ND -0.0659
Dc31 4 30 0.233 0.598 0.527 0.822 0.673 0.515 0.231 0.514 ool 0.4434
BFAL4 2 30 0.400 0.364 0.294 0.936 0.853 0.768 0.476 0.690 NS -0.0557
BFAL14 4 30 0.533 0.541 0.492 0.849 0.689 0.516 0.259 0.549 NS -0.0210
LAAL7Y 6 30 0.733 0.738 0.689 0.673 0.492 0.300 0.112 0.415 NS -0.0008
LAAL19 6 30 0.767 0.749 0.700 0.663 0.483 0.292 0.106 0.408 NS -0.0196
Ptero05 2 30 0.400 0.452 0.346 0.901 0.827 0.737 0.407 0.630 NS 0.0526
Bbll 5 29 0.483 0.628 0.628 0.738 0.563 0.374 0.152 0.453 NS 0.1596
Bb22 2 30 0.433 0.440 0.339 0.906 0.830 0.741 0.415 0.637 NS -0.0006
Bb25 3 30 0.533 0.540 0.475 0.859 0.716 0.567 0.276 0.554 NS -0.0019
Paequ3 3 30 0.400 0.392 0.353 0.926 0.798 0.667 0.411 0.660 NS -0.0423
Paequ7 3 30 0.400 0.386 0.342 0.928 0.808 0.685 0.423 0.666 NS -0.0461
Paequ8 3 30 0.233 0.292 0.260 0.959 0.860 0.761 0.535 0.740 ND 0.1331
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Priloha €. 1: Pokracovani.

Mikrosatelit k N HObs HEXp PIC NE-1P NE-2P NE-PP | NE-I NE-SI HW F (Null)
Cd5 2 30 0.133 0.127 0.117 0.992 0.942 0.893 0.774 0.881 ND -0.0258
Puff G2F 3 30 0.633 0.649 0.562 0.797 0.654 0.506 0.207 0.483 NS -0.0033
Pc A107 2 30 0.333 0.282 0.239 0.961 0.880 0.803 0.560 0.751 ND -0.0884
Pc B109 4 30 0.600 0.693 0.628 0.741 0.573 0.398 0.155 0.448 NS 0.0688
Pc D103 3 30 0.300 0.321 0.293 0.950 0.836 0.720 0.490 0.715 NS 0.0081
Patbell 4 30 0.267 0.424 0.393 0.908 0.761 0.603 0.364 0.633 NS 0.2235
Patbel4 2 30 0.200 0.325 0.269 0.949 0.866 0.783 0.514 0.718 NS 0.2308
Pacbel_00386 5 30 0.867 0.689 0.616 0.751 0.591 0.424 0.165 0.452 NS -0.1224
Pacbel_03731 2 30 0.033 0.413 0.324 0.918 0.838 0.750 0.435 0.656 okl 0.8469
Pacbel_07265 3 30 0.300 0.294 0.267 0.958 0.854 0.749 0.527 0.737 ND 0.0070
Pacbel_08509 2 30 0.167 0.155 0.141 0.988 0.929 0.874 0.729 0.856 ND -0.0358
Pacbel_08988 3 30 0.533 0.450 0.397 0.902 0.771 0.633 0.356 0.618 NS -0.0993
Pacbel_09021 3 30 0.233 0.292 0.260 0.959 0.860 0.761 0.535 0.740 ND 0.1331
Pacbel_09528 3 30 0.400 0.513 0.428 0.873 0.758 0.628 0.322 0.578 NS 0.1299
Pacbel 10033 2 30 0.433 0.413 0.324 0.918 0.838 0.750 0.435 0.656 NS -0.0324
Pacbel_17944 4 30 0.500 0.595 0.521 0.824 0.678 0.521 0.236 0.516 NS 0.0842
Oc28B 3 30 0.433 0.368 0.331 0.935 0.813 0.688 0.438 0.679 NS -0.1125
Oc49 3 30 0.700 0.493 0.406 0.882 0.775 0.652 0.344 0.593 NS -0.1990
Oc79 2 30 0.200 0.282 0.239 0.961 0.880 0.803 0.560 0.751 ND 0.1628
Oc87B 2 30 0.100 0.494 0.368 0.882 0.816 0.723 0.382 0.603 ** 0.6587
Omnl 5 30 0.667 0.690 0.626 0.735 0.568 0.386 0.156 0.450 NS 0.0172
Omn3 2 30 0.267 0.472 0.357 0.892 0.822 0.730 0.395 0.616 NS 0.2705
Omn8 7 30 0.633 0.733 0.675 0.689 0.516 0.332 0.124 0.421 NS 0.0769
Omn21 3 30 0.667 0.524 0.434 0.867 0.754 0.624 0.316 0.571 NS -0.1193
0I10-39 3 30 0.133 0.244 0.225 0.971 0.878 0.783 0.593 0.778 ND 0.2766
Ole02 11 30 0.867 0.875 0.845 0.437 0.277 0.113 0.034 0.329 NS -0.0065
Ole09 5 30 0.433 0.460 0.418 0.892 0.746 0.589 0.334 0.607 NS -0.0071
Olel3 5 30 0.867 0.789 0.740 0.620 0.440 0.259 0.086 0.384 NS -0.0579
RBG29 7 30 0.767 0.686 0.642 0.721 0.538 0.337 0.139 0.477 NS -0.0798
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Number of individuals:

Number of loci:

Mean number of alleles per locus:

Mean proportion of loci typed:

Mean expected heterozygosity:

Mean polymorphic information content (PIC):
Combined non-exclusion probability (first parent):

Combined non-exclusion probability (second parent):

Combined non-exclusion probability (parent pair):
Combined non-exclusion probability (identity):
Combined non-exclusion probability (sib identity):

30

44

3.568

0.9992
0.4795
0.4209
0.00076458
0.00000054
2.089E-0011
2.460E-0023
7.940E-0011
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