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Suhrn

Tato diplomova praca sa venovala analyze a charakteristike vybranych
polymorfnych mikrosatelitovych lokusov u plameniaka ruZzového a pelikédna kuceravého
pomocou metody cross-species PCR amplifikacie.

V teoretickej Casti bol popisany fylogeneticky vyvoj vtdkov celkovo, so
zameranim na taxonomické zaradenie plameniaka ruzového a pelikdna kuceravého. St
charakterizované mikrosatelity a ich identifikécia pri pouziti polymerazovej retazovej
reakcie (PCR). Koniec tejto Casti bol zamerany na de novo mikrosatelity a vybrané
polymorfné cross-species mikrosatelity u plameniakov, konkrétne plameniaka ruzového
a pelikanov, konkrétne pelikana kuceravého.

Experimentalna Cast’ sa zaoberala cross-species PCR amplifikaciou 13
mikrosatelitovych lokusov, odvodenych pre vtaky z radu tu¢niaky a 11 univerzalnych
vtacich mikrosatelitovych lokusov na DNA 22 nepribuznych jedincov plameniaka
ruzového, ktoré boli pred tym urcené ako polymorfné na DNA 6 nepribuznych jedincov
plameniaka ruzového (Klaclova, 2018). Celkovo bolo najdenych 22 parov primerov,
ktoré amplifikovali 23 polymorfnych oblasti (2 polymorfné oblasti amplifikoval
primerovy pér pre lokus PNNOS). Dalej bolo amplifikovanych 12 mikrosatelitovych

lokusov, ktoré som oznacila v mojej bakalarskej praci ako polymorfné na DNA 6



jedincov pelikana kuceravého (VereSova, 2018). Lokusy, odvodené od zastupcov z radu
rarkonosce a bahniaky, boli amplifikované na DNA 41 jedincov pelikana kuceravého.
Celkom 11 mikrosatelitovych lokusov poskytlo polymorfny PCR produkt. Polymorfné
lokusy boli programom Genepop 4.1 (Rousset, 2008) testované na viazbu a uréené ako
nezavisle. Program Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007) potom néasledne
charakterizoval jednotlivé nezavislé lokusy pre plameniaka ruzového a pelikdna

kuceravého.
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Summary

This master thesis dealed with the analysis and characteristics of selected
polymorphic microsatellite loci in American flamingo and Dalmatian pelican using the
method of cross-species PCR amplification.

The theoretical part described the phylogenetic development of birds in general,
focusing on the taxonomic classification of American flamingo and Dalmatian pelican.
Microsatellites and their identification using polymerase chain reaction (PCR) are
characterized. The end of this part is focused on de novo microsatellites and selected
polymorphic cross-species microsatellites in flamingos, specifically American flamingo
and pelicans, specifically Dalmatian pelicans.

The experimental part deals with cross-species PCR amplification of 13
microsatellite loci derived for Penguin birds and 11 universal avian microsatellite loci
on DNA of 22 unrelated individuals of American flamingo, which were previously
determined to be polymorphic on DNA of 6 unrelated individuals of American flamingo
(Klaclova, 2018) . A total of 22 primer pairs were found that amplified 23 polymorphic
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Furthermore, 12 microsatellite loci were amplified, which | marked in my bachelor



thesis as polymorphic on the DNA of 6 individuals of the Dalmatian pelican (Veresova,
2018). Loci derived from representatives of the Tubinares and Shorebirds were
amplified on the DNA of 41 individuals of the Dalmatian pelican. The polymorphic
PCR products yielded a total of 11 microsatellite loci. Polymorphic loci were tested for
linkage by Genepop 4.1 (Rousset, 2008) and determined to be independent. Then the
Cervus 3.0.6 program (Kalinowski et al., 2007) characterized the individual

independent loci for the American flamingo and the Dalmatian pelican.
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1 Uvod

Mikrosatelity si typom tandemovych repeticii, ktorych dizka repetitivne;
jednotky je 1-10 parov bazi. Vyskytuju sa skoro v celom genéme a vd’aka ich vysokej
variabilite sa vyuzivaju ako genetické markery. V praxi sa vel'mi Casto vyuzivaju ako
markery pre urovanie paternity zZivocichov, pri cielenom rozmnozovani konkrétnych
jedincov a v dalsich populacno-genetickych stadiach. Mikrosatelity moézu byt
odvodené de novo pre konkrétny druh, metdédou in silico alebo pomocou cross-species.

Pouzitie metddy cross-species je vyhodné medzi pribuznymi druhmi, nakol’ko
nie je potrebné odvodzovat’ mikrosatelity de novo pre tieto druhy. Uspe$nost’ cross-
species mdze poskytnit uréité odpovede na pribuzenské vztahy medzi zivocichmi
Vv ramci ich vyvojovych fylogenéz.

Testovanie velkého poctu cross-species mikrosatelitovych lokusov sa zaobera
Laboratorium populacnej genetiky Katedry bunétné biologie a genetiky na
Piirodovédecké fakulté¢ Univerzity Palackého v Olomouci. Testuju sa mikrosatelitové
lokusy odvodené predovSetkym od zastupcov radov brodivce, bahniaky
(Charadriiformes, ¢esky dlouhok#idli), veslonozce, rarkonosce (Procellariiformes, Cesky
trubknosi), tu¢niaky a univerzdlne vtacie mirkosatelity, izolované pre zebricku
australsku (Taeniopygia guttata, ¢esky zebficka pestra) a kuru ¢ervenu (Gallus gallus,
¢esky kur bankivsky) na DNA roznych druhoch vodnych vtakov patriacich do skupiny
Aequorlitornithes.

V tejto praci sa zaoberam analyzou a charakteristikou mikrosatelitov, ktoré boli
uréené ako polymorfné v mojej (Veresova, 2018) a Klaclovej bakalarskej praci
(Klaclova, 2018).



2 Ciele prace

1. Vypracovanie reserse na tému diplomovej prace.

2. Zhromazdenie dostupnych literarnych zdrojov.

3. Amplifikacia a charakteristika mikrosatelitovych lokusov na DNA jedincoch pelikdna
kuceravého a plameniaka ruzového z chovu ZOO Dviar Krélové; jednd sa
0 mikrosatelity oznacené ako polymorfné v bakalarskej praci Studentky (2018) a d’alej
v bakalarskej praci Studentky Moniky Klaclovej (2018). Tieto mikrosatelity porovnat
S polymorfnymi lokusmi charakterizovanymi v diplomovych pracach Veroniky
Mikulovej (2010), Anny Chmelafovej (2012), Alesa Drobka (2010) a Barbory Malkove;j
(2013).



3 Literarny prehPad
3.1 Fylogeneticky vyvoj vtakov

V ramci stavovcov st vtaky jednou z najvyraznejSich skupin zivoéichov. St
nesmierne rozmanité, rozmiestnené po celom svete, zapinaju cely rad ekologickych nik
a siahaju od velkosti malého kolibrika az po mohutného pstrosa. Spolu s ich pernatymi
telami optimalizovanymi pre let, rychlym metabolizmom, vyvinutymi zmyslami,
schopnostou napodobniovat’ vokalizacie ¢i pouzivat' nastroje z nich robia jedny
Z najinteligentnejSich organizmov na planéte (Brusatte et al., 2015).

Podl'a Mindella et Brown (2008) bolo do roku 2008 zijtcich priblizne 9 az 10
000 druhov vtakov patriacich do 20-28 radov triedy Aves. Postupne sa vSak pocet
druhov vtakov rapidne zvysil cca na 11 000 druhov. Tento vzrast nebol zapric¢ineny
novoobjavenymi druhmi, ale pokrocilej§imi technologiami, ktoré umoznili zachytit’
detailnejsie informacie o jednotlivych genémoch vtakov, a vyuzitim tychto poznatkov
pre stanovenie taxonomickych jednotiek pre presné rozpoznavanie medzi druhmi
navzajom.

Az na na par vynimiek, molekularna fylogeneticka analyza podporila rozdelenie
na zaklade morfologie na monofyletickii skupinu Palaeognathae, kam sa zaraduju
nelietavé druhy ako kivi, pStrosy, emu a skupinu Neognathae, tvoriace zvySok vtacej
diverzity. K tomuto rozdeleniu doslo asi pred 120 milionmi rokov. Toto rozdelenie je
podporené Stidiami morfologie (Cracraft et Clarke, 2001), jadrovej DNA (Garcia-
Moreno et Mindell, 2000) a stadiami mitochondrialnych genémov (Harrison et al.,
2004).

Asi 0 15 milionov rokov, sa Neognathae zacali formovat’ na d’alSie dva nadrady,
ktoré boli spdjané s prerozdelovanim kontinentov. Na ziklade sekvenovania dlhSich
sekvencii z jadrovych génov sa vyclenil nadrad Galloanseres obsahujuci rad
zibkozobce (Anseriformes, ¢esky vrubozobi) a hrabavce (Galiformes, ¢esky hrabavi)
(Cracraft et al., 2004). ZvySok skupiny Neognathae, obsahujuci vSetko od holubov
asov az po sokoly a papagaje, sa nazyva Neoaves (Van Tuinen, 2009). Avsak
fylogenetické vztahy v tomto nadrade nie st dodnes Uplne a jasne rozlustené (Pratt et
al., 2008). Odkryvanie hlbokych fylogenetickych vztahov u tychto vtakov je naro¢né,
nakol’ko st vysledkom rapidnej divergencie na zaciatku ich evolucnej historie

(Chojnowski, et al., 2008).



Hackett et al. (2008) zhromazdili vel’ky subor tdajov o sekvenciach DNA od
169 druhov vtakov skupiny Neoaves K rieseniu fylogenetickych vztahov. Prva skupinu
fylogenetického rozdelenia tvoria suchozemské vtaky obsahujice rad spevavce
(Passeriformes), ktory je spojenymi s d’al§imi morfologicky odliSnymi radmi ako
Splhavce (Piciformes), sokoli (Falconiformes), sovy (Strigiformes), papagaje
(Psittaciformes) a podobne. V druhej skupine sa nachadza klad s vodnymi vtakmi,
zahrnujiaci ¢lenov radov veslonozce (Pelecaniformes), brodivce (Ciconiiformes),
rarkonosce  (Procellariiformes, Cesky trubkonosi), tu¢niaky (Sphenisciformes)
a potaplice (Gaviiformes) (Ericson et al., 2006). Sestersku skupinu k tymto vodnym
vtakom tvoria turaka (Musophagiformes) a k obom tymto skupinam je pribuzny klad
tvoreny kratkokridlovcami (Gruiformes), kukuckami (Cuculiformes) a dropmi
(Otididae).

Podla datovanej fylogenézy Jarvisa et al. (2014), spolo¢ny predok vtikov
Neoaves zil v mezozoiku, v kriede. Predpoklada sa, Ze tento predchodca by mohol byt
ekologicky podobny k dneSnym modernym vtikom. Po vyhynuti niekolkych skupin
vtakov na konci kriedy doslo k rychlej speciacii druhov a k vzniku dvoch hlavnych
skupin. Prvou z nich je Columbea a druhu skupinu vtakov tvoria zastupcovia Kladu
Passerea, ktory je rozdeleny na suchozemské (Telluraves) a vodné vtaky (Aequornithia)
(Ericson et al., 2006).

Je davno zname, ze fylogenetické tvrdenia sa nevytvarajui len na zaklade poctu
analyzovanych vzoriek a ich vyvojového stupiia, ale zavisia aj od poctu a od vztahov
jednotlivych taxonov, ktoré boli zozbierané v zavislosti od réznych bodov zaujmu
(Townsend et Lopez-Giraldez, 2010).

Podl'a Pruma et al. (2015) je pouzitie 48 vtacich druhov pre studium fylogenézy
vtakov zalozené na genomickej analyze nedostatocné na to, aby S istotou vyrieSila
hlboké fylogenetické vztahy medzi hlavnymi skupinami modernych vtakov. Z tohto
dovodu odobrali vzorky 198 druhom vtakov a sktimali 394 lokusov z konzerovanych
oblasti genomu (Lemmon et al., 2012). Vysledky analyzy potvrdili tradi¢né rozdelenie
vtakov, avSak v ramci skupiny Neoaves sa fylogeneticky strom vyrazne lisil od
predchadzajucej stadie Jarvisa et al. (2014). Prum et al. (2015) rozdelujt moderné
vtaky celkovo na 5 skupin a to tak, ze prvé dve skupiny st na rovnakej urovni, avSak
druha skupina sa opét’ deli na dve skupiny pokracujuc takto az do piatej trovne. To
znamena, ze kazdd skupina je po sebe idicou sesterskou skupinou k zostdvajucim

d’al$im skupinam.



Z obrazka ¢. 1 je jasné, ze Jarvisove et al. (2014) a Prumove et al. (2015)
fylogenetické stromy sa vyrazne liSia a to hlavne v najvyssich uzloch hierarchie, najviac
viditel'nej u vodnych vtakoch (Thomas, 2015). V dalSich diel¢ich skupinach také
vyrazne zmeny nie si. Prum et al. (2015) si tieto nezrovnalosti odévodnuju fenoménom
nazyvanym ,,pritazlivost’ dlhych vetvi“ (z angl. long-branch attraction). K tomuto javu
dochddza, ked’ evolu¢ne vzdialeni pribuzni st nesprdvne povazovani za blizkych
pribuznych. Takato interpretdcia je moznd, pokial evolicia prebehla mimoriadne
vysokou mierou alebo ked’ dand linia nemé Ziadnych blizkych pribuznych. Thomas
(2015) tiez tvrdi, ze vel'a fylogenetickych vztahov by sa zdsadne zmenilo v pripade, ak

by Prum et al. (2015) ztzili svoj vyskum na 48 druhov.

Obrazok ¢. 1: Porovnanie vtacich fylogenéz - Jarvis et al. (2014) a Prum et al.
(2015) podl'a Thomas et al. (2015).
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Naopak Reddy et al. (2017) na zaklade svojich vyskumov zistili, Ze aj napriek
zvySenému poctu odobratych vzoriek z dalSich taxénov, fylogenetické vztahy

jednotlivych skupin vtakov na zaklade Jarvisovej et al. (2014) analyzy sa prave



utvrdzuji. Najpravdepodobnejsi dovod vysvetlenia rozdielnych fylogenetickych
stromov je vyuzitie roznych typov tdajov. Konkrétne, analyza zmesi exonov, intronov
a ultrakonzervovanych elementov v $tadii Jarvisa et al. (2014) a pouzitia primarneho
koédovania exénov v experimentoch Pruma et al. (2015).

Otéazkou ale nad’alej zostava, ¢i fylogenomika dokaze objasnit’ vSetky evolucné
spojitosti a ¢i fylogenetické softvéri si dostato¢né a presné na rozrieSenie zlozitych
fylogenetickych stromov triedy vtdkov. Je pravdepodobné, ze rieSenie evolucnych
vztahov pomocou réznych programov, poskytne odlisné vysledky v désledku rutinnych
numerickych optimalizicii. Preto je nutné jednotlivé vysledky hodnotit rovnakymi

analyzami a nasledne potom charakterizovat' tieto vysledky d’al$imi programami
(Reddy et al., 2017).

3.2 Taxonomické zaradenie plameniaka ruzového

Plameniaci su skupina vodnych vtadkov, ktorych taxonomické zaradenie sa
povazovalo za jedno z najkontroverznejSich a z najdlhopretrvavajucich problémov
vtacej fylogenézy. Na zdklade morfologie boli za najpriamejSich pribuznych
plameniakov povaZzované dlhonohé brodivce alebo zubkozobce kvoli podobne
stavanému zobaku (Sibley et Ahlquist, 1990). Napriek tomu, plameniaci vykazujt
unikétne znaky spojené s ich zivotnym Stylom kfmenia.

Analyzou mitochondrialnych a jadrovych sekvencii, van Tuinen et al. (2001)
zistili fylogenetickt pribuznost’ medzi plameniakmi a potapkami (Podicipedidae) a to
s vysokou Statistickou podporou. Tieto pribuzenské vzt'ahy tak mo6zu poukazovat’ aj na
priklad vyvoja odlisnej stratégie kimenia (van Tuinen et al., 2001), kedy plameniaky
filtruji vodu s potravou (Zweers et al., 1994), a potapky sa naopak zivia rybami
amalymi ¢lankonozcami (del Hoyo, 1992). Mayr (2004) na zaklade najskor
prehliadanych morfologickych, oologickych, parazitologickych a aj molekularnych
dokazov, potvrdzuje sestersky klad plameniaci - potapky ako jeden
Z najpodporovanejSich kladov modernych vtakov.

Fylogeneticky systém vytvoreny Hackettom et al. (2008) vyclenuje klad
plameniaky - potapky k typicky vodnym vtikom a ako ich najblizsich pribuznych
uvadza vtakov z ¢elade faetonovité (Phaetontidae) a skupinu suchozemskych vtakov
Columbimorphae, do ktorej sa zaraduji stepokuroviti, midkkozobi a mesitoviti. Tato

spojitost’ naznacuje, ze vodné aj suchozemské adaptacie tychto vtakov st konvergentné



(Mayr, 2004). Jarvis et al. (2014) vsak vyclenuju faetonov z tychto vztahov a za ich
najbliz8ich pribuznych oznacuju pachriastele (Eurypygiformes, ¢esky slunatci). Naopak
Prum et al. (2015) ponechavaji vtakov z nadradu Columbimorphae v ramci skupiny
Columbaves a pribuzensky klad plameniaci - potapky uvadzaju ako najpribuzne;jsi
s vtakmi skupiny bahniaky (Charadriiformes, ¢esky dlouhoktidli) v skupine vodnych
vtakov Aequorlitornithes.

3.2.1 Rad plameniaci (Pheonicopteriformes)

Z druhovej pestrosti je rad plameniaci jednym z najmensSich radov stcasnosti.
Podrla r6znych autorov zahfiia 5 alebo 6 druhov a nie je tiez jasné, ¢i tieto druhy patria
do dvoch ¢i troch rodov. Prvym z nich je Phoenicopterus s ¢lenmi ako plameniak
ruzovy (P. roseus), plameniak &erveny (P. ruber, cesky plamenak Kkaribsky)
a plameniak ¢ilsky (P. chilensis). Druhy rod Phoenicoparrus zahifia plameniaka
zltonohé¢ho (P. andinus, cCesky plamenak andsky) a plameniaka kratkozobého
(P. jamesi, Cesky plamenak Jamesov). Podla Krienitza (2018), treti rod tvori druh
s rovnomennym a jedinym druhom a to plameniakom mensim (Phoeniconaias minor).
Jenkin (1957) rozdeluje plameniaky na zdklade morfologicky odlisnej celuste
a stratégie kfmenia len na dva rody a to na Phoenicopterus a Phoenicoparrus. Olson et
Feduccia, 1980) vsak rozlisuju len 5 druhov, priCom plameniak ¢erveny (P. ruber,
Cesky plamendk karibsky) sa rozliSuje na dva odliSné a geograficky separované
poddruhy a to Phoenicopterus ruber ruber a P. r. roseus. Torres et al. (2014)

ponechavaji vo fylogenetickom strome tieto dva poddruhy ako samostatné druhy.

3.2.2 Plameniak ruzovy

Vdaka svojmu vzrastu sa plameniaky ruzové (Phoenicopterus roseus) povazuju
za najviacsich zijucich plameniakov na Zemi (Feduccia, 1999). Su typické svojim
Stihlym vzrastom, dlhym krkom a nohami. Ich telo je pokryté ruzovobielym perim,
pricom kridla st ovel’a vyraznejSie a mo6zu mat’ az sytocervenu farbu. Korovce (Cesky
korysi) a riasy, obsahujuce karotenoidné pigmenty, tvoria zaklad ich stravy, ktora
sposobuje Specificky sfarbené perie (Amat et al., 2011). Potravu filtruja z plytkej vody

pomocou tvarovaného zobaka zahnutého nadol (Zweers et al., 1994). Taktiez nim
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dokazu vymodelovat’ hniezdo z bahna, do ktorého potom kladu jedno biele vajce, na
ktorom samica sedi asi 30 dni.

Hlavne pocas hniezdenia sa tento druh plameniaka povazuje za spolo¢enského
vtaka. Vytvara kolonie, ktoré¢ moézu mat’ cez 200 000 vtakov. Napriek tomu, tieto vtaky
vykazuju medzi sebou vel'mi slabé socialne viazby, vynimku tvoria par samec - samica.
Hniezdia spolu najmi kvoli spolo¢nej ochrane pred predatormi. Mimo dobu parenia
a hniezdenia dokézu migrovat’ na obrovské vzdialenosti. Pri lete, hniezdeni ¢i hl'adani
potravy sa dorozumievaji zmesou trabivych zvukov podobnych husam (Feduccia,
1999).

Vyskytuju sa najmi na Gzemi Afriky, juhovychode Azie aZ po Indiu a na juhu
Eurdpy vratane Spanielska, Grécka, Talianska &i Chorvatska. K najvi¢siemu hniezdisku
patri jazero Natron v severnej Tanzanii (Koshti et Bony, 2016).

Obvykle sa tito plameniaci vo volnej prirode dozivaji okolo 30-40 rokov,

V zajati sa moze dizka ich Zivota predizit aj o 20 rokov.

3.3 Taxonomické zaradenie pelikana kuceravého

Pelikani st zvycajne zarad’ovani do radu veslonoZce, avSak na ich taxonémiu
maju rézni autori vyrazne odliSny nazor. Charakteristickym znakom tejto skupiny je
noha, ktoru pouZzivaji na veslovanie vo vode (Hedges et Sibley, 1994), ktora mylne
poukazuje na pribuzenské vzt'ahy medzi pelikanmi a d’al$imi zastupcami, vytvorené len
na zaklade morfologickych znakov (Sibley et Ahlquist, 1990). Avsak, na zaklade
molekularnych analyz sa vztahy medzi tymito druhmi podstatne liSia a tak aj napriek
odli$nej morfologii oznacuju pelikana a ¢lnozobca ako vyvojovo pribuzné druhy (Sibley
et Ahlquist, 1990).

Tradi¢ne st do skupiny veslonozce zaradené ¢elade anhingovité (Anhingidae),
faetonovité (Phaetontidae), fregatkovité (Fregatidae), kormoranovité
(Phalacrocoracidae), pelikanovité (Pelecanidae) a sulovité (Sulidae, Cesky terejovité)
(Hedges et Sibley, 1994).

Hackett et al. (2008) a Jarvis et al. (2014) vo svojich fylogenetickych stadiach
miesaju veslonozce a brodivce do jedného kladu a ako ich najblizsich pribuznych
uvadzaju sestersky klad tvoreny zastupcami z radov rurkonosce a tu¢niaky.

Prum et al. (2015) na zaklade svojich molekularnych analyz potvrdzuju vzt'ahy

medzi pelikdnmi, ¢lnozobcami a nasledne takatrou (Scopus, Cesky kladivous), pricom



rurkonosce vyclenuju z blizsSieho pribuzenského vztahu s veslonozcami a uvadzaja opét
rarkonosce a tuéniaky do sesterského kladu rovnako ako Hackett et al. (2008) a Jarvis et
al. (2014) vo svojich predchadzajucich stadiach. K oddeleniu rarkonoscov
a veslonozcov doslo uz v paleocéne, pricom k diverzifikacii vtakov z radu rarkonosce
doslo az zac¢iatkom oligocénu. Obdobie paleogénu sa teda uvadza ako obdobie rapidnej
speciacie vtakov, preto nie je Uplne mozné presne rozdvojovat jednotlivé fylogenetické
uzly ale brat’ ich ako siet’ rychlo vyvijajicich sa druhov (Thomas, 2015). Dnes su
pelikani v ramci taxondmie samostatny rod oddeleny od skupiny veslonozcov. Zvysok
druhov pévodne radenych do spoloéného pribuzenského vzt'ahu s pelikanmi sa vy¢lenil
a dnes spada do radu Suliformes, tvoreny fregatkami, kormoranmi, sulovitymi
a anhingami. O taxonomickom zaradeni factonov bolo diskutované v kapitole 3.2.

Evolu¢ny a fylogeneticky vyvoj veslonozcov sa snazil pochopit’ aj tym vedcov
z Ciny (Huang et al., 2019). Vo svojej vedeckej stadii po prvykrat sekvenovali
a popisali cely mitochondrialny gendm pelikdna kuceravého. Mitochondrialna DNA
bola odobrata zo svalov zvierat'a, spracovana a nasledne sekvenovana Illumina Miseq
platformou. Mitochondrialny genom tohto pelikdna tvori 37 génov. Dalej, pomocou
kompletnych mitochondrialnych genémov 26 druhov z radu veslonoZce a za pouzitia
metody neighbour-joining analyse bol vytvoreny fylogeneticky strom. Tento strom ako
aj cela studia potvrdila, Ze najblizsi pribuzny druh pelikana kuc¢eravého je pelikan hnedy
(Pelecanus occidentalis).

Dalsie informacie o pelikanovi kuderavom a dalsich druhoch z &elade
pelikanovité som spracovala vo svojej bakalarskej praci Cross-species amplifikace
mikrosatelitti z fadu trubkonosi u pelikana kadetavého (Pelecanus crispus) z roku 2018
(Veresova, 2018).

3.4 Mikrosatelity

Mikrosatelity alebo inak oznafované ako SSRs (Simple Sequence Repeats)
alebo STRs (Short Tandem Repeats) su podkategdriou tandemovo opakujlcich sa
sekvencii DNA, pricom tieto iseky DNA maji dizku 1-10 parov bazi (Bruford et
Wayne, 1993). Nachadzaji sa skoro vo vsetkych kodujtcich aj nekodujucich tsekoch
DNA, v prokaryotickych aj eukaryotickych genémoch (Toth et al., 2000). Su Siroko
rozptylené po gendéme organizmu a vd’aka réznorodému poctu opakovanych usekov

DNA davaju informaciu o polymorfnych miestach DNA a ich alelickej variabilite



(Tautz, 1989). K polymorfizmu dizky mikrosatelitu v§ak mozu prispiet’ aj ,.prerusujiice
motivy“, ktoré sa postupne liSia od opakovaného motivu a mutacii v prilahlych
oblastiach (Angers et Bernatchez, 1997).

Podl'a Vieria et al. (2016), vznik mikrosatelitového lokusu méze zac¢at’ mutaciou
useku DNA s minimalne 6smimi repeticiami alebo de novo z miest bez opakujicich sa
motivov, ktoré vedu k tvorbe ,,proto-mikrosatelitnych* miest. V d’al$ej generacii bunky
v priebehu replikdcie sa potom tieto miesta rozSiruju napriklad prostrednictvom
skiznutia DNA polymerazy. Niektoré $tudia tieZ naznaluju, Ze zrod mikrosatelitov
podmieniuju transpozony ¢i minisatelity ako progenitory mikrosatelitov (Trivedi, 2004).

Vo vSeobecnosti inymi slovami su mikrosatelity teda polymorfizmy pozorované
ako rozdielne poCty opakovania motivu sposobenych sklzom polymerazy na vlaknach
DNA pri jej replikacii (angl. DNA slippage) alebo chybami rekombinacie (Schlétterer et
Tautz, 1992). V kédujicich génoch maju mikrosatelity vy$§iu mieru mutacii (102-10°)
(Li et al., 2002) neZ bodové mutacie (10°) (Hodel et al., 2016). Iné mikrosatelitné
mutacie mozu byt spésobené rdéznymi nukleotidovymi substiticiami ¢i duplikaciami
(Hancock, 1999). Mnozstvo roznych faktorov ako napr. velkost alely, velkost’ motivu,
obsah G/C, gendémové umiestnenie, hrani¢na sekvencia ¢i rychlost’ rekombinacie a
transkripcie, ovplyviiuji mutaéne procesy v mikrosatelitoch (Primmer et al., 1996).
Miera mutacie mikrosatelitov méze byt druhovo aj pohlavim $pecificka, ked’ze muzi
maji vys$Siu mieru mutacii v porovnani so zenami vV pomere 17:3 (Brinkmann et al.,
1998). Miera mutacii v mikrosatelitoch je navySe ovplyvnena aj stabilizaénymi
proteinmi a ich sekundarnymi Struktarami (Eckert et al.,, 2002). Podla viacerych
autorov plati, ze ¢im dlhsi je motiv repetitivnej jednotky, tym vysSia je frekvencia
mutécii, zatial’ ¢o kratSie repetitivne jednotky maji nizsiu frekvenciu mutacii (Vieira et
al., 2016). Mutacie, ktoré sa vyhli korekcii opravnych replikaénych systémov, vytvaraju
nové alely v lokusoch mikrosatelitoch. Z tohto dovodu moézu v danom lokuse existovat
rozne alely, ¢o znamend, Ze mikrosatelity su informativnejSie ako iné molekuldrne
markery, dokonca vratane SNP (Vieira et al., 2016).

Existuje vela dokazov na podporu hypotézy, ze mikrosatelity nie sii ndhodne
distribuované pozdiz genému. Vseobecne mozno povedat, Ze ich vyskyt je nizsi
v génovych oblastiach, vzhl'adom na skuto€nost’, Ze maji vysokt mieru mutécii, ktora
by mohla ohrozit' génovu expresiu. Studie nazna¢uj, Ze v kodujucich oblastiach
prevladaji mikrosatelity s génovymi motivmi typu tri- a hexanukleotidové, co je

vysledok selekéného tlaku proti mutaciam, ktoré menia Citaci ramec (Zhang et al.,
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2004). Mikrosatelity mozu tiez pochadzat’ z koédujtcich oblasti, ¢o vedie k vyskytu
repetitivnych usekov v proteinovych sekvenciach nasledkom ¢oho sa u l'udi vyskytuju
rozne genetické poruchy. V databdzach proteinovych sekvencii sa uvadza, ze
tandemové repeticie st bezné v mnohych proteinoch a mechanizmy zapojené do ich
genetiky mozu prispievat’ k rychlej evolicii proteinov (Katti et al., 2000). Distribucia
mikrosatelitnych motivov tiez naznacuje, Zze mikrosatelity roznych typov hraju rozne
ulohy v réznych génovych oblastiach, ako napriklad v promotoroch, intrénoch,
netranslatovanych oblastiach (UTR), ale aj v ex6noch (Li et al., 2004). Mikrosatelity sa
tiez nachadzaju v transpozénoch a inych opakujtcich sa rozptylenych motivoch DNA
(Richard et al., 2008).

Expanzia v tandemovych opakovaniach moze viest nielen k zmene fenotypu
buniek ale aj sposobit’ ochorenie a neziaduce vlastnosti. U 'udi mézu spdsobit’ syndrém
fragilného X, spinocerebeldrnu ataxiu, niektoré druhy rakoviny (Mitas, 1997) a d’alSie
neurogenerativne ochorenia ako napriklad Huntingtonova choroba spdsobené expanziou
(CAG), motivu (Vieira et al., 2016).

Zmeny mikrosatelitov spojené s chorobami u l'udi su vSeobecne zndme a mozu
vyvolavat’ faloSny dojem, Ze uCinky tychto mutécii su prevazne nepriaznivé. Naopak,
niektoré priklady poskytuji dokaz, Ze alely mikrosatelitov mézu pontikat’ potencialne
selektivne vyhody (Kashi et King, 2006). Mikrosatelity si v stucasnosti kvalifikované
ako vyznamné zlozky genému pre adaptaciu populacie a fenotypova plasticitu v ramci
generacii a naprie¢ generaciami V meniacom sa a potencionalne Skodlivom prostredi
(Nevo, 2001). Okrem toho sa hromadia dokazy, ze tieto tandemové repeticie mozu mat’
funkéni Glohu v kodujucich sekvenciach a tiez sluzit’ ako regulacné prvky (Kashi et al.,
1997). Detekcia mikrosatelitov v transkriptoch a regulaénych oblastiach gendému
podnietila zaujem vedcov a stale viac publikacii uvadza dokaz, Ze mikrosatelity
zohravaju ulohu v relevantnych pocesoch, ako je reguldcia transkripcie a translacie
(Hodel et al., 2016), organizacia chromatinu (Trivedi, 2004), velkost gendému
a bunkovy cyklus, umlcanie génov (Vieria et al., 2016) ¢i alternativny zostrih
a transport mMRNA (Saeed et al., 2016).

V porovnani s inymi genetickymi markermi ako su RFLP, RAPD, AFLP,
mikrosatelity su charakterizované vysokou frekvenciou distribucie, kodominancie,
vysokym polymorfizmom a skvelou reprodukovatelnostou (Gupta et Varshney,
2000). Jedina ich nevyhoda spo¢iva vV tom, Ze musia byt’ najskér v genéme najdené

a charakterizované (Queller et al., 1993) Avsak dnes, vd’aka vynalozenému usiliu
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vedcov po celom svete existuju mitrosatelitové databazy tisicok organizmov
(Aishwarya et al., 2008).

3.4.1 Problematicka identifikacia mikrosatelitovych produktov

polymerazovej ret'azovej reakcie (PCR)

Napriek vel'kému mnozstvu vyhod pouzitia mikrosatelitov, existuje par situacii,
kedy je hodnotenie mikrosatelitov nepresné az chybné. Prvou z nich je vyskyt tzv.
nulovych alel. Nulovéa alebo neaplifikujica alela je podla definicie akdkol'vek alela
mikrosatelitového lokusu, ktord nie je mozné po prebehnuti PCR reakcie tspesne
detegovat’ (Dakin et Avise, 2004). Vyskyt nulovych alel sa prejavuje najma pri detekcii
prostrednictvom cross-species PCR amplifikacie. Celkovo je zname, ze primery
mikrosatelitového lokusu, odvodeného pre zdrojovy druh, maju komplementarnu
sekvenciu k Specifickej sekvencii u cielového druhu. Iné alely inych mikrosatelitovych
lokusov sa mozu v roznej miere liSit' od ich referenénych sekvencii vd’aka r6znym
bodovym mutaciam, a tak mozu byt menej vhodné pre amplifikaciu tychto lokusov
(Primmer et al., 1995). Mutacie v tychto miestach DNA (angl. flanking regions) potom
sposobuji  nedostatoént  hybridizaciu primeru s komplementarnou sekvenciou
templatovej DNA, ¢im znemoziiuji prebehnutie PCR reakcie a tym aj amplifikacie
danej alely mikrosatelitového lokusu (Dakin et Avise, 2004).

Dalsim dovodom vyskytu nulovych alel je preferencia amplifikacie kratsich alel
voci dlhsim alelam (Gagneux et al., 1997) . Takto amplifikované alely sa nazyvaja ako
»Clastoéne nulové alely* (z angl. partial nulls), pretoze ich je mozné zviditel'nit' zmenou
kontrastu ¢i zvySenim mnozstva DNA v reak¢nej zmesi. V molekularnych stadiach sa
opakovane preukdzala stvislost medzi pritomnostou nulovych alel a oblastami
ohranicujiicimi mikrosatelitové motivy. Tieto oblasti si vysoko variabilné a malo
stabilné nez sekvencie v inych genomovych oblastiach a preto tam tak ¢asto dochddza
k spominanym mutaciam (Meglecz et al., 2004). Pritomnost’ nulovych alel sa vsak javi
ako najkritickejSia pri vyuZziti mikrosatelitovej DNA k ur€eniu rodi¢ovskych vztahov,
obzvlast pri uréovani paternity. Dosledkom vyskytu nulovej alely u heterozygotného
otca, moze byt potom tento otec povazovany za homozygotného v danom lokuse a tak
byt’ vylaceny z otcovstva.

V populaénych stadidch sa dba na pomer homozygotnych a heterozygotnych
jedincov, pretoze nadbytok homozygotov vedie k odchylkam od Hardy-Weinbergovej
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rovnovahy. Ci je alela skutoéne neamplifukujica, je mozné zistit zmenou sekvencii
nenasadajuceho primeru od miesta mutacie a tym umoznit pripojenie primeru na
templat DNA, prebehnutie PCR reakcie a detekciu vysledného produktu (Dakin et
Avise, 2004). Mnoho vedcov tiez pouziva rdzne populacno-genetické softvéri ako
GenePop (Raymond et Rousset, 1995) alebo Cervus (Marshall et al., 1998) na vypocet
ocakavanej frekvencie nulovych alel v populécii.

Po amplifikovani mikrosatelitového lokusu méze byt z hladiska hodnotenia
problematicky vyskyt viacerych bandov tzv. stutter bandov, ktoré sa mézu prekryvat
s hlavnou alelou. Stutter bandy vznikaju pri amplifikacii retazca DNA, kedy DNA
polymeréza skizne z DNA vlakna a skrati DNA retazec o jednu & dve (pripadne viac)
jednotiek repetic, ktoré budu kratSie ako hlavna alela, priCom na géle bude hlavna alela
vizualne tmavsia oproti zvysku d’alsich bandov (Walsh et al., 1996). Pravdepodobnost’
sklzu DNA je nepriamo (imerna so snizujiicou sa dizkou repetitivnej jednotky. Odligna
amplifikacia byva pozorovana u heterozygotov v danom lokuse, pri¢om tato odli$nost’
je sposobena preferen¢nou amplifikaciou kratSej alely. NajcastejSie sa tak stutter bandy
vyskytujit v dinukleotidovych repeticiaciach, menej v trinukleotidovych ¢i
tetranukleotidovych opakovaniach (Daniels et al., 1998). V pripade lokusu
s dinukleotidovou jednotkou repeticie, je najcastejsi stutter band o dve bazi krat$i nez
band hlavnej alely, d’alsie viditelné stutter bandy mo6zu byt kratSic aj o 4 a 6 baz
(Murray et al., 1993).

Poslednym =z javov, ktory by mohol negativne ovplyvnit populacné
a fylogenetické studie je alelova homoplazia. Homoplazické mikrosatelitove alely st
alely, ktoré su v danom jednom lokuse rovnako dlhé, ale liSia sa svojim povodom kvoli
vysokej mutacnej rychlosti mikrosatelitovych lokusov (Estoup et al., 2002). Existuju
dva typy homoplazickych alel. Prvou z nich s mikrosatelitové alely identické v dizke,
ale sekvenéne variabilné, preto ich je mozné velmi lahko rozli§it pomocou
sekvenaénych metod. Druhym typom su alely identické v dizke aj v sekvencii, ale
odlisuju sa evoluénym pdévodom (Anmarkrud et al., 2008). Takéto alely je mozné
detegovat’ pomocou mutacii zdokumentovanych v rodokmenoch (Estoup et al., 2002).
Tito autori v8ak vo svojich Studiach dospeli k zaveru, ze alelovd homoplazia nie je
zdsadnym problémom pri hodnoteni populaénych $tudii, nakolko velka dizkova
variabilita mikrosatelitnych lokusov ¢asto do zna¢nej miery kompenzuje ich
homoplazicky vyvoj. Vynimku zahffiaju mikrosatelity s vysokou frekvenciou mutacii

a vel'kostne obmedzené alely vo vel'kych populaciach.
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3.5 Polymorfné mikrosatelity u plameniakov a pelikanov

Je zname, ze mikrosatelity je mozné izolovat’ de novo alebo je ich mozné najst
pomocou cross-species PCR amplifikacie. Cross-species PCR amplifikacia je d’alSou
moznostou ako amplifikovat’ mikrosatelitové lokusy a najst’ polymorfizmus u blizko
pribuznych druhov (Moore et al., 1991). Hladanim mikrosatelitov za pouzitia tejto
metody u vel’kych vodnych vtakov sa zaobera najmé Laboratorium populacnej genetiky
na Katedre bunécnej biologie a genetiky PtF UPOL, ktoré vyuziva mikrosatelitové
lokusy izolované od vtakov zaradenych do radov bahniaky, brodivce, potapky,
potaplice, rurkonosce, tucniaky, veslonoZce, zlbkozobce a spevavce spolu

S univerzalnymi vta¢imi mikrosatelitmi.

3.5.1 De novo mikrosatelity u plameniakov

U troch druhov plameniakov bolo doteraz de novo popisanych 70 parov
primerov pre mikrosatelitové lokusy.

Pre analyzu rodicovstva a dalSie populacné Stadie plameniaka Cerveného sa
podarilo izolovat’ 13 mikrosatelitovych primerovych parov. Konkrétne, iSlo o 6
polymorfnych parov primerov Prupl—Prup6 charakterizovanych pracou Kapila (2005)
a7 parov primerov Prup7-Prupl3 popisanych v praci Preston (2005). V roku 2010,
Drobek testoval tieto mikrosatelity pomocou cross-species a zistil urcity nesulad a teda,
ze primerové pary Prup7, Prup8 a Prup9 amplifikuja jeden a ten isty lokus, tak isto ako
aj primerové pary PruplO, Prupll a Prup 12, ktoré navySe totozne amplifikuji
spominany dany lokus. Z toho vyplyva, Ze celkom bolo v tychto dvoch pracach
najdenych 8 mikrosatelitovych lokusov. Praca Frias-Soler et al. (2014) dohromady
uvadza 14 najdenych mikrosatelitov, pricom 3 z nich (oznafené ako PhoeniE) boli
identifikované uz v experimente Bauera (2007). Bauerova praca vSak vysla len
v nemeckej verzii. Celkovo teda Frias-Soler et al. (2014) oznacuju 6 mikrosalitov zo 14
za polymofné.

Pri $tadiu genetickej diverzity plameniaka ruzového bolo doteraz izolovanych
a charakterizovanych 37 polymorfnych mikrosatelitovych lokusov (Geraci et al., 2010),
ktoré obsahovali 2 az 33 alel na lokus.

Zaccara et al. (2011) identifikovali 6 polymorfnych mikrosatelitov z DNA
plameniakov menSich zijucich v dvoch roznych africkych populaciach a u tychto
mikrosatelitov detegovali 4-13 alel na lokus.
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Frias-Soler et al. (2014) vyuzili polymorfné lokusy Prupl, Prup2 (Kapil, 2005)
a lokusy PhoeniE37, PhoeniE104, PhoeniE66 (Bauer, 2007) k stadium populacnych

vztahov medzi galapasskymi plameniakmi.

3.5.2 Cross-species mikrosatelity u plameniaka ruzového

Drobek (2010) vo svojej diplomovej praci okrem de novo mikrosatelitov
najdenych pre plameniaka karibskeho (popisanych vyssie), testoval pomocou cross-
species PCR amplifikacie 214 parov primerov od druhov patriacich do radov brodivce,
veslonozce, zubkozobce, potaplice, bahniaky a tuéniaky u 6 nepribuznych jedincov
plameniaka ruzového. Celkovo uréil 29 polymorfnych mikrosatelitov a to hlavne
z radov brodivce a veslonozce. Dalej, potom tieto lokusy charakterizoval a genotypoval
celkovo u 22 nepribuznych jedincov.

Dalsie testovanie na 6 nepribuznych jedincoch plameniaka ruzového previedla,
pomocou cross-species PCR amplifikacie, ManiSova (2011). Zo 37 izolovanych
mikrosatelitov odvodenych od brodivcov a veslonozcov vykazovalo polymofizmus 5
mikrosatelitov.

O charakterizaciu tychto 5 mikrosatelitov u 22 nepribuznych jedincov
plameniaka ruzového sa zaoberala Malkova (2013), pricom 1 mikrosatelit z povodnych
piatich polymorfnych mikrosatelitov (ManiSova, 2011) vyhodnotila ako monomorfny.
Dalej z 19 mikrosatelitov odvodenych pre brodivce, Malkova (2013) ozna¢ila 2 ako
polymorfné cross-species mikrosatelity pre plameniaka ruzového. Poslednou castou
testovania bolo overenie 9 polymorfnych mikrosatelitov od plameniaka karibského na
DNA plameniaka ruzového, nakol’ko sa uvadza, Ze tieto dva druhy su si fylogeneticky
velmi blizke. Tymto spdsobom tak Malkova (2013) zistila chybne detegovany
monomorfizmus Manisovou (2011) u 4 mikrosatelitov.

Za pouzitia celkovo 213 parov primerov odvodenych prevazne pre vtaky z radu
rarkonosce testovala Karova (2017) na DNA 6 nepribuznych jedincov plameniaka
ruzového. Z amplifikovanych produktov urcila 48 polymorfnych mikrosatelitov
prevazne od celadi  vichrovnikovit¢  (Procellariidae, cesky buinakoviti),
a vichrovnickovité (Hydrobatidae, ¢esky buinackoviti)

Klaclova (2018) vo svojej bakalarskej praci tiez pomocou cross-species PCR
amplifikacie testovala 173 parov primerov U 6 jedincov plameniaka ruzového.

Mikrosatelitové primery boli izolované pre tucniaky a zvysok tvorili vtacie univerzalne
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primery, odvodené od homologickych sekvencii mikrosatelitov DNA zebri¢ky
australskej (Taeniopygia guttata, ¢esky zebticka pestra) a kury cervenej (Gallus gallus,
cesky kur bankivsky). Celkovo bolo njdenych 24 polymorfnych mikrosatelitovych
lokusov, 13 lokusov pre rad tu¢niaky a 11 univerzalnych vtac¢ich mikrosatelitov.
Analyze a charakteristike mikrosatelitov, ktoré Klaclova oznalila za polymorfné
(Klaclova, 2018), sa budem d’alej venovat’ v praktickej Casti tejto diplomovej praci.
Posledné testovanie u 22 jedincov plameniaka ruzového previedla Zlochova
(2019). Najskor bolo Zlochovou testovanych 48 lokusov, u ktorych bol predtym zisteny
polymorfizmus na 6 jedincoch plameniaka ruzového (Kirova, 2017). Zlochova d’alej
testovala lokusy, ktoré boli v predchadzajucich pracach uréené Kirovou (2017) ako
monomorfné, priCom testovanie prebehlo len na 6 jedincoch. Strejckova (2018) vsak
oznacuje zmietlované lokusy za polymorfné u 30 jedincoch plameniaka karibského.
Zlochovéa preto testovala spominanych 16 mikrosatelitovych lokusov (Kiirova, 2017)
u 22 jedincoch plameniaka ruzového. Dohromady analyzovala 43 polymorfnych

mikrosatelitovych lokusov u plameniaka ruzového.

3.5.3 De novo mikrosatelity u pelikanov

Studie zaoberajiice sa izolaciou de novo mikrosatelitov u pelikanov st dve,
Vv ktorych autori charakterizovali dohromady 19 mikrosatelitoych lokusov.

Hickman et al. (2008) charakterizovali 9 mikrosatelitovych lokusov pre pelikana
bieleho (Pelecanus erythrorhynchos, ¢esky pelikan severoamericky) ako nastroj pre
Stadium populacnej Struktary pelikanov. Skrining prebehol u 23 jedincoch
pochéadzajucich z vychodnej a zapadnej populacie Styroch lokalit Severnej Ameriky.
Pocet alel na lokus u tychto jedincov sa pohyboval v rozmedzi 2—8.

Na porovnanie stupnia genetického toku medzi réznymi koldéniami pelikana
ruzového (P.onocrotalus, cesky pelikan biely), bolo izolovanych desat’
mikrosatelitovych lokusov), vykazujic polymorfizmus a variabilitu alel od 2 po 19 (De
Ponte Machado et al., 2009). Dalej, 8 vybratych mikrosatelitov testovali cross-species
PCR amplifikaciou na d’alsich troch druhoch pelikanov: pelikan biely, pelikan hnedy
(P. occidentalis), pelikan cervenkavy (P. rufescens, cesky pelikan africky). Tieto
mikrosatelity vykazovali polymorfizmus a r6zne urovne heterozygotnosti, a preto mozu
byt do budicna vhodnym nastrojom pre fyleogeografické a demografické Studia

vSetkych druhov pelikanov.
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3.5.4 Cross-species mikrosatelity u pelikana ku¢eravého

Dva polymorfné mikrosatelitové lokusy boli najdené u pelikana kuceravého
Ranochovou (2008) pri testovani 62 parov primerov, ktoré boli izolované pre
fylogeneticky pribuzné druhy, konkrétne pre druhy z radov brodivce, veslonozce
a potapky. Testovanie prebehlo aj u pelikana ruzového a pelikana ¢ervenkavého.

Nasledne na to, primery odvodené od vtakov patriacich do rovnakych rodov ako
v predchadzajticej Studii, testovala Mikulova (2010). Konkrétne testovala 58 parov
primerov na 5 nepribuznych jedincoch pelikdna kuceravého. Najviac mikrosatelitov
vykazujuc polymorfizmus bolo od veslonozcov, pricom dohromady bolo polymorfnych
9 mikrosatelitov.

Chmelafova (2010) sa vo svojej praci zaoberala hladanim cross-species
polymorfnych mikrosatelitovych lokusov u 6 jedincoch pelikana kuceravého. Vyuzila
pri tom 223 primerovych parov odvodenych od vtakov z radov veslonozce, brodivce,
potaplice, zubkozobce, plamieniaky, bahniaky a tu¢niaky. Celkovo ur€ila 11 cross-
species polymorfnych mikrosatelitov, s 2 az 6 alelami, ktoré je mozné vyuzit' ako
genetické markery pre analyzu paternity tohto druhu pelikéna.

Do pozornosti sa dostali aj mikrosatelitové primery, pouzité k amplifikacii
mikrosatelitovych lokusov u pelikana ruzového a pelikana sivého (Pelecanus
philippensis, ¢esky pelikan skvrnozoby), ktoré vykazovali u tychto druhov polymorfné
produkty, pri€om u pelikdna kuceravého boli oznafené ako monomorfné. Nakol'ko st
tieto druhy fylogeneticky velmi pribuzne, Chmelafova (2012) preto retestovala
vSetkych 77 parov primerov znova na DNA pelikana kuceravého a urcila z nich 7
polymorfnych mikrosatelitovych lokusov, ktoré nésledne charakterizovala na 41
nepribuznych jedincoch tohto druhu.

Vo svojej bakalarskej praci (VereSova, 2018) som testovala 207 primerovych
parov na 6 jedincoch pelikdna kuceravého, ktoré boli pévodne navrhnuté k amplifikacii
mikrosatelitovych oblasti u zastupcov z radu rurkonosce a 6 primerovych parov pre
zastupcov z radov bahniaky a spevavce, ktoré predtym vykazovali polymorfné cross-
species mikrosatelity u rarkonoscov. Celkovo som nasla 12 polymorfnych
mikrosatelitovych lokusov s 2 az 3 alelami. Dokladnejsia analyza tychto polymorfnych
mikrosatelitov prebehne v druhej polovici experimentalnej prace, priCom testovanie

prebehne na 41 jedincoch pelikana kuceravého.
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

Krv pre izolaciu DNA, vyuzita v experimentalnej ¢asti tejto diplomovej prace
bola odobrana pracovnikmi ZOO Dvur Kralove a to 22 jedincom plameniaka ruzového
(Phoenicopterus roseus) a 41 jedincom pelikana kucéeravého (Pelecanus crispus).
Pouzitim fenol-chloroformovej metddy bola z tejto krvi izolovana genomickda DNA.
Extrakciu genomickej DNA vykonal veduci diplomovej prace, nasledne DNA rozpustil

v TE pufru a nariedil na koncentraciu 10-50 pg/ml.

4.2 Chemikalie

- akrylamid (Sigma)

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

- bromfenolova modra (Serva)

- ANTPs (100 mmol/l, 400 pl kazdého), U1240 (Promega)
- deionizovana voda

- dusi¢nan strieborny (Sigma)

- etanol — 96% roztok (Liehovar Vrbatky)

- etyléndiaminotetraoctan sodny (Na,EDTA) (Lachner)
- formaldehyd (AppliChem)

- formamid (Lachema)

- hydroxid sodny (Lachner)

- chlorid sodny (Lachema)

- kyselina boritd (Lachner)

- kyselina dusi¢na - 65% roztok (Lachner)

- kyselina octové (Lachner)

- 3-metakryloxypropyltrimetoxysilan (Serva)

- mocovina (Lachner)

- N, N'-metylénbisakrylamid (AppliChem)

- N, N, N’, N'-tetrametyletyléndiamin (TEMED) (AppliChem)
- peroxodisiran amonny (Lachner)

- Rain off — tekut¢ stierace (Sheran)

- thiosiran sodny (Lachema)
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- trishydroxymetylaminometan (Tris) (AppliChem)
- uhli¢itan sodny (Lachner)

- xXylenovéa modra (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.3 Roztoky

- dusi¢nan strieborny, 0,1% roztok
- 0,8 g dusi¢nanu strieborného
- 800 ml deionizované vody

- pred pouzitim pridat’ 1,2 ml formaldehydu

- fix/stop roztok
- 800 ml deionizovanej vody

- 88 ml l'adovej kyseliny octove;j

- hydroxid sodny, 1 mol/l roztok
- 40 g hydroxidu sodného

- doplnit’ deionizovanou vodou na 1 1

- kyselina dusi¢na, 1% roztok
- 12 ml 65% kyseliny dusicnej
- 800 ml deionizovanej vody

- nanasaci roztok pre elektroforeticku separaciu
- 0,125 g xylénovej modrej
- 0,125 g bromfenolovej modrej
- 25 ml deionizovanej vody

- 100 ml formamidu

- peroxodisiran amonny, 10% roztok
- 1 g peroxodisiranu amonného
- rozpustit’' v 10 ml deionizovanej vody

- uchovavat’ v chladnicke

- polyakrylamidovy gél, 6%
- 60 ml 6% zasobného roztoku akrylamidu

- 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NH4),S;0g
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-40 I N, N, N, N - tetrametyletyléndiaminu

- reakény pufr pre aTaq DNA polymerazu, 10X
- 80 ml deionizovanej vody
-1,211 g Tris (alebo 6,7 ml Tris 1 mol/l)
- pH upravit’ pomocou HCI na hodnotu 9
- 3,73 g KCl
- 1 ml Triton X-100

- po rozpusteni doplnit’ na 100 ml

- roztok 3-metakryloxypropyltrimetoxysilanu
- 1 ml 0,5% kyseliny octovej v 96% etanole

- 3 ul 3-metakryloxypropyltrimetoxysilanu

- vyvojka
- 24 g uhlicitanu sodného
- 800 ml deionizovanej vody
- vychladit’ na teplotu niz$iu ako 10 °C
- pred pouzitim pridat’ 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku tiosiranu

sodného

- zasobny roztok akrylamidu, 6%
- 420 g mocoviny
- 484 ml deionizovanej vody
-50 ml 10x TBE
- 150 ml 40% zasobného roztoku akrylamid : N, N’- metylénbisakrylamid 19:1

- po rozpusteni vSetkych zloZiek sfiltrovat’ a ulozit’ v tmavej fT'asi v 4 °C

- zasobny roztok TBE pufr, 10x
- 55 g kyseliny boritej
- 108 g trishydroxymetylaminometanu
- 40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

- doplnit’ deionizovanou vodou na 1 1
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4.4 Laboratorne pristroje

- elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

- hybridiza¢na pec HB-2D (Techne)

- chladnicka kombinovana (Whirlpool)

- laboratérne vahy Mark S622 (BEL Engineering)

- magneticka miesacka MR Hei-Combi (Heidolph)

- mikropipety Finnpipette - 0,5 az 10 pl (osemkanalova) a 0,3 pl az 1 ml (Thermo Lab
Systems)

- mikropipety Nichipet EX 0,5 pl az 1 ml (Nichiryo)

- minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)

- minicentrifuga Prism mini (Labnet International)

- spektrofotometer ND-1000 (Thermo Scientific)

- negatoskop NEGAL (Maneko)

- sekvenacna elektroforetickd komorka S2 (Whatman Biometra)

- suSiareit CAT 8050 (Contherm)

- termocykler GenePro (BIOER)

- termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

- termocykler TC XP (BIOER)

- trepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

- vortex mixer (Labnet International)

- vortex MS2 (lka)

- vyrobnik deionizovanej a ultracistej vody typ 02 (AquaOsmotic)

- vyrobnik l'adovej drte (Brema lce Makers)

4.5 Analyzované mikrosatelitové primery

V tejto praci boli vykonané dva samostatné experimenty, v ktorych bola vyuzita
metdda cross-species PCR amplifikacie.

V prvej Casti prace bola vykonanad analyza a charakterizacia Cross-species
mikrosatelitov pomocou PCR amplifikacie na 22 nepribuznych jedincoch plameniaka
ruzového. ISlo 0 24 mikrosatelitovych lokusov, ktoré Klaclova (2018) vo svojej praci,
u 6 druhov plameniaka ruzového, oznacila za polymorfné. Trinast’ z nich bolo pévodne

izolovanych pre vtaky patriace do radu tu¢niaky a 11 odvodenych na zaklade homologie

21



s mikrosatelitnymi sekvenciami genomickej DNA zebri¢ky australskej a kury ¢ervenej,

konkrétne 5 EST vtac¢ich mikrosatelitov a 6 konzervovanych vtacich mikrosatelitov.

Tabul’ka €. 1: Prehl'ad 24 cross-species mikrosatelitov amplifikovanych u 6

jedincov plameniaka ruzového, oznac¢enych za polymorfné v praci Klaclovej (2018).

Nazov lokusu

Zdroj (Accession No.)

Literarny zdroj

tuéniak jednopasy
(tu¢hdak Humboldtiv,  [Sh1Cal2 (AF540007) |Schlosser et al., 2003
(Spheniscus humboldti )

Em2 (KM272222)
Em8 (KM272226) Grosser et Waters, 2015
Em23 (KM272234)
Emm5 (DQ83772933) |Billing et al ., 2007

tucniak modry
(tucnak nejmensi,
Eudyptula minor)

tucniak okaty
(tuénak krouzkovy, RM6 (AF289547) Roeder et al ., 2001
Pygoscelis adeliae )
tucniak okuliarnaty
(tucnak brylovy, PNNO8 (JX494408) Labuschagnre et al ., 2013

Spheniscus demersus )
tuniak Ztohlavy Ech011 (FM878342)
(tu¢nak Zlutorohy, Ech024 (FM878355) |Ahmed et al., 2009
Eudyptes chrysolophus) |Ech030 (FM878361)

tuéniak Ztooky Man27 (EU267114)
(tucnak zlutooky, Man47 (EU267116) Boessenkool et al , 2008
Megadyptes antipodes ) Man55 (EU267120)
TGO01-148
TGO02-120
EST vtacie mikrosatelity |[TGO03-035 Dawson et al ., 2010
TG04-041
TGO05-030

CAM-03 (neuvedeno)
CAM-07 (neuvedeno)
CAM-11 (neuvedeno) |Dawsonet al., 2013
CAM-19 (neuvedeno)
CAM-24 (neuvedeno)

konzervované vtacie
mikrosatelity
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Dalej bolo testovanych a charakterizovanych 12 cross-species mikrosatelitovych
lokusov na 41 jedincov pelikana kuceravého, ktoré vykazovali polymorfizmus u 6
jedincov pelikana kuceravého (Veresova, 2018). Testované mikrosatelitové lokusy boli
odvodené od zastupcov patriacich do radu rurkonosce a jeden mikrosatelitovy lokus,
konkrétne Calex-01 bol povodne izolovany pre kulika morského, patriaceho do radu
bahniaky. Tento mikrosatelit bol testovany z dévodu zistenia polymorfizmu pri Cross-

species PCR amplifikacii u zastupcov z radu rirkonosce.

w

Tabul’ka & 2: Prehlad 12 cross-species mikrosatelitov amplifikovanych u 6

jedincoch pelikana kuceravého, oznacenych za polymorfné v mojej bakalarskej praci

(Veresova, 2018).

Nazov lokusu

Zdrojovy druh (Accession No.)

Literarny zdroj

albatros Ciernonohy BFALA4 (neuvedené)
(albatros ¢ernonohy,

Phoebastria nigripes) |[BFAL14 (neuvedeng)
albatros nemenlivy
(albatros laysansky, LAAL7 (neuvedeng)

P . immutabilis)
albatros sivohlavy  1pc19 (AF096800)
(albatros Sedohlavy, Burg, 1999
Diomeda chrysostoma ) |Pc31 (AF096810)
vichrovni¢ek azorsky
(buinacek Monteirttiv, |OmMNn6 (JQ303230) Bried et al ., 2012
Oceanodroma monteiroi )

vichrovni¢ek seversky |0e03 (FR696379)

Hernandez et al ., 2014

(burnacek dlouhoktidly, Bicknell et al., 2011
vichrovnik bielobrady ,
(buiiak bélobrady,  |Paequ2 (AY371070) | ecnow et O'Ryan,
. 2004
Procellaria
vichrovnik holubi

(buinak Bulwertv, Bb21 (HM171897) Andris et al ., 2010
Bulweria bulwerii)

vichrovnik plavy
(buinak Sedy, Cd1 (EU029083) Bried et al., 2008
(Calonectris diomedea )
kulik morsky Brown et al . (2009)
(kulik moftsky, Calex-01 (AMO072446) |podla Kiipper et al .
Charadrius alexandrius) (2007)
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4.6 Cross-species PCR amplifikacia

PCR amplifikacia bola prevedena vzdy jednym parom primerov na genomicke;j
DNA testované¢ho druhu vtéka. Pre plameniaka ruzového bolo testovanych 22 jedincov
S pouzitim primerovych parov pre amplifikdiciu EST vtacich mikrosatelitov
a konzerovanych vtac¢ich mikrosatelitov a primerovych parov izolovanych pre tu¢niaky.
Primery odvodené od rirkonosov a jeden par primerov od kulika morského boli

amplifikované na genomickej DNA 41 jedincoch pelikana kuceravého. Zlozky PCR

mixu pre jednu vzorku su uvedené v tabul’ke €. 3.

Tabul’ka €. 3. Zlozenie PCR mixu pre 22 a 41 vzoriek.

Zlozky PCR mixu

Objem [ul]

pre 22 vzoriek

pre 41 vzoriek

deionizovana voda 176,0 336,0
reak¢ny pufor 10x 26,8 51,2
roztok MgCl, (25 mmol/l) 16,0 305
roztok dNTPs (20 mmol/l) 2,8 53

primer F (10 pmol/l) 13,2 25,2
primer R (10 pmol/l) 13,2 25,2
aTag DNA polymeraza (5 U/u) 6,0 11,6

1. Pred napipetovanim zloziek nechat jednotlivé zloZky dokladne rozmrznut,

zvortexovat’ a scentrifugovat’.

2. Do 0,2ml PCR sktimaviek napipetovat po 1 pl genomickej DNA.

3. Zlozky PCR mixu napipetovat’ podla tabulky ¢. 3 do 1,5ml mikroskiimavky,

zvortexovat’ a scentrifugovat’.

4. PCR mix rozpipetovat po 9 ul a pridat’ k 1 ul genomickej DNA (celkovy objem

10 pl).

5. Po napipetovani vlozit PCR skumavky do termocykléru a nastavit’ zvoleny

program podl'a schémy €. 1.




Schéma ¢. 1: Teplotny a Casovy profil PCR reakcie.

1.94°C ... 5min

2.94°C...30s
Ta oo 30s 35 cyklov
72°C...30s

3.72°C ... 7min

T, predstavuje annealingovl teplotu, pocas ktorej dochadza k nasadnutiu

primerov na Specifické miesta DNA. Tato teplota je u kazdého paru primeru Specificka.

Bola ur¢ena optimalizaciou na 6 jedincov testovaného druhu vtaka v inych pracach

(Klaclova 2018, VereSova 2018). V priebehu tohto experimentu bola teplota

Vv niektorych pripadoch este upravend, aby bol vysledny produkt ¢o najviac rozlisiteI'ny.

4.7 Elektroforeticka separacia PCR produktov

Separacia produktov pomocou elektroforézy prebiehala vo vyhriatej sekvenacnej

elektroforetickej komoérke S2 Whatman Biometra, s rozmermi skiel 330 x 390 mm

a 330 x 420 mm, s hrabkou gélu 0,4 mm.

1.

Skla dokladne umyt vodou a osusit. Oplachnut’ deionizovanou vodou, osusit
a 2x oplachnut’ 96% etanolom a osusit’.

Na vicsie sklo na ploche, ktoré sa bude dotykat’ gélu, naniest’ pripravok pre
odpudzovanie vody. Rain-off rozotriet a nechat 5 minut schnut, potom
oplachnut’ deionizovanou vodou a osusit’.

Plochu mensieho skla, ktora bude v kontakte s gélom oSetrit’ 1 ml roztoku 0,5%
kyseliny octovej v 96% etanole s 3 ul 3-metakryloxypropyltrimetoxysilanu.
Opatrne rozotriet’ po celej ploche skla, nechat’ zaschnit’ a potom 4x oplachnut’
96% etanolom a osusit’.

V digestori polozit' vicsSie sklo oSetrenou plochou hore, po strandch polozit
0,4mm spacery a na ne polozit’ oSetrenou plochou dolu mensie sklo.

Pripravit 6% polyakrylamidovy gél v kadicke, premieSat’ a pomaly nalievat
medzi skla.

Po vyplneni celého priestoru medzi sklami gélom, vsunut medzi skla zvrchu
hrebienok jeho rovnou stranou asi 1 cm hlboko. V mieste hrebienku zopnut” skla

aspon 4 klipsami a nechat’ gél minimalne hodinu polymerizovat’.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Po stuhnuti gélu odstranit klipsy a skld umyt vodou od zvyskou
polyakrylamidu, osusit a pomocou Srobovacich tuchytov umiestnit’ do
elektroforetickej komorky s hrebienkom hore a kratsim sklom dovnutra
elektoreforetickej komorky.

Elektrodové priestory zaliat’ 0,5x TBE pufrom, vytiahnut' hrebienok z gélu
a vzniknuti medzeru medzi sklami vy¢istit’ pradom pufru injekénou striekackou.
Uzavriet' elektrodové priestory, nasadit’ elektrody a spustit’ nahrievanie gélu
jednosmernym elektrickym pradom, priCom hodnota vykonu dosahuje 90 W
(hodnoty elektrického prudu aj napatia st 3 000 V/150 mA). G¢l nahrievat’ asi
30 minut.

Asi 5 minit pred nanesenim vzoriek, tieto vzorky zmieSat' s 5 ul nanasacieho
pufru a vlozit' na 3 minuty do termocykleru nastavenym na denaturaciu. Po
uplynuti ¢asu, zastavit’ termocykler a vzorky ihned’ presuntt’ do l'adu.

Po 30 minutach nahrievaniu gélu, vypnut’ zdroj elektrického pradu a medzi skla
hore vsunut’ hrebienok, tentokrat opac¢nou stranou zibkami nadol asi 1 mm
hlboko do gélu.

Pipetou naniest po 2 pl jednotlivych vzoriek do medzier medzi zibkami
hrebienku. Po napipetovani vzoriek opét’ uzavriet’ a Spustit’ zdroj prudu ako
Vv predchadzajicom pripade, ale vykon znizit' na 70 W. Nechat’ separovat’ 90 az
180 min.

Behom sepéaracie vzoriek vopred pripravit' jednotlivé roztoky: 800 ml roztoku
CH3COOH (oznaceny ako fix/stop roztok), 800 ml roztoku 1% HNO3, 800 ml
roztoku 0,1% roztoku AgNO; a 800 ml 3% roztoku Na,COs (oznaceny ako
vyvojka), ktory sa umiestni kvoli vychladeniu do chladnicky.

Po uplynuti casu elektroforetickej separacie, vypnut zdroj prudu, odpojit
elektrody, vypustit’ pufr do zbernych priestrorov a gél opatrné vybrat’ a umiesnit’
do vodorovnej polohy mensim sklom hore. Opatrne odobrat’ hrebienok, spacery
a skla od seba odpacit’ pomocou ¢epele noza.

Mensie sklo s prilepenym gélom hore ulozit' do fotomisky, zaliat' fix/stop
roztokom a nechat’ premiesavat’ na miesacke asi 20 mintt.

Fix/stop roztok zliat' spat’ a sklo s gélom premyt 3x asi po 2 minaty
deionizovanou vodou. Dalej premyt’ sklo s gélom roztokom HNOj3 na trepacke

po dobu 4 minut, roztok potom vyliat’ a znova premyt’ 4x deionizovanou vodou.
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16. Nasledovne, sklo s gélom umiesnit’ na trepacku a zaliat’ roztokom AgNOj3, do
ktorého je potrebné tesne pred pouzitim pridat’ 1,2 ml formaldehydu. Nechat
posdbit’ 30 minat.

17. Na konci poOsobenia pripravit misku s deionizovanou vodou a druhti misku
s vychladenou vyvojkou, do ktorej sa prida pred pouzitim 1,2 ml formaldehydu
a 160 pl 1% roztoku Na,S;0:s.

18. Po uplynuti ¢asu v roztoku AgNOs, roztok zliat' spat’ do zasobnej fl'ase. Sklo
s gélom ponorit’ do misky s deionozovanou vodou na 5 sekind a potom
presunit’ do misky s vyvojkou a nechat’ trepat’ na mieSacke kvoli sledovaniu
vyvijaniu hnedociernych pruzkov, ktoré predstavuji striecbrom ofarbené PCR
produkty.

19. Po objaveni dostato¢ne viditelnych a zretelnych prizkov, vyvijanie sfarbenia
zastavit’ fix/stop roztokom uchovanym z kroku 15. Fix/stop roztok nechat
posobit’ na gél asi 2 minity, potom ponorit’ sklo s gélom do deionizovanej vody
a preniest’ do susSiarne na 1 hodinu , kde sa vysusi pri 60 °C.

20. Po vysuSeni sklo s gélom vyhodnotit’ na negatoskope.

21. Sklo s uz nepotrebnym gélom je mozné odlepit’ po ponoreni na niekol’ko hodin

do roztoku NaOH o koncetracii 1 mol/l.

4.8 Spracovanie amplifikovanych mikrosatelitovych lokusov

Z vyhodnotenych mikrosatelitovych lokusov boli urcené genotypy vsetkych
testovanych jedincov daného zvierata. Pomocou programu MS Office Excel 2016 boli
tieto genotypy spracované a nasledne prevedené z formatu .XIx do formatu .cvs.
V tomto formate boli genotypy vyhodnotené programom Cervus 3.0.6. (Kalinowski et
al., 2007), analyzujucim pozorovani a ocakavani heterozygotnost jednotlivych
lokusov, obsah informacie o polymorfizme, pravdepodobnost’ vyskytu nulovych alel a
odchylky od Hardy-Weinbergovej rovnovahy. Pouzitim programu Genepop 4.1

(Rousset, 2008) bola tiez uréena pripadna vizba mikrosatelitovych lokusov.
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5 Vysledky

Praktickou c¢astou a tym aj cielom tejto diplomovej prace bola analyza
a charakteristika vybranych polymorfnych cross-species mikrosatelitovych lokusov na
DNA izolovanej od dvoch druhov vtakov, plameniakovi ruzovom a pelikanovi
kuceravom. Jednotlivé vysledky budu rozdelené na dve casti, kazda prisluchajuca

jednému druhu.

5.1 Plameniak ruzovy

Na 22 nepribuznych jedincoch tohto druhu bolo testovanych 24
mikrosatelitovych lokusov, ktoré boli predtym oznafené ako polymorfné na 6
nepribuznych jedincoch plameniaka ruzového (Klaclovd, 2018). Jednotlivych 13
mikrosatelitovych lokusov bolo povodne navrhnutych pre vtdkov z radu tu€niaky
a zvySnych 10 mikrosatelitov tvorili vtacie univerzalne mikrosatelity odvodené v zhode
s mikrosatelitovymi sekvenciami genomickej DNA zebricky australskej a kury ¢ervene;.

Dalej bola prevedena amplifikacia a genotypizacia mikrosatelitoych lokusov. Pri
amplifikacii PCR produktov bola ako teplota annealingu pouzita teplota, ktora urcila
Klaclova (2018) vo svojej bakalarskej praci. Tuto teplotu som d’alej optimalizovala pre
konkrétne stanovenie genotypov jednotlivych mikrosatelitovych lokusov u vsetkych
jedincov. U plameniaka ruzového sa annealingova teplota pohybovala v rozmedzi od
44°C do 66 °C. V pripade 3 polymorfnych lokusov (Ech011, Man27 a CAM-24) bola
optimalizécia prevedena zniZzenim koncentracie horecnatych idonov v amplifikacnej
zmesi z 1,42 mmol/l na 1,07 mmol/l. Poslednou optimalizatnou moznostou bolo
zvySenie Casu elektroforetickej separacie pre zretelnejSie odliSenie alel jednotlivych
lokusov. Tento ¢as sa celkovo pohyboval v rozmedzi 90 az 180 mintt.

Vsetkych 24 mikrosatelitovych primerovych parov poskytlo PCR produkt, avsak
Vv ramci hodnotenia boli dva mikrosatelity, predtym urcené chybne ako polymorfné
(Klaclova, 2018), vyhodnotené ako monomorfné. Lokusy RM6 a CAM-20 som preto
z d’alSej analyzy vylucila. Amplifikaciou primerovym parom PNNO8 boli ziskané dva
rozne polymorfné PCR produkty. Celkovo bolo teda pouzitim 22 parov primerov
detegovanych 23 polymorfnych mikrosatelitovych lokusov s rozsahom alel od 2 az 7.

Jednotlivy prehl'ad a charakteristika vSetkych polymorfnych mikrosatelitovych

lokusov plameniaka ruzového je uvedeny v tabulke ¢. 4.
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Tabul’ka ¢. 4: Charakteristika 23 polymorfnych mikrosatelitovych lokusov testovanych na 22 nepribuznych jedincov plameniaka ruzového.

V tabul’ke je uvedeny nazov mikrosatelitového lokusu spolu s kddom nachadzajucim sa v databaze GenBank (Accession Number), zdroj, sekvencia

primerov, jednotka repeticie, pocet alel, annealingova teplota (T,), Cas elektroforetickej separacie (ELFO), sulad s Hardy-Weinbergovou rovnovahou

(HW) (NS - v stlade s HW rovnovahou, ND - testovanie nie je mozné, * - signifikantna odchylka na hladine 5 %) a pravdepodobnost’ vyskytu

nulovych alel.

Nazov lokusu o ;
(Accession Zdroj Sekvencia primerov (5"— 3) Jedno,tlfa Pocet| T, EL'.:O HW Nulove

No.) repeticie | alel | [°C] | [min] alely
Ech011 F: CACAGCACTGTGACAGAAGCA «
(FM878342) R: TTAACTGGTTCGATTTGTCAGTCTTT GT 2 a4 %0 NS 0.09
Ech024 tucniak Zltohlavy F- TGTTTCTTGCTTGCTACTTCCACAG R: cT 5 63 90 ND 001
(FM878355) Eudyptes chrysolophus [CCAAATATGTTGTGGTCGACAGTG ’
Ech030 F: TGACGCCGCAGGGACTTC

TAT 1 N ~0,04
(FM878361) R: GCTCAGCTCTTGCTCACAGTTTCAG c 6 5 80 S 0.0
Em2 F: GGCACTGGGATCTTTCTTCC
(KM272222) R: GACCATGCTGCAGGTTCTTG AGAT 2 59 120 ND —0.02
Em8 F: GGTGCTGGGAGATGGCTTC
. , AGAT N —0,
(KM272226)  [tuCniak modry R: ACGAAATGGTTTGGCTGGTG G > >0 %0 S 0,06
Em23 Eudyptula minor F: GATGCATGTGGAGGAAGTGC
A 7 12 N —
(KM272234) R: GGCAACATGGTAGCTGACAC c o8 0 S 0.03
Emm5 F: ATTAACTTGGCCTTGGGTTC
TTT 4 * -0,2

(DQ83772933) R: TTTATGCTCCCTCATTCCAC c ° > %0 0.25
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Tabul’ka €. 4: Pokracovanie 1.

Nazov lokusu

(Acl(ileosiion Zdroj Sekvencia primerov (5"— 3") izf)zfitcli(: P;I:t [;rca] E[;Tn(]) HW N;Lﬁ;é
Man27 F: GATCCTGAGAAGAGAGACAG GA/GT/ 6 5% 120 NS 023
(EU267114) R: GGCTGTTCATTTTGTCAC CA/GCA

tuCniak Zltooky :
(EUS67116) | Mogadyptes antipodes |R: CACTAAGOOTGACCAAGO TeA | 2 |0 w0 | Ne | o
e e Rl I A T I
(X910 _|spheniscus demersus _|R: GATAGATGGOGAACTOARACA | ATAG | 25 | S5 | 90 |NSINS| 01017
s, i S ORI | ae | o [ || e |
G SR e I R R
it e v W I ) e
(TE?\E):;gs?c?s) EST vtacie mikrosatelity ;::I,S?;ffggﬁﬁﬁggf&TGC;;ACAATCC cT 2 || %0 | ND ] 0w
oosy R CreCTTTTAGAARGCAGCACAG | CTAG | 2 | 4 | @0 | ND | -oos
(Craneoze = GraAACATTAATATGCACTTTCTTAG | AT | @ | 8 | 0 | wo | o

30




Tabul’ka €. 4: PokraCovanie 2.

Nazov lokusu 5 ;
(Accession Zdroj Sekvencia primerov (5"— 3) Jednortlfa Pocet| T, EL'.:O HW Nulove
No.) repeticie | alel | [eC] | [min] alely
CAM-03 F: TTAGCATAGCTCAGCATTGCC
T 2 2 ND | -004
(neuvedeno) R: CGAGCATTCAAMCCTGTCATC G 6 %0 0.0
CAM-07 F: AAATGATGAGRTCTGGGTGAG
T 1 N -
(neuvedeno) R: CCATTTCCAAGWGATTTGC c 3 56 80 S 0.08
- k & Vtaci :
CAM-11 o_nzervov_ane cie F: TGGTACAGGGACAGCAAACC GT 5 54 90 NS 0.29
(neuvedeno) mikrosatelity R: AGATGCTGAGAGCGGATG
CAM-19 F: TCTTGGAGGCAGATARGAAGTG
(neuvedeno) R: GAGCAAGCAAAGATCACAAGC GT 2 66 %0 ND 0,44
CAM-24 F: CCCACTTCAGTCTTCAGAGC «
(neuvedeno) R: TGGAGTATTTGGGATTGGAG CA 7o st 105 NS —003
Legenda:

X Znizen4 koncentracia MgCl, v PCR zmesi 0 1/4 (z 1,42 mmol/l na 1,07 mmol/l).



U plameniaka ruzového bolo na DNA 6 nepribuznych jedincov otestovanych
173 pérov primerov, z ktorych bolo 113 pdvodne izolovanych pre druhy z radu tu¢niaky
a 60 parov primerov, ktoré boli navrhnuté pre amplifikaciu vtacich univerzalnych
primerov. Zo 113 parov primerov amplifikovalo polymorfny produkt u plameniaka
ruzového 12 mikrosatelitovych parov primerov. Konkrétne iSlo o 3 pary primerov
odvodenych od tu¢niaka zlthohlavého, d’alSie 3 pary primerov od tu¢niaka zltookého, 4
pary primerov od tu¢niaka modrého a po 1 pari primerov od tu¢niaka okuliarnatého
a tucniaka jednopaseho. Zo 60 univerzalnych vtacich lokusov bolo desat’ mikrosatelitov
polymorfnych.

Celkova uspesnost’” cross-species PCR amplifikacie mikrosatelitovych
primerovych parov odvodenych od tuéniakov amplifikovanych u 22 jedincov
plameniaka ruZzového je 10,6 %. Z univerzalnych primerovych parov odvodenych od
DNA zebricky australskej a kury cervenej amplifikovalo 10 parov primerov polymorfny
PCR produkt. Celkovo i§lo o 16,7% uspesnost’ cross-species PCR amplifikacie. V grafe
¢. 1 st uvedené polymorfné mikrosatelity rozdelené na zaklade druhov, od ktorych boli

povodne izolované.

B tucniak modry (4)
tu¢niak zltohlavy (3)

" tu¢niak zltooky (3)
tu¢niak okuliarnaty (1)
tu¢niak jednopasy (1)
EST vtacie mikrosatelity

()

B konzervované vtacie
mikrosatelity (5)

Graf ¢. 1: Rozdelenie polymorfnych mikrosatelitovych primerovych parov
u plameniaka ruzového na zéklade druhov, pre ktoré boli mikrosatelity povodne
izolované. Pocet polymorfnych mikrosatelitov u danych druhov znazorfiuji cisla

v zatvorkach.

32



V d’alSej Casti mojej praktickej prace bola prevedena analyza 23 polymorfnych
cross-species mikrosatelitov u plameniaka ruzového a to prostrednictvom programu
Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007). Pocet alel na lokus bol priemerne stanoveny na
3,217 s priemerne ocakavanou heterozygotnostou 0,4318. Tento program tiez
vyhodnotil pravdepodobnost’ chyb pri identifikacii paternitnych vztahov s tymito 23
mikrosatelitmi. Pri urovani prvého rodi¢a k mladatu je pravdepodobnost chyby
3,6877-102. Pokial je uz jeden rodi¢ znamy a priraduje sa druhy rodig, je
pravdepodobnost’ nespravneho priradenia 1,5646-10°. Celkovo pri priradeni celého
rodi¢ovského paru je moznost chyby 1,8740-10°. Pravdepodobnost, Ze by mali 2
nahodni a nepribuzni jedinci rovnaku alelovi konstituciu pre vsetky testované lokusy je
5,2:10™. Pravdepodobnost vyskytu dvoch mladat so zhodnou konstituciou alel je
2,023-10”. Program d’alej zhodnotil pravdepodobnost’ vyskytu nulovych alel, ktora je
Vv idedlnom pripade 0. V pripade analyz paternity je tolerované rozmedzie 0-15 %.
U Siestich lokusov bolo vyrazne vysoké percento vyskytu nulovych alel, konkrétne
u Emm5, Man27, Man47, TG02-120, CAM-11 a CAM-19. U lokusu Emm5 sa na
hladine pravdepodobnosti 5 % vyskytovala odchylka od Hardy-Weinbergovej
rovnovahy. U 6smych lokusov bola ve'mi nizka hladina pravdepodobnosti vyskytu
nulovych alel a zaroven boli tieto lokusy v stlade s Hardy-Weinbergovym zakonom.
Testovanie nebolo mozné vykonat’ u 10 lokusov. Zaroven bola programom Genepop 4.1
(Rousset, 2008) analyzovana zavislost’ medzi vSetkymi cross-species mikrosatelitovymi
lokusmi u plameniaka ruzového, avsak nebola najdena ziadna vézba. V prilohe ¢. 1 je
uvedeny vystup z programu Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007).

Dalej, okrem $tatistickych udajov je doleZity aj dobre separovany a rozlisiteIny
PCR produkt s jednotlivymi alelmi. Preto uvadzam na ukazku obrazok
elektroforetogramu rozdeleného PCR produktu amplifikovaného primerovym parom
CAM-07, ktory u plameniaka ruzového poskytol 3 alely.
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Obrazok ¢. 2: Elektroforetogram mikrosatelitového lokusu CAM-07
amplifikovaného pri T, 56 °C u 22 nepribuznych jedincov plameniaka ruzového, s 3

detegovanymi alelami. Cisla predstavuju jednotlivych jedincov.

5.2 Pelikan kuéeravy

Dalsie testovanie prebehlo na DNA 41 jedincov pelikana kuderavého, ktorého
polymorfné lokusy som urcila ako polymorfné na 6 jedincov tohto druhu v praktickej
Casti mojej bakalarskej praci (VereSova, 2018). Jednotlivych 12 lokusov bolo
odvodenych od rarkonoscov, konkrétne 5 mikrosatelitovych lokusov bolo pdvodne
navrhnutych pre vtaky patriace do Cel'ade albatrosovité, 3 mikrosalitové lokusy pre
vtaky z ¢elade vichrovnickovité, 3 lokusy pre vichrovnikovité a 1 mikrosatelitovy lokus
pre kulika morského, zarad’ovany do radu bahniaky, avsak tento mikrosatelit vykazoval
polymorfny produkt pri cross-species PCR amplifikacii u rarkonoscov.

Nasledne bola prevedena amplifikdcia a genotypizacia polymorfnych
mikrosatelitovych lokusov pomocou annealingovej teploty stanovenej v experimente
mojej bakalarskej prace (VereSova, 2018). Najnizsia teplota annealingu predstavovala
54 °C a najvyssia 65 °C. Separa¢ny ¢as PCR produktov bol upraveny podla potreby,
v rozmedzi 90 az 180 minnt.

U pelikéna kuc€eravého poskytlo polymorfny PCR produkt 11 parov primerov,
u ktorych som detegovala 2 az 3 alely. Jeden mikrosatelitovy lokus Dc19 poskytol
monomorfny PCR produkt. Prehl'ad vsetkych polymorfnych mikrosatelitovych lokusov

pelikana kuceravého je uvedeny v tabulke €. 5.
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Tabul’ka ¢. 5: Charakteristika 11 polymorfnych mikrosatelitovych lokusov testovanych na 41 nepribuznych jedincov pelikana ruzového.
V tabulke je uvedeny ndzov mikrosatelitového lokusu spolu s kddom nachadzajicim sa v databaze GenBank (Accession Number), zdrojovy
druh, sekvencia primerov, jednotka repeticie, pocet alel, annealingova teplota (Tj), Cas elektroforetickej separacie (ELFO), sulad s Hardy-
Weinbergovou rovnovahou (HW) (NS - v sulade s HW rovnovahou, ND - testovanie nie je mozné, *** - signifikantna odchylka na hladine

0,1 %) a pravdepodobnost’ vyskytu nulovych alel.

Nazov lokusu
- Jednotka | Pocet| T, |ELFO Nulové
(Accession Zdrojovy druh Sekvencia primerov (5" — 3°) . oce a . HW wove
No.) repeticie | alel | [°C] | [min] alely
Bb21 vichrovnik holubi F: CTGATGTTCCAGGCCCTAAT
- . T 2 4 1 N -0,12
(HM171897) (Bulweria bulwerii) R: CCTCTGAGCCAGCTAATTCC G ° S0 S 0,
BFAL4 albatros ¢iernonohy F: TGGGTCAGTTTACCTCTCAGC TC 2 58 90 o 0.99
(neuvedené) (Thalassarche R: GTTTGCCATTTTAAACTGTCATTGGC ’
BFAL14 melanophris) F: CAAGAAGCTATTATTAAGCTATTTGTTCC
(neuvedené) R: GGGTGTGAAATCGTTTCTGC ATTT 2 o5 %0 NS —0,04
Cd1 vichrovnik plavy F: CAAGCAGTCAGAACTCTGTG
L TG/T 2 N ,
(EU029083) (Calonectris diomedea) [R: TGAGTTTGCCCTACATGAAC GITC %5 %0 S 0,05
Dc31 albatros sivohlavy F: CTGACTCTCTGGGATGAGCC
(AF096810) (Thalassarche R: GTACCCCTGGAAAGCCAGAC cA/GC 2 o8 %0 NS —0,13
LAALY ’ albatros nenfler'lhvy B F: CAGCATGACCAAATCCATCC AGC 5 65 120 NS 011
(neuvedené) (Phoebastria immutabilis) [R: GTTTGGACACAAATGCCGTTCTTG
Ole03 vichrovnicek seversky F: TCCTTCACCACCTCTTGCTGCC
(FR696379) (Oceanodroma R: ACGCATCTGTAGCTCACAAATCCCAG CAAA 2 63 150 ND 0,04
Ole25 leucorhoa) F: CCTCCTCATCGTAGGGACTG AGAT/ 3 62 150 NS 0.21
(FR696401) R: TTAAAGGCAGCGATTCTGTTC GAAA '
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Tabulka €. 5: Pokracovanie.

Nazov lokusu . .

(Accession Zdrojovy druh Sekvencia primerov (5'— 3°) Jedno,ﬂfa Pocet| T, EL'.:O HW Nulove

No.) repeticie | alel | [oC] [ [min] alely
Omn6 vichrovni¢ek azorsky F: AGCCTACACCAGCAGAAGGA
(JQ303230) (O. monteiroi) R: CCATACAGGCAACAATCACG CA 3 55 150 NS 0,03
Paequ2 vichrovnik bielobrady F: GCCTACTCCATCTTAATTGTG
A/TT 2 1 N —
(AY371070) (O. castro) R: GGTTCATACAGTTTCCTAGGTC CAT o6 o0 S 0,07
Calex-01 kulik morsky F: CTTCTCCATTGTTGTCACCTCCAGT
. . GT/GA/GC| 3 64 90 NS -0,1

(AMO072446) (Charadrius alexandrius) |R: CTTGACTTGGCCTGAGGTTTAGGTT 0,10
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Celkovo bolo na DNA 6 nepribuznych jedincov pelikana kuceravého
testovanych 207 parov primerov, ktoré boli navrhnuté pre rurkonosce. Z 207 parov
primerov ampifikovalo 12 parov primerov polymorfny PCR produkt. Na 41 jedincov
bolo vsak detegovanych 11 polymorfnych PCR produktov, nakolko bol jeden lokus
urceny ako monomorfny. Z ¢el'ade albatrosovité vykazovali polymorfny PCR produkt 4
mikrosatelitové lokusy, 2 z nich od albatrosa ¢iernonohého, 1 od albatrosa sivohlavého
a 1 lokus od albatrosa nemenlivého. Dalsie 3 polymorfné produkty vykazovali
mikrosatelity odvodené od vichrovnika holubieho, vichrovnika plavého a vichrovnika
bielobradého. Od vichrovnicka severského boli odvodené 2 mikrosatelity a 1
mikrosatelit bol odvodeny pre vichrovnicka azorského. Celkova tspeSnost’ Cross-
species PCR amplifikacie pre vtaky patriace do radu rarkonosce je 5,3 %.

Rovnako ako v experimentalnej ¢asti mojej bakalarskej prace (Veresova, 2018),
bol tiez testovany mikrosatelitovy lokus Calex-01 odvodeny od kulika morského, ktory
patri do radu bahniaky. Tento mikrosatelit vykazoval taktiez polymorfny PCR produkt
na DNA vsetkych jedincov pelikdna kuceravého.

Polymorfné mikrosatelity roz¢lenené na zaklade druhov, od ktorych st

odvodené, st uvedené v grafe €. 2.

= albatros ¢iernonohy (2)
albatros sivohlavy (1)
albatros nemenlivy (1)

B vichrovnicek seversky (2)
vichrovnicek azorsky (1)

® vichrovnik bielobrady (1)

B vichrovnik holubi (1)
vichrovnik plavy (1)
kulik morsky (1)

Graf €. 2: Rozdelenie polymorfnych mikrosatelitovych lokusov u pelikana
kuceravého na zaklade druhov, pre ktoré boli mikrosatelity podvodne izolované. Pocet

polymorfnych mikrosatelitov u danych druhov znézornuju Cisla v zatvorkach.

37



Mozné vizby medzi jednotlivymi lokusmi boli analyzované programom
Genepop 4.7.5 (Rousset, 2008). Testované lokusy nevykazovali ziadnu vézbu,
a dohromady bolo teda detegovanych 11 polymorfnych nezavislych mikrosatelitov.

Program Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007) previedol analyzu 11
nezavislych polymorfnych cross-species mikrosatelitov u pelikana kuceravého. Pocet
alel na lokus sa rovnal 2,273 s priemernou heterozygotnostou 0,4441. Pravdepodobnost’
chyby pri prirad'ovani mlad’ata k rodicovi, pricom obaja rodi¢ia st neznami je 0,3017.
V pripade, kedy je jeden rodi¢ uz znamy, je chyba pri priradeni druhého rodi¢a 0,0989.
Pokial’ sa priradzuje cely rodi¢ovsky par je moznost chyby 0,0223. Hodnota 3,8-10
zasa znamend, S akou vel'kou pravdepodobnost'ou by mali 2 néhodni jedinci rovnaka
variantu alel. Pravdepodobnosti genotypov 11 mikrosatelitov zhodnych u dvoch mlad’at
odpoved4a hodnota 6,02:10°. Vyssia pravdepodobnost vyskytu nulovych alel bola
pozorovana u lokusu Ole25 a lokusu BFAL4, kde dosiahla pravdepodobnost’ 21, resp.
az 99 %. U lokusu BFAL4 bola tiez pozorovana odchylka od Hardy-Weinbergovej
rovnovahy na hladine pravdepodobnosti 0,1 %. U zvys$nych lokusov bola pozorovana
nizka pravdepodobnost’ nulovych alel, ktoré boli v stlade s Hardy-Weinbergovym
zakonom. Vynimku tvori lokus Ole03, u ktorého nebolo mozné vykonat’ analyzu. Aj
napriek tomu, ze dané lokusy mali vhodné vlastnosti k vyuZitiu k paternitnym §tdiam,
nie je mozné ich pouZit, pretoze ich variabilita v ramci druhu bola nizka a vykazovala
len 2 ¢i 3 alely. MozZnost' ich vyuZitia méZe byt v inych populacno-genetickych
analyzach. Vystup z programu Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007) u pelikana
kuceravého je uvedeny v prilohe €. 2.

Na niektorych elektroforetogramoch nebolo mozné rozlisit' naraz vSetky PCR
produkty, nakol’ko bola optimalizacia prevedena az na 41 jedincoch. Bolo preto nutné
niektoré pokusy zopakovat’, aby doSlo k spravnemu ur€eniu poctu alel u jednotlivych

jedincov.
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6 Diskusia

V ramci tejto diplomovej prace som charakterizovala 23 polymorfnych
mikrosatelitov na DNA 22 nepribuznych jedincov plameniaka ruzového a 11
polymorfnych mikrosatelitov na DNA 41 jedincov pelikana ku¢eravého. Cela diskusia

bude opat’ rozdelena na dve samostatné Casti rovnako ako predchadzajuce vysledky.

6.1 Univerzalne vtadie mikrosatelity a mikrosatelity odvodené pre

tu¢niaky amplifikované u plameniaka ruZového

V prvej Casti bolo pomocou cross-species PCR amplifikacie zanalyzovanych
celkom 24 polymorfnych mikrosatelitov na DNA 22 jedincov plameniaka ruzového.
Ztoho 12 mikrosatelitov bolo povodne navrhnutych pre vtdky z radu tucniaky
a zvysnych 10 tvorili univerzalne vtacie mikrosatelity.

Tieto mikrosatelity najskor testovala Klaclova (2018) na DNA 6 nepribuznych
jedincov plameniaka ruzového. Po mojom testovani som z 24 polymorfnych
mikrosatelitov dva z nich, konkrétne RM6 a CAM-20, oznacila za monomorfné a tym
vyludila z d’alSej analyzy.

Ahmed et al. (2009) charakterizovali u tuc¢niaka zltohlavého pri annealingove;j
teplote 60 °C 25 polymorfnych mikrosatelitovych lokusov. V mojom pripade som
u tohto tu¢niaka nasla celkovo 3 polymorfné mikrosatelity na 22 jedincov plameniaka
ruzového. U lokusu Echll pri annealingovej teplote 44 °C som nasla dve alely, zatial
o autori nasli u 27 jedincov alel 8. Dalej, na 28 jedincoch autori u lokusu Ech024
pozorovali 5 alel, zatial’¢o ja som pozorovala pri annealingovej teplote 63 °C opit’ 2
alely. Autori na 28 jedincoch identifikovali 11 alel, kym ja som u lokusu Ech030 pri
teplote annealingu 55 °C detegovala 6 alel. Autori potom vsetkych 25 polymorfnych
mikrosatelitovych lokusov testovali na d’alSich 4 druhoch tu¢niakov, a to na tu¢niakovi
okatom (Pygoscelis adeliae, cesky tu¢nak krouzkovy), tuéniakovi cCiapockatom
(Chinstrap penguin, cesky tu¢nak uzdi¢kovy), tuéniakovi bieloskvrnom (Gentoo
penguin, ¢esky tucnak osli) a tu¢niakovi velkom (King penguin, tu¢nak patagonsky),
avSak konkrétne pocCty pre tieto druhy neuvadzaja. Mikrosatelit Ech011l u tu¢niaka
vel'kého vykazoval 5 alel a u tu¢niaka okatého mal 2 alely. Tri alely vykazoval lokus
Ech024 u tu¢niaka okatého. Polymorfny PCR produkt poskytol mikrosatelit Ech030 a to
u troch druhov, tu¢niaka ¢iapockového a tu¢niaka bieloSkvrného, kde mali po 5 alel

a U tu¢niaka vel'kého, kde boli pozorované 3 alely.
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Pre tuéniaka modrého bolo charakterizovanych 28 mikrosatelitov. Z tohto poc¢tu
som ja nasla 4 mikrosatelity, ktoré poskytli polymorfny PCR produkt. Celkovo z prace
Billing et al. (2007), ktori charakterizovali 8 mikrosatelitov, som ja nasla pri T, 54 °C
jediny polymorfny mikrosatelitovy lokus Emm5 s 5 alelami. Je vSak nutné zmienit’, Ze
tento lokus bol vel'mi zle hodnotitelny, a to aj po réznych sposoboch optimalizacie.
Dany lokus autori testovali na dvoch roéznych populaciach. Z Filipovho ostrova na 28
jedincov, kde tento lokus vykazoval 11 alel a z Troubrigerovho ostrova bolo popisanych
8 alel u 15 jedincov. Annealingova teplota bola rovnaka pre obe testovanie a to 58 °C.

Z 20 polymorfnych lokusov, ktoré charakterizovali Grosser et Waters (2015)
U tu¢niaka modrého pri T, 60 °C, som identifikovala 3 polymorfné lokusy. Lokus Em2
v mojom experimente vykazuje 2 alely pri T, 59 °C, zatial¢o v §tadiach autorov je
uvedenych 17 alel. Desat’ alel ma podl'a autorov lokus EmS8. Ja som u tohto lokusu
identifikovala 5 alel pri annealingovej teplote 50 °C. Posledny lokus Em23 je zaroven
lokus, ktory zo vsSetkych amplifikovanych lokusov u plameniaka ruzového poskytol
najvyssi pocet alel a to 7. Amplifikaciu som vykonala pri T, 58 °C. Autori u tohto
lokusu nasli 9 alel. Pocet jedincov, na ktorych bol experiment vykonany, autori vo
svojich ¢lankoch vSak neuvadzaju.

Na 43 jedincoch bolo popisanych Boessenkool et al. (2008) 12 mikrosatelitov
pre tucniaka Zltookého. Z tohto poctu som detegovala 3 polymorfné mikrosatelity.
Prvym z nich je Man27, u ktorého som pri T, 52 °C pozorovala 6 alel. Autori pri T,
48 °C identifikovali len 2 alely. Toto bol jediny pripad, kedy som ja v ramci mojej
experimentalnej prace nasla vyrazne vacsi pocet alel ako samotni autori. U lokusu
Man47 boli mnou detegované 2 alely pri T, 50 °C, zatial’Co autori uvadzaju 4 alely pri
T, 48 °C. Pocet alel u lokusu Man55 opét’ pri 48 °C autori nasli 2, rovnako ako aj ja
V mojom experimenti avsak pri T, 58 °C

Osem mikrosatelitnych lokusov pre tu¢niaka okuliarnatého navrhli Labuschagne
et al. (2013). Tieto lokusy potom testovali na 25 jedincoch, pri annealingovej teplote
vrozsahu 50-60 °C. Z tychto mikrosatelitov, len jeden mikrosatelit PNNOS,
amplifikoval polymorfny PCR produkt v mojej experimentalnej praci. PNNO8 nasadal
na dva rézne lokusy a tym aplifikoval PCR produkt s dvoma polymorfnymi oblast’ami.
Pri teplote annealingu T, 55 °C bolo celkovo v jeho PCR produktoch detegovanych 2-5
alel. V praci autorov tento lokus vykazoval len 4 alely.

Schlosser et al. (2003) identifikovali 7 mikrosatelitov pre tu¢niaka jednopaseho.
Amplifikaciu vykonali na 24 jedincov. Polymorfizmus pri T, 60 °C vykazoval lokus
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Sh1Cal2, u ktorého autori identifikovali 11 alel. V mojom experimente som u tohto
lokusu identifikovala 2 alely pri T, 55 °C. Tento mikrosatelit potom autori testovali
u dalsich druhov tu¢niakov, a to u tuéniaka dvojpaseho (Spheniscus magellanicus,
Cesky tucndk magellansky), tu¢niaka okuliarnatého, tuc¢niaka bieloSkvrného, tucniaka
skalného (Eudyptes chrysocome, ¢esky tuénak skalni), tu¢niaka modrého a U tu¢niaka
vel'kého, u ktorych tiez detegovali polymorfné PCR produkty.

Co sa tyka univerzalnych vtagich mikrosatelitov, celkovo bolo Klaclovou (2018)
otestovanych 60 mikrosatelitov, z ktorych oznacila 11 ako polymorfnych. Po mojom
testovani som jeden mikrosatelit oznacila za monomorfny a u zvySnych desiatich
mikrosatelitov som potvrdila detegovany polymorfizmus.

V praci Dawsona et al. (2010) bolo navrhnutych celkom 36 parov primerov,
ktoré amplifikuju 35 EST vtacich mikrosatelitov. Analyzu autori previedli na 4 jedincov
zebriky australskej, 4 jedincov kury éervenej a 1 jedincovi kury domacej. U lokusu
TGO01-148 som pri T, 44 °C nasla 2 alely, rovnako ako aj autori u zebricky australskej
s pouzitim T, 56 °C. U kury ¢ervenej a kury domacej (Gallus gallus domesticus) bol
detegovany monomorfny produkt. Amplifikdciou lokusu TGO02-120 u zebricky
australskej a kuri domacej bol detegovany monomorfny produkt. U kury Cervenej vsak
boli detegované 3 alely, zatial’Co ja som u plameniaka ruzového detegovala 2 alely pri
T, 55 °C. Dve alely som identifikovala vd’aka lokusu TG03-035 pri T, 60 °C. Autori
vsak pri vSetkych druhoch charakterizovali lokus s monomorfnym PCR produktom. Pri
Ta 49 °C som nasla 2 alely u lokusu TG04-041, rovnako ako aj autori u zebricky
australskej a kury cervenej. U kury domacej bol detegovany monomorfizmus. Lokus
TG05-30 vyhodnotili autori ako monomorfny u vsetkych druhov, kym ja som objavila 3
alely pri T, 60 °C.

Dalsich 24 konzervovanych vta¢ich mikrosatelitov popisali Dawson et al. (2013)
Vv inej praci. Testovanie prebiehalo na jedincov zebri¢ky australskej a kury Cervene;j,
pricom pre amplifikdciu lokusov bola pouZzita annealingové teplota 56 °C. Z celkového
poctu som ja identifikovala 5 polymorfnych lokusov na jedincov plameniaka ruzového.
Tychto vybratych 5 mikrosatelitov (mnou oznacenych ako polymorfné), autori
charakterizovali na 12 jedincov zebricky australskej a 4 jedincov kury Cervenej (resp. 3
jedincov kury cervenej u lokusu CAM-07). U lokusu CAM-03 bolo autormi najdenych
11 alel u zebricky australskej a 2 alely u kury cCervenej. Pri T, 62 °C som ja
u plameniaka ruzového nasla 2 alely. Sest’ alel lokusu CAM-07 bolo najdenych pre

zebricku australsku a len 1 alela bola objavena u kury ¢ervenej. V. mojom experimente
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som nasla 3 alely pre tento lokus pri teplote annealingu 56 °C. V zvysnych 3 lokusov
(CAM-11, CAM-19 a CAM-24) bolo autormi najdenych vzdy po 6 alel u zebricky
australskej, zatial¢o lokus u kury cervenej urcili ako monomorfny. Pre plameniaka
ruzového, som ja u lokusu CAM-11 nasla 2 alely pri T, 54 °C, u lokusu CAM-19 opat’ 2
alely ale pri T, 66 °C, a pre lokus CAM-24 pri 51 °C som objavila az 6 alel.

Cross-species PCR amplifikaciou sa zaobera najmi Laboratorium populacnej
genetiky na Katedre bunécnej biologie a genetiky PfF UPOL. Univerzalne vtacie
mikrosatelity a mikrosatelity navrhnuté pre tu¢niakov boli tiez testované u rozne
pribuznych vodnych druhov vtakov v ramci skupiny Aequorlitornithes (Prum et al.,
2015). Pechova (2014) previedla testovanie u myktérie lysohlavej, Janusova (2017)
u potapky chochlatej, Sulakova (2017) u pelikana sivého a plameniaka &erveného
(2019), Zlochova (2017) u plameniaka cerveného, Klaclova (2018) u plameniaka
ruzového a Kopecna (2020) u pelikana Cervenkavého. Prehlad jednotlivych lokusov

S najdenym poctom alel je uvedeny v tabulke €. 6.

Tabul’ka €. 6: Prehl'ad polymorfnych mikrosatelitov po6vodne navrhnutych pre
vtakov z radu tucniaky a univerzalne vtacie primery testovanych u réznych druhov
vodnych vtakov v ramci testovania v Laboratoriu populacnej genetiky na Katedre
bunécnej biologie a genetiky PfF UPOL. V zatvorke je uvedeny pocet jedincov, na
ktorom prebehlo testovanie, jednotlivé ¢isla uvadzaju pocet detegovanych alel. Pismeno

M oznacuje monomorfny PCR produkt, nt uvadza, Ze dany lokus nebol testovany.

Pocet alel u r6znych druhov
|1: Iz(lfl Z‘L’l plameniak | plameniak| potapka | myktéria | pelikan| pelikan
ruzovy | Cerveny |[chochlata|lysohlava| sivy |Cervenkavy
(41) (30) (13) (6) (6) (12)
Ech011 2 2 nt M M M
Ech024 2 2 nt M M M
Ech030 6 5 nt M M M
Em2 2 2 nt M M M
Em8 5 M nt M 3 5
Em23 7 7 nt M M M
Emm5 5 3 3 M 2 3
Man27 6 3 nt 2 M M
Man47 2 2 nt M M M
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Tabul’ka €. 6: PokraCovanie.

Pocet alel u roznych druhov
Ilz Iiz(;; plameniak | plameniak | potapka | myktéria | pelikan | pelikan
ruzovy | Cerveny [chochlata|lysohlava| sivy |Cervenkavy
(41) (30) (13) (6) (6) (12)
Man55 2 3 nt M M M
PNNO8 2+5 5 nt M M M
Sh1Cal2 2 M nt M M M
TG01-148 2 M nt M M M
TG02-120 2 M nt M M M
TG03-035 2 M nt M M M
TG04-041 2 M nt M M 2
TG05-30 2 M nt M M M
CAM-03 2 M nt 4 M M
CAM-07 3 M nt M M 2
CAM-11 2 3 5 5 2 M
CAM-19 2 M 3 M M M
CAM-24 6 4 5 M 2 3

Z tabulky ¢. 6 je mozné zhrnat, Ze medzi najispes$nejSie polymorfné
mikrosatelity od tu¢niakov a univerzalnych vtacich mikrosateltitov patria lokusy Emmb5,
CAM-11 a CAM-24, ktoré amplifikovali polymorfny PCR produkt u 5 druhov
zZ testovanych 6 druhov. Najviac polymorfnych PCR produktov, z tych, ktorych som ja
detegovala u plameniaka ruZovéhoho vykazuje plameniak Cerveny a sice 12, ¢o sa da
ocakavat, nakolko su to druhy v ramci jedného rodu. Zvysné lokusy u d’alSich druhov

vykazovali polymorfizmus zriedkavo.

V Laboratériu populacnej genetiky na Katedre bunécnej biologie a genetiky PiF
UPOL bolo doteraz identifikovanych a charakterizovanych celkom 150 polymorfnych
nezavislych mikrosatelitovych lokusov u 22 nepribuznych jedincov plameniaka
ruzového. Testované cross-species mikrosatelity boli odvodené od druhov z radov
rurkonosce, brodivce, bahniaky, veslonozce, tu¢niaky a od univerzalnych vtacich

mikrosatelitov.

Od zastupcov kladu Aequorlitornithes vykazovalo mnozstvo mikosatelitov
polymorfizmus. AvSak nie vSetky mikrosatelity su vhodné pre paternitné ¢i genetické
Stadie. Dovodom je vysoky vyskyt nulovych alel, vizby medzi lokusmi ¢i zle

hodnotiteIné produkty. Preto je vhodné pokracovat’ v d’alSom testovani mikrosatelitov
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pribuzenskych skupin vodnych vtdkov pomocou cross-species a novo navrhnutych

mikrosatelitov od uz testovanych zastupcov.

6. 2 Mikrosatelity odvodené pre rirkonosce amplifikované u pelikana

kuéeravého

V dalsej Casti som analyzovala 12 vybranych polymorfnych mikrosatelitov na
DNA 41 jedincov pelikana kuceravého, ktoré som pred tym oznacila za polymorfné na
DNA 6 jedincov pelikana kuceravom (VereSova, 2018). Mikrosatelity boli pdvodne
navrhnuté pre vtadkov z radu rurkonosce a bahniaky. Z celkového poctu 12
mikrosatelitov som vylucila lokus Dc19, ktory poskytol monomorfny PCR produkt.

Celkovo bolo Burg (1999) najdenych 26 mikrosatelitov pre albatrosa
stahovavého a albatrosa sivohlavého. Amplifikacia lokusov prebiehala pri dvoch
roznych annealingovych teplotach a to Ty 48 °C a Ta 52 °C. U lokusu Dcl9 boli
u albatrosa sivohlavého najdené 3 alely, kym ja som pri rdéznych optimaliza¢nych
teplotach annealingu ur¢ila tento lokus ako monomorfny. U lokusu Dc31, Burg (1999)
polymorfizmus nepozorovala, v mojom pripade som pri T, 58 °C objavila 2 alely.

Hermandez et al. (2014) charakterizovali 15 polymorfnych mikrosatelito pre
albatrosa c¢iernonohého, nemenlivého a bielochrbtého (Phoebastria albatrus). Ako
teplotu annelingu autori pouZili 60 °C. Lokus BFAL4 poskytol podl'a autorov az § alel,
mnou najdeny pocet alel pri T, 58 °C boli 2. Pre lokus BFAL14, 4 alely boli detegované
u albatrosa ¢iernonohého a po 3 alely u zvysnych dvoch druhov albatrosa. Ja som pri T,
55 °C detegovala 2 alely. U Lokusu LAAL7 boli najdené 4 alely u albatrosa
¢iernonohého a albatrosa nemenlivého. Dve alely poskytol PCR produkt od albatrosa
bielochrbtého. U pelikana kuceravého boli pre tento lokus najdené 2 alely pri T, 65 °C.

Pre vichrovnika bielobradého bolo v praci Techow et O’'Ryan (2004)
charakterizovanych 6 mikrosatelitovych lokusov. Pri T, 54 °C u Paequ2 nasli autori 4
alely. Ja som pri T, 56 °C pozorovala 2 alely.

Jedenast polymorfnych mikrosatelitov objavil Bried et al. (2008) pre
vichrovnika plavého. Z toho u lokusu Cd1 som ja detegovala polymorfny produkt pri T,
55 °C s 2 alelami, kym vedci nasli az 6 alel.

Dalgich 11 mikrosatelitov charakterizoval Andris et al. (2010) od vichrovnika
holubieho. U lokusu Bb21 pri T, 58 °C objavil 3 alely, ja som vsak nasla len 2 alely a to
pri T, 54 °C.
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Bicknell et al. (2011) popisali celkom 26 mikrosatelitov pre vichrovnicka
severského. Lokus Ole03 amplifikovany pri T, 60 °C poskytol 12 alel a lokus Ole25
zasa 7 alel. Pri T, 63 °C u Ole03 som detegovala len 2 alely, kym u Ole25 pri T, 62 °C
som nasla 3 alely.

Pre vichrovnicka azorského bolo ndjdenych 18 mikrosatelitov, ktoré popisali
Bried et al. (2012). Z tohto poctu jeden mikrosatelit poskytol polymorfny PCR produkt
u pelikana kuceravého a to Omn6, u ktorého som objavila 3 alely pri T, 55 °C. Autori
vSak nasli az 9 alel.

Navyse bol do testovania zahrnuty lokus Calex-01, ktory bol oznaéeny ako
polymorfny u pelikdna kuceravého na 6 jedincov. Mikrosatelit bol pdvodne navrhnuty
pre kulika morského (Kiipper et al., 2007). Autorom poskytol polymorfizmus
s pozorovanymi 10 alelami pri T, 62 °C. Ja som detegovala 3 alely pri annealingovej
teplote 64 °C.

Mikrosatelity odvodené od zéastupcov radu rurkonosce boli tiez testované
u dalsich vodnych vtakov a to u myktérie lysohlavej (Nedvédova, 2015), potapky
chochlatej (Janusova, 2017), plameniaka Cerveného (Strejckova, 2016) plameniaka
ruzového (Kirova, 2017, Zlochova, 2017) a u pelikana ¢ervenkavého (Kopeéna, 2018).

Prehl'ad jednotlivych lokusov s ndjdenym poctom alel je uvedeny v tabulke €. 7.

Tabul’ka €. 7: Prehl'ad polymorfnych mikrosatelitov po6vodne navrhnutych pre
vtakov z radu rarkonosce, resp. bahniaky, testovanych u réznych druhov vodnych
vtakov v ramci testovania v Laboratériu populac¢nej genetiky na Katedre bunécnej
biologie a genetiky PfF UPOL. V zatvorke je uvedeny pocet jedincov, na ktorom
prebehlo testovanie, jednotlivé ¢isla uvadzaji pocet detegovanych alel. Pismeno M

oznacuje monomorfny PCR produkt.

Pocet alel u r6znych druhov
Nazov pelikan pelikan | plameniak |plameniak | potapka | myktéria
lokusu y . BN , ., , ,
kucéeravy|Cervenkavy | cCerveny | ruzovy |chochlata |lysohlava
(41) (6) (30) (6) (6) (6)
Bb21 2 M 2 M 7 M
BFALA4 2 2 2 M M 2
BFAL14 2 M 4 M M M
Cd1l 2 M M M M 4
Dc31 2 M 4 2 M M
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Tabul’ka €. 7: Pokracovanie.

Pocet alel u roznych druhov
Nazov pelikan pelikan | plameniak . | potapka | myktéria
lokusu . . . . | plameniak ) )
kuceravy|cCervenkavy | Cerveny 5oV (6 chochlata | lysohlava
@ | ® @ |V e | e
LAAL7 2 2 6 4 M M
Ole03 2 M M M M M
Ole25 3 M M M M 3
Omn6 3 M M M M M
Paequ2 2 4 M M M M
Calex-01 3 M M 2 M 2

Z mikrosatelitov odvodenych povodne pre vtdky z radu rarkonosce, boli
najuspesnejSie lokusy BFAL4 a LAAL7, ktoré vykazovali polymorfizmus u 4 druhov.
Naopak, medzi najmenej uspeSné lokusy patria Ole03 a Omn6, ktoré boli oznacené za
polymorfné iba u pelikdna kuceravého a u dalSich druhov poskytli monomorfny

produkt.

Dohromady bolo v Laboratoriu populacnej genetiky na Katedre bunéénej
biologie a genetiky PfF UPOL detegovanych 34 nezavislych polymorfnych lokusov
[§lo o 23

v diplomovej praci Chmelatovej (2012) a zvySnych 11 lokusov bola popisanych v ramci

charakterizovanych na 41 jedincov pelikana kuceravého. lokusov
tejto prace. Charakterizované lokusy boli odvodené pdvodne pre druhy z radov
veslonozce, brodivce a plameniaky.

V ramci ¢elade pelikanovité je podla Chmelatovej (2012), najaspesnejSia Cross-
species amplifikacia u pelikana ruzového a najmenej u pelikana kuceravého. Podla
vysledkov jej analyz sa preto domnieva, Ze pelikdn kuceravy sa ako prvy odpojil
Z vyvojovej vetvy pelikanov.

Pre dalSie fylogenetické a populacné Studie je vhodné pokraovat v Cross-
species testovani d’alSich de novo mikrosatelitov odvodenych od zastupcov z radov
veslonozce, ako je napriklad kormoran usaty (Phalacrocorax auritus) (Mercer et al.,
2010), sula ¢ervenonoha (Sula sula, ¢esky terej ¢ervenonohy) (Morris-Pocock et al., 2010),
¢i od d’alsich mikrosatelitov izolovanych pre plameniaky, nakol’ko Chmelatova (2012) vo
svojich vysledkoch vdaka cross-species naznacila ur€itd pribuznost medzi pelikdnmi

a plameniakmi.
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7 Zaver

V tejto diplomovej praci som analyzovala a charakterizovala polymorfné
mikrosatelity u dvoch druhov vodnych vtakov. ISlo o 13 mikrosatelitov povodne
odvodenych pre tu¢niaky (Sphenisciformes) a 11 univerzalnych vtac¢ich mikrosatelitov
amplifikovanych na 22 jedincov plameniaka ruzového (Phoenicopterus roseus) a 11
mikrosatelitov izolovanych pre rurkonosce (Procellariiformes) a 1 mikrosatelit od
kulika morského (Charadrius alexandrius) z radu bahniaky (Charadriiformes) na 41
jedincov pelikana kucéeravého (Pelecanus crispus).

Prakticka cast’ tejto prace bola rozdelena na dva experimenty. V prvom z nich,
z celkovych 24 mikrosatelitov som potvrdila polymorfizmus u 22 lokusov s rozsahmi
alel 2 az 7. V d’alSej Casti bolo celkovo 11 mikrosatelitov polymorfnych z pdvodnych 12
s 2-3 alelami. Polymorfné lokusy boli potom podrobené popula¢no-genetickej analyze
a charakterizované programom Cervus 3.0.6. Program Genepop 4.1 hladal mozné
vizby medzi jednotlivymi lokusmi.

V Laboratoriu populacnej genetiky na Katedre bunéénej biologie a genetiky PfF
UPOL bolo doteraz identifikovanych 150 polymorfnych nezavislych lokusov pre

plameniaka ruzového a 34 polymorfnych nezavislych lokusov pre pelikdna kuceravého.
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9 Prilohy

Priloha &. 1: Vystup vysledkov z programu Cervus 3.0.6 vykonanych pomocou 23 polymorfnych mikrosatelitovych lokusov testovanych
na 22 jedincov plameniaka ruzového. Pre kazdy lokus st uvedené jednotlivé vlastnosti popisané anglickymi skratkami predstavujtice: pocet alel
(k), pocet testovanych jedincov (N), pozorovana heterozygotnost (HObs), oCakavana heterozygotnost’ (HExp), obsah polymorfnej informécie
(PIC), pravdepodobnost’ chyby, pri priradovani jedného z rodiCov mladatu v pripade, ked’ nie je znamy ani jeden rodi¢ (NE-1P),
pravdepodobnost’ chyby, pri priradeni druhého rodi¢a mlad’atu v pripade, kedy je uz jeden rodi¢ znamy (NE-2P), pravdepodobnost’ chyby, pri
priradovani celého rodicovského paru k mladatu (NE-PP), pravdepodobnost’ rovnakej alelovej konstitticie pre vSetky charakterizované lokusy
u dvoch nahodne vybratych nepribuznych jedincov (NE-I), pravdepodobnost’ rovnakej alelovej konstitacie pre vsetky charakterizované lokusy
u dvoch surodencov (NE-SI), stilad s Hardy-Weinbergovou rovnovahou (HW) (NS - v stlade s HW rovnovéahou, ND - testovanie nie je mozné, *

- signifikantna odchylka na hladine 5 %), a pravdepodobna frekvencia vyskytu nulovych alel (F(Null)).

Locus

Ech011
Ech024
Ech030

k N HObs HExp PIC NE-1P NE-2P NE-PP  NE-I NE-SI HW__ F(Null)

2 22 0.409 0502 0.370 0.880 0.815 0.722 0.380  0.600 NS  0.0907

2 22 0.091 0.089 0.083 0.996 0.958  0.922 0.838 0.916 ND -0.0141

6 22 0.773 0.722 0.661 0.700 0.526  0.336 0.131 0.430 NS  -0.0433
Em2 2 22 0136 0.130 0.119 0.992 0.941  0.892 0.770 0.879 ND -0.0267

5

6

5

6

Em8 22 0773 0.716 0.648 0.718 0.549  0.369 0.142 0.436 NS -0.0626
Em23 22 0.773 0743 0.685 0.678 0.500 0.312 0.116  0.416 NS -0.0371
Emm5 22 1.000 0.632 0541 0.798 0.660  0.502 0.223 0.497 * -0.2547

Man27 22 0409 0678 0.625 0.739 0.560  0.364 0.152  0.457 NS 0.2330
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Locus Kk N HObs HExp PIC NE-1P NE-2P_ NE-PP__ NE-I _NE-SI HW__ F(Nulb
Man47 2 22 0.045 0.333 0.272 0.947 0.864 0.781  0.508 0.714 ND  0.7509

Man55 2 22 0.273 0.241 0.208 0.972 0.896 0.824 0.612 0.785 ND -0.0692

PNNO8-I 2 22 0.500 0502 0.370 0.880 0.815 0.722  0.380 0.600 NS  -0.0094
PNNO8-11 5 22 0.455 0.667 0598 0.766  0.601 0.425 0.175 0.468 NS  0.1706
Sh1Cal2 2 22 0.455 0.495 0.367 0.883 0.817 0.724 0.384 0.604 NS  0.0308
TG01-148 2 22 0.182 0.241 0.208 0.972 0.896 0.824 0.612 0.785 ND  0.1287
TG02-120 2 22 0.182 0.406 0.318 0921 0.841 0.753 0.443  0.662 NS 0.3714
TG03-035 2 22 0.136 0.130 0.119 0.992 0.941 0.892 0.770  0.879 ND -0.0267
TG04-041 2 22  0.318 0.274 0.232 0964 0.884 0.808 0.572  0.759 ND -0.0836
TG05-30 3 22 0.182 0.210 0.192 0979 0.899 0.820 0.645 0.808 ND  0.1339
CAM-03 2 22 0.182 0.169 0.152 0.986 0.924 0.865 0.710 0.845 ND -0.0405
CAM-07 3 22 0591 0515 0428 0.873 0.757 0.627 0.322 0.579 NS -0.0818
CAM-11 2 22 0.273 0512 0.375 0875 0.813 0.719 0.375 0.594 NS  0.2941
CAM-19 2 22 0.091 0.241 0.208 0972 0.896 0.824 0612 0.785 ND 0.4401
CAM-24 7 22 0818 0.784 0.730  0.627  0.449 0.266 0.091 0390 NS -0.0331
Number of individuals: 22

Number of loci: 23

Mean number of alleles per locus: 3.217
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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):

1.0000
0.4318
0.3699
0.03687654
0.00156463
0.00001874
5.207E-0011
0.00002023
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Priloha ¢. 2: Vystup vysledkov z programu Cervus 3.0.6 vykonanych pomocou 11 polymorfnych mikrosatelitovych lokusov testovanych
na 41 jedincov pelikdna kuceravého. Pre kazdy lokus st uvedené jednotlivé vlastnosti popisané anglickymi skratkami predstavujuce: pocet alel
(k), pocet testovanych jedincov (N), pozorovana heterozygotnost' (HObs), oCakavana heterozygotnost’ (HExp), obsah polymorfnej informacie
(PIC), pravdepodobnost’ chyby, pri priradovani jedného z rodi¢ov mlad’atu v pripade, ked’ nie je znamy ani jeden rodi¢ (NE-1P),
pravdepodobnost’ chyby, pri priradeni druhého rodi¢a mlad’atu v pripade, kedy je uz jeden rodi¢ znamy (NE-2P), pravdepodobnost’ chyby, pri
prirad’ovani celého rodicovského paru k mlad’atu (NE-PP), pravdepodobnost’ rovnakej alelovej konstitcie pre vSetky charakterizované lokusy u
dvoch nahodne vybratych nepribuznych jedincov (NE-I), pravdepodobnost’ rovnakej alelovej konstitucie pre vSetky charakterizované lokusy u
dvoch strodencov (NE-SI), sulad s Hardy-Weinbergovou rovnovahou (HW) (NS - v sulade s HW rovnovahou, ND - testovanie nie je mozné,

*** _ signifikantna odchylka na hladine 0,1 %) a pravdepodobna frekvencia vyskytu nulovych alel (F(Null)).

Locus Kk N HObs HExp PIC NE-1P NE-2P NE-PP  NE-I NE-SI HW  F(Nulb
Bb21 2 41 0.512 0409 0322 0919 0.839 0.751  0.437 0.657 NS  -0.1185
BFAL4 2 41 0.000 0491 0368 0.882 0.816 0.723 0383 0.603  *** 0.9993
BFAL14 2 41 0537 0499 0371 0879 0.814 0.721 0379  0.598 NS  -0.0428
Cd1l 2 41 0415 0463 0353 0.895 0.824 0732 0399 0621 NS 0.0488
Dc31 2 41 0585 0455 0349 0.899 0.826 0.735 0404 0626 NS -0.1310
LAAL7 2 41 0488 0397 0316 0923 0.842 0.755 0446 0665 NS  -0.1081
Ole03 2 41 0195 0178 0.161 0984 0.920 0.859 0.694 0.836 ND -0.0446
Omn6 3 41 0561 0596 0.507 0.827 0.698 0555 0.251 0518 NS 0.0328
Ole25 3 41 0366 0571 0.497 0.841 0.702 0554 0.257 0532 NS 0.2136
Paequ?2 2 41 0561 0495 0.370 0.880 0.815 0.722 0381 0.600 NS -0.0683
Calex-01 3 41 039 0330 0.291 0.947 0.843 0.737 0489 0709 NS -0.1025
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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):

41

11

2.273
1.0000
0.4441
0.3548
0.30176215
0.09890507
0.02234549
0.00003800
0.00602697
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