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Souhrn

Tato diplomova prace se zabyva cross-species PCR amplifikaci polymorfnich
mikrosatelitovych lokust z fadu trubkonosi (Procellariiformes) a nékolika lokust z fadu
dlouhokiidli (Charadriiformes) a jejich naslednou charakterizaci u plamenaka ruzového

(Phoenicopterus roseus).

Teoretickd Cast této prace je zaméfena na charakteristiku fadu plamendci
(Phoenicopteriformes), konkrétné pak plamendka razového, a dale se zabyva
problematikou zatazeni fadu plamenaci do systému. Dalsi ¢ast je vénovana zakladni
charakterizaci mikrosatelitd, jejich vyskytu a klasifikaci. V posledni ¢asti jsou popsany
polymorfni de novo i cross-species mikrosatelity u plamenaka ruzového a také

polymorfni mikrosatelity z fadu trubkonosi.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na cross-species PCR amplifikaci 48
mikrosatelitovych lokust, které byly ureny jako polymorfni u 6 neptibuznych jedinci
plamenaka razového (Kiarova, 2017). Amplifikace byla provedena na genomické DNA
22 neptibuznych jedinct plamenaka rizového a polymorfni lokusy byly genotypizovany
a charakterizovany. Ze 48 mikrosateliti bylo pivodné navrzeno 46 pro 16 druhti z fadu
trubkonosi a zbylé 2 mikrosatelity pro 2 druhy z fadu dlouhok#idli. Bylo nalezeno 40 part
primerd, které amplifikovaly 41 polymorfnich oblasti (par primerti pro lokus Pc D3
poskytl 2 polymorfni oblasti). Dale bylo retestovano 16 part primert pro mikrosatelity
ztadu trubkonosi, které byly polymorfni u 30 nepifibuznych jedinci plamendka
karibského (Phoenicopterus ruber) (Strejékova, 2018). Tyto pary primerd sice
u plamenaka razového amplifikovaly monomorfni produkt (Ktrova, 2017), ale kvuli
blizké ptibuznosti téchto druhd je zde moznost jejich chybného vylouceni z analyzy.

Z téchto 16 part primer nakonec amplifikovaly polymorfni produkt 3.

Celkem 44 nalezenych polymorfnich lokusi bylo analyzovano na vazbu
programem Genepop 4.1, ktery prokazal, Ze lokusy RBG29 a ParmOl jsou shodné.
Vysledné bylo nalezeno 42 part primerd, které amplifikuji 43 nezavislych polymorfnich
oblasti. Téchto 43 nezavislych lokust bylo statisticky charakterizovano programem
Cervus 3.0.6. Nakonec byly porovnany v§echny dosud nalezené polymorfni mikrosatelity
u plamenaka rizového a byla zjisténa vazba lokusu BFAL4 s lokusy Sn2A-36 a Eru03,
které jsou vazané na pohlavi (lezi na chromozomu Z), proto i lokus BFAL4

pravdépodobné lezi na tomto chromozomu.



Summary

This master thesis deal with the cross-species PCR amplification of polymorphic
microsatellite loci from the order Procellariiformes and several microsatellites loci from
the order Charadriiformes and their subsequent characterisation within the species

Phoenicopterus roseus.

Theoretical part of this thesis focused on the description of the order
Phoenicopteriformes, specifically the species Phoenicopterus roseus. Furthermore,
biological classification of the order Phoenicopteriformes is laid down. Additionally,
microsatellites, their occurrence and classification were another topic of the theoretical
part. My thesis also described polymorphic de novo and cross-species microsatellites of
Phoenicopterus roseus and also polymorphic microsatellites of the order

Procellariiformes.

Experimental part covered cross-species PCR amplification of 48 microsatellite
loci, which were identified as polymorphic in 6 unrelated individuals of
the Phoenicopterus roseus (Karova, 2017). Polymorphic loci were genotyped
and characterised in the DNA isolated from 22 unrelated individuals of Phoenicopterus
roseus. Out of 48 microsatellites, 46 were originally proposed to be a part of the 16
species from the order Procellariiformes and 2 were originally proposed to be a part of
the 2 species from the order Charadriiformes. In total, 40 primer pairs were found that
were used to amplify 41 polymorphic regions (one pair of primers intended for the locus
Pc D3 amplified 2 polymorphic regions). Moreover 16 primer pairs for microsatellites
from the order Procellariiformes were tested. These were polymorphic in 30 unrelated
individuals of Phoenicopterus ruber (Strejckova, 2018). Although these primer pairs
amplified a monomorphic product in DNA isolated from Phoenicopterus roseus, this
could be due to the fact that these two species are closely phylogenetically related. Out

of these 16 primer pairs, 3 amplified a polymorphic product.

In total, 44 of identified polymorphic loci were analysed for linkage using
the software Genepop 4.1. The results of this analysis proved that the loci RBG29 and
Parm01 were identical. To sum up, 42 primer pairs were found, which were used to
amplify 43 independent polymorphic regions and these were statistically evaluated using
the software Cervus 3.0.6. Also was discovered that locus BFAL4 was in linkage to the

loci Sn2A-36 and loci Eru03, which lie on the sex chromosome Z.
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1 Uvod

Mikrosatelity jsou charakterizovany jako kratké tandemové repetice, jejichz
jednotka repetice se opakuje bezprostiedné za sebou. Obvykle je délka repetice do 10 bp
a délka celého mikrosatelitu by neméla presahnout 1 kb. Mikrosatelity v prokaryotnim
I eukaryotnim genomu vétsinou nelezi v kodujicich oblastech, ale v nékterych piipadech
se mohou vyskytovat v téchto oblastech a mutace v ramci mikrosatelitu mohou mit fatalni

nasledky jako zménu funkce proteinu nebo dokonce vznik onemocnéni.

V molekularni biologii jsou mikrosatelity vyuzivany jako molekularni markery,
které jsou studovany pomoci PCR amplifikace. Jako markery jsou snadno
reprodukovatelné a také je mozné je vyuzit cross-species. Casto se vyuZzivaji pro
paternitni studie a studium variability populaci, kde pravé cross-species vyuziti je

vhodné, jelikoz se nemusi navrhovat nové pary primeru pro studovany druh.

U plamenaka ruzového (Phoenicopterus roseus) bylo dosud v Laboratofi
populaéni genetiky na Katedie bunééné biologie a genetiky PtF UP v Olomouci testovano
781 par primerd pro mikrosatelitové lokusy odvozené od zastupcu 9 fadia z Kladu
Aequorlitornithes, nékolik part primert pro mikrosatelity od vrubozobych a také pary
primerd pro univerzalni ptaci mikrosatelity. Dosud bylo v Laboratofi popula¢ni genetiky
PfF UPOL nalezeno 156 polymorfnich mikrosatelitli, z nichz bylo doposud 82 pln¢
charakterizovano u 22 nepfibuznych jedincti plamenaka ruzového (45 de novo
mikrosatelitt a 39 cross-species mikrosatelitti z fadu brodivi, dlouhokftidli a veslonozi)
a 72 polymorfnich mikrosatelitii (odvozenych z fadu trubkonosi (46), dlouhokiidli (2),
tucnaci (13) a univerzalni ptaci mikrosatelity (11)) bylo ve 2 pracich oznaceno jako
polymorfni u 6 nepfibuznych jedinct plamendka rizového. V ramci této prace se budu
zabyvat charakterizaci 46 mikrosateliti z fadu trubkonosi a 2 mikrosatelitl z fadu
dlouhoktidli u 22 neptibuznych jedinc plamenidka razového, které Kuarova (2017)

oznacila jako polymorfni.



Cile prace

Vypracovani reSerse na téma diplomové prace.

Shromazdéni dostupnych literarnich zdroju.

PCR amplifikace DNA 22 neptibuznych jedinci plamenaka rizového s vyuzitim
Cross-species primerd pro vybrané polymorfni mikrosatelity z fadu trubkonosi, které

byly popsany v bakalaiské praci Kurova (2017).



3 Literarni prehled

3.1 Plamenaci

Plamenaci  (Phoenicopteriformes) jsou fad zahrnujici vodni ptaky
nezaménitelného vzhledu s charakteristicky riZzovou az karminovou barvou pefi.
Plamenaci jsou vysoci od 80 do 165 cm (dle druhu), t€lo je ovalné, nohy i krk jsou
vV poméru s télem dlouhé a typicky v polovin€ dolti zahnuty zobak je v porovnani s hlavou

velky (Cramp et Simmons, 1977; del Hoyo et al., 1992).

Vyskytuji se v okoli mélkych a extrémné slanych ¢i alkalickych vod (jezera,
laguny a zatoky), které mohou dosahovat az dvojnasobku slanosti moie (del Hoyo et al.,
1992). Malokdy jsou k vidéni na btezich sladkych vod, jelikoZ nejsou pro jejich preziti
vhodné (Howard et Moore, 1994). Drsné podminky slanych vod a leckdy i extrémnich
teplot jsou neslucitelné se Zivotem vétSiny obratlovcl, ale pro plameniaky jsou tato
stanovisté idedlni. Nejen Ze se zde nevyskytuji druhy, které by byly potravni konkurenct,
ale také je zde minimalni predace (del Hoyo et al., 1992; Winkler et al., 2015). Plamenaci
jsou velmi spolecensky tad ptaka a témét vzdy Se nachéazeji v koloniich 0 100 a vice
jedincich, malokdy jsou v koloniich ¢&itajicich tisice jedincti. Osamoceni jedinci jsou

vétsinou nemocni nebo umirajici (Howard et Moore, 1994).

Plamenaci pfijimaji potravu typickym filtraénim zpisobem, a pravé k tomuto
ucelu maji ptizpisobeny zobak. Okraje a vnitini ¢asti obou Celisti jsou pokryty
rohovitymi lamelami S chloupkidm se podobajicimi itvary na svém povrchu, které maji
schopnost se naptimit nebo ohnout zpét k lamele. Pravé toho je vyuzivano béhem filtrace
potravy (del Hoyo et al., 1992). Béhem krmeni maji hlavu u dna a piechazeji z mista na
misto (Howard et Moore, 1994). Do zobaku prubézné nasavaji a poté z né€j vypousteji
vodu spolecné s bahnem a drobnymi organismy. Béhem nasati se struktury na lamelach
ohnou k lamele a pfi vypusténi vody se opét naptimi. Tim se vytvofi filtr a v zobaku
zustane jen potrava. Nasati a nasledné vypusténi vody ze zobaku provede plamenak asi
5x za sekundu a cely proces je provadén jazykem, ktery se pohybuje dopiedu a dozadu,
a funguje tedy jako pist (del Hoyo et al., 1992; Howard et Moore, 1994; Winkler et al.,
1994). Potravou plamenakid jsou mali vodni bezobratli zivocichové (korysi, meékkysi

a hmyz), dale semena rostlin a ojedinéle i malé ryby. Pravé diky této potraveé, ktera je



bohatd na karotenoidni pigmenty, maji plamenaci svou charakteristickou barvu, ktera

u nich hraje velkou roli ve vybéru partnera (del Hoyo et al., 1992; Winkler et al., 2015).

Plamenaci jsou monogamni ptaci a hnizdi v extrémné velkych skupinach. Na
jeden metr Ctverecni pfipada nékdy az 5 hnizd. Na stavbé hnizda se podileji oba rodice
a pro stavbu pouzivaji blato, kameni a zbytky rostlin. Tvar hnizda je uzky komoly kuzel.
Samice snasi obvykle 1 vejce, o které se staraji oba rodice. Inkubace trva 27-31 dni (del

Hoyo et al., 1992; Winkler et al., 2015).

V uspofadani v ramci fadu plamenaci se vétSina autord shoduje na tom, Ze zde
patii pouze jedna celed, konkrétné plamenakoviti (Phoenicopteridae) (Cramp
et Simmons, 1977; del Hoyo et al., 1992; Stastny et al., 1998; Veselovsky, 2001). Co se
tyké poctu rodl a druhtl a jejich vzdjemného uspotadani, tak zde maji rizni autoti rozdilny
nazor. Del Hoyo et al. (1992) i Winkler et al. (2015) rozdé&luji tento tad do 3 rodi:
Phoenicopterus, Phoeniconaias a Phoenicoparrus. Do rodu Phoenicopterus tadi dva
druhy - plamenaka rdzového (P. ruber) a plamenaka chilského (P. chilensis). Dale
uvadéji, ze plamenak rtizovy (P. ruber) ma dva poddruhy (¢i rasy, jak uvadéji del Hoyo
et al. (1992)), plamenaka ruzového (P. ruber roseus) a plamenaka karibského (P. ruber
ruber). Do rodu Phoeniconaias tadi plamenaka malého (P. minor), a do rodu
Phoenicoparrus fadi plamenaka andského (P. andinus) a plamenaka Jamesova (P.
jamesi). Celkem tedy rozdéluji plamenaky na 5 druht, z nichz 1 dale déli na 2 poddruhy.
Torres et al. (2014) publikovali novy systém zatazeni druhl plamenakd v ramci fadu
plamenaci. Provedli studii zalozenou na sekvencich DNA s uzitim mitochondrialnich
markert a jadernych markeri. Na rozdil od ptedeslych piedpokladd uréili, Ze v fadu
plamenaci se nachazeji pouze 2 rody, a to Phoenicopterus a Phoenicoparrus. Do rodu
Phoenicopterus tfadi plamenaka chilského a k nému sestersky klad se dvéma druhy —
plamenakem rizovym (P. roseus) a plamenakem karibskym (P. ruber). Do rodu
Phoenicoparrus fadi zbylé 3 druhy plamenaki — plamenaka malého, plamenaka andského
a plamenaka Jamesova. Torres et al. (2014) rozdélili plameniaky do 6 druhu, jelikoz berou
plamenaka riizového a plamenaka karibského jako 2 samostatné druhy (ne jako poddruhy
plamenaka rizového (P. ruber) dle del Hoyo et al. (1992)). Stejné tak i ja beru tyto dva

plamenaky Vv této diplomové praci za 2 samostatné druhy.



3.1.1 Zarazeni fadu plamenaci do systému

Del Hoyo et al. (1992) uvadéji, Ze podle anatomickych podobnosti panve a zeber,
ataké na zaklad¢é proteini ve vajeéném bilku, byli plamenaci zafazeni jako podiad
brodivych (Ciconiiformes). Dale také uvadéji, ze se vyskytuji dalsi aspekty, jako péce
0 mlad’ata, hlas, plovaci blany na nohou a pefi pfizpusobené k pobytu ve vod¢, které
plamenaky vice spojuje s vrubozobymi (Anseriformes). Na zakladé toho del Hoyo et al.
(1992) piedpoveédéli vytvoieni samostatného fadu plamenaci (Phoenicopteriformes),

ktery by mél byt umistén mezi brodivymi a vrubozobymi.

Van Tuinen et al. (2001) ve svém ¢lanku o konvergenci a divergenci evoluce
vodnich ptakd zkoumali fylogenetické umisténi pfedevsim plamenakd, kladivouse
a ¢lunozobce. Provedli analyzu sekvenci jaderné a mitochondrialni DNA a nasledné
DNA-DNA hybridizaci. Na zaklad¢ vyhodnoceni 4 mitochondrialnich a 2 jadernych geni
poprvé uréili jako sestersky klad plamenakt potapky.

Tuto piibuznost také potvrdili Hackett et al. (2008) ve své fylogenomické studii
ptakt a jejich evoluéni historie. Sesbirali DNA sekvence pochazejici od 171 druhu,
Z nichz 2 druhy byly pouzity jako outgroup (krokodyli) a zbylych 169 druhti pochazelo
ze vSech hlavnich klad pévct a také z jinych ptacich fada. Sekvence dlouhé ~32 kb
reprezentovaly 19 jadernych lokust, které byly lokalizovany na 15 rGznych
chromozomech u kura domaciho, a obsahovaly 74 % intrond, 23 % exond a 3 % UTRs
(untranslated regions). Hackett et al. (2008) dale uvadéji, Ze moderni ptaci obsazuji rizné
niky, a proto navrhuji strukturovat ptaky na vodni, pobifezni a pevninské. I piesto fadi
plamenaky, na rozdil od Van Tuinen et al. (2001), mimo klad vodnich ptakd, jelikoz
adaptace na vodni prostfedni dle n¢j vznikla u ptakd nékolikrat. Stejné tak Jarvis et al.
(2014), ktefi provedli celogenomovou analyzu 48 ptacich druhd zastupujicich v§echny
fady Neoaves, fadi plamenaky a potapky jako sesterské klady a také je nezafazuji do
vodnich ptakt. Podle vysledkt jejich analyzy rozdélili klad Neoaves na dva
monofyletické sesterské klady — Passerea a Columbea, kde klad Columbea rozdé¢lili na
pevninské ptaky (Columbimorphae) a vodni ptaky (Phoenicopterimorphae), kam praveé
zatadili pouze plamenaky a potapky. Pro vodni ptaky jako jsou pelikani, volavky, ibisi,
kormoréni, buiici, tucndci a potaplice vytvotili samostatny klad v Passerea, ktery

oznacili jako Aequornithia (Jarvis et al., 2014).



Prum et al. (2015) pro tvorbu fylogenetického stromu ptakd pouzili sekvenovani
nové generace. Zamétili se na 394 lokust nachazejicich se v konzervovanych oblastech
genomu pochazejicich od 198 druhi ptakt ze 122 ¢eledi ze 40 v soucasnosti existujicich
ptacich tada (14 celedi pévca a 108 ostatnich ptacich ¢eledi). Pro klad Neoaves bylo
sestaveno 5 hlavnich sesterskych klada — Strisores, Columbaves, Gruiformes,
Aequorlitornithes a Inopinaves. Jimi nové vytvofeny klad Aequotlitornithes zahrnuje
vSechny vodni ptaky s vyjimkou vrubozobych (Anseriformes), kteti s nimi nejsou
pfibuzni. Plamenéaci jsou v ramci kladu Aequorlitornithes fazeni jako sestersky klad
potapek (stejné jako ve studiich Hackett et al. (2008); Jarvis et al. (2014); Van Tuinen
et al. (2001)) a spole¢né jsou sesterskym kladem k dlouhoktidlym (viz obrazek 1).

Phoenicopterus
Rollandia
Burhinus
Charadrius
Haematopus
Recurvirostra
Pedionomus
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Rostratula
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‘@ Arenaria
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Turnix ,
Glareola -
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128 Chroicocephalus
s Serme” =
Rynchops
Eurypyga
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Spheniscus
Phoebastria

115) =) Oceanites \
Pelagodroma
(19 Oceanodroma
(17) Fulmarus
116)

Puffinus

“ Pterodroma
Pelecanoides

Ciconia

sayjiwiopponbay

Leptoptilos
Fregata
Morus

m)

Anhinga
Phalacrocorax
Theristicus
Tigrisoma
W3 = Ardea
Ixobrychus
Scopus

108) i
Hoe: Balaeniceps
Pelecanus

Obrazek 1: Vytez kladogramu dle Prum et al. (2015) zobrazujici klad Aequorlitornithes.

Dalsi publikaci, kterd se zabyva fylogenomickym zatfazenim v ramci kladu
Neoaves, je Reddy et al. (2017). Ve své studii autofi pouzili data celkem 54 lokust
pochézejicich od 258 jedincii z 235 druhta vSech tadu ptakt, které byly kombinaci noveé
ziskanych sekvenci a sekvenci jiz popsanych v piedeslych studiich (Hackett et al., 2008;
Braun et al., 2011; Wang et al., 2012; Kimball et al., 2013; Smith et al., 2013). Ziskana
data nasledn¢ porovnali s daty od Jarvis et al. (2014) a Prum et al. (2015). Na zakladé
vyhodnoceni dat Reddy et al. (2017) tadi plamenaky, spoleéné s potapkami, jako



sestersky klad k mékkozobym (Columbiformes), mesitovitym (Mesitornithiformes)

a stepokurovitym (Pterocliformes) (viz obrazek 2).

Dhoenmopsems rmngs j Phoenicopteridae Phoenicopteriformes
aunius - o "] Podicipedidae  podicipediformes

Lol R :I Columbidae  Columbiformes
S
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() ocjes
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gﬁ .
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pop iR crosre
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caﬁs, adef’aa G
ot R,
tethys y e Procellariiformes
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S
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] Threskiornithidae

G
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%ﬁmtpnﬂae
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Obrazek 2: Vytez kladogramu Neoaves podle Reddy et al. (2017). Zelenym pruhem

(vpravo) jsou znazornény fady, které spadaji do kladu Aequorlitornithes dle fazeni Prum
et al. (2015).

3.1.2 Plamenak rizovy

veer

Plamenak rdzovy je spolu s plamenakem Kkaribskym nejveétSim zijicim
plamenakem na Zemi (del Hoyo et al., 1992). Tyto dva druhy plamenak maji hodné
spoleénych znaki, napt. vysku 120-145 cm, hmotnost do 4,1 kg a rozpéti kiidel, které
dosahuje u nejvétsich jedinct az 165 cm (del Hoyo et al., 1992; Svensson et al., 2009).
Napadnym a lehce pozorovatelnym rozdilem téchto dvou druht je barva. Plamenak
rizovy, na rozdil od karminové zbarveného plamendka karibského, ma bilé pefii
S rizovym nadechem a za letu jsou dominujici cervené kiidelni krovky s ¢ernymi letkami

(Gosler, 1994). Dale se lisi i barvou nohou, které ma plamenak razovy celé rizové, na
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rozdil od plamendka karibského, ktery ma nohy béZzovoSed¢ s rtizovym kolennim

kloubem (Svensson et al., 2009).

Poslednim rozdilem plamendka rizového a karibského je jejich vyskyt. Zatimco
plamenak karibsky, jak jeho nazev napovida, se vyskytuje ve Stiedni Americe, plamenak
razovy se vyskytuje predevdim v Evropé (Stastny et al., 1998; Svensson et al. 2009).
Tento evropsky druh plamendka mé velmi Siroky aredl vyskytu. Je rizné rozsiteny po
jizni Evropé (Spanélsko, Francie, Italie a Recko), dale od severni po zapadni Afriku, také
od vychodni Afriky aZ po Jihoafrickou republiku, v Saudské Arébii, a nakonec pies rak,
Pakistan a Indii az po Sri Lanku (Del Hoyo et al., 1992; Anonymous, 2019).

Nize uvadim taxonomické zafazeni plamenaka rizového do systému dle Myers

et al. (2019):
Rige: zivocichové (Animalia)
Kmen: strunatci (Chordata)

Podkmen: obratlovci (Vertebrata)

Trida: ptaci (Aves)

Rad: plamenaci (Phoenicopteriformes)

Celed”: plamenakoviti (Phoenicopteridae)

Rod: plamenak (Phoenicopterus)

Druh: plamenak rtizovy (Phoenicopterus roseus)

3.2 Mikrosatelity

Mikrosatelity, jinak také oznacované jako SSRs (simple sequence repeats), STRs
(short tandem repeats) nebo SSLPs (simple sequence lenght polymorphisms), jsou kratké
tandemové se opakujici sekven¢ni motivy DNA dlouhé 1-10 bp (Téth et al., 2000; Zima
et al., 2004; Abdurakhmonov, 2016; Vieira et al., 2016). Cely soubor repetic je
homogenni a je dlouhy do 1 kb (Abdurakhmonov, 2016). Mikrosatelity se vyskytuji
Vv kédujicich 1 nekodujicich oblastech genomu prokaryotickych 1 eukaryotickych
organismi (T6th et al., 2000; Zima et al., 2004). Mikrosatelity jsou vétSinou autory
oznacovany jako nefunk¢ni tseky DNA bez biologické funkce, ale je zjisténo nékolik
mutaci v mikrosatelitovych repeticich, které méni funkci proteini a mohou vést az ke

vzniku neurodegenerativnich onemocnéni u lidi (Schlétterer, 2000; Oliveira et al., 2006;
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Abdurakhmonov, 2016). Nejznamgj$im onemocnénim zapfi¢inénym mutaci
mikrosateliti je Huntingtonova choroba, ktera je zpusobena nékolikanasobnym
opakovanim trinukleotidové repetice CAG (Oliveira et al., 2006; Vieira et al., 2016).
Kromé¢ negativnich ucinku maji také mikrosatelity v kodujici a regulujici oblasti
I pfinosné U¢inky, jako tfeba adaptaci organismu na ménici se a potencialné nebezpecné

prostiedi (Abdurakhmonov, 2016).

| kdyZ je v dnesni dobé velky nastup novych technik zalozenych na SNP (single
nucleotide polymorfism) markerech, jako NGS (next generation sequencing),
mikrosatelity byly a stale jsou vyuzivany jako genetické markery piedevsim diky jejich
vysoké informacéni schopnosti a kodominanci (Abdurakhmonov, 2016). Také to jsou
multialelové markery, pfi jejichz uziti jsou vysledky snadno reprodukovatelné a hlavné
jsou pouzitelné pro $iroké spektrum piibuznych druht organismu (Vieira et al., 2016).
Mikrosatelity jsou vyuzivany predev§im pro analyzu paternity nebo urceni zakladatele
skupiny, pro odhad genetické diverzity, pro studium taxonomie a evoluce, pro
charakterizaci fylogenetickych ptibuznosti a pro mnohé dalsi studie (Oliveiraet al., 2006;
Abdurakhmonov, 2016)

3.2.1 Klasifikace mikrosatelitu

Jedna z moznosti déleni mikrosatelitl je na zakladé motivu repetice. Vznikaji tak
4 skupiny mikrosateliti a to dokonalé, nedokonalé, prerusené a sloZzené. Dokonalé
mikrosatelity jsou takové sekvence, kde neni cela repetice narusena ani jednou bazi, napf.
TATATATATATA. U nedokonalych mikrosateliti je motiv repetice narusen parem bazi,
napf. TATATACTATATA. Pferusené mikrosatelity maji pferuSeny motiv repetice
kratkou nékolikanukleotidovou sekvenci, napt. TATACGTGTATATATA. Slozené
repetice obsahuji dvé na sebe navazujici repetice, kdy kazda je tvofena jinou jednotkou,
napi. TATATAGTGTGTGT (Oliveira et al., 2006; Abdurakhmonov, 2016; Vieira et al.,
2016).

Dalsi moZnosti déleni mikrosatelitl je délka repetitivni jednotky. Na zaklad¢ toho
nékolik autorti d¢li mikrosatelity na mono, di, tri, tetra, penta a hexanukleotidové (Tautz
et al., 1986; Toth et al., 2000). Studie Toth et al. (2000) se zabyvala rozdilem vyskytu
riznych typt mikrosateliti na 1 Mbp DNA sekvence v riznych ¢astech eukaryotickych
genomi (intergenové oblasti, exony a introny) u 10 taxonomickych skupin. Autofi zjistili,

ze mononukleotidové repetice poly(A/T) jsou u vSech taxonu castéjsi nez poly(C/G)
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a dvakrat vice se objevuji u primati v intronech a intergenovych oblastech nez di-
a tetranukleotidové repetice. Di-, tetra a pentanukleotidové repetice se u vétSiny
zkoumanych taxont vyskytuji Castéji Vv intergenovych oblastech a intronech nez ve
zbytku genomu. V celogenomovém méfitku jsou trinukleotidové repetice u vSech
zkoumanych taxonti nejéastéji se vyskytujicimi repeticemi, a i kdyz jsou rozptyleny po
celém genomu, nejvice se objevuji v exonech. Druhymi nejcastéji se vyskytujicimi
repeticemi v ramci celého genomu jsou hexanukletidové repetice, ale na rozdil od
trinukleotidovych repetic jsou ¢ast€jsi v intronech a intergenovych oblastech (T6th et al.,
2000). Tito autofi také zjistili, ze ze vSech porovnavanych taxonl se mikrosatelity

vvvvv

u had’atka obecného (Caenorhabditis elegans).

3.2.2 Puvod a mutace mikrosatelita

Mikrosatelity mohou vznikat de novo v tisecich DNA, které nemaji Zadné repetice,
na zaklad¢ nahodnych bodovych mutaci (inzerce/delece) (Trivedi, 2004,
Abdurakhmonov, 2016). Dokonce je i jedna z moznosti vzniku mikrosatelitli inzerce
repetitivnich mobilnich elementt (Nadir et al., 1996; Trivedi, 2004). Mikrosatelity jsou
charakteristické vy$$i mutaéni rychlosti (10-2-10-° nukleotidd na lokus za generaci), nez
je tomu ve zbytku genomu (Schlétterer, 2000; Oliveira et al., 2006). Jedny z pfic¢in vzniku
mutaci mikrosateliti jsou chybna parovani bazi béhem rekombinace a také opravy
dsDNA zlomi, kdy je reparacnim systémem repetitivni sekvence pouzita pro rychlou
opravu zlomu (Tautz et al., 1986; Strand et al., 1993; Trivedi, 2004; Abdurakhmonov,
2016). Nejcast&jsi pri¢inou vzniku mutaci mikrosatelitd je ale sklouznuti DNA
polymerazy béhem DNA replikace (tzv. DNA slippage), kde dochazi k nedodrzeni poctu
repetitivnich jednotek pii syntéze nového vldkna, které poté obsahuje méné nebo vice
repetitivnich jednotek nez vlakno templatové. Timto zpGsobem dojde ke vzniku nové
alely (Tautz et al., 1986; Strand et al., 1993; Oliveira et al., 2006). Pravé diky tomu jsou
mikrosatelity vyuzivany jako genetické markery pfevazné pro studium paternity
a populaci (Oliveira et al., 2006).

3.2.3 Polymorfni mikrosatelity u plamenaka rizového

V Laboratofi populacni genetiky na Katedie bunécné biologie a genetiky PiF

UPOL bylo u plamenka rtizového dosud testovano pomoci PCR amplifikace 781 pari
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primerd pro mikrosatelitové lokusy, z nichz bylo 47 de novo mikrosatelitd navrzenych
pro plamenaky a zbylych 734 part primert bylo pro cross-species mikrosatelity.

Hledani polymorfnich lokust probihalo ve dvou krocich a kazdym timto krokem
se obvykle zabyvala jina prace. Prvnim krokem vzdy bylo testovani vybranych para
primerQ pro mikrosatelitové lokusy u 6 neptibuznych jedincti plamenaka rizového. Cilem
bylo nalézt polymorfni lokusy. Druhym krokem bylo tyto vybrané polymorfni lokusy
genotypovat a charakterizovat u 22 neptibuznych jedinct plamenaka razového a nasledné
pomoci programu Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007) provést popula¢ni charakterizaci

a programem Genepop 4.1 (Rousset, 2008) zjistit nezavislost téchto lokust.

3.2.3.1 De novo polymorfni mikrosatelity u plamenika riizového

Pro 3 druhy z ¥adu plamenaci bylo dosud popsano celkem 70 part primert pro
mikrosatelitové lokusy, z nichz 65 je dosud urceno jako nezavislych (dale vysvétleno

Vv textu).

Pro plamenidka karibského bylo popsdno celkem 27 parG primerd pro
mikrosatelitové lokusy, z nichz 13 part primerd (ozna¢eny Prup) bylo popsano ve 2
disertacnich pracich (Kapil, 2005; Preston, 2005) a zbylych 14 para primeri (oznacenych
PhoeniE) popsal Bauer (2007). Devét ze 13 parid primera (Prup) publikovali Kapil et al.
(2010) (Abdoullaye et al., 2010), kde vsechny tyto lokusy testovali na vazbu a potvrdili
je jako nezavislé. Prace Bauer (2007) je sice citovana v praci Frias-Soler et al. (2014),
kde z ni byly pouzity 3 z part primert pro mikrosatelity oznaceny jako PhoeniE, ale mné
se ji nepodatilo sehnat. Podafilo se ale od autort Frias-Soler et al. (2014) ziskat alespon
vysledkovou tabulku z prace Bauer (2007), kde autor uvadi, Ze ze 14 mikrosatelitovych
lokust je 5 polymorfnich, 6 je asi polymorfnich a 3 jsou monomorfni. Téchto 14 part
primerd se jeSté bude testovat na polymorfismus v Laboratofi populaéni genetiky PiF

UPOL, aby byla ziskana vlastni data.

Pro plamendka r0zového bylo dosud nalezeno 37 pari primerd pro
mikrosatelitové lokusy (Geraci et al., 2010; An et al., 2010), které jiz byly testovany na

polymorfismus v Laboratofi populaéni genetiky.

Dal§im druhem plamenaka, pro ktery byly navrzeny pary primerti pro
mikrosatelitové lokusy, je plamenak nejmensi (Phoenicopterus minor), u kterého bylo

dosud nalezeno 6 pard primerd pro mikrosatelitové lokusy (Zaccara et al., 2011). Tyto

11



pary primerd budou v rdmci Laboratofe populacni genetiky PfF UPOL teprve testovany

na polymorfismus u plamenaka rizového a karibského.

V Laboratoii populacni genetiky na Katedfe bunécné biologie PiF UPOL bylo
dosud u plamenaka rtzového testovano vSech 37 pard primerd pro mikrosatelity, které
byly popsany u plamendka rizového, a také pary primerti pro mikrosatelity od plamenéaka

karibského, které byly oznaceny Prup.

Drobek (2010) byl prvni, kdo v Laboratofi popula¢ni genetiky PiF UPOL testoval
pary primera navrzené pro mikrosatelity z fadu plamenaci. Autor béhem své diplomové
prace provadél charakterizaci vybranych polymorfnich mikrosatelitt (dle Drobek (2008))
u 22 neptibuznych jedinct plamenaka rizového a dale také amplifikoval 10 part primera
pro mikrosatelity izolované od plamendka karibského (dle Kapil (2005); Preston (2005)),
aby nasledné otestoval jejich nezavislost. Drobek (2010) zjistil, ze lokusy Prup od
plamenaka karibského jsou polymorfni u plamenaka rizového, ale také ptisel na to, ze
lokusy Prup 7, 8 a 9 jsou tentyz lokus jen s jinak navrzenymi primery. Autor ve své praci
také provedl in silico porovnani sekvenci Prup mikrosateliti a zjistil, ze lokusy Prup 10,
11 a 12 jsou totozné. Dale Drobek (2010) také uvedl, Ze je to tentyz lokus, jako tomu je
U para primert pro lokusy Prup 7, 8 a 9. Dle téchto poznatkli v§ech 6 parti primerd pro
lokusy Prup 7—Prup 12 amplifikuje jeden a tentyz lokus, jen s jinak navrzenymi primery.
Drobek (2010) na zakladé¢ svych vysledkt vybral 8 nezavislych mikrosatelitovych lokust
polymorfnich u plamendka rtzového, které byly plvodn€ navrZzeny pro plamendka

karibského.

Amplifikaci mikrosatelitovych lokusti navrzenych pro plamenaka rizového se
zabyvala ve své bakalafské praci ManiSova (2011). Provedla PCR amplifikaci 37 part
primeri u 6 nepiibuznych jedincii plamenaka rizového a oznacila z nich 1 jako
monomorfni (PrC 12). Stejné pary primert retestovala a charakterizovala Malkova (2013)
u 22 neptibuznych jedinci plamenaka rizového a potvrdila pfitomnost polymorfismu
u vSech 37 mikrosateliti. V praci ManiSové (2011) s nejvetsi pravdépodobnosti doslo
k chybnému oznaceni lokusu PrC 12 jako monomorfniho kvili malému poctu
testovanych jedinct, kteti nejspi$ nebyli pro tento lokus polymorfni, jelikoZ pozorovana

heterozygotnost (Hoss) tohoto lokusu byla pouze 0,13 (Malkova, 2013).
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3.2.3.2 Cross-species polymorfni mikrosatelity u plamenaka raZového

V Laboratofi popula¢ni genetiky na Katedfe bunécné biologie a genetiky PiF
UPOL bylo pomoci cross-species PCR amplifikace u plamendka rizového dosud
amplifikovano 734 part primerG pro mikrosatelitové lokusy, které byly v dobé
vypracovani praci, jez se jimi zabyvaly, znamy. Z tadu brodivi (Ciconiiformes) bylo
uplamenaka rizového amplifikovdno 168 mikrosateliti, z fadu potapky
(Podicipediformes) 7 mikrosatelitt, z fadu potaplice (Gaviiformes) 7 mikrosateliti, z fadu
trubkonosi (Procellariiformes) 207 mikrosatelitl, z fadu tu¢naci (Sphenisciformes) 113
mikrosatelitd, z ftadu veslonozi (Pelecaniformes) 152 mikrosateliti, také bylo
amplifikovano 7 mikrosatelitt z fadu dlouhokiidli (Charadriiformes), dale 59
univerzalnich ptac¢ich mikrosatelitti, 13 mikrosatelitd z fadu vrubozobi (Anseriformes)
a pouze 1 mikrosatelit z fadu pévci (Passeriformes). Z téchto mikrosatelitd byly nejprve
vybrany ty, které poskytovaly polymorfni produkty, poté u nich byla provedena
genotypizace odectenim z polyakryamidového gelu a charakterizace pomoci programi

Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007) a Genepop 4.1 (Rousset, 2008).

Drobek (2008) byl prvni, kdo se zabyval v Laboratofi populacni genetiky PiF
UPOL cross-species PCR amplifikaci mikrosateliti u plamenaka ruzového. Ve své
bakalafské praci testoval vybrané mikrosatelity izolované od ptibuznych druht u 6
nepiibuznych jedincii plamendka rizového. Amplifikoval celkem 70 partt primert od
druht z fadu brodivi, veslonozi a potapky. Nalezl celkem 7 polymorfnich mikrosatelit,
z nichz 3 pochézely od zastupcl z fadu brodivi a 4 od zéstupcli z fadu veslonozi.
Drobek (2010) téchto 7 nalezenych polymorfnich cross-species mikrosatelit
charakterizoval u 22 nepiibuznych jedinct plamenaka rtuzového. Poté provedl jejich
charakterizaci programy Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007) a Genepop 4.1
(Rousset, 2008). Drobek (2010) dale v ramci své prace (krom¢ mikrosateliti odvozenych
od plamenaka karibského, které jsou popsany v kapitole: De novo polymorfni
mikrosatelity u plamenaka rizového) testoval u 6 jedinci plamenaka rizového v tu dobu
nov¢é nalezenych 214 mikrosatelitovych lokusu z tadu brodivi, veslonozi a potaplice
a také nekolik mikrosatelitovych lokust z fadi vrubozobi, dlouhokiidli (2 mikrosatelity)
a tucnaci (1 mikrosatelit). Nasledn¢ nalezené polymorfni lokusy charakterizoval u 22
nepiibuznych jedincl plamenaka rizového. Drobek (2010) urcil u plamenaka rizového
celkem 29 polymorfnich cross-species mikrosatelitd, z nichz 12 bylo z ¥ada brodivi, 16

Z fadu veslonozi a 1 pochézel z fadu dlouhoktidli.
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Manisova (2011) byla dalsi, kdo se zabyval cross-species PCR amplifikaci
mikrosatelitii U plamenidka rizového. Kromé mikrosatelitli odvozenych od plamenéaka
rizového (zminénych v kapitole De novo polymorfni mikrosatelity u plamenaka
rizového) testovala amplifikaci 47 cross-species mikrosatelitd izolovanych od
veslonohych a brodivych. U 6 neptibuznych jedinch plamenaka rizového detekovala 5
polymorfnich mikrosatelitd, z nichz 3 pochazely od zastupct z fadu veslonozi a 2 od
zastupci z Fadu brodivi. Téchto 5 polymorfnich mikrosatelitovych lokusu dale
charakterizovala u 22 nepiibuznych jedincti plamenaka rizového Malkova (2013), ktera
potvrdila polymorfismus u 4 z nich (3 z fadu veslonozi a 1 z fadu brodivi).
Malkova (2013) také v ramci své diplomové prace provadéla charakterizaci mikrosatelitt
navrzenych pro plamenaka ruzového (viz kapitola De novo polymorfni mikrosatelity
u plamenaka rizového) a také testovala a charakterizovala 19 v tu dobu nové navrzenych
mikrosatelitli pro zastupce z fadu brodivi, ze kterych uréila pouze 2 jako polymorfni u 22
nepiibuznych jedinci plamenéka rizového. Posledni ¢asti jeji prace bylo znovu otestovat
9 mikrosatelitovych lokust, které¢ Drobek (2008) urcil jako monomorfni u plameiidka
ruzového, ale zarovei je urcil jako polymorfni u plamenaka karibského (Drobek, 2008;
2010). V zavislosti na tom, jak jsou oba druhy pfibuzné, byl piedpoklad, ze jako
monomorfni mohly byt mikrosatelitové lokusy oznaCeny omylem, a proto je
Malkova (2013) retestovala na vétsim poctu jedinct. Toto retestovani bylo Gspésné,
jelikoz autorka z 9 lokusu urcila 4 jako polymorfni (3 byly z fadu brodivi a 1 z fadu

veslonozi).

Kirova (2017) testovala 213 part primer pro cross-species mikrosatelity u 6
nepiibuznych jedincl plamendka riZového, Z nichZ bylo 207 pari primer navrzeno pro
mikrosatelity izolované z fadu trubkonosi, 5 z fadi dlouhok#idli a 1 z fadu pévci. Z tohoto
poctu mikrosateliti uréila Kuarova (2017) 48 polymorfnich, z nichz 46 bylo odvozeno
z tadu trubkonosi, konkrétné 8 mikrosateliti bylo od 5 druhii z ¢eledi albatrosoviti, 12
mikrosatelitti bylo od 4 druhti z ¢eledi buinackoviti, 26 mikrosateliti bylo od 9 druhd
z Celedi burnakoviti, a 2 mikrosatelity byly z fadu dlouhoktidli, konktrétn¢ 1 od kulika
moiského a 1 od racka novozélandského. Charakterizaci 48 polymorfnich mikrosateliti

nalezenych Klirovou (2017) se budu zabyvat v rdmci této diplomové prace.

Dosud posledni praci, ktera se zabyvala cross-species PCR amplifikaci
mikrosateliti u 6 nepfibuznych jedincl plamendaka rizového, byla Klaclova (2018).

Testovala mikrosatelity z fadu tucnaci a univerzalni ptaci mikrosatelity. Celkem pouzila
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173 part primert, z nichz 113 bylo navrzeno pro mikrosatelity od zastupcti z fadu tuc¢naci
a 60 parG primerd bylo pro univerzalni ptac¢i mikrosatelity (24 part primert pro
konzervované ptac¢i mikrosatelity a 36 paru primerd pro EST mikrosatelity). Jako
polymorfni urcila 24 mikrosateliti, ze kterych bylo 13 navrzeno pro zastupce z fadu
tuciaci a 11 bylo univerzélnich ptacich mikrosateliti (6 konzervovanych a 5 EST
mikrosatelittt). Téchto 24 polymorfnich mikrosatelitti je v ramci Laboratoie popula¢ni
genetiky zpracovavano a do roka by mély byt vysledky uvetfejnény formou diplomové

prace.

V tabulce 1 uvadim ptehled vSech mikrosatelitovych lokust, které byly v dobé
vypracovani mé prace nalezeny a poté v Laboratofi populacni genetiky na Katedie
bunééné biologie a genetiky PiF UPOL testovany pomoci cross-species PCR amplifikace
u plamenaka rtizového.

Tabulka 1: Ptehled 781 testovanych mikrosatelitovych lokust u plamenaka ruzového

(Phoenicopterus roseus) analyzovanych v Laboratofi populaéni genetiky na Katedie
bunécné biologie a genetiky PiF UPOL.

Pocet Pocet
Puvod lokusu testovanych charakterizovanych Zdrojova prace
lokust polymorfnich lokusa
. Drobek, 2010;
Brodivi 168 18 Malkové, 2013
Dlouhokiidli 7 1 Drobek, 2010
Pl nak 1 kti kvali
amenz 10 0 (respektive 8 kvuli Drobek, 2010
karibsky triplicité lokusu)
Plamenak 37 37 Mialkova, 2013
razovy
Pévci 1 - Karova, 2017
Potapky 7 - Drobek, 2008
Potaplice 7 - Drobek, 2010
Trubkonosi 207 bude charakterizovdno v rdmci této prace
Tudnaci 113 charakterizace probiha
. Ini _
Umvv,erza " 59 charakterizace probiha
ptaci
i Drobek, 2010;
Veslonozi 152 20 Malkovd, 2013
Vrubozobi 13 - Drobek, 2010

U plamenaka rtizového bylo dosud testovano 781 parQ primert pro mikrosatelity,

z nichz bylo 84 nezavislych polymorfnich mikrosatelitt plné charakterizovano u 22
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nepiibuznych jedinct plamendaka rizového. Z 84 nezavislych polymorfnich mikrosatelitd
je 39 cross-species mikrosatelitti a 45 je de novo mikrosateliti. De novo mikrosatelitt
bylo v ramci Laboratofe popula¢ni genetiky amplifikovano 47, ale u 3 z nich bylo
zjisténo, ze jsou totozné. Proto tyto lokusy neuvadim v celkovém poctu nezavislych

polymorfnich mikrosatelitovych lokust zv1ast, ale beru je jako 1 nezavisly lokus.

3.2.4 Vybrané polymorfni mikrosatelity z fadu trubkonosi

V ramci mé diplomové prace byly amplifikovany mikrosatelitové lokusy
odvozené z tadu trubkonosi u 22 nepiibuznych jedincti plamenaka rizového. Z tadu
trubkonosi bylo dosud nalezeno celkem 207 mikrosatelitovych lokus navrzenych pro
zastupce z Celedi albatrosoviti, buinackoviti a buinakoviti. VSechny tyto lokusy byly
v Laboratofi populacni genetiky na Katedfe bunétné biologie a genetiky PfF UPOL
testovany Kurovou (2017) na polymorfismus u 6 nepiibuznych jedinci plamendka
razového.

Od zéstupct Celedi albatrosoviti bylo dosud v 5 studiich popsdno celkem 53
mikrosatelitovych lokust, které pochazely od 6 druht albatrost. Burg (1999) popsala
celkem 26 mikrosatelitli, z nichz 11 pochézelo od albatrosa st€hovavého a 11 od albatrosa
Sedohlavého. Kurova (2017) z nich uréila 1 mikrosatelit pochazejici od albatrosa
stthovavého a 2 mikrosatelity od albatrosa Sedohlavého, které jsou polymorfni
u plamenaka rtzového. Burg et Croxall (2001) popsali 1 mikrosatelitovy lokus
pochazejici od albatrosa cernobrvého a Sedohlavého a dale Burg et Croxall (2004) popsali
1 mikrosatelit pochéazejici od albatrosa Gibsonova, jizniho a st€hovavého. Oba tyto
mikrosatelity urcila Karova (2017) jako monomorfni u plamenaka rtzového. Od
albatrosa stéhovavého Dubois et al. (2005) charakterizovali 10 novych mikrosatelitti, ze
kterych Ktirova (2017) urcila 1 jako polymorfni. Hernandez et al. (2014) charakterizovali
celkem 15 mikrosatelitd, ze kterych 5 pochazelo od albatrosa cernonohého, 4 od albatrosa
laysanského a 6 od albatrosa bélohibetého. Kurova (2017) pomoci cross-species PCR
amplifikace u plamenaka rtizového urcila z téchto mikrosateliti 3 polymorfni, které

pochazely pouze od albatrosa laysanského.

Z ¢eledi buiiackoviti bylo dosud popsano 54 mikrosatelitovych lokust, které byly
publikovany ve 3 studiich. Prvnich 10 mikrosatelitovych lokusi, z nichz 1 pochazel od
buinacka dlouhoktidlého a 9 od buinacka madeirského, popsali Sun et al. (2009).
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Kurova (2017) z nich urcila 4 jako polymorfni u plamenaka rizového. Dalsich 26
mikrosateliti charakterizovali Bicknell et al. (2011). Ty byly izolovany od zéstupct
buriiacka dlouhokitidlého. Z t€chto mikrosatelitii Kirova (2017) urcila 4 jako polymorfni
u plamenaka rtzového. Bried et al. (2012) popsali 18 mikrosatelitovych lokusi
pochazejicich od buinacka Monteirova, ze kterych jsou 4 lokusy urceny jako polymorfni

u plamenaka rizového (Karova, 2017).

Od zastupct z Celedi buinakoviti bylo celkem v 10 studiich popsano 100
mikrosatelitovych lokust. Techow et O’Ryan (2004) popsali 7 mikrosatelitovych lokus,
které izolovali od buinidka bélobradého. U plamenaka rizového Ktrova (2017) urcila 1
Z nich jako polymorfni. DalSich 11 mikrosatelitd pochdzejicich od buindka Sedého
popsali Bried et al. (2008), ze kterych je 1 polymorfni u plamenaka ridzového
(Kurova, 2017). Lawrence (2008) popsala 2 mikrosatelity od buinaka taiko, Brown
et Jordan (2009) publikovali 6 mikrosatelitti izolovanych od buifidka trinidadského a 10
mikrosateliti pochazejicich od buinaka balearského popsali Gonzalez et al. (2009).
Z mikrosatelitd popsanych v téchto 3 publikacich nalezla Kirovéa (2017) u plamendka
rizového po 1 polymorfnim mikrosatelitu. Od buiidka Bulwerova bylo charakterizovano
11 mikrosatelitovych lokust (Andris et al., 2010; 2012), ze kterych Kurova (2017) urcila
4 jako polymorfni u plamenaka ruzového. Welch et Fleischer (2011) izolovali 10
mikrosatelitovych lokust od buifiaka havajského. Z téchto jsou u plamenaka rizového
polymorfni 2 mikrosatelity (Karova, 2017). Od buinidka svétlenohého bylo popsano 11
mikrosateliti (Hardesty et al., 2012), ze kterych jsou 3 urCeny jako polymorfni
u plamenaka rtizového (Kirova, 2017). U buiniaka utlozobého bylo dosud ve 2 pracich
popsano celkem 32 mikrosatelitovych lokust (Quillfeldt et al., 2012; Moodley et al.,
2015), ze kterych Karova (2017) uréila jako polymorfni 2 mikrosatelity ze 7 popsanych
autory Quillfeldt et al. (2012) a 10 polymorfnich mikrosatelitd z 25 popsanych autory
Moodley et al. (2015).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Biologicky material (krev), ktery byl pouzit pro ucely analyzy v této diplomové
praci, byl odebran a poskytnut pracovniky Zoologické zahrady Dvir Kralové. Krev
pochazela od 22 nepiibuznych jedinc plamenaka rtizového (Phoenicopterus roseus).
Genomickd DNA byla z krve izolovana vedoucim této diplomové prace pomoci fenol-
chloroformové metody a byla rozpusténa v TE pufru, kde konecna koncentrace nafedéné

genomické DNA byla 10-50 pg/ml.

4.2 Chemikalie

Akrylamid (Sigma)

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

Deionizovana voda

dNTPs (100 mmol/l, 400 ul kazdého nukleotidu), U1240 (Promega)
Dusic¢nan stéibrny (Sigma)

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

Formamid (Lachema)

Hydroxid sodny (Lachner)

Chlorid sodny (Lachema)

Kyselina boritd (Lachner)

Kyselina dusi¢na 65% roztok (Lachner)

Kyselina octova (Lachner)

Mocovina (Lachner)

N, N’-methylenbisakrylamid (Serva)

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

Rain-off — tekuté stérace (Sheran)

Thiosiran sodny (Lachema)

Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)
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Uhli¢itan sodny (Lachner)

Xylenova modft (Xylenecyanol FF) (AppliChem)

3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

4.3 Roztoky

AKrylamid, 6% zasobni roztok

150 ml
420 g
50 ml
484 ml

po rozpusténi zfiltrovat a ulozit v chladnicce v temné lahvi

mocoviny

10x TBE

deionizované vody

Dusi¢nan stiibrny, 0,1% roztok

08¢
800 ml

dusi¢nanu stifibrného

deionizované vody

pted pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu

Fix/stop roztok

800 mi
88 ml

deionizované vody

ledové kyseliny octové

Hydroxid sodny, 1 mol/l roztok

409

hydroxidu sodného

doplnit do 1 I deionizovanou vodou

Kyselina dusi¢na, 1% roztok

800 ml  deionizované vody
12 ml 65% kyseliny dusi¢né
Molekularni lepidlo
1ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu
3ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

40% zasobniho roztoku akrylamidu : N,N"-methylenbisakrylamidu (19:1)
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Nanaseci pufr pro elektroforézu
0,125g bromfenolové modfi
0,125g xylenové modii
100 ml  formamidu

25 ml deionizované vody

Peroxodisiran amonny, 10% roztok
19 peroxodisiranu amonného
10 ml deionizované vody

rozpustit a uchovavat v chladnic¢ce

Polakrylamidovy gel, 6% roztok
60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
400 pl  10% roztoku peroxodisiranu amonného

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

TBE pufr, 10x zasobni roztok
55¢ kyseliny borité (HsBOs)
108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
40 ml 0,5mol/l roztoku Na,EDTA, pH 8,0
do 1 I doplnit deionizovanou vodou

Vyvojka
800 ml  deionizované vody
249 uhli¢itanu sodného
vychladit na teplotu nizsi nez 10 °C

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

4.4 Laboratorni pristroje a pomtcky

Automatické pipety Finnpipette (ThermoLabsystem)
0,3-3 pul, 1-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl
1-10ul osmikanalova pipeta

Automatické pipety Nichipet EX (Nichiryo)

0,5-10 pl, 10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl

Hybridizac¢ni pec HB-2D (Techne)
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Chladnicka kombinovana (Whirlpool)

Laboratorni vahy MARK S622 (BEL Engineering)
Magneticka michacka MR Hei-Standard (Heidolph)
Negatoskop NEGA1 (Maneko)

Sekvenacni elektroforeticka komirka S2 (Whatman Biometra)
Stolni mikrocentrifuga PRISM™mini (Labnet)

Susarna (Contherm)

Termocykler GenePro (Bioer)

Termocykler PTC-100™ (MJ Research, Inc.)
Termocykler XP (Bioer)

Ttepacka Orbit 1 900 (Labnet)

Vortex mixer (Labnet)

Vyrobnik deionizované a ultracisté vody (Aqua Osmotic)
Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)
Zdroj vysokého napéti EV232 (Consort)

4.5 Analyzované mikrosatelitové lokusy

V mé diplomové praci jsem se celkem zabyvala 64 mikrosatelitovymi lokusy.

Experimentalni ¢ast je rozdélena na 2 nasledujici ukoly:

1. Charakterizace vybranych polymorfnich lokusi (dle Kiirova (2017))

Prvnim ukolem je charakterizovat 48 cross-species mikrosatelitovych lokust,
které Kurova (2017) urcila jako polymorfni u 6 neptibuznych jedinci plamendka
razového. PCR amplifikaci provést s genomickou DNA 22 jedinci plamenaka ruzového,
polymorfni lokusy genotypizovat a nasledné za pomoci programu Cervus 3.0.6
(Kalinowski et al., 2007) provést populacni charakterizaci a programem Genepop 4.1

(Rousset, 2008) zjistit, zda jsou polymorfni markery nezavislé.

2. Retestovani vybranych lokusi (dle Strej¢kova (2018))

Druhym ukolem je otestovat pomoci cross-species PCR amplifikaci 16
mikrosatelitt u 22 nepfibuznych jedinci plamendka razového. Téchto 16
mikrosatelitovych lokusii bylo Strejckovou (2018) oznaceno jako polymorfni u 30
nepiibuznych jedinct plamenaka karibského, ale Kirovou (2017) byly oznaceny jako
monomorfni u 6 neptibuznych jedincii plamenéka razového. Jelikoz jsou tyto dva druhy

velmi ptibuzné, je zde pravdépodobné, Ze byl néktery z téchto 16 mikrosatelitl chybné
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oznacen jako monomorfni, a proto je tfeba provést retestovani na vétsim poctu jedinca.
Nalezené polymorfni mikrosatelity genotypovat na 22 neptibuznych jedincich plameniaka
rizového a nasledné statisticky hodnotit programem Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al.,

2007) a analyzovat na vazbu pomoci programu Genepop 4.1 (Rousset, 2008).

Z celkového poctu 64 analyzovanych mikrosatelitovych lokust je celkem 62
odvozenych od zastupct z fadu trubkonosi (viz tabulka 2 a 3). Zbylé 2 lokusy, které urcila
Kurova (2017) jako polymorfni u 6 nepiibuznych jedinci plamenaka razového, byly
navrzeny pro druhy ptaka z fadu dlouhokf#idli, konkrétné lokus Calex-01 (Kiipper et al.,
2007), ktery byl navrzeny pro kulika motského (Charadrius alexandrius) a lokus RBG29
(Given et al, 2002), ktery byl navrzeny pro racka novozélandského (Larus
novaehollandiae). Tyto dva lokusy z fadu dlouhoktidli byly zvoleny z dtvodu vyskytu

polymorfismu pii cross-species PCR amplifikaci u zastupci z fadu trubkonosi.

Tabulka 2: Piehled 46 cross-species mikrosatelitt (polymorfnich dle Ktrové (2017))
Z fadu trubkonosi, amplifikovanych u 22 neptibuznych jedinct plamenidka riZzového.

Celed’ Zdrojovy druh Nazev lokusu (Acc. No) Literarni zdroj
Albatros laysansky LAALY7Y (neuvedeno) Hernandez et al.,
(Phoebastria LAAL10 (neuvedeno) 2014

_ immutabilis) LAAL19 (neuvedeno)
p=IET) -
E § Albatros stéhovavy | 12H8 (AY945756) E;g’; isetal,
% g (Diomedea exulans) De25 (AF096805)
ﬁ -é’ Albatros Sedohlavy Dc5 (AF096790)
~ | (D. chrysostoma) Dc31 (AF096810) Burg, 1999
Albfltros se,dohlavy D29 (AF096808)
a st€¢hovavy
o Ole02 (FR696378)
?;T;i;dly 0Ole09 (FR696385) Bicknell et al.,
(Oceanodroma Olel7 (FR696393) 2011
Ole21 (Fr696397)
leucorhoa)

0110-39 (FJ238106)

0c28B (FJ238097)

Burnacek madeirsky Sun et al., 2009

Burnackoviti
(Hydrobatidae)

E (0. castro) 0c49 (FJ238098)
) ' 0c63 (FJ238100)
Omn1 (JQ303226)
Buiiaéek Monteiruv Omn8 (JQ303232) )
iroi B 1., 2012
(O. monteiroi) Omn21 (JQ303238) ried et al., 20
Omn25 (JQ303242)
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Tabulka 2: Pokra¢ovani.

Celed’ Zdrojovy druh Nazev lokusu (Acc. no) Literarni zdroj
Burfiak balearsky Gonzalez et al.
(Puffinus Puff G2F (EU158899) ’
. 2009
mauretanicus)
Buinak bé%obrady Techow et
(Proc_:ellar_la_ Paequ3 (AY371071) O"Ryan, 2004
aequinoctialis)
Bb20 (HM171896)
Buiniak Bulwertv Bb21 (HM171897) Andris et al.,
(Bulweria bulwerii) Bb22 (HM171898) 2010; 2012
Bb25 (HM171901)
Buffiak havajsky Ptero03 (HQ918220) Welch et
(Pterodroma .
sandwichensis) Ptero05 (HQ918222) Fleischer, 2011
Buinak svétlenohy Pc B109 (IX435475) Hardesty et al.
(Puffinus carneipes) Pc D3 (JX435478) 2012 |
= Pc D103 (JX435479)
:*E S | Buffidk Sedy
g s (Calomectris Cd5 (EU029087) Bried et al., 2008
= 3 | diomedea)
& E Buitiak taiko
~— | (Pterodroma Tch6 (neuvedeno) Lawrence, 2008
magentae)
Buinak trinidadsky Brown et Jordan,

(P. arminjoniana)

Buindk utlozoby
(Pachyptila belcheri)

Parm01 (EU360817)

Pacbel 00386 (neuvedeno)
Pacbel_07265 (neuvedeno)
Pacbel_08867 (neuvedeno)
Pacbel_08988 (neuvedeno)
Pacbel 09021 (neuvedeno)
Pacbel 09528 (neuvedeno)
Pacbel 10033 (neuvedeno)
Pacbel 15327 (neuvedeno)
Pacbel 17944 (neuvedeno)
Pacbel 17986 (neuvedeno)
Patbel3 (JF288777)

Patbel7 (JF288781)

2009

Moodley et al.,
2015

Quillfeldt et al.,
2012
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Tabulka 3: Prehled 16 cross-species mikrosatelitd, odvozenych z fadu trubkonosi, které
byly retestovany u 22 nepiibuznych jedinci plamenaka ruzového dle vysledki
Strejckové (2018).

Celed’

Zdrojovy druh

Nazev lokusu (Acc. No)

Literarni zdroj

Albatrosoviti

Burnackoviti

(Hydrobatidae)

Burnakoviti

(Procellariidae)

(Diomedeidae)

Albatros ¢ernonohy
(Phoebastria nigripes)
Albatros st¢hovavy
(Diomedea exulans)
Albatros Sedohlavy

(D. chrysostoma)
Burnacek
dlouhoktidly
(Oceanodroma
leucorhoa)

Buiiiacek madeirsky

(O. castro)

Buinacek Monteirav

(O. monteiroi)
Buinék bélobrady
(Procellaria
aequinoctialis)
Buinak Bulwertv

(Bulweria bulwerii)

Buinak svétlenohy

(Puffinus carneipes)

Buinak utlozoby

(Pachyptila belcheri)

BFAL4 (neuvedeno)
BFAL14 (neuvedeno)

De3 (AF096789)

Dc22 (AF096803)

Ole13 (FR696389)

Oc79 (FJ238102)

Oc87B (FJ238104)
Omn3 (JQ303228)

Paequ7 (AY371073)
Paequ8 (AY371074)

Bb1l (HM171894)

Pc A107 (JX435472)

Pacbel 03731 (neuvedeno)
Pacbel_08509 (neuvedeno)
Patbell (JF288775)
Patbel4 (JF288778)

Hernandez et al.,
2014

Burg, 1999

Bicknell et al.,
2011

Sun et al., 2009
Bried et al., 2012

Techow et
O’Ryan, 2004

Andris et al.,
2010; 2012
Hardesty et al.,
2012

Moodley et al.,
2015

Quillfeldt et al.,
2012
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4.6 PCR amplifikace

Pro cross-species PCR amplifikaci genomické DNA 22 neptibuznych jedinci

plamenaka rizového bylo pouzito 64 parti primert z fadu trubkonosi, které jsou uvedeny

v tabulce 2 a v tabulce 3 a také 2 pary primert pro mikrosatelitové lokusy z fadu
dlouhokiidli, konkrétné pro lokusy RBG29 a Calex-01.

Tabulka 4: Slozeni PCR reakéni smési pro 22 vzorkd.

Slozky PCR reak¢ni smési Objem [ul]
Deionizovana voda 177,6
Reakéni pufr 10x 26,8
Roztok MgCl2 (25 mmol/l) 16,0
Roztok dNTPs (20 mmol/l) 2,8

Primer F (10 pmol/l) 13,2
Primer R (10 pmo/l) 13,2

aTaq DNA polymeraza (5 U/pl) 4,0

Pozn.: V n¢kterych ptipadech byla snizena koncentrace hotfeCnatych ionti snizenim
objemu roztoku MgCl,. Deionizovana voda byla doplnéna tak, aby celkovy objem
reakéni smési zlstal nezménén.

1. Jednotlivé slozky PCR reakéni smési rozmrazit, zvortexovat a zcentrifugovat.
2. Pro 1 PCR reakci nachystat 22 0,2ml PCR zkumavek a jednu 1,5ml zkumavku.

3. Do 22 0,2ml PCR zkumavek napipetovat pomoci osmikanalové pipety po 1 ul

genomické DNA 22 neptibuznych jedincti plamenaka riZového.

4. Do 1,5ml zkumavky napipetovat jednotlivé slozky reakéni smési v poradi dle tabulky

4. Vse zvortexovat a zcentrifugovat.

5. PCR reakéni smés rozpipetovat po 9 ul do PCR zkumavek ke genomické DNA

a zcentrifugovat.

6. PCR zkumavky uzavfit, vlozit do termocykleru a nastavit pozadovany casovy

a teplotni profil (viz schéma 1).

Schéma 1: Casovy a teplotni profil PCR reakce

1. 94°C
2. 94°C
Ta

72 °C
3. 72°C

5 min

30s

30s 35 X
30s

7 min
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Ta oznacuje teplotu annealingu, kterd byla pouzita pro amplifikaci kazdého paru
primert dle vysledkd Kirové (2017). V nékterych piipadech byla provedena optimalizace
teploty a vysledné Ta jsou uvedeny v tabulce 5 (viz kapitola Vysledky).

4.7 Elektroforeticka separace PCR produktii

Elektroforeticka separace probihala za denaturujicich podminek a cely postup byl
optimalizovan pro pouziti sekvenacni elektroforetické komiirky S2 Whatman Biometra

s rozméry skel 330 x 390 mm a 330 x 420 mm a tloustkou gelu 0,4 mm.

1. Piiprava menSiho skla (provadét v digestofi):

a. stiickou nanést na plochu skla deionizovanou vodu a utfit papirovym ubrouskem
dosucha, 2x,

b. na stejnou plochu skla stfickou nanést 96% ethanol a utfit papirovym
ubrouskem, 2x,

c. pripravit molekularni lepidlo do 1,5ml zkumavky, protiepat pfeklopenim, nanést
na osetfovanou plochu skla a peclivé rozettit papirovym ubrouskem,

d. po cca 3 min papirovym ubrouskem navlhéenym 96% ethanolem otfit plochu
skla celkem 4x. Pouzit vZdy novy ubrousek.

2. Ptiprava vétsiho skla:

a. naplochu skla nanést stfickou deionizovanou vodu a utfit papirovym ubrouskem
dosucha, 2x,

b. na stejnou plochu skla nanést piipravek Rain off a peclivé rozetiit papirovym
ubrouskem,

C. po cca 3 min papirovym ubrouskem navlhéenym deionizovanou vodou otfit
plochu skla celkem 2x. Pouzit vzdy novy ubrousek.

3. Vétsi sklo polozit oSetfenou plochou nahoru na polystyrenovou desku v digestofi.

4. Paraleln¢ s del$imi hranami skla umistit na oSetfenou plochu skla 0,4mm spacery
gumami nahoru a pfilozit mensi sklo tak, aby osetfené plochy skel byly u sebe. Mensi
sklo ptitlacit ke gumam a po delSich hranach skla k sobé piipevnit klipsy.

5.V kadince pfipravit 6% roztok polyakrylamidového gelu, promichat krouZivymi
pohyby a roztok pomalu nalévat do prostoru mezi skla. Po vyplnéni celého prostoru
roztokem vlozit (na stranu mezi gumy spacertt) hiebinek rovnou stranou mezi skla
tak, aby byl vsunuty asi 5 mm. V misté hiebinku skla pfipevnit pomoci klipsu

a nechat polymerizovat alespoil 60 min V horizontalni poloze.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Po polymerizaci odstranit klipsy a pomoci kartacku a tekouci vody peclivé odstranit
ptebytky gelu v okoli hiebinku a také po stranach skel.

Mensi sklo, které piijde do styku s hlinikovou deskou elektroforetické komurce,
dosucha utfit papirovymi ubrousky a skla s gelem umistit do komurky, hiebinkem
nahoru. Skla s gelem pfipevnit v komirce pomoci uchytek.

Do anodového a katodového prostoru nalit 0,5x TBE pufr, vytdhnout hiebinek
a vznikly prostor promyt proudem 0,5x TBE puftu.

Zaviit vika komtrky, pfipojit zdroj stejnosmérného elektrického proudu a nastavit
hodnotu vykonu na 90 W. Zbylé hodnoty (elektrické napéti a proud) nechat
nastaveny na maximalni hodnotu, tedy 3000 /150 mA. Gel nechat nahtivat 30 min.
Zatimco je gel nahfivan, pfipravit PCR produkty pfidanim 5 pl nanaSeciho pufru do
kazdé PCR zkumavky. Nasledné¢ cca 2 min pied koncem nahfivani vlozit produkty
do termocykleru vytemperovaného na 96 °C na dobu 3 min. Poté produkty umistit
do ledové triste.

Po 30 min nahfivéani gelu odpojit zdroj stejnosmérného elektrického proudu a oteviit
viko komurky, pomoci proudu 0,5x TBE o¢istit mezeru mezi skly od ptipadnych
zbytkt gelu a mocoviny. Do mezery mezi skly opatrné zasunout hiebinek zoubky
dolu tak, aby byly zabofeny v gelu cca 1 mm.

Pomoci osmikanalové pipety nanést PCR produkty mezi zoubky hiebinku 0 objemu
1-2 pl.

Zavtit viko komurky, ptipojit zdroj stejnosmérného elektrického proudu, nastavit
hodnotu vykonu na 70 W (hodnoty elektrického proudu a napéti nechat na maximalni
hodnoty 3000 /150 mA) a nechat separovat po dobu 90-240 min.

Nachystat roztoky potiebné pro vyvolani — fix/stop, 1% roztok kyseliny dusi¢né
a vyvojku (prozatim bez formaldehydu). Vyvojku umistit do chladnicky.

Po uplynuti pozadované doby separace odpojit zdroj stejnosmérného elektrického
proudu, odpustit pufr, otevftit vika, oteviit uchytky a gel polozit na fotomisku malym
sklem nahoru. Z meziprostoru skel vytahnout spacery a hiebinek. Pomoci cepele
noze od sebe oddélit skla tak, aby gel zustal na mensim skle a toto sklo s gelem
umistit na fotomisku na tfepacce, zalit fix/stop roztokem. Nechat plsobit alesponi
20 min.

Po 20 min roztok slit zpét do banky (ponechat na zastaveni vyvolavani) a sklo s gel

promyt v deionizované vode¢, 3x.
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17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,
25.
26.

Fotomisku s gelem vratit na tfepacku a zalit 1% roztokem kyseliny dusi¢né. Nechat
pusobit 5 min.

Po 5 min roztok vylit do odpadu a sklo s gelem oplachnout deionizovanou vodou,
4x.

Sklo s gelem umistit do cisté fotomisky, zalit roztokem AgNOs, kam bylo
bezprostiedn¢ pied pouzitim ptfiddno 1,2 ml formaldehydu a nechat pusobit
minimalni 30 min.

Pied dokon¢enim 30 min nachystat ¢istou fotomisku s deionizovanou vodou a do
vyvojky pridat 1,2 ml formaldehydu a 160 ul Na2S>0a.

Po 30 min slit roztok zpét do baiky, sklo s gelem na 10 s ponofit do pfichystané
deionizované vody a umistit do ¢isté fotomisky.

Ihned zalit gel ptichystanou vyvojkou. Nechat pusobit asi 2 min (dle intenzity
bandi). Pfi dosazeni pozadované intenzity bandi gel zalit ponechanym fix/stop
roztokem, nechat ptisobit asi 2 min.

Roztok z fotomisky vylit do odpadu a sklo s gelem umistit do pfichystané
deionizované vody (2 min).

Sklo s gelem umistit do susarny vyhiaté na 90 °C asi na 35—45 min.

Ususeny gel hodnotit na negatoskopu.

Vyhodnoceny a nepotiebny gel namocit na nékolik hodin do roztoku NaOH

(1 mol/1). Gel se odlepi od skla a sklo je mozné opét pouzit.

4.8 Statistické hodnoceni vyslednych PCR produktii

Ziskané genotypy vSech mikrosatelitovych lokusii polymorfnich u 22

nepiibuznych jedinci plamenaka rizového byly z programu MS Office Excel 2016

z formatu .xlsx ptrevedeny na format .csv. Nejdiive byly mikrosatelity statisticky

hodnoceny pomoci programu Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007), kde byly stanoveny

pozorované a ocekdvané heterozygotnosti, obsah informace (PIC), informace potiebné

pro piibuzenské studie, odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovéahy a pravdépodobnost

vyskytu nulovych alel. Mikrosatelitové lokusy byly také hodnoceny na vzajemnou

nezavislost (vazbu lokust) pomoci webové verze programu Genepop 4.1 (Rousset, 2008).
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5 Vysledky

V této diplomové praci jsem se zabyvala amplifikaci cross-species
mikrosatelitovych lokusi U 22 nepiibuznych jedinci plamendka rtzového
(Phoenicopterus roseus) a nasledné jejich charakterizaci. Experimenty byly rozdéleny do

2 ¢asti, celkove jsem amplifikovala 64 mikrosatelitovych lokusi.

V prvni ¢asti jsem provedla charakterizaci 48 mikrosatelitovych lokust, které byly
urceny jako polymorfni pfi testovani U 6 nepiibuznych jedinct plamenaka rizového
(Karova, 2017). Mikrosatelity byly plvodné izolovany 2z ftadu trubkonosi
(Procellariiformes), konktrétné 8 mikrosateliti z Celedi albatrosoviti (Diomedea), 12
z ¢eledi burnackoviti (Hydrobatiae) a 26 z ¢eledi buinakoviti (Procellariidae). Dalsi 2
mikrosatelity byly izolovany od zastupci z fadu dlouhok#idli (Charadriiformes), jelikoz
byly polymorfni u zastupcu z fadu trubkonosi. Konkrétné se jednalo o 1 mikrosatelit
z Celedi kulikoviti (Charadriidae) a 1 z ¢eledi rackoviti (Laridae). Provedla jsem cross-
species PCR amplifikaci a genotypizaci 22 neptibuznych jedinci plamenaka razového,
kde byla jako vychozi teplota annealingu (Ta) pouzita takova teplota, kterou uvadéla
Kurové (2017) ve své bakalaiské praci jako finalni. V nékterych ptipadech bylo potteba
tuto teplotu upravit, aby byl vysledny elektroforetogram dobie hodnotitelny a bylo mozné
odecist genotypy vSech jedinct. Vysledné Ta byly od 48 °C do 70 °C. Pii amplifikaci paru
primerti pro lokus Ole09 bylo potifeba upravit podminky PCR reakéni smési zménou
koncentrace hofe¢natych iontd (MgClz) na polovinu (0,8 nmol/l). U zbylych para primert
byla pouzita ptivodni koncentrace hofe¢natych ionti v PCR reakéni smési (1,6 nmol/l).
Také bylo potieba v nékterych piipadech prodlouzit dobu elektroforetické separace
z diivodu zfetelngjsiho rozliSeni jednotlivych alel. Tato doba se pohybovala od 90 do

240 minut dle mikrosatelitu.

Ve druhé ¢asti jsem pouzila 16 mikrosatelitovych lokust, které bylo potieba
retestovat na vétSim poctu jedinci plamenaka rizového. Tyto mikrosatelity byly
Strej¢kovou (2018) oznaceny jako polymorfni u 30 nepifibuznych jedinct plameniaka
karibského, ale soucasné v praci Kirové (2017) byly oznaceny jako monomorfni u 6
neptibuznych jedincl plamendka rizového. Jelikoz jsou tyto dva druhy velmi pfibuzné,
je zde pravdépodobné, ze byl nektery z 16 mikrosateliti oznaeny jako monomorfni
chybné. Testované mikrosatelitové lokusy byly izolovany od zastupct z fadu trubkonosi,

konkrétné 4 z celedi albatrosoviti, 4 z ¢eledi buinackoviti a 8 z celedi buindkoviti. Tyto
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mikrosatelity jsem nejprve amplifikovala pii Ta 50 °C, poté podle potieby teplotu
upravovala a dale pracovala pouze se 3 mikrosatelity, které poskytovaly polymorfni
produkt. Vysledné Ta polymorfnich lokusi byly od 50 °C do 62 °C. Ve dvou ptipadech
bylo potieba upravit podminky PCR reakéni smési, a to ipravou koncentrace hofe¢natych
iontll. Konkrétné u lokusu Pauqu7 byla pouzita dvoutietinova koncentrace hofe¢natych
iontd v PCR reakéni smési (1,06 nmol/l) a u lokusu De3 byla pouzita tfi¢tvrtinova
koncentrace hote¢natych ionti v PCR reak¢ni smési (1,2 nmol/l). Také bylo poticba
prodlouzit dobu elektroforetické separace pro zietelnéjsi rozliSeni jednotlivych alel

z ptivodnich 90 min na vyslednych 120-210 min (dle mikrosatelitu).

U vsech 64 mikrosatelitovych lokust testovanych u 22 nepiibuznych jedincii
plamenaka riazového se mi podafilo ziskat PCR produkt. Polymorfni produkt poskytlo
celkem 43 parG primert pro mikrosatelitové lokusy. Par primerd pro lokus Pc D3
produkoval 2 polymorfni oblasti, tudiz jsem celkem detekovala 44 polymorfnich oblasti
se 2-13 alelami.

Ze 48 part primeru testovanych dle Kirové (2017) jsem u 40 z nich detekovala
polymorfni produkt (z celkového poctu 43 parti primert s polymorfnim produktem
detekovanych v této diplomové praci). Par primert pro lokus Pc D3, jak jiz uvadéla
Kurova (2017), poskytl 2 polymorfni oblasti, a proto jsem dle vysledkt autorky celkem
nalezla 41 polymorfnich oblasti amplifikovanych 40 pary primeri pro mikrosatelity

izolované z fadu trubkonosi.

Z 16 partu primert retestovanych u plamenaka rizového dle Strejckové (2018)
jsem detekovala polymorfni produkt u 3 z nich. Konkrétné¢ se jednalo o BFAL4 -
izolovany od albatrosa ¢ernonohého (Pheobastria nigripes) (Hernandez et al., 2014)
aDe3 - od albatrosa stéhovavého (Diomedea exulans), oba z celedi albatrosoviti
(Burg, 1999) a Paequ7 - od buifiaka bélobradého (Procellaria aequinoctialis) z celedi
buinakoviti (Techow et O’Ryan, 2004). V praci Karové (2017) byly tyto 3 mikrosatelity
oznaceny jako monomorfni nejspi§ z divodu testovani na malém poctu jedinci (6), kde
je nizsi pravdépodobnost detekce polymorfismu v pfipad¢ lokust, které maji maly pocet
alel a nizkou heterozygotnost. Kompletni piehled detekovanych polymorfnich lokust

uvadim v tabulce 5.

Ze 64 amplifikovanych mikrosateliti bylo 21 s monomorfnim produktem, a tyto

jsem vyloucila z dalsi charakterizace. Konkrétné se jednalo o lokusy od Kurové (2017),
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kterych jsem testovala 48, z nichz 8 lokust jsem oznacila za monomorfni, a tedy
Kurova (2017) je chybné urcila jako polymorfni u 6 neptibuznych jedincti plamenaka
ruzového. Pravdépodobné k chyb¢ doslo z diivodu vyskytu artefakt po elektroforetické
separaci PCR produktt a jejich vizualizaci v gelech. Jednalo se o lokusy De25 - od
albatrosa st¢hovavého z celedi albatrosoviti (Burg, 1999), Oc63 - od buinacka
madeirského (Sun et al., 2009) a Omn25 - od buinacka Monteirova (Bried et al., 2012)
z Celedi buinackoviti a Bb21 - od buiiaka Bulwerova (Andris et al., 2010; 2012), Ptero03
- od buinaka havajského (Pterodroma sandwichensis) (Welch et Fleischer, 2011),
Pacbel 08867, Pacbel 15327 a Patbel7 - od buiniaka utlozobého (Moodley et al., 2015;
Quillfeldt et al., 2012) vsech pét z ¢eledi buinakoviti. U vétsSiny z 8 vySe zminénych
mikrosatelitit Karova (2017) detekovala 2 alely, u lokusu Omn25 detekovala dvé
polymorfni oblasti, kazdou po 2 alelach, a u lokusu Patbel7 detekovala dokonce 4 alely.
Podle Strejckové (2018) jsem retestovala u 22 neptibuznych jedincti plamenaka rizového
16 para primert pro mikrosatelity kvuli jejich polymorfismu u pfibuzného plamenaka
karibského. Z 16 parti primert jsem oznacila 13 s monomorfnim produktem, a ty jsem jiz
dale necharaterizovala. Konkrétné se jednalo o lokusy: BFAL14 - izolovany od albatrosa
¢ernonohého (Hernandez et al., 2014) a Dc22 - od albatrosa Sedohlavého (Diomedea
chrysostoma), oba z ¢eledi albatrosoviti (Burg, 1999). Z ¢eledi buinackoviti mikrosatelity
Olel3 - od buinacka dlouhokiidlého (Oceanodroma leucorhoa) (Bicknell et al., 2011),
Oc79 a Oc87B - od buinacka madeirského (O. castro) (Sun et al., 2009) a Omn3 - od
buinacka Monteirova (O. monteiroi) (Bried et al., 2012). Z c¢eledi buinakoviti
mikrosatelity Paequ8 - od buinidka bélobradého (Techow et O’Ryan, 2004), Bb11 - od
buinaka Bulwerova (Bulweria bulwerii) (Andris et al., 2010; 2012), Pc A107 - od buiniaka
svétlenohého (Puffinus carneipes) (Hardesty et al., 2012) a Pacbel_03731, Pacbel_08509,
Patbell a Patbel4 - od buiniaka utlozobého (Pachyptila belcheri) (Quillfeldt et al., 2012;
Moodley et al., 2015).
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Tabulka 5: Charakteristika 44 polymorfnich mikrosatelitovych lokust amplifikovanych pomoci 43 parG primert u 22 neptibuznych jedinci
plamenaka rizového. V tabulce jsou uvedeny nazvy lokusu spole¢né s kodem uvedenym v databazi GenBank (Accession no.), dale sekvence
primert, jednotky repetice, zdrojovy druh daného mikrosatelitového lokusu, teplota annealingu (Ta), délka elektroforetické separace (ELFO), pocet
nalezenych alel, signifikance odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovahy (HW) (NS - neni signifikantni, ND - netestovano, ** - odchylka se
signifikanci 1 %) a pravdépodobnost vyskytu nulovych alel.

olle Sekvence primert Jednotka = Zdrojovy Ta ELFO  Pocet Nulové
(Eertl (5= 3) repetice  druh [°C] [min] HW el
Accession no.) P y
BFAL4 F: TGGGTCAGTTTACCTCTCAGC c  Albatros 6 | 150 S | 010
(neuvedeno) | R: GTTTGCCATTTTAAACTGTCATTGGC Sernonohy ’
LAAL7 F: CAGCATGACCAAATCCATCC Albatros

(neuvedeno)  R: GTTTGGACACAAATGCCGTTCTTG AGC  aysansky 64 | 90 NS 10,07
LAAL10 F: TCCCAGCAGTGAAGCCATAG

(neuvedeno) | R: GTTTGGCAGGTAAGGAGAACAGAGG AGT 62 | 90 NS 1 -0,01
LAAL19 F: ATGACCAGTGCCATCAACAG

(neuvedeno) | R: TGGCCAGATGTGATTTGAAG ATCC 5 | %0 NS 0,03
12H8 F: CATGCCTGAATGCACTTTGT Albatros

(AY945756)  R: CACAATGGGTATAAGATTTTGCTG CTAT | stzhovavy 63 | %0 ND - -0,00
De3 F: CTGCCAAAAAGAATTCCCTG e ]
(AF096789)  R: CCAACAAGGACTAAGCCCAA AC 507 120 NS | -007
Dc5 F: AGGAGGGAAACTTCTCCCAG CA/ | Albatros A s | oo
(AF096790)  R: AGCAGGGAGTGACTTGAGGAG CAC  Sedohlavy ’
Dc3l F: CTGACTCTCTGGGATGAGCC CA/GC/ oa | %0 s | oo
(AF096810)  R: GTACCCCTGGAAAGCCAGAC AG '
D29 F: TTTGGGGATAGATGGGTCAC cT/ iﬁﬁﬁgﬁ , A . s | 004
(AF096808)  R: GTTTTTCCCTTCTGTGCTGG GACAC y ’

a st¢hovavy
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Tabulka 5: Pokracovani 1.

LOEE Sekvence primeru Jednotka = Zdrojovy Ta ELFO  Pocet Nulové
(el - (5" —3) repetice  druh [°C] [min]  alel HW alely
Accession no.)

0le02 F: GGGTTCCTGTTACCAAAGGGCAG

(FR696378)  R: CATAAGCACAAGGTTCTAGCTCCCTC GAAA 701 240 | 13 [ NS | 002
0le09 F: GGCCTGGATTCTGCGTGTTGGG i _
(FR696385)  R: CAGCTACAGGCCACGGGTGC CA 597" 120 | 5 | NS | 0,04
Olel? F: TGACATGACCACTTTCCATAGC Buadek

(FR696393)  R: TGACATGACCACTTTCCATAGC CT  dlouhokiary ~ 8 10 2 NS+ -000
Ole21 F: CCACGAGAAATGGACATACAAC GA/A/ s | 10 | 2 | ns | 000
(FR696397) | R: TGAAGAACTTCCGAAATAACTGTG GAAA ’
0110-39 F: TTAAGAACAGAGCCTGACTTG

(FI238106)  R: ACAAAATCTCATGTCCTTGG GT 60 | 120 | 3 | NS | 008
Oc28B F: GCGTTGACCAGCAAATAGTC

(F1238097)  R: GGAAGGCTACCACAATTTCA TG Buiiacek % | % 4 NS 000
Oc49 F: TGCTTCTGGATTTGTTTTGC madeirsky

(F1238098) | R: CAAACCGTGTGACCCAGATA CA 61 | 140 | 6 | N5 | 007
omn1 F: TTTTTGTTTTTGATTCTCACATTCTT

(JO303226)  R: TGGGAGTGACCTGCTTACCT ACITG 6 | 90 3 NS | -010
omng F: TGCAACCTTAGCATTACCTAGC Burhdcek

(JO303232)  R: GGGGCGAGCATTACATTAAA AC Monteirtv 60 | 90 8 | Ns | -003
omn21 F: TTTTTAGCTCTTTTTAGCTAGCCTT

(JO303238)  R: TAACCCAGAAAAATGCAGCC GTT 5 | 90 2 NS | 025
PuUff G2F F: GCTCTCCCAGTTTGCACG Burnak

(EU158899) | R: TCCCATGCTTTAACCACTG CT | palearsky 57| 150 3 | N5 | 011
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Tabulka 5: Pokrac¢ovani 2.

AU Sekvence primeri Jednotka = Zdrojovy Ta ELFO  Pocet Nulové
(ElET < 5 —3) repetice druh [°C] [min]  alel HW alely
Accession no.)

Paequ3 F: TGTGGGTGCAGTAGAGCA

(AY371071) R: CAATAAGAAGATCAGCAGAACAGAC GA Buinak 65 170 3 NS 0,08
Paequ7 F: TGCAGACCTGACTTTCACAGCTC bélobrady 23 i
(AY371073) R: CCTCCAAACATCCAGCCATC GT 59 210 4 NS 0,10
Bb20 F: TGGTGAACAGCAGACACTTTC

(HM171896) R: GAGTGCAGAGCTGGTAGTCG TG 50 %0 2 NS 0,12
Bb22 F: TTCACAGCAGAATCACCTCAG Buinak

(HM171898) R: GCTCAAAGGGTGGAATTGTT TG Bulweriiv 58 0 2 NS 0,12
Bb25 F: GCATCCCTGGAACTCTGATT

(HM171901) | R: GAATGAACCAGCCAGAAGGT AC 8| % 4 NS00l
Ptero05 F: TGCTGTCGGCTGGGTTAC Buinak o
(HQ918222) R: CTGCCTGCCTTCCTGAAAC ARG havajsky 64 180 2 0.83
Pc B109 F: CTCAGAGCGATCACACTGTACT

(JX435375) R: AAAGCATTCAGGATGTAGGTTC CAA 64 120 3 ND 0,08
Pc D3 F: CCTCTGCTCAAGTCTGTCAC GATA/ | Buinak 48" 90 2 NS -0,09
(JX435478) R: AAACCTCCTTTGGGATGA GAAA svétlenohy 2 ND -0,04
Pc D103 F: GGAAAGATGTCATGCTGATGA GATA/ 58 9 5 ND .0.04
(JX435479) R: GTGGGAGATTCATAGGCAAAG GATG ’
Cd5 F: CTGCACAGACTGAGAGTATAAGATTC w1 v

(EU029087) | R: GGCTTAAAGGGTAAATACACATGG GT/AT | Bufak Sedy 51 %0 2 | ND | 012
Tch6 F:GTTTCTTGGTGGTGGCTGAAGGTGTATG w1

(neuvedeno)  R: GCCATTTGAGAATGTTTCAGC GT  |Buffidktaiko | 34 | 140 | 4 | NS | 007
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Tabulka 5: Pokrac¢ovani 3.

E_Cgé(r?lgank- Se,kvenc’e primeru Jednqtka Zdrojovy Ta EL_FO Pocet HW Nulové
Accession no.) 5" —3) repetice druh [°C]  [min] alel alely
(rowvedene) | R: TOACTGOAAACCAGAGTAGGS AC .0 3 NS 005
(powvedene) R ACCCTOATTTTCOCAGTCCG G . 0 2 N 02
rowedene) | R: GCOGAAAGATCCTAACAAGCE cT o w0 3 NS 012
(powvedene) R CACAGCTAGCAGCATTGACE G 6L 165 4 Ns | 000
(rowvedene) R ATGGCTTGBAAGTCTCCCTG AC lgaby B U0 4 NS 00
(rowvedene) | R: GOCCACTCACCACAATACAAG e 4 0 2 NS 008
(powvedeno) | R: GOAGAAGCAGGCAGCAATAC e 2 165 6 NS 008
rowvedene) R CACAGCTGCTTAGTGCACAG o 6 10 3 NS 00
(F268777) R TGCACACACTGAAAGAGGACA CTAT % 2z ND | 00
s FCTICICCATISTICICACETCONST ST ko 8 0 2 M0 on
53(%%91853) e GTOGTOTTGCAATAGGATTC et E(?\(/:(e)lz(élandsky ] % | 8 [ N5 004
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Tabulka 5: Pokrac¢ovani 4.

ol Sekvence primeri Jedotka Zdrojovy Ta ELFO  Pocet Nulové
(Gentnk A 5 —3) repetice druh [°C]  [min] alel alely
Accession no.)

Parm01 F: CTGGACTCAGTGCCCTCTTC Buinak

(EU360817)  R: CAGGGCAGAAGCTCGTCTAT O8 | ek L

a — mikrosatelit se dvéma polymorfnimi oblastmi

Y2 _ v PCR reakéni smési je 1/2 koncentrace MgCly, tedy vysledna koncentrace hofeénatych ionti je 0,8 nmol/l
213 _ v PCR reakéni smési je 2/3 koncentrace MgCl,, tedy vysledna koncentrace hofe¢natych ionti je 1,06 nmol/I
34 _ v PRC reakéni smési je 3/4 koncentrace MgCly, tedy vysledna koncentrace hofe&natych iontd je 1,2 nmol/l
Sedg zvyraznény lokus byl vylougen z nasledné analyzy pomoci programu Cervus 3.0.6 (podrobnosti viz text).
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V této diplomové praci jsem amplifikovala 64 part primert pro mikrosatelity,
Z nichz 62 pochazelo od zéastupcti z fadu trubkonosi a 2 od zastupct z fadu dlouhokftidli.
Z tadu trubkonosi bylo dosud navrzeno celkem 207 part primerd pro mikrosatelitové
lokusy izolované od zastupct z ¢eledi albatrosoviti, buinackoviti a buinakoviti. VSechny
testovala Kirova (2017) u 6 nepfibuznych jedincti plamendka rizového na
polymorfismus a detekovala 48 polymorfnich mikrosateliti. Tyto jsem charakterizovala
v ramci této diplomové prace a urcila jsem celkem 40 pard primerti s polymorfnim
produktem. Celkova uspésnost polymorfni amplifikace mikrosatelitl izolovanych z fadu
trubkonosi u plametidka rizového je 19,3 %. Uspésnosti polymorfni amplifikace v ramci
jednotlivych celedi jsou nésledujici. Z Celedi albatrosoviti bylo dosud u plamendka
rizového amplifikovano 53 mikrosatelitovych lokust (Karova, 2017), z nichz jsem
nalezla 9 polymorfnich. Usp&nost polymorfni amplifikace &ini 16,9 %. Z &eledi
buinackoviti bylo dosud u plamendka rizového testovano 54 parG primertt pro
mikrosatelity (Karova, 2017), z nichz 10 poskytlo polymorfni produkt (tato prace).
Usp&snost polymorfni amplifikace tedy &ini 18,5 %. Z &eledi bufiidkoviti bylo
u plamenéaka rizového dosud testovano na polymorfismus 100 mikrosatelitovych lokusti,
z nichz 22 bylo polymorfnich, a uspéSnost polymorfni amplifikace tedy je 22,0%.
Nejvétsi pocet detekovanych polymorfnich cross-species lokusti u plamenaka rizového
byl od buinacka ttlozobého, a to 9 mikrosatelitovych lokust z 32 testovanych. Nejvetsi
uspésnost polymorfni amplifikace byla pomoci parGi primerti pro mikrosatelity od
albatrosa laysanského (Phoebastria immutabilis), kde ze 4 lokusi byly polymorfni 3,
a tedy uspé&snost polymorfni amplifikace mikrosatelitovych lokust navrzenych pro tento
ptac¢i druh byla u plamendka rizového 75%. Otazkou ale zlistava, zda by tak vysoka
uspésnost polymorfni cross-species PCR amplifikace byla i v piipadé pouziti vétsiho

poctu mikrosatelitovych lokusi izolovanych od albatrosa laysanského.

Dale jsem v ramci této diplomové prace amplifikovala 2 pary primert pro
mikrosatelity izolované od zastupct z fadu dlouhoktidli, konkrétné lokus Calex-01 od
kulika motského (Charadrius alexandrius) z celedi kulikoviti (Kiipper et al., 2007)
a lokus RBG29 od racka novozélandského (Larus novaehollandiae scopulinus) z ¢eledi
rackoviti (Given et al., 2002). Oba tyto lokusy poskytly polymorfni produkt. U plamenaka
razového bylo zatim amplifikovano 7 cross-species mikrosatelitd z fadu dlouhoktidli
(Drobek, 2010; Kirova, 2017), z nichz 3 jsou polymorfni. Usp&nost polymorfni
amplifikace ¢ini 42,8 %. Jelikoz byly vybrany jen ty pary primert, u kterych jiz byl
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zaznamenan polymorfismus u zastupct z fadu trubkonosi, bylo by vhodné provést
testovani polymorfismu s vétSim poctem pard primerd pro mikrosatelity z fadu

dlouhoki#idli.

Cross-species mikrosatelity, které byly polymorfni v této praci u 22 nepiibuznych
jedinci plamenaka razového, jsem rozdélila podle zdrojovych fadu, Celedi a druhu

a uvadim je v grafu 1.

m albatros ¢ernonohy (1)

m albatros laysansky (3)

® albatros sté¢hovavy (2)

m a]batros Sedohlavy (2)

® a]batros st¢hovavy a Sedohlavy (1)

m buinacek dlouhokfidly (5)

® buinacek madeirsky (2)

® buinacek Monteirav (3)
buinak baleérsky (1)
buinidk bélobrady (2)

® buinak Bulwertv (3)
buindk havajsky (1)
buiiidk svétlenohy (3)

® buinak Sedy (1)

® buinak taiko (1)

® buinak trinidadsky (1)

® buinak utlozoby (9)
kulik moisky (1)
racek novozélandsky (1)

Graf 1: Rozd¢leni 43 mikrosatelitli polymorfnich u 22 nepiibuznych jedincl plamenaka
rizového podle zdrojové celedi (modra albatrosoviti, ¢ervend buinackoviti, zelena
buinakoviti) a druhu (jednotlivé odstiny danych barev), od kterych byly mikrosatelity
odvozeny. Zluté dilky pfesahujici okraje grafu znazorfiuji mikrosatelity odvozené od
zastupct z tadu dlouhoktidli, ostatni barvy znazoriiuji mikrosatelity odvozené z fadu

trubkonosi. V zavorkach jsou uvedeny pocty polymorfnich lokusii od daného zdrojového
druhu.

V této diplomové praci jsem popsala 44 polymorfnich oblasti, které jsou
amplifikovany pomoci 43 part primerti. Pomoci programu Cervus 3.0.6 (Kalinowski
etal.,, 2007) jsem provedla statistické analyzy jednotlivych polymorfnich lokust.
Hodnoty 2 lokust (RBG29 a Parm01) byly totozné, coz svédéi o tom, Ze se jedna o shodné
lokusy. Jelikoz Strejckova (2018) ve své praci jiz tyto lokusy oznacila za totozné pomoci
programu BLASTN 2.8.0 (Altschul et al., 1997), byla tato skute¢nost o¢ekavana. To se
poté potvrdilo I pomoci analyzy programem Genepop 4.1 (Rousset, 2008), kterym se

zjistuje pritomnost vazby lokust. Bylo zjisténo, Ze lokusy Parm0Ol1 (od buindka
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trinidadského) a RBG29 (od racka novozélandského) jsou totozné. Pro naslednou analyzu
pomoci programu Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007) a Genepop 4.1 (Rousset, 2008)
jsem vybrala lokus RBG29, jelikoz ma nizsi Ta, také kratsi dobu elektroforetické separace
a predevsim je 1épe hodnotitelny. Proto je vhodnéjsi napt. pro piibuzenské studie. Celkem
jsem tedy ziskala 42 nezavislych pari primeru pro mikrosatelity, které poskytly 43
polymorfnich oblasti. Nova statisticka analyza nalezenych 43 polymorfnich lokust, tedy
jiz bez lokusu ParmO1, byla opé&t provedena programem Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al.,
2007), jejiz vystup uvadim v piiloze 1. Praimérné bylo detekovano 3,581 alel na lokus
s primérnou ocekavanou heterozygotnosti 0,5111. V piipadé pouziti téchto
mikrosatelitovych lokusti pro paternitni studie je pravdépodobnost chyby, kdy k mladéti
piifazuji 1 rodice, 2,4-10*, v pripadé kdy pfitazuji druhého rodice a jednoho uz znam,
je pravdépodobnost chyby 1,9-107 a pravdépodobnost chyby pfi pfitazovani
rodi¢ovského paru k mladéti je 5,423 -107*2. Dale pravdépodobnost, Ze by 2 ndhodné
vybrani jedinci v populaci méli na vSech 43 lokusech stejnou alelovou konstituci, je
1,607 - 102* a pravdépodobnost stejné alelové konstituce viech 43 lokusii u 2 sourozencli
je 2,814-10. Vsech 43 nalezenych polymorfnich mikrosatelitovych lokust nebylo
charakterizovano pouze spolecné, ale také kazdy zvlast. Pravdépodobnost vyskytu
nulovych alel na lokus je v ide4lnim ptipad¢ rovna nule, ale pro paternitni studie postaci
pravdépodobnost 5-10%. Vyrazna pravdépodobnost vyskytu nulovych lokust se objevila
ve 3 ptipadech, a to 12% u lokusu Cd5 od buiniaka Sedého, 29% pravdépodobnost vyskytu
nulové alely byla u lokusu Pacbel 07265 od buiiidka utlozobého a nejvyssi
pravdépodobnost byla 83% u lokusu Ptero05 od buiiidka havajského, kde se také jako
ujediného lokusu ze vSech 43 polymorfnich mikrosatelitovych lokusti vyskytovala
odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy na hladiné pravdépodobnosti 1 %. Dalsich
35 lokusi bylo v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou a u 7 lokusti nebylo mozné

soulad s Hardy-Weinbergovym zakonem spocitat.

Dale byly porovnavany na vazbu v§echny polymorfni lokusy (127) ze vSech praci,
které byly dosud nalezeny a charakterizovany u plamenaka rizového v Laboratofi
populacni genetiky. Softwarem Genepop 4.1 (Rousset, 2008) byly nalezeny 3 lokusy ve
vzajemné vazb¢ - konkrétné lokusy Sn2A-36 (Taylor et al., 2010), Eru03 (Santos et al.,
2006) a BFALA4 (tato prace). U lokusti Eru03 a Sn2A-36 byla jiz diive prokazana vazba
na pohlavi (lezi na chromozomu Z) (Chmelafova, 2012). Vzhledem k tomu, Ze jsou ve

vazbé, musi na chromozomu Z lezet i lokus BFALA4. Lokusy, které sice lezi pod hranici
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signifikance vazby lokust, ale je u nich také mozné¢, ze lezi na pohlavnim chromozomu
Z, jsou lokusy D29, OI10-39 a Pacbel_17986 (vsechny viz tato prace). Proto by bylo

potieba provést s nimi dalsi analyzy u vétsiho poctu testovanych jedinct.

U 43 nezavislych polymorfnich lokusii charakterizovanych u 22 neptibuznych
jedinct plamenaka rizového jsem detekovala od 2 do 13 alel. Nej¢astéji se vyskytovaly
2 alely, ato u 17 lokusi. Dale jsem u 10 lokust detekovala 3 alely, u 8 lokusi 4 alely, u 2
lokust 5 alel, u dalSich 2 lokust jsem nalezla 6 alel, u 1 lokusu 7 alel, u 2 lokust 8 alel
a nejvetsi pocet detekovanych alel, tj. 13 alel, se vyskytoval pouze u jednoho lokusu, a to
u Ole02 od buinacka dlouhokiidlého. Jednim z kritérii vhodného mikrosatelitu pro
paternitni studie je vétsi pocet alel. Ze 43 mikrosatelitovych lokusi, které jsem v této
praci uréila jako polymorfni, se vyskytuje 5 a vice alel asi u 1/5 z nich. Vsech 43
nezavislych polymorfnich mikrosatelitovych lokusl jsem ptehledné rozd¢lila podle poctu

alel nalezenych u 22 neptibuznych jedinct plamendka rizového (viz graf 2).

2 alely (17)
3 alely (10)
= 4 alely (8)
5 alel (2)
= 6 alel (2)
=7 alel (1)

= 8 alel (2)
= 13 alel (1)

Graf 2: Rozdéleni podle poctu alel 43 nezavislych polymorfnich lokust, které byly
amplifikovany pomoci 42 part primert odvozenych od zastupcti z fadu trubkonosi
a dlouhoktidli a byly polymorfni u 22 neptibuznych jedincti plameiidka rizového.
V zavorce je uveden pocet mikrosatelitd, které mély dany pocte alel.

Pro pouzitelnost mikrosateliti pro populacné-genetické (a jiné) studie jsou
dulezité nejen parametry PCR amplifikace (Ta), ale také délka separace PCR produktti
v gelu a rozlisitelnost jednotlivych alel po vyvolani gelu. Z tohoto divodu uvadi na
obrazcich 1 a 2 fotografie vybranych elektroforetogramii s dobie separovanymi a kvalitné

hodnotitelnymi PCR produkty. Na obrazku 1 je polymorfni lokus Omn8, ktery byl

pivodné navrzen pro buinacka Monteirova a u 22 nepfibuznych jedincti plamenaka
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rizového je pfitomno 8 alel. Na obrazku 2 je polymorfni lokus LAAL10, ktery byl
puvodné navrzen pro albatrosa laysanského, a u tohoto mikrosatelitu jsem detekovala 7

alel u 22 neptibuznych jedinct plamenaka rizového.

1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 131415 16 17 18 19 20 21 22

o G e S

alela 1
alela 2

alela 3

alela 4

alela 5

alela 6

alela 7
alela 8

Obriazek 3: Elektroforetogram mikrosatelitového lokusu Omn8 polymorfniho u 22
nepiibuznych jedinci plamenaka rizového. Bylo detekovano 8 alel, Ta byla 60 °C, délka
elektroforetické separace byla 90 min. V kazdé draze se vyskytuje DNA jiného jedince.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 131415 16 17 18 19 20 21 22

—
e

Obrazek 4: Elektroforetogram mikrosatelitového lokusu LAAL10 polymorfniho u 22
nepiibuznych jedinct plamenaka rizového. Bylo detekovano 7 alel, Ta byla 62 °C a délka
elektroforetické separace byla 90 min. V kazdé draze se vyskytuje DNA jiného jedince.

Naopak mikrosatelity, které maji i po nékolikahodinové separaci Spatné
rozpoznatelné alely nebo dokonce museji byt jejich genotypy sestaveny ze 2 a vice gell

(jako v ptipadé lokusti Paequ7 a Ole02), tak ty nejsou apln¢ vhodné pro genetické studie.
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6 Diskuse

V ramci této prace jsem se zabyvala cross-species PCR amplifikaci mikrosatelitti
u 22 nepiibuznych jedincti plamenaka rizového (Phoenicopterus roseus) a nasledné
jejich charakterizaci. Experimentalni cast byla rozd€lena na 2 ukoly a celkem jsem

pouzila 64 parQ primerd pro mikrosatelitové lokusy.

V prvnim tkolu experimentalni ¢asti jsem pouzila celkem 48 part primert, které
Kurova (2017) oznacila jako polymorfni u 6 nepiibuznych jedinct plamenaka razového.
Pouzila jsem 46 pard primert pro mikrosatelity izolované od zastupci 3 Celedi z fadu
trubkonosi a zbylé 2 pary primerd byly navrzeny pro mikrosatelitové lokusy izolované
0d zéstupct 2 ¢eledi z fadu dlouhoktidli. Polymorfismus jsem potvrdila u 40 para primert
pro mikrosatelitové lokusy (ze 48 amplifikovanych), z nichz 38 bylo pro mikrosatelity
Z fadu trubkonosi a 2 pro mikrosatelity z fddu dlouhokiidli. Téchto 40 parit primert
poskytovalo celkem 41 polymorfnich oblasti, jelikoZ jeden par primerd, pro lokus Pc D3
(Hardesty et al., 2012), poskytl 2 polymorfni oblasti. Pomoci programu Cervus 3.0.6
(Kalinowski et al., 2007) jsem provedla statistickou charakterizaci polymorfnich lokust
a zaznamenala stejné tidaje u 2 lokust, a to RBG29 (Given et al., 2002) a Parm01 (Brown
et Jordan., 2009). Nasledn¢ jsem pomoci programu Genepop 4.1 (Rousset, 2008)
hodnotila nezavislost markerd, kterou se potvrdilo, Ze lokusy RBG29 a Parm01 jsou
shodné. Pro nasledujici analyzy jsem ponechala lokus RBG29, jelikoz mél niz$i Ta, kratsi
dobu elektroforetické separace a byl 1épe hodnotitelny. Celkem jsem nalezla v ramci této

¢asti 39 nezavislych cross-species mikrosatelitovych markerd pro plamenaka rizového.

V ramci druhého tkolu experimentalni Casti této prace jsem u 22 neptibuznych
jedinct plamenaka rizového retestovala 16 part primerd pro mikrosatelitové lokusy
izolované od 3 ¢eledi z fadu trubkonosi. Strejckova (2018) téchto 16 lokust oznacila jako
polymorfni u 30 nepfibuznych jedinci plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber)
asoucasn¢ je Kirova (2017) urcila jako monomorfni u 6 nepiibuznych jedincii
plamenaka ruzového. Tyto dva druhy jsou blizce piibuzné, a je proto pravdépodobnost,
ze neéktery z 16 pard primer Ktrova (2017) chybné oznacila jako monomorfni. Z 16 para
primertd pro mikrosatelity jsem urcila 3 s polymorfnim produktem u plamenaka rizového,
konkrétn¢ De3 (Burg, 1999), BFAL4 (Hernandez et al., 2014) a Paequ7 (Techow
et O’Ryan, 2004). Kazdy z téchto 3 polymorfnich lokusi ma pozorovanou

heterozygotnost vyssi nez 50 %, a proto je malo pravdépodobné, ze pii amplifikaci u 6
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neptibuznych jedinct (Kirova, 2017) doslo k vybéru pouze homozygotnich jedincii pro
dany lokus. Zpétn¢ je nemozné dohledat, k jakému problému doslo, ale mohlo dojit
k chybé pii amplifikaci, k zdméné part primert pro amplifikaci anebo k chybnému

vyhodnoceni.

Z celkem 64 testovanych pari primert pro mikrosatelity jsem pomoci Cross-
species PCR amplifikace detekovala polymorfni lokus u 43 z nich. Téchto 43 paru
primerti poskytovalo 44 polymorfnich oblasti. U vSech 44 polymorfnich lokust jsem
sestavila genotyp u kazdého z 22 jedinct plamenaka rizového, provedla statistickou
charakterizaci pomoci programu Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007) a programem
Genepop 4.1 (Rousset, 2008) jsem analyzovala, jestli nejsou nékteré lokusy ve vazbé. Jak
jiz bylo zminéno, lokus Parm01 je shodny s lokusem RBG29 a kviili lepSim podminkdm
PCR amplifikace a hodnoceni jsem pro dal$i analyzy pouzila pouze lokus RBG29.
Celkem jsem tedy nalezla 42 parti primert, které amplifikuji 43 nezavislych polymorfnich
mikrosatelitovych lokusti u plamenaka rizového. Vystup z programu Cervus 3.0.6
(Kalinowski et al., 2007), kde jsou statisticky charakterizovany vSechny nezavislé

polymorfni lokusy (43), uvadim v pfiloze 1.

Z tadu trubkonosi bylo dosud u plamenéka riizového otestovano 207 pard primert

pro mikrosatelity izolované od 3 celedi — albatrosoviti (Diomedeidae), buiniackoviti

(Hydrobatidae) a buinakoviti (Procellariidae).

Z celedi albatrosoviti bylo u plameniédka riZzového dosud otestovano 53 part
primerd, z nichZ bylo 9 polymorfnich, konkrétné BFAL4 od albatrosa ¢ernonohého
(Phoebastria nigripes), LAAL7, LAAL10 a LAAL19 od albatrosa laysanského (P.
immutabilis), 12H8 a De3 od albatrosa st¢hovavého (Diomedea exulans), Dc5 a Dc31 od

albatrosa Sedohlavého (D. chrysostoma) a D29 pro albatrosa Sedohlavého i stéhovavého.

Hernandez et al. (2014) charakterizovali 15 mikrosatelitovych lokust u albatrosa
¢ernonohého, laysanského a bélohibetého (Phoebastria albatrus). Celkem jsem z nich
u 22 neptibuznych jedincti plamendka rGZového urcila 4 jako polymorfni (BFALA4,
LAALY7, LAAL10 a LAALDY). Autofi u vSech para primert pouzili Ta 60 °C a provedli
multiplex PCR u 51 jedinct (konkrétné 36 jedinct albatrosa ¢ernonohého, 12 jedinct
albatrosa laysanského a 3 jedinci albatrosa bélohibetého). Hernandez et al. (2014) nalezli
na lokusu BFAL4 u albatrosa ¢ernonohého 8 alel, 4 alely u albatrosa laysanského a 2

alely u albatrosa b&lohibetého. Ja jsem u tohoto lokusu detekovala 2 alely pii Ta 62 °C.
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U lokusu LAAL7 autofi urcili po 4 alelach u albatrosa ¢ernonohého a laysanského a 2
alely u albatrosa bélohibetého. Ja jsem taktéz u tohoto lokusu detekovala 4 alely pfi
Ta 64 °C. U lokusu LAAL10 autofi detekovali 14 alel u albatrosa ¢ernonohého, 10 alel
u albatrosa laysanského a 4 alely u albatrosa bélohibetého. J4 jsem u plamenaka rizového
detekovala 7 ale pii Ta 62 °C. Poslednim polymorfnim lokusem byl LAAL19, kde jsem
detekovala 5 alel. Hernandez et al. (2014) u tohoto lokusu nalezli 4 alely u albatrosa

¢ernonohého, 6 alel u albatrosa laysanského a 4 alely u albatrosa bélohibetého.

U albatrosa st€éhovavého Dubois et al. (2005) popsali 10 mikrosatelitovych
markert, jejichz variabilitu testovali u 3 populaci (kazda po 20 jedincich). Autoii u lokusu
12H8 pouzili Ta 58 °C a detekovali 5 alel. Ja jsem pti amplifikaci pard primerd pro tento
lokus nalezla u 22 neptibuznych jedinct plamenéka rtizového 2 alely pii Ta 63 °C. Pary
primert pro lokus 12H8 amplifikovali u 340 jedinct buiiidka trinidadského Brown
et Jordan (2009). Pti této cross-species PCR amplifikaci nalezli 4 alely a pouzili Ta 55 °C.
Také u albatrosa ¢ernonohého byl lokus 12H8 polymorfni a autofi detekovali 2 alely
(Ando et al., 2014).

Burg (1999) ve svém clanku charakterizovala 26 mikrosatelitovych lokust
izolovanych od albatrosa Sedohlavého a st¢hovavého. Provedla cross-species PCR
amplifikaci part primert pro tyto nalezené lokusy u 50 jedinci albatrosa Sedohlavého, 50
jedinct albatrosa ¢ernobrvého a 90 jedinct albatrosa stéhovavého. Jako Ta pouzila 2
ruzné teploty (1. teplota 7 cykli, zbylych 25 cykla 2. teplota). Pro lokus De3 byla prvni
pouzita Ta 50 °C a druha Ta byla 54 °C. U albatrosa ¢ernobrvého a st€éhovavého
detekovala 3 alely a u albatrosa sedohlavého 4 alely. Ja jsem pii amplifikaci par primert
pro tento lokus u plamenaka rizového detekovala 2 alely pii Ta 50 °C. Pro lokus Dc5
autorka pouzila jako prvni Ta 46 °C a jako druhou Ta pouzila 48 °C. U albatrosa
¢ernobrvého a st¢hovavého detekovala 5 alel a u albatrosa Sedohlavého 4 alely. Ja jsem
u tohoto lokusu detekovala 3 alely pti Ta 63 °C. Dalsi lokus byl Dc31, pii jehoz
amplifikaci Burg (1999) pouzila Ta 48 °C a 52 °C, a tento lokus byl monomorfni u v§ech
3 testovanych druht albatrosti. J4 jsem u tohoto lokusu detekovala 2 alely u plamendka
rizového a Ta jsem pouzila 64 °C. Poslednim lokusem byl D29, u kterého Burg (1999)
pouzila Ta 48 °C a 52 °C, a detekovala 2 alely pouze u albatrosa Sedohlavého. Stejné tak

u plamenaka rizového jsem detekovala pouze 2 alely pii Ta 56 °C.
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Z celedi buiiackoviti bylo u plamenaka rtzového dosud testovano 54 para
primerd pro mikrosatelity, z nichz jsem nalezla 10 polymorfnich. Jednalo se o lokusy
Ole02, Ole09, Olel7, Ole21 a OI10-39 od buinacka dlouhoktidlého (Oceanodroma
leucorhoa), Oc28B a Oc49 od buinacka madeirského (O. castro) a Omnl, Omn8

a Omn21 od buinac¢ka Monteirova (O. monteiroi).

Bicknell et al. (2011) popsali u buinacka dlouhok#idlého 26 mikrosatelitovych
lokust. U v8ech lokust pouzili Ta 60 °C. Lokus Ole02 autoii amplifikovali u 17 jedinct
a nalezli 12 alel. Ja jsem u plamenaka ruzového nalezla 13 alel pti Ta 70 °C. Variabilitu
lokusu Ole09 autofi testovali u 24 jedinct a nalezli u nich 2 alely. Ja jsem pfi cross-
species PCR amplifikaci tohoto lokusu nalezla alel 5 pii Ta 59 °C. Lokus Olel7 autofi
testovali u 24 jedinci, u kterych detekovali 5 alel. Ja jsem detekovala 2 alely u plamenaka
razového pii Ta 62 °C. Lokus Ole21 amplifikovali u 24 jedinci a detekovali 21 alel. Ja

jsem u tohoto lokusu nalezla 4 alely pti Ta 55 °C.

Sun et al. (2009) charakterizovali 9 mikrosatelitovych lokusti od buifiacka
madeirského a 1 lokus od buinacka dlouhoktidlého. Variabilitu testovali na DNA 27
jedincti buiiidcka madeirského, 22 jedincich buinacka Monteirova a 24 jedincich
buinacka dlouhokiidlého. Pravé 1 nalezeny lokus od buinacka dlouhoktidlého, OI10-39,
jsem urcila jako polymorfni u plamenaka rizového se 3 alelami pfi Ta 60 °C. Sun
etal. (2009) u tohoto lokusu detekovali po 8 alelaich u buifiacka madeirského
a Monteirova a 3 alely detekovali u buiiiacka dlouhoktidlého. U lokusu Oc28B autofi
detekovali po 3 alelich u buinacka madeirského a Monteirova a u buinacka
dlouhoktidlého tento lokus ur€ili jako monomorfni. Poslednim lokusem je Oc49,
u kterého jsem pii Ta 61 °C urcila 6 alel u plamenaka razového, zatimco autoti detekovali

po 3 aleladch u bufiidcka Monteirova a dlouhokiidlého a u buifid¢ka madeirského tento

lokus byl monomorfni.

U buinacka Monteirova Bried et al. (2012) popsali 18 polymorfnich mikrosateliti,

vvvvvv
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amplifikace byla u buinacka madeirského, coz autofi vysvétluji tim, Ze je ze vSech cross-
species testovanych druhti nejblize pribuzny buiniackovi Monteirovu. Pro testovani
variability lokust pouzili DNA 125 jedinct buinacka Monteirova a amplifikaci provadéli
pii Ta 58 °C. U lokusu Omnl jsem detekovala 3 alely u plamenaka rizového, Ta byla
56 °C. Autofi u tohoto lokusu detekovali 8 alel. Dalsim lokusem je Omn8, u kterého
Bried et al. (2012) nalezli 10 alel a ja jsem u plamenaka rizového nalezla 8 alel pfi
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Ta60 °C. U lokusu Omn21 autofi detekovali 6 alel, zatimco ja pouze 2 alely, Ta byla
54 °C.

Z Celedi buinakoviti bylo dosud u plamendka rizového testovano 100 paru
primeri pro mikrosatelity. Celkem jsem nalezla 22 polymorfnich mikrosatelitd,
konkrétn¢ Puff G2F od buinaka balearského (Puffinus mauretanicus), Paequ3 a Paequ?
od buinaka bélobradého (Procellaria aequinoctialis), Bb20, Bb22 a Bb25 od buinidka
Bulwerova (Bulweria bulwerii), od buinidka havajského (Pterodroma sandwichensis)
lokus Ptero05, Lokusy Pc B109, Pc D3 a Pc D103 od buitidka svétlenohého (Puffinus
carneipes), Cd5 od buinaka Sedého (Calomectris diomedea), Tch6 od buinaka taiko
(Pterodroma magentae), od buinaka trinidadského (P. arminjoniana) lokus Parm01 a od
buinaka utlozobého (Pachyptila belcherii) lokusy Pacbel 00386, Pacbel 07265,
Pacbel 08988, Pacbel 09021, Pacbel 09528, Pacbel 10033, Pacbel 17944,
Pacbel 17986 a Patbel3.

Gonzalez et al. (2009) u buinaka balearského nalezli 10 mikrosatelitovych
markert, z nichZ jsem pouze u 1, Puff G2F, detekovala polymorfismus u plamenaka
rizového, kde jsem u 22 jedinct nalezla 3 alely pii Ta 57 °C. Autoti tento lokus
amplifikovali u 51 jedincta a detekovali 2 alely pii Ta 60 °C. Gonzalez et al. (2009) také
ve svém ¢lanku popisuji cross-species PCR amplifikaci téchto 10 lokusi u 23 jedinct
buindka stfedomoiského, kde pravé zminény lokus Puff G2F byl jako jediny

monomorfni.

U buinaka bé&lobradého Techow et O’Ryan (2004) charakterizovali 6
polymorfnich mikrosatelitovych lokust. U lokusu Paequ3 autofi pouzili Ta 55 °C
a detekovali 9 alel pti amplifikaci u 93 jedinct. Ja jsem pro tento lokus u plamenaka
rizového nalezla 3 alely a findlni Ta jsem stanovila na 65 °C. Pary primera pro lokus
Paequ3 testovala i Lawrence (2008), ktera provedla cross-species PCR amplifikaci u 143
jedinct buiniaka taiko a detekovala 9 alel (Ta 55 °C). Dale lokus Paequ3 pouzili pro cross-
species PCR amplifikaci u buinidka trinidadského (340 jedincti) Brown et Jordan (2009),
kteti detekovali 5 alel a jako Ta pouzili 55 °C. Dalsi autofi, ktefi testovali Cross-species
PCR amplifikaci part primerQ pro lokus Paequ3, byli Welch et Fleischer (2011). Autofi
pouzili DNA 15 jedinct buifidka havajského a detekovali 5 ale pti Ta 53 °C.
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Pro lokus Paequ7 Techow et O’Ryan (2004) pouzili Ta 64 °C a nalezli 5 alel pfi
amplifikaci u 94 jedinct buinaka bélobradého. J4 jsem nalezla 4 alely pti Ta 59 °C u 22
jedincti plamenéka rtizového.

Celkem 11 mikrosatelitovych markert pro buifidka Bulwerova charakterizovali
Andris et al. (2010) (Andris et al., 2012). Variabilitu nalezenych lokusu testovali u 91
jedinct a jako Ta pouzili 58 °C. Pary primert také autofi pouzili pro cross-species PCR
amplifikaci u 3 dalSich druht z fadu trubkonosi (buindk bélobrady, buiiidk modravy
a buinacek Monteirtv) a z kazdého druhu testovali DNA 5 jedinct. U lokusu Bb20 Andris
etal. (2010) (Andris et al., 2012) nalezli 7 alel u buinaka Bulwerova, ja jsem u plamenaka
ruzového nalezla pti amplifikaci tohoto lokusu 2 alely a jako Ta jsem pouzila 50 °C. Také
tento lokus, Bb20, Andris et al. (2010) (Andris et al., 2012) oznadili jako monomorfni
u buindka bélobradého, a soucasné jako polymorfni u buifidka modravého a buinacka
Monteirova. U lokusu Bb22 jsem u plamenaka rizového nalezla 2 alely pii Ta 58 °C, coz
je shodné s vysledky autort pro amplifikaci tohoto lokusu u buiiidka Bulwerova. Navic
je dle Andris et al. (2010) (Andris et al., 2012) lokus Bb22 polymorfni u vSech 3 druhd
testovanych pomoci cross-species PCR amplifikace. Lokus Bb25 mél dle autori 6 alel,
jé& jsem pouzila stejnou Ta jako autofi a detekovala jsem 4 alely u plamenidka rtizového.
Pti cross-species PCR amplifikaci byl lokus Bb25 polymorfni u buifiaka bélobradého

a modravého a monomorfni u buinacka Monteirova.

Welch et Fleischer (2011) popsali 10 polymorfnich mikrosatelitovych lokusi
u buiiidka havajského. Z tohoto poctu nalezenych lokust jsem detekovala u plamenaka
riZoveho pouze 1 polymorfni lokus, a to Ptero05, u kterého jsem detekovala 2 alely pfi

Ta 64 °C. Autofi u tohoto lokusu detekovaly 3 alely pii Ta 53 °C.

U buinaka svétlenohého Hardesty et al. (2012) nalezli 11 polymorfnich
mikrosatelitll, jejichZ variabilitu testovali u 84 jedinct. U lokusu Pc B109 autofi pouZili
Ta 57 °C a detekovali 5 alel, ja jsem pii amplifikaci tohoto lokusu u plamenaka rizového
nalezla 3 alely a jako Ta jsem pouzila 64 °C. Dalsi polymorfni lokus u plamenaka
rizového popsany ve studii Hardesty et al. (2012) byl Pc D103, u které¢ho jsem nalezla 2
alely a autofti ¢lanku detekovali 6 alel. Ta jsme pouzili stejnou, a to 58 °C. U lokusu Pc D3
autofi pouzili Ta 56 °C a detekovali 6 alel u buifidka svétlenohého. J4 jsem pii amplifikaci
tohoto lokusu u plamenidka rizového detekovala 2 polymorfni oblasti a u kazdé se

vyskytovaly 2 alely. Jako Ta jsem pouzila 48 °C.
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Bried et al. (2008) charakterizovali 11 polymorfnich lokust u buiidka Sedého. Pfi
amplifikaci pard primerd pro lokus Cd5 u 43 jedincti buiiidka Sedého autofi pouzili
T2 58 °C a detekovali 6 alel. Ja jsem u tohoto lokusu pii amplifikaci u plamenaka
rizového nalezla 2 alely a jako Ta jsem pouzila 51 °C. Navic autofi provedli cross-species
PCR amplifikaci 11 nalezenych lokusii u 3 dalSich druhti z fadu trubkonosi (albatrosa
st¢hovavého, buinaka bélobradého a buiniaka Bulwerova) s vyuzitim DNA vzdy od 6
jedinci daného druhu a u lokusu Cd5 se povedla amplifikace pouze u buinaka

belobradého, kde tento lokus byl monomorfni.

Od buinaka taiko Lawrence (2008) izolovala 2 polymorfni mikrosatelitové
lokusy. Jednim z nich byl lokus Tché6, ktery jsem urcila jako polymorfni i u plamendka
rizového se 4 alelami a jako T, jsem pouzila 54 °C. Autorka pro amplifikaci tohoto lokusu

u 143 jedinct buinaka taiko pouzila Ta 57 °C a detekovala 2 alely.

Brown et Jordan (2009) charakterizovali 6 mikrosatelitovych lokusi u buinaka
trinidadského, z nichz jsem 1 lokus, ParmO1, urcila jako polymorfni u plamenaka
ruzového, kde jsem detekovala 8 alel pii Ta 67 °C. Autofi ¢lanku lokus amplifikovali
u 340 jedinct buindka trinidadského, detekovali 10 alel a jako Ta pouzili 55 °C. Dale
lokus Parm01 pouzili Brown et Jordan (2009) pro cross-species PCR amplifikaci u 17
druhti trubkonosych a 1 druhu tu¢ndka. U 12 druhi trubkonosych, ze 17 testovanych, byl
lokus polymorfni s pocty alel od 2 do 9, u 1 druhu tu¢naka byl tento lokus polymorfni se
7 alelami. Pary primert pro lokus Parm01 Welch et Fleischer (2011) modifikovali, aby
amplifikovaly kratsi fragmenty, a nasledné testovali na polymorfismus pomoci Cross-
species PCR amplifikace u 15 jedinct buinaka havajského. Autofi detekovali 13 alel
ajako Ta pouzili 53 °C. Jak uz bylo zminéno vyse, lokus ParmOl dle vysledkta
Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007) a Genepop 4.1 (Rousset, 2008) je shodny
s lokusem RBG29, ktery byl izolovan od racka novozélandského. Stejné tak i Welch

et Fleischer (2011) ve svém ¢lanku zminuji, Ze jsou lokusy Parm01 a RBG29 ve vazbg¢.

U buiiidka utlozobého bylo ve 2 pracich charakterizovano celkem 32 parii primera
pro mikrosatelitové lokusy. Prvni praci byla Quillfeldt et al. (2012), kde autofi popisuji
nalezeni 7 parti primera pro mikrosatelity izolované od buinidka Gitlozobého. U plamenéaka
rizového se mi podafilo amplifikoval polymorfni produkt pouze pomoci par primert
pro lokus Patbel3. Nalezla jsem 2 alely a pouzila jsem Ta 55 °C. Autofi testovali
variabilitu lokusu Patbel3 u 68 jedincti buiniaka Gtlozobého a detekovali 10 alel. Druhou

praci zabyvajici se izolaci mikrosatelitovych lokusii u buifidka Utlozobého byla prace
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Moodley et al. (2015), kteti izolovali a charakterizovali 25 mikrosatelitovych lokust.
U 22 jedinct plamenaka rizového z nich bylo 8 polymorfnich. U lokusu Pacbel 00386
jsem detekovala 3 alely (Ta 53 °C), zatimco autoii detekovali 11 alel (Ta 56 °C). U dalsiho
lokusu Pacbel 07265 jsem detekovala 2 alely (Ta 59 °C) a autofi nalezli 15 alel
(Ta 56 °C). U lokusu Pacbel 08988 jsem detekovala 2 alely (Ta 67 °C) a autofi detekovali
10 alel (Ta 56 °C). U lokusu Pacbel 09021 autoti nalezli 17 alel (Ta 56 °C) a ja jsem
nalezla alely 4 (Ta 61 °C). Lokus Pacbel 09528 m¢l u plamenaka rtizového 4 alely
(Ta58 °C) a u buinaka utlozobého m¢l 9 alel (Ta 56 °C). Lokus Pacbel 10033 mél
u plamenaka ruzového pouze 2 alely (Ta 54 °C) a u buinaka Gtlozobého mél 9 alel.
U lokusu Pacbel 17944 autoti detekovali 12 alel (Ta 56 °C), ja jsem detekovala 6 alel
(Ta 62 °C). Posledni polymorfni lokus u plamenaka riazového popsany Moodley et al.
(2015) byl Pacbel_17986, u kterého jsem detekovala 3 alely (Ta 63 °C) a autofi u tohoto
lokusu nalezli 5 alel (Ta 56 °C).

Z tadu dlouhokiidli (Charadriiformes) bylo u plamenaka ruzového dosud
testovano 7 parQ primert pro mikrosatelity. Drobek (2010) ve své diplomové praci
u jednoho z nich, konkrétn¢ Apy06 (Dawson et al., 2005), detekoval polymorfismus
u plamenaka riizového a nalezl 5 alel. Dalsi polymorfni cross-species lokusy u plamenaka
rizového z tadu dlouhokfidli jsem detekovala v ramci této prace, konktrétn€ se jedna
0 lokus Calex-01 od kulika moiského (Charadrius alexandrius) z celedi kulikoviti
(Charadiidae) a lokus RBG29 od racka novozélandského (Larus novaehollandiae)
z Celedi rackoviti (Laridae). Jelikoz je Uspé$nost polymorfni amplifikace pomoci
mikrosatelitovych lokusi izolovanych z fadu dlouhok#idli vysoka u plamenaka rtzového
(42,8 %), bylo by vhodné otestovat na polymorfismus vétsi soubor mikrosatelitd. Je vSak
velmi pravdépodobné, Ze uspésnost polymorfni amplifikace nebude takto vysoka, jelikoz
jiz testované mikrosatelity z fadu dlouhokiidli (7) nebyly vybrany néhodné, ale byly
uréeny ty, u kterych byl detekovan polymorfismu pii cross-species PCR amplifikaci

U zastupct z fadu trubkonosi (viz nize v textu).

Kiipper et al. (2007) charakterizovali 36 polymorfnich mikrosatelitovych lokust
u kulika motského. U plamenaka rizového jsem detekovala jen lokus Calex-01 jako
polymorfni, u néhoz jsem nasla 2 alely a jako Ta jsem pouzila 59 °C. Autofi nalezli

u tohoto lokusu 10 alel a jako Ta méli 62 °C. Pary primeru pro lokus Calex-01 testovali

49



Brown et Jordan (2009) pomoci cross-species PCR amplifikace u 340 jedinct buinaka
trinidadského, kde se jim podatilo detekovat 4 alely (Ta 55 °C).

Od racka novozélandského bylo izolovano 7 mikrosatelitovych lokust (Given
etal.,, 2002), z nichz pouze lokus RBG29 byl polymorfni u plamenaka razového.
Detekovala jsem u n¢j 8 alel a Ta byla 59 °C, zatimco autofi u racka novozélandského
nalezli 5 alel a Ta pouzili 50 °C. Given et al. (2002) tento lokus pouzili pro cross-species
PCR amplifikaci u 10 dalsich pfibuznych druhid a pouze u 1 druhu, tenkozobce
hnédohlavého (Recurvirostra novaehollandiae), byl lokus RBG29 monomorfni
a u zbylych druhu detekovali 2-9 alel. Dale Lawrence (2008) provedla cross-species PCR
amplifikaci para primeri pro lokus RBG29 u buiiidka taiko a detekovala 5 alel (Ta 55 °C).
U 15 jedinct buinaka havajského provedli Welch et Fleischer (2011) cross-species PCR
amplifikaci lokusu RBG29 a pti Ta 53 °C detekovali 14 alel. Dale také tito autofi uvadéji,
ze lokus RBG29 je ve vazbé s lokusem Parm01, izolovanym od buitidka trinidadského
(Brown et Jordan, 2009), coz ve své praci potvrdila i Strejckova (2018), ktera sekvence
porovnavala pomoci programu BLASTN 2.8.0 (Altschul et al., 1997). Ke stejnému
zavéru, ze jsou lokusy shodné, jsem pfisla i j& pti analyze lokust programem Cervus 4.1

(Rousset, 2008).

V Laboratofi populaéni genetiky na Katedie bunécné biologie a genetiky PiF
UPOL bylo dosud testovano 213 pari primera pro mikrosatelity, z nichz 207 part primert
je pro mikrosatelity z fadu trubkonosi, 5 pro mikrosatelity z fadu dlouhoktidli a 1 z fadu
pévci, U 6 druhti ptakt z kladu Aequorlitornithes. Dosud byly provedeny charakterizace
polymorfnich mikrosateliti z fadu trubkonosi a n€kolika z fadu dlouhoktidli u plameniaka
rizového (tato prace), plamendka karibského (Strejckova, 2018) a potdpky rohace
(JanuSové, 2017). Testovani na polymorfismus u 6 nepiibuznych jedincti bylo provedeno
u nesyta indomalajského (Nedvédova, 2015), pelikdna afrického (Kopec¢na, 2018)
apelikana kadetavého (VereSova, 2018). U téchto 3 praci je jeSté potieba provést

genotypizaci na vétSim poctu jedinct a charakterizaci.

Janusova (2017) ve své diplomové praci, kromé jinych mikrosatelitt,
charakterizovala i mikrosatelitové lokusy puvodné navrzené pro zastupce z fadu
trubkonosi a dlouhoktidli, které v ramci bakalarské prace (Janusova, 2015) oznacila za
polymorfni u 6 nepiibuznych jedincu potapky rohace (Podiceps cristatus). Autorka
provadéla cross-species PCR amplifikaci vybranych 20 mikrosatelitovych lokusi u 13
nepiibuznych jedinct potapky rohace, ze kterych charakterizovala celkem 17
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polymorfnich mikrosatelitovych lokusti z tadu trubkonosi, konkrétné¢ 10 z celedi
buinakoviti, 4 z ¢eledi albatrosoviti a 3 z ¢eledi bufniackoviti. Janusova (2017) u 17
polymorfnich lokusii nalezla od 2 do 12 alel. Srovnanim polymorfnich mikrosatelitti
nalezenych u plamendaka rizového a potapky rohace jsem nalezla 9 mikrosatelitl, které

jsou polymorfni soucasné pro oba druhy (viz tabulka 6).

Nedvédova (2015) provedla cross-species PCR amplifikaci s 212 pary primeri
pro mikrosatelity z fadu trubkonosi, dlouhoktidli a pévci (kromé paru primera pro lokus
RBG18M (Welch et Fleischer, 2011)) u 6 neptibuznych jedincti nesyta indomalajského
(Mycteria leucocephala). Autorka nalezla 46 polymorfnich mikrosatelitu, ale také zjistila,
ze dva lokusy, lokus De3 a Del8, jsou totozné, tedy detekovala 45 nezavislych
polymorfnich mikrosatelitii u nesyta indomalajského. Od cCeledi albatrosoviti pochazelo
9 polymorfnich mikrosatelitii, 26 od celedi buinidkoviti, 9 od celedi buinackoviti a 2
z tadu dlouhoktidli. U nalezenych polymorfnich mikrosatelitti autorka detekovala od 2
do 5 alel. Ze vSech polymorfnich mikrosateliti nalezenych u plamenaka rizového
anesyta indomalajského je 18 mikrosateliti polymorfnich u obou druhd. Srovnani

nalezenych polymorfnich lokust uvadim v tabulce 6.

U 30 nepiibuznych jedincti plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber)
Strejckovad (2018) charakterizovala mikrosatelitové lokusy z ftadu trubkonosi
a dlouhoktidli, které ve své bakalaiské praci (Strejckova, 2016) oznacila jako polymorfni.
Testovala celkem 50 pard primerd pomoci cross-species PCR amplifikace, ze kterych
urcila 45 jako polymorfnich. Naslednou analyzou nalezla shodu 2 lokust, a to lokusu
Parm01 a RBG29, a stejné jako v této praci, pro nasledujici analyzy pouzila pouze lokus
RBG29. Autorka tedy nalezla 44 nezavislych polymorfnich markerti pro plamenaka
karibského, ze kterych 8 pochazi od celedi albatrosoviti, 23 z celedi buinakoviti, 12
z Celedi buinackoviti a 1 z ftadu dlouhokiidli. Strejckova (2018) detekovala
U polymorfnich lokusli od 2 do 11 alel. Pfi srovnani detekovanych polymorfnich
mikrosatelitii u plamenak rizového a karibského jsem nalezla 31 mikrosatelita, které jsou

polymorfni sou¢asné u obou druhti. Piehled uvadim v tabulce 6.

Kopecna (2018) testovala vSech 213 cross-species part primert pro mikrosatelity
z tadu trubkonosi, dlouhokitidli a pévci u 6 neptibuznych jedincti pelikédna afrického
(Pelecanus rufescens). Autorka nalezla 24 polymorfnich mikrosatelitd s po¢tem alel 2—3.

Z 24 polymorfnich mikrosatelitii 5 pochédzelo od zastupcti z Celedi albatrosoviti, 6 z ¢eledi
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burnackoviti a 13 z ¢eledi buinakoviti. U pelikana afrického jsem pfi srovnani nalezla 12

mikrosatelitt, které jsou taktéz polymorfni u plamenaka rizového (viz tabulka 6).

Vsech 213 parii primerd navrzenych pro mikrosatelity z tadu trubkonosi,
dlouhokiidli a pévci testovala u 6 nepiibuznych jedinct pelikana kadetavého (Pelecanus
crispus) VereSova (2018). Autorka nalezla 12 pari primerd, které amplifikuji polymorfni
produkt, z nichz 1 pochazel z fadu dlouhoktidli, 4 z ¢eledi buinackoviti, 5 z Celedi
albatrosoviti a 2 Z ¢eledi buindkoviti. VereSova (2018) u nalezenych polymorfnich lokust
detekovala od 2 do 3 alel. Autorka taktéz detekovala 1 par primerd, ktery poskytl 2
polymorfni oblasti (ob¢ se 2 alelami), konkrétné par primert pro lokus Dc19 od albatrosa
Sedohavého celed’ albatrosoviti fad trubkonosi. Celkem tedy autorka nalezla 13
polymorfnich lokust amplifikovanych pomoci 12 part primert. U pelikdna kadetfavého
a soucasn¢ u plamenaka rizového jsou polymorfni 4 mikrosatelity.

Tabulka 6: Piehled polymorfnich mikrosateliti izolovanych od zastupci z tadu
trubkonosi, které pomoci cross-species PCR amplifikace byly polymorfni u 22
neptibuznych jedinct plamenaka ruzového (PIR) (tato prace) a soucasné u 30
neptibuznych jedinci plamenaka karibského (PIK) (Strejckova, 2018), 13 nepiibuznych
jedinci potapky rohace (PoR) (Janusova, 2017), 6 nepiibuznych jedinci nesyta
indomalajského (Nel) (Nedvédova, 2015), 6 neptibuznych jedinct pelikana afrického
(PeA) (Kope¢na, 2018) nebo 6 nepiibuznych jedinct pelikana kadefavého (PeK)

(VereSova, 2018). V tabulce jsou uvedeny pocty nalezenych alel (A) u jednotlivych
lokusii amplifikovanych u konkrétniho druhu, popft. je lokus monomorfni (M).

., PIR PIK PoR Nel PeA PeK

Lokus Zdrojovy druh A B B @A) A A
BFAL4 Albatros ¢ernonohy 2 2 M 2 2 2
tﬁﬁt: 9 Albatros laysansky g 2 m m i/l i/l
EZeZIS Albatros st¢hovavy ; Z/I m j m m
gz: 1 Albatros Sedohlavy 2 i ;\1/' m m gﬂ
Ole02 13 11 M M M M
Ole09 Buinacek 5 5 M 3 M M
Ole21 dlouhoktidly 4 M M M 2 M
0Ol10-39 3 3 8 M M M
Oc28B Buinacek madeirsky 4 3 M M M M
Oc49 6 3 2 M M M
Oomnl 3 5 M M M M
Omn8 Buinacek Monteirav 8 7 9 4 3 M
Omn21 2 3 M 2 M M
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Tabulka 6: Pokracovani.

., PIR PIK PoR Nel PeA @PeK

Lokus Zdrojovy druh A A A A A A
Puff G2F Buinak balearsky 3 3 M 2 M M
Paequ3 L , 3 3 M 2 3 M
Pagqu7 Buindk bélobrady 4 3 M 5 M M
ngg Buinak Bulwertv i i m i/l g/l m
Ptero05 Buinak havajsky 2 2 M M M M
Pc B109 3 4 12 M M M
Pc D3 Buinak svétlenohy 2+2 M 3 2 M M
Pc D103 2 3 2 2 2 M
Cd5 Buinak Sedy 2 2 M M 2 M
Tché Buinak taiko 4 M 4 3 M M
ParmO01 Buinak trinidadsky 8 7 M 3 M M
Pacbel 00386 3 5 M M 2 M
Pacbel 07265 2 3 M 2 M M
Pacbel_08988 3 3 M M 2 M
Pacbel_09021 4 3 M 2 M M
Pacbel_09528 @ Buinak utlozoby 4 3 M M M M
Pacbel 10033 2 2 M M 2 M
Pacbel 17944 6 4 M M M M
Pacbel_17986 3 M 2 M M M
Patbel3 2 M M M 3 M
Calex-01 Kulik motsky 2 M M 2 M 3
RBG29 Racek novozélandsky | 8 7 M 4 M M

Z 213 testovanych mikrosatelitovych lokusti z fadu trubkonosi, dlouhokiidli
apévei bylo u 22 neptfibuznych jedinci plamendka rGzového polymorfnich 43
mikrosatelitovych lokusi amplifikovanych pomoci 42 part primerti. Pfi srovnani téchto
polymorfnich lokust s témi, které byly nalezeny jako polymorfni u dalsich 5 druhti z fadu
Aequorlitornithes, konkrétné u 30 nepfibuznych jedincti plamenaka karibského, 13
nepiibuznych jedinct potapky rohace, 6 nepiibuznych jedincii nesyta indomalajského, 6
nepiibuznych jedinci pelikéna afrického a 6 neptibuznych jedincl pelikana kadetavého,
nebyl ani 1 mikrosatelitovy lokus polymorfni souc¢asné pro vSech 6 testovanych druhd.
Tti lokusy vSak vykazovaly polymorfismus alespont u 5 z 6 testovanych druht ptakt
(v tabulce 6 oznaceny zlut¢). Konkrétné se jedna to lokus BFAL4 izolovany od albatrosa
¢ernonohého (Hernandez et al., 2014), dale lokus Omn8 izolovany od buinacka

Monteirova (Bried et al, 2012) a lokus Pc D103 izolovany od buifidka svétlenohého
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(Hardesty et al., 2013). Lokus BFAL4 byl monomorfni pouze u potapky rohace
a u zbylych 5 testovanych druhti ptakd z fadu Aequorlitornithes byl polymorfni a byly
vzdy detekovany 2 alely. Lokus Omn8 byl monomorfni pouze u pelikana kadetavého,
u ostatnich 5 druhti ptakti bylo detekovano od 3 do 9 alel. Dale byl tento lokus
amplifikovan pomoci cross-species PCR amplifikace u buiiacka madeirského, kde Bried
et al. (2012) detekovali 6 alel. Lokus Pc D103 téz nebyl polymorfni pouze u pelikana
kadetavého. Jako u jediného druhu, plamendka karibského, byly detekovany 3 alely

a u zbyvajicich druht bylo nalezeno po 2 alelach,

Dalsi 2 mikrosatelitové lokusy, LAAL7 od albatrosa laysanského (Hernandez
etal., 2014) a Paequ3 od buinaka bélobradého (Techow et O’Ryan, 2004), byly
polymorfni u 4 z 6 testovanych druhti z fadu Aequorlitornithes (v tabulce 6 oznaceny
zelen€). Pary primerd pro lokus LAAL7 amplifikovaly polymorfni produkt u obou
testovanych druhti plameniakt a pelikdnd a bylo detekovano od 2 do 6 alel. U lokusu
Paequ3 byly detekovany 3 alely u 3 druhti a u jednoho druhu, nesyta indomalajského,
byly detekovany pouze 2 alely. Lokus Paequ3 byl pti cross-species PCR amplifikaci
polymorfni u buifidka tristanského, buitfidka obrovského, buitiaka Hallova, albatrosa
¢ernobrvého, albatrosa Sedohlavého (Techow et O’Ryen, 2004), také u albatrosa
trinidadského (Brown et Jordan, 2009) a buinaka havajského (Welch et Fleischer, 2011).

Dalsich 22 polymorfnich mikrosatelitovych lokust polymorfnich alespoii u 3 z 6

testovanych druht ptakt z f4du Aequorlitornithes je oznaceno v tabulce 6 svétle modie.

Zajimavosti je, Ze lokusy RBG29 a Parm01, které jsem urcila jako totozné, maji
v nékterych pracich rizny pocet alel. Nedvédova (2015) u 6 neptibuznych jedincli nesyta
indomalajského detekovala 4 alely u lokusu RBG29 a pouze 3 alely u lokusu ParmO1.
Welch et Fleischer (2011) provadéli cross-species PCR amplifikaci mikrosatelitovych
lokusii od ptibuznych druhd buinaka havajského a kromé jinych lokusti pouzili i lokusy
RBG29 a ParmO1. Faktem je, Ze pro lokus ParmO1 upravili pary primera, ale i piesto
pomoci nich nalezli 13 alel. U lokusu RBG29 autoti detekovali 14 alel. Dalsi cross-
species PCR amplifikaci obou téchto mikrosatelitt provedli Lombal et al. (2015)
u buifidka hnédohlavého. U lokusu RBG29 nalezli 5 alel a u lokusu Parm01 dokonce 6.
Péry primerii oznaceny RBG29 a Parm01 sice amplifikuji stejny mikrosatelitovy lokus,
ale sekvence téchto lokusu se trochu 1isi, jelikoz tyto 2 pary primerd nasedaji na vlakno
DNA v trochu jiném misté. Proto se muize stat, ze pokud DNA testovaného druhu nese

V misté nasednuti primerd urcitou mutaci, nedojde k nasednuti primeri na vlakno
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a nasledné amplifikaci. Jelikoz ve 3 vySe zminénych pracich nebyl vyskyt niz§iho/vyss§iho
poctu alel konzistentni, ale u lokusu ParmO1 byly detekovany nulové alely (nizsi pocet
alel) u nesyta indomalajského a buinidka havajského a u lokusu RBG29 byly nulové alely
U buinidka hnédohlavého, muselo by se v piipadé amplifikace u konkrétniho druhu
rozhodnout pro par primerid, kde nulové alely nejsou. Pti amplifikaci téchto 2 pari
primert U 2 druht plamenaka (rizovy a karibsky) byl detekovan vzdy stejny pocet alel,
tedy u téchto druhii nebyl zaznamenan vyskyt nulovych alel. U plamenaka rizového jsem
z part primertt pro mikrosatelitové lokusy oznacené RBG29 a ParmOl1 podle dalSich
kritérii, jako Ta nebo hodnotitelnost, zvolila jako vhodné&jsi pro dalsi analyzy lokus
RBG29.

U plamenaka rizového bylo dosud v Laboratofi populac¢ni genetiky na Katedie
bunécné biologie a genetiky PfF UPOL testovano celkem 781 pard primerd pro
mikrosatelitové lokusy odvozené od zastupct fadi z kladu Aequorlitornithes, dale
nékolik mikrosatelitt od vrubozobych a univerzalni ptac¢i mikrosatelity. Dosud bylo
nalezeno a plné charakterizovano u 22 nepiibuznych jedincii plamenaka rizového 127
nezavislych polymorfnich lokust. Z téchto 127 nezavislych lokusut je 45 de novo a 82 je
cross-species mikrosatelitovych lokust odvozenych od zéastupct z fadu trubkonosi,
brodivi, veslonozi a dlouhoktidli. Déle bylo u 6 neptibuznych jedincti plamendka
rizového nalezeno 13 polymorfnich mikrosatelitovych lokust odvozenych z fadu tuc¢iaci
a 11 univerzalnich ptacich mikrosatelitli, které je tfeba jesté genotypizovat u 22 jedinct
ataké charakterizovat. Dosud je tedy u plamenaka razového nalezeno celkem 151

nezavislych mikrosatelitovych lokusi, jejichz schématické rozdéleni uvadim v grafu 3.
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Brodivi (18)
= Dlouhoktidli (3)
Plamenaéci (45)
= Trubkonosi (41)
= Veslonozi (20)
= Tucénaci (13)

Univerzalni ptaci
mikrosatelity (11)

Graf 3: Rozdé€leni 151 nezavislych polymorfnich mikrosatelitovych lokust testovanych
u plamenaka razového pomoci cross-species PCR amplifikace. Jedna se o mikrosatelity
od zastupci piibuznych fadu z kladu Aequorlitornithes a univerzalni pta¢i mikrosatelity.
V zavorkéch jsou uvedeny pocty nalezenych polymorfnich lokust od daného tadu.

Vsech 127  nezavislych  polymorfnich  mikrosatelitovych  lokust
charakterizovanych u 22 neptibuznych jedinci plamendka riizového bylo statisticky
hodnoceno pomoci programu Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007). Primérmné¢ bylo
stanoveno 5,213 alel na lokus a primérnd ocekavana heterozygotnost byla urcena na
0,5744. Pii paternitnich studiich témito mikrosatelitovymi lokusy je pravdépodobnost
chyby pii piifazeni 1 rodi¢e k mladéti 9,083 - 10728, pravdépodobnost chyby pii piifazeni
druhého rodi¢e k mladéti, kdyz jednoho rodi¢e zname, je 3,457 - 10-° a pravdépodobnost
chyby pii pfifazeni celého rodi¢ovského paru k mladéti je 1,134-10-%0. V piipadé
nahodné vybranych 2 jedincii z populace je pravdépodobnost, Ze oba maji stejnou
alelovou konstituci pro vsech 129 lokust, rovna 1,515-10-%? a pravdépodobnost stejné
alelové konstituce pro viechny tyto lokusy u 2 sourozenci je 2,936-10-%". Déle byly
vSechny lokusy statisticky hodnoceny samostatné. Lokusy, které maji pravdépodobnost
vyskytu nulovych alel do hodnoty 5-10 %, jsou jesté vhodné pro paternitni studie. Ze 127
analyzovanych lokustt mélo vyssi hodnotu nez 10 % 14 mikrosatelitovych lokusii, z nichz
nejvyssi pravdépodobnost vyskytu nulovych alel ma lokus Ptero05 a to 83%. Odchylka
od Hardy-Weinbergovy rovnovahy se vyskytovala u 2 lokusi na hlading
pravdépodobnosti 5 %, odchylka na hladin€ 1 % se vyskytovala u 1 lokusu a u 31 lokust
nebylo mozné vypocitat soulad s Hardy-Weinbergovym zakonem. Zbylych 93

mikrosatelitovych lokust bylo v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou.
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Déle bylo vSech 127 polymorfnich markerti hodnoceno programem Genepop 4.1
(Rousset, 2008). Bylo zjisténo, ze mnou detekovany polymorfni lokus BFAL4 je ve
vzajemné vazbé s diive detekovanymi polymorfnimi lokusy u plamenaka rizového, a to
lokusy Sn2A-36 (Taylor et al., 2010) a Eru03 (Santos et al., 2006). Tyto lokusy byly
uréeny jako vazané na pohlavi (tedy lezi na chromozomu Z) (Chmelafova, 2012). Diky
tomuto je vice nez pravdépodobné, ze lokus BFAL4 taktéz lezi na chromozomu Z.
Lokusy D29, OI10-39 a Pacbel_17986 sice dle analyzy lezi pod hranici signifikance
vazby, ale je u nich také pravdépodobna vazba s lokusy Sn2A-36 a Eru03, a proto by bylo
potfebné provést dalsi analyzu na vétSim poctu jedinct plamendka rizového, nez je 22,
pro potvrzeni ¢i vylouceni vazby na pohlavni chromozom. Taktéz by bylo mozné pomoci

bioinformatickych nastroju prohledat sekvenac¢ni data celého chromozomu Z.

Péary primerGi pro mikrosatelitové lokusy izolované od zastupci z kladu
Aequorlitornithes mély u plamendka rizového pomérné dobry vysledek vyskytu
polymorfismu. Proto by bylo vhodné primarné dotestovat nové navrzené pary primeri
pro mikrosatelity od jiz testovanych adi a poté dalsi mikrosatelity od zastupcu z kladu
Aequorlitornithes, jako tfeba fad dlouhoktidli. Pravé z tohoto fadu bylo u plamendka
rizového dosud testovano 7 para primert pro mikrosatelity, z nichz byly 3 polymortni.
Nejednalo se sice o nahodné vybrané pary primera pro mikrosatelity, ale i tak lze
predpokladat, ze i nékteré dalsi pary primert z fadu dlouhoktidli budou u plamenaka

ruzového amplifikovat polymorfni produkt.
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7 Zavér

V mé diplomové praci jsem se zabyvala amplifikaci celkem 64 cross-species
mikrosatelitovych lokusi u 22 nepifibuznych jedinci plamendka rtzového
(Phoenicopterus roseus). Z tohoto po¢tu bylo 62 mikrosateliti pivodné izolovano od 3
Celedi z fadu trubkonosi, konkrétn¢ z Celedi albatrosoviti (Diomedeidae), buinackoviti
(Hydrobatidae) a z ¢eledi buinakoviti (Procellariidae). Dalsi 2 lokusy byly izolovany od
2 druht z fadu dlouhoktidli (Charadriiformes), konkrétné od racka novozélandského

(Larus novaehollandiae) a od kulika motského (Charadrius alexandrius).

Experiment byl rozdélen na 2 c¢asti. V prvni jsem amplifikovala ze 64
mikrosatelitii 48, které¢ Kirova (2017) urc¢ila jako polymorfni u 6 neptibuznych jedinct
plamenaka rizového. Zbylych 16 mikrosateliti jsem retestovala kvili jejich
polymorfismu u 30 nepfibuznych jedinct plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber)
(Strejckova, 2018). Jelikoz se jednd o blizce ptibuzné druhy, je zde pravdépodobnost
vyskytu polymorfismu u stejnych mikrosatelitovych lokusi. Nasledné jsem nalezené
polymorfni lokusy statisticky charakterizovala pomoci programu Cervus 3.0.6 a také

analyzovala na vazbu lokusii programem Genepop 4.1.

Z 64 amplifikovanych pari primert pro mikrosatelity jsem detekovala u 43 z nich
44 polymorfnich oblasti, které jsem charakterizovala u 22 nepfibuznych jedinct
plamenaka rizového. Programem Cervus 3.0.6 a nasledné programem Genepop 4.1 jsem
zjistila, ze lokus ParmOl1 od buinaka trinidadského a lokus RBG29 od racka
novozélandského jsou totozné. Kvuli lepSim parametrim jsem pro dalSi analyzu

ponechala pouze lokus RBG29.

U plamenaka rdzového bylo dosud detekovano 151 polymorfnich
mikrosatelitovych lokust, z nichz bylo doposud plné charakterizovano celkem 82
nezavislych cross-species a 45 nezavislych de novo polymorfnich mikrosatelitovych
lokust. Jejich porovnanim programem Genepop 4.1 jsem nalezla lokus BFALA4, ktery je
ve vzajemné vazbé¢ s lokusy Sn2A-36 a Eru03, které byly jiz difive urCeny jako vazané na
pohlavi (lezi na chromozomu Z), a proto lze povazovat za vadzany na pohlavi i lokus
BFAL4. DalSimi potencialn¢ vazanymi na pohlavi jsou lokusy D29, OI10-39
a Pacbel 17986, ale u nich je tfeba provést analyzu na vétSim poctu jedinct pro potvrzeni

¢1 vyvraceni vazby.
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9 Prilohy

Priloha 1: Originalni vystup z programu Cervus 3.0.6 pii analyze 43 nezavislych polymorfnich lokusti amplifikovanych pomoci 42 part primerta

pro mikrosatelitové lokusy izolované z fadu trubkonosi a dlouhokiidli. Amplifikace byla provedena u 22 neptibuznych jedincl plamendka

riazového. V tabulce je uveden nazev lokusu, pocet detekovanych alel (k), pocet testovanych jedinci (N), pozorovana heterozygotnost (Hogs),

o¢ekavana heterozygotnost (Hexp), obsah polymorfni informace (PIC), pravdépodobnost chyby pii pfifazovani 1 rodice k mladéti (NE-1P),

pravdépodobnost chyby pii pfifazovani druhého rodice k mladéti, kdyz jednoho rodi¢e zname (NE-2P), pravdépodobnost chyby pii pfitazovani

rodi¢ovského paru k mladéti (NE-PP), pravdépodobnost stejné alelické konstituce na vSech lokusech u 2 nahodné vybranych jedinct z populace

(NE-1), pravdépodobnost stejné alelické konstituce na v§ech lokusech u 2 sourozenct (NE-SI), odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy (HW),

(kde NS = neni signifikantni, ** = signifikance na hladin¢€ 1 %, ND = neni moZné spocitat) a odhadovana frekvence nulovych alel F(Null).

Cervus 3.0.6 - (c) Copyright Tristan Marshall 1998-2012

Distributed by Field Genetics Ltd - www.fieldgenetics.com

Licensed for non-commercial use only

Allele frequency analysis completed 5.3.2019 16:33:16

Locus k N HObs HExp PIC NE-1P NE-2P NE-PP NE-I NE-ST HW F(Null)
Omn21 2 22 0.818 0.495 0.367 0.883 0.817 0.724 0.384 0.604 NS -0.2571
Bb20 2 22 0.455 0.359 0.290 0.938 0.855 0.770 0.483 0.695 NS -0.1273
Ole2l 4 22 0.545 0.547 0.483 0.853 0.704 0.544 0.268 0.550 NS -0.0032
D29 2 22 0.409 0.384 0.305 0.930 0.848 0.761 ©0.461 0.678 NS -0.0435
Pacbel 10033 2 22 0.455 0.406 0.318 0.921 0.841 0.753 0.443 0.662 NS -0.0680
Patbel3 2 22 0.136 0.130 0.119 0.992 0.941 0.892 0.770 0.879 ND -0.0267



Locus k N HObs HExp PIC NE-1P NE-2P NE-PP NE-TI NE-ST HW F(Null)
LAALLOY 5 22 0.682 0.745 0.681 0.689 0.515 0.336 0.121 0.416 NS 0.0351
Omnl 3 22 0.682 0.575 0.476 0.842 0.723 0.586 0.278 0.538 NS -0.1040
Bb22 2 22 0.455 0.359 0.290 0.938 0.855 0.770 0.483 0.695 NS -0.1273
PcD103 2 22 0.182 0.169 0.152 0.986 0.924 0.865 0.710 0.845 ND -0.0405
LAALILOQ 7 22 0.591 0.585 0.531 0.816 0.650 0.466 0.224 0.520 NS -0.0198
Pacbel 17986 3 22 0.500 0.521 0.401 0.870 0.788 0.679 0.349 0.583 NS 0.0065
Cdb 2 22 0.182 0.241 0.208 0.972 0.896 0.824 0.612 0.785 ND 0.1287
Omn8 8 22 0.864 0.822 0.776 0.559 0.383 0.201 0.066 0.365 NS -0.0372
Pc D3-I 2 22 0.591 0.502 0.370 0.880 0.815 0.722 0.380 0.600 NS -0.0926
Pc D3-II 2 22 0.182 0.169 0.152 0.986 0.924 0.865 0.710 0.845 ND -0.0405
0110-39 3 22 0.409 0.513 0.444 0.874 0.740 0.597 0.306 0.576 NS 0.0814
Bb25 4 22 0.591 0.625 0.544 0.803 0.656 0.494 0.218 0.499 NS 0.0167
Dcb 3 22 0.591 0.566 0.470 0.847 0.727 0.589 0.282 0.544 NS -0.0481
0Oc28B 4 22 0.682 0.711 0.636 0.735 0.572 0.403 0.152 0.440 NS 0.0063
RBG29 8 22 0.864 0.805 0.761 0.580 0.400 0.211 0.071 0.374 NS -0.0420
Pacbel 07265 2 22 0.227 0.426 0.330 0.913 0.835 0.746 0.427 0.649 NS 0.2937
Dc31 2 22 0.455 0.507 0.373 0.877 0.814 0.720 0.377 0.596 NS 0.0435
12H8 2 22 0.045 0.045 0.043 0.999 0.978 0.958 0.914 0.956 ND -0.0042
LAAL7 4 22 0.500 0.467 0.410 0.893 0.760 0.616 0.342 0.607 NS -0.0739
Pacbel 00386 3 22 0.364 0.376 0.326 0.932 0.822 0.707 0.442 0.677 NS 0.0588
Pacbel 08988 3 22 0.727 0.580 0.505 0.839 0.694 0.543 0.249 0.529 NS -0.1284
Calex 01 2 22 0.091 0.089 0.083 0.996 0.958 0.922 0.838 0.916 ND -0.0141
Pacbel 09528 4 22 0.773 0.717 0.651 0.722 0.550 0.372 0.140 0.435 NS -0.0435
Pacbel 09021 4 22 0.636 0.646 0.574 0.788 0.628 0.459 0.193 0.483 NS -0.0034
Puff G2F 3 22 0.818 0.669 0.580 0.786 0.640 0.491 0.194 0.472 NS -0.1158
0c49 6 22 0.864 0.781 0.729 0.629 0.449 0.263 0.091 0.391 NS -0.0715



Locus k N HObs HExp PIC NE-1P NE-2P NE-PP NE-I NE-SI HW F (Null)
Tcho6 4 22 0.591 0.692 0.628 0.743 0.571 0.391 0.154 0.450 NS 0.0736
Ptero05 2 22 0.045 0.502 0.370 0.880 0.815 0.722 0.380 0.600 *x 0.8303
Olel7” 2 22 0.500 0.511 0.374 0.876 0.813 0.719 0.376 0.594 NS -0.0010
Pacbel 17944 6 22 0.636 0.780 0.731 0.624 0.443 0.252 0.088 0.391 NS 0.0980
Pc B109 3 22 0.318 0.280 0.247 0.963 0.870 0.778 0.554 0.752 ND -0.0815
01le02 13 22 0.818 0.872 0.839 0.443 0.282 0.112 0.035 0.333 NS 0.0206
01e09 5 22 0.818 0.781 0.724 0.640 0.462 0.282 0.09 0.392 NS -0.0447
Paequ3 3 22 0.409 0.502 0.391 0.880 0.793 0.685 0.359 0.595 NS 0.0884
De3 3 22 0.591 0.538 0.427 0.862 0.764 0.644 0.323 0.568 NS -0.0786
BFAL4 2 22 0.500 0.384 0.305 0.930 0.848 0.761 0.461 0.678 NS -0.1423
Paequ’ 4 22 0.682 0.601 0.517 0.822 0.683 0.529 0.241 0.516 NS -0.1027
Number of individuals: 22

Number of loci: 43

Mean number of alleles per locus: 3.581

Mean proportion of loci typed: 1.0000

Mean expected heterozygosity: 0.5111

Mean polymorphic information content (PIC): 0.4402

Combined non-exclusion probability (first parent): 0.00024251

Combined non-exclusion probability (second parent) : 0.00000019

Combined non-exclusion probability (parent pair): 5.423E-0012

Combined non-exclusion probability (identity): 1.607E-0024

Combined non-exclusion probability (sib identity): 2.814E-0011



