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Souhrn

V ramci této diplomové prace jsem se vénovala testovani a charakteristice
vybranych polymorfnich mikrosateliti u potapky rohace (Podiceps cristatus) pomoci
cross-species PCR amplifikace.

V teoretické Casti jsem se =zabyvala obecnym popisem fadu potapky
(Podicipediformes), jeho rozdélenim na jednotlivé druhy, vyskytem téchto druht
a podrobngjsi charakteristikou potapky rohdce. Dalsi kapitoly jsem vénovala
fylogenetickému zatazeni potapkovitych v systému ptaki, mikrosatelitim, hledani
novych mikrosatelitd pomoci jejich de novo izolace a cross-species PCR amplifikaci.
Poté jsem popsala dosud otestované mikrosatelity u potapky rohace v ramci dvou
bakalaiskych praci (JanuSova, 2015; Filipova, 2016) a jedné diplomové préce
(Hoffmannova, 2013), které vykazovaly polymorfismus. V neposledni fadé jsem
popsala dalsi potencionalné polymorfni mikrosatelity u studovaného druhu potapky.

V experimentalni ¢asti jsem testovala tficet mikrosatelitd u Sesti nepfibuznych
jedinct potapky rohace, které dosud testovany nebyly a mohly by byt polymorfni.
Mikrosatelity, které projevily polymorfismus jsem spole¢né s mikrosatelity ozna¢enymi
jako polymorfni v bakalaiskych pracech (JanuSova, 2015; Filipova, 2016)
vygenotypovala na tfinacti jedincich potapky rohace a provedla jejich charakterizaci
pomoci statistickych programt Cervus 3.0.3 a Genepop 4.1.

Pouzitim metody cross-species PCR amplifikace mikrosatelitt na DNA tfinacti
nepiibuznych jedincl potdpky rohace a elektroforetické separace jsem charakterizovala
celkem 42 polymorfnich mikrosatelitii, s primérnym poétem alel na lokus 4,476. Sest
mikrosatelitovych lokusti pravdépodobné vykazovalo vazbu na pohlavi a Zadné dva
lokusy nebyly ve vazbé. Celkové tedy s dalsimi nalezenymi 42 mikrosatelity
v diplomové praci (Hoffmannova, 2013) se jednd o 84 mikrosatelitd, které jsou

pouzitelné pro populacné genetické studie u potapky rohace.



Summary

In this master thesis | dealt testing and characterization of polymorphic
microsatellite selected from clade Aequorlitornithes in Crested Grebe (Podiceps
cristatus) using the method of cross-species PCR amplification.

In the theoretical part, | have dealt with the general description of the order of the
Podicipediformes, its division into individual species, the occurrence of these species and
the more detailed characteristics of Crested Grebe. Other chapters focused on
phylogenetic classification of Giants in the bird system, microsatellite, searching for new
microsatellites using de novo isolation and cross-species PCR amplification. | then
described the microsatellites tested in Crested Grebe in two bachelor theses (Filipova,
2016; JanuSova, 2016) and one diploma thesis (Hoffmannova, 2013), which showed
polymorphism, focusing mainly on the origin of these microsatellites and the results of
the testing. Last but not least, | have described other potentially polymorphic
microsatellites in Crested Grebe.

In the experimental section, | tested thirty microsatellites in six unrelated
individuals that were not yet tested and could be polymorphic. Microsatellites that showed
polymorphism, together with microsatellites found as polymorphic in bachelor theses
(Janusova, 2015; Filipova, 2016), were genotyped on thirteen unrelated individuals and
processed using statistical programs Cervus 3.0.3 and Genepop 4.1.

Using the method of cross-species PCR amplification of microsatellites on the
DNA of thirteen unrelated individuals and electrophoretic  separation,
I characterized a total of 42 polymorphic microsatellites, totally 42 microsatellites in the
diploma thesis (Hoffmannova, 2013), these are 84 microsatellites that are useful for

studies of Crested Grebe.
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1. Uvod

Potéapka rohac¢ je na seznamu ohrozenych druhti a aby bylo mozné ji podrobnéji
studovat, jsou zapotiebi genetické markery. Hoffmannova (2013) v ramci sveé
diplomové prace charakterizovala 42 polymorfnich mikrosateliti, z nichz ¢trnact bylo
odvozeno od zéastupct tadu potapky, deset mikrosateliti od zéastupct tadu veslonozi,
sedm mikrosatelitdt od plamenaki, devét mikrosateliti od brodivych a po jednom

mikrosatelitovém lokusu od dlouhoktidlych a vrubozobych.

J& (JanuSova, 2015) a Filipova (2016) jsme na jeji studium navazaly v ramci
nasich bakalaiskych praci a jelikoz v ramci nejnovéjsich fylogenetickych studii (Prum
et al., 2015) byla potapka roha¢ zafazena do kladu Aequorlitornithes, otestovaly jsme na
DNA Sesti nepiibuznych jedincti potapky rohace mikrosatelity, které byly polymorfni
u zéstupcu fadu trubkonosi, tuéniaci a dale konzervované pta¢i mikrosatelity a EST ptaci

mikrosatelity.

Tato diplomova prace bude vychazet z vyse uvedenych bakalaiskych praci,
pticemz v nichz popsané polymorfni mikrosatelity (celkem 39) budou amplifikovany
u tfinacti neptibuznych jedincti potapky rohace a nasledné charakterizovany. Déle
budou na polymorfismus u Sesti jedinci potapky rohace testovany dalsi mikrosatelity
pochézejici od vybranych zastupci kladu Aequorlitornithes (28) a EST ptaci
mikrosatelity (2), které doposud testovany nebyly, a pokud budou vykazovat
polymorfismus, budou taktéz charakterizovany u tiinicti jedinci potapky rohace

pomoci statistickych programt Cervus 3.0.3 a Genepop 4.1.



2. Cile préace

1. Vypracovani reSerSe na téma diplomové prace.

2. Shromézdéni dostupnych literarnich zdrojt.

3. Otestovani a charakterizace novych mikrosatelitii, které by mohly byt polymorfni
u potapky rohace a nebyly u ni doposud testovany, konkrétné dva EST ptaci
mikrosatelity (Dawson et al., 2010) a dale mikrosatelity pochazejici od vybranych
zastupct kladu Aequorlitornithes. Jedna se o pét mikrosatelitli od marabu afrického
(Ferrie et al., 2013) a ti'i mikrosatelity od volavky Zlutozobé z fadu brodivi (Dai et
al., 2015) a dale ¢trnact mikrosatelitli, které izoloval Bauer (2007) u plamenaka
karibského a Sest mikrosatelitli nalezenych u plamenaka nejmensiho (Zaccara et al.,
2011), kdy oba druhy fadime do fadu plamenaci.

4. PCR amplifikace mikrosatelitit na DNA tfinacti nepfibuznych jedinci potapky
rohace a jejich nasledna charakterizace. Jednalo se o mikrosatelity odvozene od
zastupcu fadu tuénaci a trubkonosi, které byly nalezeny jako polymorfni v rdmci
bakalatskych praci Janusova (2015) a Filipova (2016) a mikrosatelity, které se

testovanim v této préci prokazaly jako polymorfni.



3. Literarni piehled

3.1. Rad potapky

Potapky (Podicipediformes) jsou nevelky ptaci fad, jehoz zastupci jsou dokonale
ptizptsobeni k potapéni a zivotu na vod¢. Ve vétsing ptipadl dosahuji stiedni velikosti
a od potaplic se lisi Sir§Sim, mensim télem a delSim tenkym krkem. Jejich opefeni je
velmi husté, na krku a bfis$ni strané Cisté bilé se spiralovitymi paprsky (Gaisler et Zima,
2007), prachové pefi vyriistd jak na pernicich, tak na nazinidch. Rydovaci pera jsou
mekkd, znané zkracend a nijak neodliSena od ostatnich ocasnich per. Kostréni mazova
Zlaza je porostla pefim a mohutné vyvinuta (Hudec et al., 1994). V hnizdnim Saté se
zbarveni opefeni méni, coz spolu s vyraznymi zvuky a vzty€itelnymi pérovymi rizky na
hlavé hraje vyznamnou roli pii toku (del Hoyo et al., 1992). Vétsina druhit ma azky
zobak do $picky s ostrymi okraji, s vyjimkou rodu Podilymbus, kam fadime naptiklad
potapku Sedou nebo potapku tlustozobou, jejichz zobédky jsou naopak silngjsi. Ocas
potapek je zcela zakrné€ly a nohy maji kratky, ze stran zploStély beéhék. Typickym
znakem je nezvykla anatomie plovaci blany, pficemz kazdy prst je obklopen kozovitym
lemem a lemy sousednich prstti jsou pfi jejich kofeni srostlé (Fjeldsa, 2004).

Obvyklym mistem hnizdéni potapek jsou sladké vody, ale za tahu se zdrZuji i na
mofi, kdy praveé na vodé travi tito ptaci vétsinu zivota. Stavéji plovouci hnizda vétsinou
z jiz zetlelych vodnich rostlin, které nakupi na vodni hladiné a ukotvi mezi porosty nad
vodu vystupujicich bylin. Tlejici vodni rostliny pravdépodobné napomahaji k udrzovani
teploty vajec v nepfitomnosti rodi¢t. Vodu opoustéji pouze za letu, ktery je ptimocary,
rychly a hlava i1 krk jsou pfi ném nataZeny dopifedu. JelikoZ jsou jejich kiidla kratka
a kostra malo pneumatizovand, zvedaji se potapky z hladiny obtizn¢ (Hudec et al.,
1994).

Vsechny druhy potapek maji velice vyrazné a silné projevy toku, které jsou
charakteristicky vyvinuté zejména u potapky rohace. Potapky ziji v monogamii a pafi se
na hnizdech (Fjeldsa, 2004). Nejéast&ji samice kladou 3—7 malych vajec bilé barvy,
ktera postupné hnédnou vlivem tlejiciho hnizdniho materialu. Sezeni zacina po sneseni
prvniho vejce a obvykle trva u mensich druhti 20 dni, u vétsich az o tyden déle. Mlad’ata
uméji plavat jiz po vylihnuti, a pokud jim hrozi nebezpe¢i, jsou schopna se
I potopit. Jelikoz ale nesnesou delsi pobyt ve vodé kvuli nedokonalé termoregulaci, jsou
rodi¢i vozena na zadech a zahtivana. Mlad’ata potapky dostavaji nejprve potravu piimo

do zobaku, pozd¢ji je jim pouze lovena, oznacujeme je tedy jako polokrmiva (Hudec et



al., 1972). Od dospélych potapek se vyrazné lisi zbarvenim, jsou totiz porostld kratkym
prachovym pefim s pestrymi Cervenymi znaménky na hlavé a tmavymi podélnymi
pruhy na bilém podkladu (Stastny et al., 2006).

Vétsi druhy potapek se zivi vétSinou rybami, pro mensi druhy jsou potravou
zejména drobni méekkysi a vodni hmyz, pficemz u vSech druht potapek byla zjisténa
i pfimé&s rostlinné potravy (Fjeldsa et al., 1994). Aby nedoslo k poskozeni stén zaludku
rybimi kostmi, polykaji potapky své vlastni pefi vySkubané z bfisSni strany, které
VvV pylorickém zaludku vytvofi hmotu obalujici vSechny nestravené¢ zbytky. Pefi

i zbytky potravy jsou poté vyvrhovany (Hudec et al., 1994).

Potapky jsou rozsifeny témet po celém svéte, kdy nejvice druhd zije na Gzemi
Jizni a Stfedni Ameriky, dale obyvaji Afriku, Eurasii, Madagaskar a Austréalii (del Hoyo
et al., 1992). Nejpozoruhodnéjsi jsou dva endemické druhy, tj. zijici na jediném misté
na svét¢, kam se fadi potapka Taczanovského (Podiceps taczanowskii) vyskytujici se
v Peru a potapka kratkok#idla (Rollandia micropterum) Zijici v Andach, kterd ma zcela
zakrnéla kiidla, tudiz neni schopna létat (Hanzak et Hudec, 1963).

Podle Howard et Moore (1991) zahrnuje celed’ potapkoviti (Podicipedidae),
ktera je jedinou cCeledi fadu potapky, 21 druhti rozdélenych do péti rodd. Do rodu
Tachybaptus patii potapka australska (T. novaehollandiae), nejmensi (T. dominicus),
mala (T. ruficollis), madagaskarska (T. pelzelnii) a skoticovohrdla (T. rufolavatus), do
rodu Podiceps spada osm druht: Potapka roha¢ (P. cristatus), argentinskd (P.
gallardoi), Zlutoroha (P. auritus), velka (P. major), stiibfita (P. occipitalis),
Taczanovského (P. taczanowskii), ¢ernokrka (P. nigricollis) a rudokrka (P. grisegena).
Rod Poliocephalus zahrnuje potapku novozélandskou (P. rufopectus) a Sedohlavou (P.
poliocephalus). Potapka zapadni (A. occidentallis) a Clarkova (A. clarkii) patii do rodu
Aechmophorus a potapka Seda (P. podiceps) a obrovska (P. gigas) do rodu Podilymbus.
Posledni rod Rollandia zahrnuje potapku kratkoktidlou (R. micropterum) a Rollandovu
(R. rolland).

Na nasem uzemi zije celkem pét druhti potapek, z nichz nejmensi je potapka
mald. Jeji velikost lze piirovnat K velikosti zat'até pésti a vétSinou hnizdi v rakosi na
mensich rybnicich, mrtvych ramenech fek nebo na zarostlych tiinich. O néco vétsSim
druhem je potapka ¢ernokrka, ktera mé ve svatebnim Satu typicky chomac zlutych pirek

za okem a na nasem Uzemi se vyskytuje pomérné hojné v rybni¢natych oblastech.

Potapka rudokrka se vyznacuje rezavé Cervenym krkem a zlutym kotfenem zobaku.
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Hnizdi vétSinou na zarostlych rybnicich ¢i jezerech Vv nizsich polohach, avSak na nasem
izemi se vyskytuje pomérné vzacné. Potipka Zlutoroha hnizdi v Ceské republice
vzacné, ale kazdoro¢né vétSinou na husté zarostlych a mé¢lkych jezerech. Ve svatebnim
Satu ma vyrazné zluté opefeni za okem a Cervenou predni stranu krku a hrudi, jinak se

vzhledem podoba potapce Cernokrké. Poslednim druhem potapky Zijici na naSem tzemi

je potapka rohag, které je vénovana nasledujici kapitola (Svensson et al., 2016).
3.1.1. Potapka roha¢

Systematické zafazeni potapky rohace podle del Hoyo et al. (1992) a Gaisler et
Zima (2007) je nasledujici:

Rige: zivocichové (Animalia)

Kmen: strunatci (Chordata)

Podkmen: obratlovci (Vertebrata)

Tiida: ptaci (Aves)

Podtfida: letci (Neognathae)

Rad: potapky (Podicipediformes)
Celed: potapkoviti (Podicipedidae)

Rod: potapka (Podiceps)

Druh: potapka rohac (Podiceps cristatus)

Potapka rohac je nejvétSim zastupcem potapek na naSem Uzemi a jiZ na prvni
pohled lze dospélého jedince rozeznat od kachny nebo lysky diky dlouhému, Stihlému,
bile zbarvenému krku, tmavé lemovanému limci a hustym pirktim po stranach hlavy.
Samci i samice maji na hlavé pirka podobna rizkim, od kterych je odvozen nézev
druhu (Hanzak et Hudec, 1963). Pfedni strana krku i spodni ¢ast téla jsou po cely rok
bilé, zatimco hibetni ¢ast ma Eernohnédou barvu (Stastny et al., 2006). Mladi ptaci
nemaji limec, jsou svétlejsi s tmavym temenem hlavy a podélnymi tmavymi prouzky na
bilém podkladu (viz Obr. 1).
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Obr. 1: Rodi¢e potapky rohace s mlad’aty (Zdroj: https://naturfotografen-

forum.de/). Navstiveno: 13. 11. 2016.
—

Potapka roha¢ Zije nejen na nasem tizemi, ale najdeme ji témet v celé Evropé,

v Asii, Africe, Austrélii, ale i v Tasmanii a na Novém Zéland¢ (Hudec et al., 1994;
Fjeldsa, 2004). Ve vsech piipadech upiednostiiuje sladké stojaté vody s rybami
a vodnimi rostlinami, vzacné vSak muze hnizdit i na slanych a brakickych vodéach,
v Ceské republice jsou pro ni idedlni podminky na vétsing rybnikd s vyskytem rakosi,
kde stavi sva hnizda, av§ak hrozbu pro vyskyt potapky piedstavuje zejména znecisténi,
odvodnovani a vysuSovani vodnich ploch, a tim ztrata jejiho piirozeného biotopu.
Hnizdo stavé¢ji samec 1 samice z rostlin nalezenych na dné rybnika a miize dosahovat
ruznych rozméra (Hudec et al., 1972).

Tito ptaci vétsinou hnizdi v parech, vzacnéji potom v koloniich. Ihned po ptiletu
na vodni plochu, tedy po jejim rozmrznuti, za¢ina tok, ktery se sklada z nékolika fazi
a zahrnuje napiiklad potiepavani hlavou obou dospélych jedinct, zajizdéni Spicky
zobaku mezi pefi na lopatkach, excitacni faze je pak typicka pfiblizenim se hrudi k sobé
a vztyCenim se na vod¢, tedy jiz pti hledani mista hnizdéni byvaji spateni (del Hoyo et
al., 1992).

Po vybudovani hnizda za¢ne samice snaset vejce, ktera jsou vétSinou tii az Ctyii,

maji bilou az svétle namodralou barvu a v sezeni na nich se stiidaji oba rodi¢e. Mlad’ata
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se z vajec vétsSinou klubou ve dvoudennich intervalech, jelikoz potapky rohaci zacdinaji
sedét na vejcich jiz po sneseni toho prvniho (Hudec et al., 1972). Mladata jsou jiz
nékolik hodin po vylihnuti schopna se potapét, avSak travi nejvice ¢asu na hibetech
rodici, kde se zahtivaji.

Potapka rohac je vodnim ptakem v pravém slova smyslu, na hladin¢ se pohybuje
rychlosti az 7 km za hodinu a méa hluboky ponor. Pokud ji hrozi nebezpeci, je schopna
pod vodou vydrzet necelou minutu, pfi¢emz urazi asi 50 m (Hanzak et Hudec, 1963).
Hlavnimi slozkami potravy jsou ryby, zaby, uzovky, hmyz, ale také mékkysi a jini
bezobratli (Hudec et al., 1972).

Jedna se o ptaky tazné, ktefi se pied odletem shlukuji v hejna a b&hem fijna
odlétaji vétsinou do Stiedomoii mezi Italii a Skadarskym jezerem a zpét na hnizdisté

pfilétaji v bieznu (Stastny et al., 2006).

3.2. Fylogenetické zarazeni potapkovitych v systému ptaki

Ptestoze je fylogeneticky systém ptaki Castym predmétem studii, vysledky se
stale rozchazeji. Zjisténi jejich evolu¢nich vztahl je velmi obtiZzné, napiiklad z diivodu
existence vyrazné se odliSujicich druhi ptakt v ramci jednotlivych skupin (napft. sovy,
holubi a papousci) (Hackett et al., 2008).

Pouze dva nody u zdkladny ptaciho stromu jsou podpoieny morfologicko
fylogenetickymi i molekularné genetickymi daty, z nichz prvni rozdéluje Paleognathae
(tinamy a b&Zce) a Neognathae (ostatni ptaky) a druhy déli Neognathae na Galloanserae
(vrubozobi a hrabavi) a Neoaves (zbyli Neognathae). Molekularné genetické metody
studujici fylogenetické vztahy zahrnuji DNA-DNA hybridizaci, analyzu ribozomalni
RNA, mitochondridlnich genomt a exonovych a intronovych sekvenci (Hackett et al.,
2008).

Potapky a potaplice byly do prvni poloviny 20. stoleti zafazovany do spole¢ného
fadu z divodu jejich spole¢nych morfologickych znakt. Teprve v roce 1925 byly
zjiStény prvni odliSnosti v rdmci téchto dvou skupin a nésledné byl vyvozen zavér, Ze
podobnost je vysledkem konvergentni evoluce (Fjeldsa, 2004).

Fylogenetické studie systému vodnich ptakd navazuji na fakt, ze potapkoviti
predstavuji vétev pomérné vzdalenou od potéplic, coz bylo vysledkem studie veédcii
Sibley et Ahlquist (1990), kteti na zakladé vysledkit DNA-DNA hybridizace piesunuli

pravé potaplicovité do blizkosti tuénaku a trubkonosych.
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Van Tuinen et al. (2001) studovali fylogenetické vztahy pomoci analyzy
sekvenci jadernych a mitochondrialnich genomi od 26 zéstupci brodivych
a  kratkokfidlych a DNA-DNA  hybridizace. Vysledkem bylo vyclenéni
plamenakovitych (Phoenicopteridae) ze spoleéného kladu s kachnovitymi (Anatidae)
a zaroven vytvoreni spole¢ného kladu pro potapkovité (Podicipedidae) a plamenakovité.

Hypotézu, Ze potapkoviti a plamenakoviti tvoii monofyleticky taxon, potvrdil
také Mayr (2004), ktery provedl kladistickou analyzu celkem 70 morfologickych znakt
hodnocenych u 17 riznych ptacich taxont.

Sesterské postaveni téchto dvou ¢eledi potvrdili také Ericson et al. (2006), kteti
pouzitim genomické DNA ziskané z krve nebo vzorkt tkdn¢ 87 druht kladu Neoaves
reprezentujicich 75 celedi a naslednou analyzou celkem péti genovych oblasti
(protoonkogen c-myc, gen RAG-1, B-fibrinogen, myoglobin a ornitindekarboxylaza).

Hackett et al. (2008) vyuzili pro fylogenetickou analyzu DNA sekvenci
o0 velikosti 32 kbp od 169 pta¢ich druhti z devatenacti nezavislych jadernych lokustu
nachazejicich se na patnacti riznych chromozomech v ramci genomu kura doméciho,
s introny (74 %), kodujicimi exony (23 %) a nepiekladanymi oblastmi (UTR) (3 %).
Vysledky této studie napomohly k fylogenetickému zatazeni nékterych problematicky
zataditelnych skupin ptaki, kromé toho bylo potvrzeno sesterské postaveni potapek
(Podicipediformes) a plamenakt (Phoenicopteriformes), naopak potapky a potaplice
(Gaviiformes) si jsou v ramci fylogenetického zatazeni velmi vzdalené.

Nejnovéjsi studie systému velkych vodnich ptaka (Prum et al., 2015) zaloZena
na next-generation DNA sekvenovani, fadi potapky (spole¢né s plamenaky) do kladu
Aequorlitornithes, ktery se déli na dvé skupiny. Do prvni z nich patii fad plamenaci
a potapky, pri¢emz dlouhoktidli jsou jejich sesterskou skupinou a do druhé pak na
nékolik skupin rozdélené a vzajemné promichané (v tradi¢nim pojeti) fady veslonozi,
brodivi, potaplice, tucnaci, trubkonosi a nové také slunatci, kteti byli diive fazeni mezi

kratkokiidlé (viz Obr. 2).
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Obr. 2: Nov¢ usporadany fylogeneticky klad Aequorlitornithes (Prum et al.,

2015).
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3.3.  Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou kratké tandemové se opakujici DNA motivy, pfi¢emz délka
motivu se pohybuje mezi 1-6 pary bazi. Nejcast&ji se vyskytujici v rdmci celého
prokaryotického i eukaryotického genomu a jeho kddujicich i nekddujicich oblasti jsou
mikrosatelity s délkou repeti¢ni jednotky jeden, dva nebo tii nukleotidy (Ellegren,
2004). Cetnost riiznych motivii mikrosatelitll je zavisla predev§im na druhu. U savci
jsou to motivy AC, AG, AGC a AAAG, naopak u rostlin se jednd o AT, AAG, AG
a AAC (Toth et al., 2000; Zane et al., 2002). Muzeme tedy pozorovat rozdily v delce,
motivu i frekvenci mikrosatelitd mezi jednotlivymi skupinami organismu.

Mikrosatelity délime tedy jednak na zakladé délky jejich repetice, a také podle
struktury repetice na dokonalé, nedokolané, pierusené a slozené. V dokonalém
mikrosatelitu ~ neni  opakujici se  sekvence nijak  pferuSena  (napf.
TATATATATATATATA), sekvence nedokonalého mikrosatelitu naopak obsahuje
bazi, ktera neni soucasti zakladniho motivu (napi. TATATATACTATATA). V ptipadé
pferuSovanych mikrosateliti obsahuje sekvence vétsi mnozstvi bazi neobsaZenych

v zékladnim motivu (napf. TATATACGTGTATATATATA) a slozené mikrosatelity
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obsahuji dvé sousedici odlisné repetitivni sekvence (napf.
TATATATATAGTGTGTGTGT) (Oliveira et al., 2006).

Existence mikrosatelitd v eukaryotickych genomech je znama od roku 1970
(Bruford et al., 1996) a jejich mnozstvi koreluje s velikosti daného genomu (Hancock et
al., 1999). Vyskyt mikrosateliti je velice hojny a pocet mutaci exponencialné roste
s délkou mikrosatelitu (Rose et Falush, 1998). Jeden z procest odpovédnych za vyssi
vyskyt mutaci v mikrosatelitech oproti zbytku genomu se nazyva ,,DNA sklouznuti®,
které je zpusobeno sklouznutim DNA polymerazy béhem replikace (Richard et
Sutherland, 1994). Vyklouznuta struktura poté muze byt stabilizovana do triplexu,
kvadruplexu nebo vl&senky. Druhym procesem podilejicim se na vyssi frekvenci mutaci
je nerovnomérna rekombinace (Jakupciak et Wells, 2000). Tyto dva d&je probihajici
v tandemové se opakujicich sekvencich vedou ke ztraté nebo naopak ptidani jednotky
v ramci repetice (Schldtterer et al., 2000; Ellegren et al., 2004).

Diky vySe uvedenym vlastnostem jsou mikrosatelity vyuzivany pii konstrukcich
genetickych map (Knapik et al., 1998; Cregan et al., 1999), pro genotypizaci a analyzu
otcovstvi (Wright et Bentzen, 1994; Schlétterer et al., 2000), dale je vyuzivana
souvislost mezi nestabilitou, poctem jednotek opakovani a vyskytem lidskych
genetickych onemocnéni (Mahadevan et al., 1992; Stallings et al., 1994; O” Donnell et
Warren, 2002). Piestoze byly mikrosatelity ptivodné urceny pro vyzkum u lidi, jejich
analyza se stala nastrojem také pii studiu zivoéicht (Schlétterer et al., 1991) i rostlin
(Dayanandan et al., 1997; Steinkellner et al., 1997; White et Powell, 1997; Cipriani et
al., 1999; Roa et al., 2000; Collevatti et al., 2001).

Vyuziti mikrosatelitovych markerti v rlznych studiich je vSak znevyhodnéno
nutnosti izolace mikrosatelitii de novo u druhti, u kterych studie mikrosateliti doposud
neprob&hly. V tomto piipadé je potiebné sekvence mikrosateliti najit, osekvenovat,
navrhnout k nim pfislusné primery, amplifikovat je a otestovat na polymorfismus
(Rassmann et al., 1991).
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3.3.1. Hledani novych mikrosateliti a cross-species PCR amplifikace

De novo izolace mikrosatelitu

V poslednim ¢tvrtstoleti se mikrosatelity staly jednim z nejcastéji pouzivanych
molekularnich markertt S moznosti aplikace v mnoha riznych vyzkumnych oblastech
zejména diky jejich vysokému stupni polymorfismu a relativné¢ snadné detekci. Hlavni
nevyhodou mikrosatelitti je v§ak nutnost jejich izolace de novo u druht, u kterych tyto
studie probihaji poprvé, tedy nedostatek ,,univerzalnich® PCR primert, které by apésné
amplifikovaly homologni mikrosatelitové produkty napfi¢ ruznymi druhy. Podstatou
izolace mikrosatelitd de novo je pocate¢ni fragmentace DNA za pomoci restrikénich
enzymi nebo ultrazvuku, pak nésleduje vloZzeni fragmentd o wur¢ité délce do
plazmidového vektoru. Vektor je poté vlozen do bakterialni buiiky, kterou je vétSinou
Escherichia coli, ktera diky svému dé¢leni produkuje rekombinantni klony, jenz
hybridizuji se sondou na nylonové membrané. Fragmenty obsahujici dané repetice jsou
sekvenovany, k oblastem obklopujicim mikrosatelit z obou stran jsou navrhovany
primery a poté je mikrosatelit otestovan PCR amplifikaci na polymorfismus
a charakterizovan (Zane et al., 2002).

[zolace mikrosatelitl je pomérné ndro¢na na Cas 1 kroky, které je nutné
v postupu provést, kdy obvykle zahrnuje skrinink genomickych knihoven vhodnymi
sondami (Rassmann et al., 1991). Mnozstvi pozitivnich kloni obsahujicich
mikrosatelity, které 1ze ziskat pomoci tohoto tradi¢niho postupu se pohybuje od 12 %
do méné nez 0,04 %. Tuto izolaéni strategii vSak lze pouzit u taxond s vysokou
frekvenci mikrosatelitd, jako je tomu u nckterych ryb nebo jinych obratlovcl
a v pripadech potieby relativné nizkého poctu mikrosatelitti (Bernatchez et Duchesne,
2000.

Cross-species PCR amplifikace mikrosatelitii

PrestoZe mikrosatelitové primery obecné nelze pouZit univerzalng, urcitd troven
amplifikace mikrosatelitli mezi blizce ptibuznym druhy je mozna (Moore et al., 1991;
Schlétterer et al., 1991). Uspé&snost amplifikace mikrosateliti napii¢ druhy je spojena
s evoluéni rozmanitosti mezi druhy, ze kterych jsou mikrosatelitové markery izolovany
(zdrojovy druh) a druhy cilovymi (Primmer et al., 1996).

Mikrosatelity se obvykle vyskytuji v nekddujicich regionech, kde je rychlost

substituce nukleotidti vy$si nez v oblastech kodujicich, a tudiz strategie navrhovani
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Luniverzalnich “ primerd vyuzivajici konzervované sekvence, ktera byla velice uspésna
pro mitochondridlni DNA (Kocher et al., 1989), je u mikrosateliti ponékud
problemati¢téjsi. Nicméné piitomnost vysoce konzervovanych obklopujicich sekvenci
byla prokédzana jiz u nékterych mikrosatelitovych lokust u kytovct (Schlétterer et al.,
1991), zelv (Fitzsimmons et al., 1995) a ryb (Rico et al., 1996).

Evolu¢ni vztahy mezi jednotlivymi druhy byly pomoci cross-species PCR
amplifikace rozsahle studovany u ptaku (Primmer et al., 1996; Hughes et al., 1998;
Dallimer et al., 1999; Dawson et al., 2000; Galbusera et al., 2000), pfi¢emz Dawson et
al. (2010) poprvé pouzili EST pta¢i mikrosatelity a Dawson et al. (2013) také
konzervované ptaci mikrosatelity. V téchto studiich byl casto pozorovan negativni vztah
mezi GspéSnosti cross-species PCR amplifikace a evoluéni vzdalenosti zdrojového
a cilového druhu (Rubinsztein et al., 1995; Morin et al., 1998). Vysledky studii u ptakt
(Primmer et al., 1996) naznacuji 50% miru upé&Snosti cross-species PCR amplifikace
z hlediska ziskani mikrosatelitového produktu.

Amplifikace mikrosateliti

Pii analyze PCR produktia v elektroforetickém gelu lze narazit na problémy,
které komplikuji hodnoceni vysledku a jsou to zejména nulové alely, stutter bandy
a alelové homoplazie. Nulové alely se nachazeji u vétSiny taxond (Dakin et Avise,
2004), ale bézné jsou zejména u populaci s nizkou efektivni velikosti (Chapuis et
Estoup, 2007). Nulové alely jsou zpsobeny mutacemi v regionech mikrosatelitovych
lokusti, kam se vazi primery, a tim znemoZznuji amplifikaci lokusu pfi PCR reakci
(Pemberton et al., 1995) nebo piednostni amplifikaci kratSich alel (Chapuis et Estoup,
2007). Pritomnost nulovych alel muze byt detekovana jako piebytek homozygotl
a zpusobuje problémy naptiklad pti rodicovské analyze (Pemberton et al., 1995; Reece
et al., 2004).

Homoplazie pro geneticky marker nastane, kdyz dochazi ke vzniku alel, které
jsou identické svou velikosti (bp), avSak 1i$i se svym plvodem. Vznik alel identickych
svou velikosti je zpusoben mutacemi a dal§imi faktory jako je konvergence, mutacni
rychlost nebo ¢as divergence mezi jednotlivymi populacemi (Goldstein et Schlbtter,
2003).

Tzv. stutter neboli ,,stinové” bandy vznikaji v blizkosti hlavniho produktu

a zpusobuji problémy, zejména pokud se vyskytuji u jedné alely, jejiz produkt se
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prekryva pravé se stinovym bandem (Walsh et al., 1996). Tyto bandy jsou dusledkem
sklouznuti DNA polymerazy pii PCR amplifikaci.

3.3.2. Mikrosatelity polymorfni u potapky rohace

V rdmci fadu potapky dosud byly de novo mikrosatelity popsany pouze od
potapky rudokrké (Podiceps grisegena) (Sachs et Hughes, 1999) a od potapky zapadni
(Aechmophorus occidentalis) (Humple, 2009), nikoli vSak od potapky rohace.
Hoffmannova (2013) v ramci diplomové prace otestovala celkem 410 mikrosateliti
u tfinacti neptibuznych jedincti potapky rohace, které by mohly byt u tohoto druhu
polymorfni a dosud nebyly otestovany.

Od druht kladu Aequorlitornithes (Prum et al., 2015) se jednalo celkem o 396
mikrosateliti, kdy osmnact z nich bylo nalezenych od zastupct fadu potapky (Sachs et
Hughes, 1999; Humple, 2009), 169 mikrosateliti od zastupci fadu brodivi
(Ciconiiformes) (Van Den Bussche, 1999; McGuire et Noor, 2002; Tomasulo-
Seccomandi et al., 2003; Ji et al., 2004; He et al., 2006; Santos et al., 2006; Sawyer et
Benjamin, 2006; Chang et al., 2009; Shephard et al., 2009; Yeung et al., 2009; Hill et
Green, 2010; Huang et al., 2010; Wang et al., 2011; Campanini et al., 2012), 152
mikrosateliti od zastupct fadu veslonozi (Pelecaniformes) (Piertney et al., 1998;
Dearborn et al., 2008; Duffie et al, 2008; Hickman et al., 2008; De Ponte Machado et
al., 2009; Faircloth et al., 2009; Fike et al., 2009; Barlow et al., 2010; Humeau et al.,
2010; Mercer et al., 2010; Morris-Pocock et al., 2010; Taylor et al., 2010), 47
mikrosatelitt z fadu plamenaci (Phoenicopteriformes) (Preston, 2005; Kapil et al.,
2009; Geraci et al., 2010), sedm mikrosateliti od zastupct fadu potaplice (Gaviiformes)
(McMillan et al., 2004), dva mikrosatelity od alkounka drobného (Aethia pygmea)
z tadu dlouhoktidli (Charadriiformes) (Dawson et al., 2005) a jeden mikrosatelit od
tuc¢naka krouzkového (Pygoscelis adeliae) z fadu tuénaci (Sphenisciformes) (Roeder et
al., 2001).

Déle testovala na polymorfismus t¥inact mikrosatelith od zastupct fadu
vrubozobi (Anseriformes) (Maak et al., 2000; Maak et al., 2003; Paulus et Tiedmann,
2003; Stai et Hughes, 2003; Guay et Mulder, 2005) a jeden mikrosatelit od pratura
indickeho, zebu (Bos indicus) z fadu sudokopytnici (Artiodactyla) (Lei et al., 2005).

Hoffmannovéa (2013) nalezla u potdpky rohace celkem 42 polymorfnich lokust.
Ctrnact polymorfnich mikrosatelitii ptivodné pochazelo od zastupcti ¥adu potapky,

konkrétné¢ devét mikrosatelith bylo pavodné navrzeno pro potapku zépadni
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(Aechmophorus occidentalis) a pét lokusi bylo ptvodné navrZzeno pro potapku
rudokrkou (Podiceps grisegena). Tti mikrosatelity pochazely od zastupct fadu brodivi,
kdy dva z nich (Aaju5 a AajuSEX) byly izolovany od kolpika rizového (Ajaia ajaja)
a tii byly pavodné nalezeny u ibise rudého (Eudocimus ruber). V ramci testovanych
mikrosateliti od zastupci fadu veslonozi jich vykazovalo polymorfismus Cctrnact:
Mikrosatelit Ae42 byl od volavky Zlutozobé (Egretta eulophotes), mikrosatelit Ah 526
byl od volavky velké (Ardea herodias), mikrosatelit BiO8 byl od volavky rusohlavé
(Bubulcus ibis), dalsi dva mikrosatelity pochazely od tereje modronohého (Sula
nebouxii), mikrosatelit COR 05 byl od kormorana uSatého (Phalacrocorax auritus),
mikrosatelit Fminl3 pochéazel od fregatky obecné (Fregata minor), mikrosatelitovy
lokus NnNF5 pochazel od ibise ¢inského (Nipponia nippon), jeden mikrosatelit (PcD 2)
byl od kormorédna velkého (Phalacrocorax carbo), dalsi dva mikrosatelity (PeEr 03
a PeEr 04) byly od pelikdna severoamerického (Pelecanus erythrorynchos) a tii
mikrosatelity od zastupct Celedi terejoviti, konkrétné od tereje guanového (Sula
variegata) a tereje Cervenonohého (Sula sula). Sedm polymorfnich mikrosatelitd
pochézelo od plamenaka rtizového (Phoenicopterus roseus) z fadu plamenaci, jeden
z polymorfnich mikrosatelitd (Apy06) pochézel od alkounka drobného (Aethia pygmea)
z tadu dlouhok#idli a mikrosatelit APHO7 byl od kachny divoké (Anas platyrhynchos)
Z fadu vubozobi.

Nalezené polymorfni mikrosatelity mély u tfinacti neptibuznych jedinct potapky
rohace od dvou do jedenacti alel, kdy nejvétsi pocet alel byl detekovan u mikrosatelitu
B8 od potapky zapadni a mikrosatelity E202 od potapky zapadni a PQAATS8 od potapky
rudokrké mély po deseti alelach.

Jelikoz byla potapka roha¢ v ramci nejnovéjSich studii zafazena do kladu
Aequorlitornithes (Prum et al., 2015), otestovaly jsme ja (JanuSova, 2015) na cross-
species PCR amplifikaci mikrosatelity ptivodné navrzené pro zastupce fadu trubkonosi
a Filipova (2016) mikrosatelity od tu¢naku, konzervované ptac¢i mikrosatelity a EST
pta¢i mikrosatelity u Sesti nepiibuznych jedinci potapky rohace v radmci nasich
bakalafskych praci.

Ja jsem v ramci své bakalatské prace (JanuSova, 2015) testovala na
polymorfismus u Sesti neptibuznych jedinct potapky rohace celkem 215 mikrosatelitt,
Z nichz dvacet vykazovalo polymorfismus, konkrétné se jednalo o 209 mikrosatelitl

izolovanych od zastupct fadu trubkonosi a zbylych Sest mikrosatelitd pochazelo od ¢tyf
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druhd ze dvou jinych ptacich fadu, konkrétné z fadu dlouhoktidli a pévci, jelikoz je
néktefi autofi publikaci pouzili ke svému studiu u nekterych druhii trubkonosych
(Friesen et al, 2006; Lawrence, 2008; Brown et al., 2009; Welch et al., 2011). Z téchto
mikrosatelitli nevykazoval polymorfismus u potapky rohace ani jeden.

V ramci Celedi albatrosoviti jsem otestovala celkem 55 mikrosateliti, kdy 21
z nich bylo navrzenych pro albatrosa st€hovavého (Diomedea exulans) (Burg, 1999;
Dubois et al., 2005), jedenact mikrosateliti nalezenych u albatrosa Sedohlavého (D.
chrysostoma) (Burg, 1999), ¢tyfi mikrosatelity popsané u albatrosa Sedohlavého
a zaroven u albatrosa stéhovavého (Burg, 1999), dale po jednom mikrosatelitu, ktery byl
polymorfni u albatrosa Sedohlavého a =zaroveni u albatrosa Cernobrvého (D.
melanophris) (Burg et Croxall, 2001) a u albatrosa stéhovavého a jizniho (D.
antipodensis) (Burg et Croxall, 2004), pét mikrosateliti izolovanych u albatrosa
¢ernonohého (Phoebastria nigripes), ¢tyfi mikrosatelity od albatrosa laysanského (P.
immutabilis) a Sest mikrosateliti od albatrosa bélohibetého (P. albatrus) (Hernandez et
al., 2014), pti¢emz vsechny vyse uvedené druhy patii do Celedi albatrosoviti.

Déle jsem na polymorfismus testovala mikrosatelity od druhd z celedi
buinakoviti, kterych bylo celkem 100 — sedm mikrosateliti od buinaka bélobradého
(Procellaria aequinoctialis) (Techow et O'Ryan, 2004), jedenact mikrosateliti
nalezenych u buinaka Sedého (Calonectris diomedea) (Bried et al., 2008), dva
mikrosatelity, které izolovala Lawrence (2008) u buiiaka taiko (Pterodroma magentae),
Sest mikrosateliti od buinaka trinidadského (P. arminjoniana) (Brown et Jordan, 2009),
deset mikrosateliti od buinaka havajského (P. sandwichensis) (Welch et Fleischer,
2011), deset mikrosateliti charakterizovanych u buinaka balearského (Puffinus
mauretanicus) (Gonzalez et al., 2009), jedenact mikrosatelitt, které nalezli Hardesty et
al. (2012) u buinaka svétlenohého (P. carneipes), jedenact mikrosatelitd od buitidka
Bulwerova (Bulweria bulwerii) (Andris et al., 2010) a 32 mikrosateliti od buinaka
utlozobého (Pachyptila belcheri) (Quilfeldt et al., 2012; Moddley et al., 2015).

Mezi testované patiilo i 54 mikrosatelitt od zastupci celedi buinackoviti,
konkrétn¢ deset mikrosateliti od buiniacka dlouhokiidlého (Oceanodroma leucorhoa),
madeirskeho (O. castro) a Monteirova (O. monteiroi) (Sun et al., 2009), 26
mikrosatelitti izolovanych u buiniacka dlouhokiidlého (Bicknell et al., 2011) a osmnéct
mikrosatelitti od buifiacka Monteirova (Bried et al., 2012) z fadu buinackoviti.

Jelikoz néktefi autofi publikaci uspésné testovali na cross-species PCR

amplifikaci u nékterych druhti trubkonosych Sest mikrosatelitti od ¢ty druhti ze dvou
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jinych ptac¢ich tadi, zahrnula jsem je do svého testovani také. Jednalo se o tfi
mikrosatelity od racka novozélandského (Larus novaehollandiae scopulinus)
(Lawrence, 2008 podle Given et al., 2002), po jednom mikrosatelitu od alkouna
obecného (Cepphus guilemots) (Friesen et al., 2006) a od kulika motského (Charadrius
alexandrius) (Brown et al., 2009 podle Kupper et al., 2007). VSechny vyse uvedené
druhy tadime do tadu dlouhoktidli a dale byl pfedmétem testovani mikrosatelit od
lesnacka Zlutonohého (Dendroica petechia) (Welch et al., 2011 podle Dawson et al.,
1997) z tadu pévci.

Vysledky testovani ukézaly polymorfismus u dvaceti mikrosatelit, pficemz pét
z nich pochazelo od buitidka svétlenohého, po dvou od buifidka ttlozobého, Bulwerova,
Sed¢ho a albatrosa st€hovavého a po jednom mikrosatelitu od buifidka trinidadského,
taiko, albatrosa stéhovavého, bélohfbetého, buifiacka madeirského, Monteirova
a dlouhoktidlého. Polymorfni lokusy mély u Sesti neptibuznych jedincti potapky rohace
od dvou do osmi alel, kdy nejvétsi pocet alel vykazoval mikrosatelit O110-39 izolovany
od buinacka dlouhokf¥idlého.

Filipova (2016) ve své bakalatské praci uvadi vysledky testovani celkem 171
para primerd u Sesti neptibuznych jedincti potapky rohace, navrzenych pro zastupce
fadu tu¢naci, dale konzervované pta¢i mikrosatelity (CAM) a EST ptaci mikrosatelity.

Vramci fadu tuénaci testovala celkem 113 mikrosatelitd, kdy 25 znich
pochézelo od tu¢naka Zlutorohého (Eudyptes chrysolophus) (Ahmed et al., 2009), 28
mikrosateliti izolovanych od tuc¢ndka nejmensiho (Eudyptula minor) (Billing et al.,
2007; Grosser et al., 2014), dvanact mikrosatelitta, které nalezli Boessenkool et al.
(2008) u tucnaka zlutookého (Megadyptes antipodes), Sest mikrosatelitl
charakterizovanych u tuc¢naka krouzkového (Pygoscelis adeliae) (Roeder et al., 2001),
Sestnact mikrosatelitt od tu¢naka uzdickového (P. antarctica) (Kang et al., 2015), devét
mikrosateliti objevenych u tuénaka brylového (Spheniscus demersus) (Akst et al.,
2002; Labuschange et al., 2013), tfinact mikrosateliti od tu¢haka Humboldtova (S.
humboldti) (Akst et al., 2002; Schlosser et al., 2002; Schlosser et al., 2008), tfi
mikrosatelity od tucnaka galapazského (S. mendiculus) (Akst et al., 2002) a jeden
mikrosatelit nalezeny u tu¢naka magellanského (S. magellanicus) (Akst et al., 2002).

Déle Filipova (2016) na polymorfismus u potapky rohaée otestovala 34 ptacich
EST mikrosatelitt (Dawson et al., 2010) a 24 konzervovanych ptacich mikrosatelitt
(Dawson et al., 2013).
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Celkem Filipova (2016) nalezla devatenact polymorfnich lokusti se dvéma az
osmi alelami, z nichz dva pochazely od tu¢naka zlutorohého, dalsi Ctyfi od tucnaka
nejmensiho, pét konzervovanych ptaCich mikrosateliti a sedm EST ptacich
mikrosateliti. Nejvétsi pocet alel, tedy osm, byl nalezen u mikrosatelitu TG04-012,

ktery patii do skupiny ptac¢ich EST mikrosateliti.

3.3.3. Dalsi potencionalné polymorfni mikrosatelity u potapky rohace

Vzhledem k jiz uvedenému fylogenetickému uspofadani systému vodnich ptaku,
zminuji také 30 mikrosateliti dosud u potapky rohace netestovanych, které by mohly
byt u tohoto druhu polymorfni, a proto by bylo vhodné je otestovat.

Konkrétné se jedna 0 28 mikrosateliti izolovanych od zastupci kladu
Aequorlitornithes, tedy ¢trnact mikrosatelitt, které izoloval Bauer (2007) v rdmci své
diplomové prace u plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber), sest mikrosateliti od
plamenaka nejmensiho (P. minor) (Zaccara et al., 2011), kdy oba druhy patii do fadu
plamenaci, dale pét mikrosatelitli charakterizovanych u marabu afrického (Leptoptilus
crumeniferus) (Ferrie et al., 2013) a tii mikrosatelity od volavky Zlutozobé (Egretta
eulophotes) (Dai et al., 2015), pficemz oba tyto druhy fadime do fadu brodivi a dale dva
EST ptaci mikrosatelity.

Co se ty¢e EST ptacich mikrosateliti (TG09-014 a TG01-086) (Dawson et al.,
2010), Filipova (2016) je v ramci své bakalaiské prace netestovala, jelikoZ originalni
¢lanek u obou z nich uvadi, ze jejich PCR amplifikace u 17 druhi pévct a déle u kulika
moftského, kolibiika rezavolesklého, sovy palené, agapornise rizohrdlého a kura
doméciho nepfinesla zadny produkt. Spurgin et al. (2014) vsak testoval mikrosalit
TG09-014 na PCR amplifikaci u lindusky kanarské a mé¢l u 371 jedinct tohoto druhu 9

alel.
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4. Material a metody
4.1. Biologicky material

Svalstvo od tfinacti nepfibuznych jedinct potapky rohace (Podiceps cristatus)
bylo pro ucely mé diplomové prace poskytnuto Ornitologickou stanici v Pierové
(ORNIS) od ptaka pochazejicich z rybnik stfedni Moravy. Z tohoto biologického
materialu byla poté izolovana genomickd DNA pouzitim fenol-chloroformové extrakce,
kterou provedl muj $kolitel a nasledné rozpustii DNA v TE pufru. Pro nésledujici

zpracovani byla genomicka DNA nafedéna na koncentraci 10-30 pg/ml.

4.2. PCR amplifikace

Pro studium polymorfnich mikrosatelitii u potapky rohace jsem pouzila metodu
PCR amplifikace, jiz jsem amplifikovala vzorky DNA Sesti neptfibuznych jedinct
a zjistovala jsem polymorfismus u dosud netestovanych mikrosatelitii (viz kapitola
4.2.1.). U mikrosateliti z této skupiny, které vykazovaly polymorfismus spolu
s polymorfnimi mikrosatelity nalezenymi v ramci bakalatskych praci (JanuSova, 2015;
Filipova, 2016), jsem provedla genotypizaci na tfinacti neptibuznych jedincich potapky
rohace.

Reakéni smés méla celkovy objem 10 pl, kdy 1 pl tvofila genomickd DNA
a zbylych 9 pl tvofila PCR reakéni smés, jejiz slozeni je uvedeno v Tab. 1., celkem se
tedy jednalo o Sest mikrozkumavek o objemu 0,2 ml.

Prvnim krokem byla ptiprava reakéni smési do 1,5ml mikrozkumavky, poté
jsem napipetované slozky zvortexovala, zcentrifugovala a rozpipetovala do tfinacti
mikrozkumavek o objemu 0,2 ml, kde jsem jiz méla nepipetovdno po 1 pl genomické
DNA tfinacti neptibuznych jedinci potapky rohace.

Pfi prvnim testovani danych parti primert byly v PCR reakéni smési obsazeny 4
ul roztoku MgCl, (c=25 mmol/l) (viz Tab. 1), z ¢ehoz vyplyva, Zze koncentrace
hotecnatych ionti ve vysledné PCR reakéni smési byla 3 mmol/l, pokud se vSak po
provedeni elektroforetické separace a nasledné vizualizaci mikrosatelitovych produktd
vyskytovalo vice ptidavnych bandu, pipetovala jsem do PCR reakéni smési poloviéni
objem roztoku MgCl,, tedy 4 pl a o 4 pl jsem zvysila pipetovany objem vody, aby

nedoslo ke zméné celkového objemu smési a tedy aby se nezménila koncentrace jejich
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dalsich slozek. V takovém piipadé¢ cinila pak koncentrace hofecnatych ionti ve

vysledné PCR reak¢ni smési 1,5 mmol/I.

Tab. 1: Slozeni reakéni smési pro PCR amplifikaci (pro 6 a 13 vzorki).

Pipetovany objem [pl]

Pipetovany pro 13 vzorki v pripadé
Slozka objem [pl] polovi¢ni dvoutretinové
pro 6 vzorki | koncentrace koncentrace
Mg ** Mg 2*
Deionizovana voda 44,4 96,8 94,0
Reaction Buffer A 10x 6,7 13,4 13,4
Roztok MgCl, (25 mmol/l) 8,0 8,0* 10,8 **
Roztok dNTPs (20 mmol/Il) 0,7 1,4 1,4
Primer R (10 umol/l) 3,3 6,6 6,6
Primer F (10 pumol/l) 3,3 6,6 6,6
aTag DNA polymeraza (5U/ul) 1,0 2,0 2,0

Legenda: * — polovi¢ni objem a tedy i koncentrace hofe¢natych iontd v PCR reak¢ni

smési; ** — dvoutfetinovy objem a tedy i koncentrace hotfecnatych iontti v PCR reak¢ni

smési.

PCR amplifikace byla provadéna na DNA Sesti nepfibuznych jedinct potapky

rohace. Jednotlivé PCR reakce se skladaly z 9 ul PCR reakéni smési a 1 pl roztoku

DNA. Poté jsem mikrozkumavky s reagenciemi vlozila do termocykleru, ve kterém

probéhla PCR reakce (viz Tab. 2):

Tab. 2: Podminky a priibéh PCR reakce.

2

Reakéni kroky Pocet cykla | Teplota [°C] Cas

Pocatecni denaturace DNA 1 94 5 min
Denaturace DNA 35 94 30s
Annealing (nasedani primeri) 50 (viz text) 30s
Elongace (syntéza DNA fetézce) 72 30s
Zaveretné prodlouzeni 1 72 7 min

PCR amplifikaci DNA potapky rohace s kazdym ze tficeti parG primerd jsem

provedla pii teploté annealingu 50 °C a v pfipad€, ze byl mikrosatelitovy produkt

nehodnotitelny, jsem v dalsi PCR reakci tuto teplotu snizila nebo zvysila tak, aby byl

vysledkem co nejlépe hodnotitelny produkt pro stanoveni polymorfismu.
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4.2.1. Testovani a charakterizace dosud netestovanych mikrosatelita

Na polymorfismus u Sesti nepfibuznych jedincti potapky rohace pouzitim Cross-
species PCR amplifikace jsem otestovala tficet parti primerd pro mikrosatelitové lokusy
puvodné polymorfni u plamendka karibského a plamenéaka nejmensiho z fadu plamenaci
(viz Tab. 3), marabu afrického a volavky zlutozobé z tadu brodivi (viz Tab. 4) a dva
EST ptac¢i mikrosatelity (TG01-086 a TG09-014) (Dawson et al., 2010).

Od plamenaka karibského a plamenidka nejmensiho jsem na polymorfismus

otestovala dvacet mikrosatelitd, které jsou uvedeny v Tab. 3.

Tab. 3: Mikrosatelity od plamenaka karibského a plamenaka nejmensiho
testované na polymorfismus u $esti nepiibuznych jedinct potapky rohace. Ve sloupcich

je uveden zdrojovy druh, ndzev mikrosatelitu a literarni zdroj.

Zdrojovy druh Mikrosatelitovy lokus Literarni zdroj
Plamenak karibsky PhoeniE5, PhoeniE21, PhoeniE37, Bauer, 2007
(Phoenicopterus ruber) | PhoeniE45, PhoeniE60O, PhoeniE6L,
PhoeniE66, PhoeniE67, PhoeniE69,
PhoeniE81, PhoeniE91, PhoeniE98,
PhoeniE104, PhoeniE108
Plamendk nejmensi Pminl, Pmin2, Pmin3, Pmin4, Pmin5, Zaccara et al.,
(P. minor) Pmin6 2011

Tab. 4: Mikrosatelity od marabu afrického a volavky Zlutozobé testované na
polymorfismus u Sesti nepfibuznych jedincti potapky rohdce. Ve sloupcich je uveden

zdrojovy druh, nazev mikrosatelitu a literarni zdroj.

Zdrojovy druh Mikrosatelitovy lokus Literarni zdroj
Marabu africky Lcru 101, Lcru 105, Lcru 107, Lcru 108, | Ferrie et al.,
(Leptoptilus Lcru 109 2013
crumeniferus)

Volavka Zlutozoba Ae 50, Ae 51, Ae 52 Dai et al., 2015
(Egretta eulophotes)

4.2.2. PCR amplifikace polymorfnich mikrosatelitii

DNA tfinacti nepiibuznych jedincu potapky rohace jsem pomoci PCR
amplifikovala s primery pro mikrosatelity izolované od zastupct fadu tucnaci
a trubkonosi, ktere byly nalezeny jako polymorfni v ramci bakalatskych praci JanuSova
(2015) a Filipova (2016).
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Konkrétné se jednalo o dvacet mikrosateliti od zastupct fadu trubkonosi, 6
mikrosateliti od zastupcii fadu tucnaci, pét konzervovanych ptacich mikrosatelitt
a osm EST ptacich mikrosatelitii.

Co se ty¢e mikrosateliti od zastupct fadu trubkonosi, v ramci mé bakalaiské
prace (JanuSova, 2015) jsem nalezla tfindct polymorfnich mikrosatelith u Sesti
nepiibuznych jedinct potapky rohace pochazejicich od zastupct ¢eledi buinakoviti (viz
Tab. 5), ¢tyfi mikrosatelity od zastupct celedi albatrosoviti (viz Tab. 6) a tii
mikrosatelity izolované od zastupct celedi buinackoviti (viz Tab. 7) a vSechny tyto
mikrosatelity jsem v této diplomoveé praci amplifikovala u tfinacti neptibuznych jedincu

potapky rohace.

Tab. 5: Mikrosatelitové lokusy popsané jako polymorfni v bakalaiské praci
(JanuSova, 2015) pochazejici od druhii z celedi buinidkoviti testované u tiinacti
neptibuznych jedinci potapky rohace. Ve sloupcich jsou uvedeny zdrojovy druh, ndzev
mikrosatelitového lokusu, pocet alel a teplota annealingu (T,) optimalizované pro PCR

u Sesti nepiibuznych jedinct potapky rohace.

Zdrojovy druh Mikrosatelitovy | Pocet | T, [°C] | Literarni zdroj
lokus alel

Buinak svétlenohy Pc A107 2 51 Hardesty et al.,
(Puffinus carneipes) Pc B109 * 5 53 2012

Pc D3 3 55

Pc D103 2 64

Pc B115 2 57
Buinak utlozoby Patbel2 5 65 Moodley et al.,
(Pachyptila belcheri) Pacbel 17986 2 68 2015
Buinak Bulwertv Bbl1l 3 67 Andris et al.,
(Bulweria bulwerii) Bb21 5 63 2010
Buinak taiko Tché 2 58 Lawrence, 2008
(Pterodroma magentae)
Buinak trinidadsky Parm03 3 54 Brow et Jordan,
(P. arminjoniana) 2009
Buinak Sedy Cd7 2 52 Bried et al.,
(Calonectris diomedea) | Cd9 6 52 2008

Legenda: * — polovi¢ni objem a tedy i koncentrace hofe¢natych iontd v PCR mixu (1,5

mmol/l) ve srovnani se standardnim PCR mixem (3 mmol/l).
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Tab. 6: Mikrosatelitové lokusy popsané jako polymorfni v bakalaiské praci
(Janu$ova, 2015) pochazejici od druhii z ¢eledi albatrosoviti testované u t¥inacti jedinct
potapky rohace. Ve sloupcich jsou uvedeny zdrojovy druh, nazev mikrosatelitového

lokusu, pocet alel a teplota annealingu (T,) optimalizované pro PCR u Sesti

nepiibuznych jedinct potapky rohéce.

Zdrojovy druh Mikrosatelitovy | Pocet | T,[°C] | Literarni zdroj
lokus alel

Albatros Sedohlavy Dc27 2 51 Burg, 1999

(Diomedea chrysostoma) | Dc5 4 58

Albatros sté¢hovavy De7 2 58 Dubois et al.,

(D. exulans) 2005

Albatros bélohtbety STALS 2 59 Hernandez et

(Phoebastria albatrus) al., 2014

Tab. 7: Mikrosatelitové lokusy popsané jako polymorfni v bakalaiské praci
(JanuSova, 2015) pochazejici od druhii z ¢eledi buiiiackoviti testované u tfinacti jedincl
potapky rohace. Ve sloupcich jsou uvedeny zdrojovy druh, ndzev mikrosatelitového
lokusu, pocet alel a teplota annealingu (T,) optimalizované pro PCR u Sesti

nepiibuznych jedinci potapky rohace.

Zdrojovy druh Mikrosatelitovy | Podet | T, [°C] | Literarni zdroj
lokus alel

Buinacek madeirsky Oc49 3 53 Sun et al., 2008

(Oceanodroma castro)

Buinacek dlouhokiidly 0I10-39 8 60

(O. leucorhoa)

Buifiac¢ek Monteiruv Oomn8 * 6 47 Bried et al.,

(O. monteiroi) 2012

Legenda: * — polovi¢ni objem a tedy i koncentrace hotecnatych ionti v PCR mixu (1,5

mmol/l) ve srovnani se standardnim PCR mixem (3 mmol/l).

V ramci bakalaiské prace nalezla Filipova (2016) u Sesti neptibuznych jedinci
potapky rohéce Sest polymorfnich mikrosatelitl ptivodné navrzenych pro zastupce fadu
tucnaci (viz Tab. 8), dalSich osm EST ptacich mikrosateliti (viz Tab. 9) a pét

konzervovanych ptacich mikrosateliti (viz Tab. 10).

28



Tab. 8: Mikrosatelitové lokusy popsané jako polymorfni v bakalaiské praci
(Filipova, 2016) od druhii z fadu tucnaci testované u tfinacti jedincl potapky rohace. Ve
sloupcich jsou uvedeny zdrojovy druh, ndzev mikrosatelitového lokusu, pocet alel

a teplota annealingu (T,) optimalizované pro PCR u Sesti nepiibuznych jedinct potapky

rohace.
Zdrojovy druh Mikrosatelitovy | Pocet | T, [°C] | Literarni zdroj
lokus alel
Tucnak zlutorohy Ech005 6 44 Ahmed et al.,
(Eudyptes chrysolophus) | Ech009 2 68 2009
Tuc¢nak nejmensi Em1l 2 53 Billing et al.,
(Eudyptula minor) Em14 3 65 2007
Em21 2 57
Emmb5 2 53

Tab. 9: Mikrosatelitové lokusy popsané jako polymorfni v bakalaiské praci
(Filipova, 2016) ze skupiny EST ptacich mikrosateliti testované u tfinacti neptibuznych
jedinc potapky rohace. Ve sloupcich jsou uvedeny zdrojovy druh, nézev
mikrosatelitového lokusu, pocet alel a teplota annealingu (T,) optimalizované pro PCR

u Sesti nepiibuznych jedinct potapky rohace.

Zdrojovy druh Mikrosatelitovy | Podet | T,[°C] | Literarni zdroj
lokus alel
EST ptac¢i mikrosatelity | TG01-040 2 64 Dawson et al.,
TG02-120 2 63 2010
TG03-002 * 3 54
TG03-098 2 54
TG04-012 8 50
TG04-061 * 5 49
TG06-009 2 56
TG11-011 2 58

Legenda: * — polovi¢ni objem a tedy i koncentrace hofe¢natych ionti v PCR mixu (1,5

mmol/l) ve srovnani se standardnim PCR mixem (3 mmol/l).
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Tab. 10: Mikrosatelitové lokusy popsane jako polymorfni v bakalafské praci
(Filipova, 2016) ze skupiny konzervovanych ptacich mikrosatelitii testované u tfinécti
nepiibuznych jedinct potapky rohace. Ve sloupcich jsou uvedeny zdrojovy druh, nazev
mikrosatelitového lokusu, pocet alel a teplota annealingu (T,) optimalizované pro PCR

u Sesti nepiibuznych jedincti potapky rohace.

Zdrojovy druh Mikrosatelitovy | Pocet | T,[°C] | Literarni zdroj
lokus alel
Konzervované ptaci CAM-11 5 59 Dawson et al.,
mikrosatelity CAM-17 2 62 2013
CAM-19 4 64
CAM-23 6 60
CAM-24 4 54

4.3. Elektroforeticka separace PCR produkti

Postup byl optimalizovan pro pouziti vyhiivané sekvenaéni elektroforetické
komurky S2 Whatman Biometra s rozméry skel 330 x 390 mm a 330 x 420 mm
a tlouStkou gelu 0,4 mm, pfi¢emz tato separace probihala v 6% polyakrylamidovém
gelu za denaturujicich podminek.

Priprava polyakrylamidového gelu

o Mensi i vétsi sklo jsem nejprve fadné omyla vodou, na mensi sklo jsem pouzila
také saponat. Nasledné jsem obé¢ skla oplachla deionizovanou vodou, osusila jsem je,
dvakrat oSetfila 96% etanolem a nakonec osusila pomoci papirovych ubrouskd.

o Na vétsi sklo jsem nanesla piipravek pro odpuzovani vody ze skel automobili
(tekuté stérace — Rain off) na plochu, ktera pozdéji piisla do styku s gelem. Po rozetieni
pfipravku papirovym ubrouskem a 5 minutach zaschnuti jsem sklo oplachla
deionizovanou vodou a opét osusila.

o Na mensi sklo jsem nanesla 1 ml molekularniho lepidla opét na plochu, které se
pozdéji dotykala gelu, nasledné jej rozetiela papirovym ubrouskem, nechala 5 minut
schnout a ctytikrat oplachla pomoci 96% etanolu.

o V digestofi jsem si nachystala desku z polystyrenu, kam jsem polozila vétsi sklo
oSetfenou plochou smérem nahoru a po jeho stranach jsem polozila spacery o tloustce
0,4 mm. Poté jsem pfilozila mensi sklo tentokrat oSetfenou plochou smérem doll
a spacery upravila tak, aby lemovaly kraje obou skel a po obou stranach jsem je v tomto

misté sepnula klipsy.
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. Déle jsem si pfipravila polyakrylamidovy gel, ktery jsem pomalu nalévala mezi
skla, na ktera jsem pfi tom jemn¢ poklepavala z divodu zamezeni vzniku vzduchovych
bublin.

. Na misto, kde jsem nalévala gel mezi ob¢ skla, jsem nakonec vsunula hiebinek
a pfipevnila jej pomoci dalSich klipst. Poté jsem pfiblizné hodinu ¢ekala, nez gel zcela

zpolymerizuje.

Elektroforeticka separace PCR produkti

o Poté, co gel zpolymerizoval, jsem odstranila vSechny klipsy, ze skel jsem
odmyla zbytky polyakrylamidového gelu a vlozila jej do elektroforetické komurky.

o Do prostoru, kde se nachazi anoda a katoda, jsem nalila 0,5 x TBE pufr, vytahla
jsem hiebinek a mezeru, kterd tim vznikla mezi skly, jsem vy¢istila proudem pufru
Z injekéni stiikacky.

o Katodovy a anodovy prostor jsem poté uzaviela, ke zdroji stejnosmérného
elektrického proudu jsem pfiipojila obé elektrody a na zdroji nastavila nasledujici
hodnoty: konstantni vykon 90 W a hodnoty elektrického proudu (150 mA) a napéti
(3000 V). Za téchto podminek se gel nahiival 30 minut.

o Zatimco se gel nahfival, pfipravila jsem si vzorky smisenim PCR produktu a 5
pl nanaSeciho pufru a nasledné jsem je na dobu tfi minut vloZzila do termocykleru za
ucelem denaturace pfi teplot¢ 94 °C. Po denaturaci jsem vzorky pienesla do ledové
téiste, aby nedoslo k renaturaci.

o Po nahrati gelu jsem vypnula zdroj proudu, odpojila jsem katodu a opét za
pomoci injekeéni stiikacky vycistila prostor mezi skly. Do tohoto prostoru jsem zasunula
hiebinek, tak aby zasahoval asi 1 mm do gelu. Poté jsem zdenaturované vzorky
0 objemu 2 ul nanesla pomoci osmikanélove pipety mezi zoubky hiebinku.

. Jakmile jsem vSechny potiebné vzorky nanesla, zaviela jsem katodovy prostor,
pfipojila elektrodu a na zdroji proudu jsem nastavila vykon na hodnotu 70 W.
Elektroforetickd separace poté probihala 80-180 minut dle ptedpokladané délky
separovanych PCR produktt.
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Vizualizace PCR produktu po elektroforetické separaci

. Po elektroforetické separaci jsem vypnula zdroj proudu, nasledné odpojila ob¢
elektrody, skla s gelem jsem vyndala z elektroforetické komurky a oddélila je pomoci
noze od sebe.

J Mensi sklo, na kterém byl gel pfilepeny, jsem vlozila do fotomisky tak, aby gel
sméfoval nahoru, fotomisku jsem ulozila na tfepacku do digestofe, sklo s gelem jsem
zalila fix/stop roztokem a nechala tiepat 20 minut.

o Poté jsem roztok nalila zpét do banky a sklo s gelem jsem dikladné promyla
pomoci deionizované vody, sklo jsem opét vratila do fotomisky a zalila 1% roztokem
kyseliny dusi¢né po dobu 4 minut.

o Nasledné jsem opét roztok kyseliny dusi¢né vylila, opét jsem sklo s gelem
nékolikrat promyla deionizovanou vodou a tentokrat umistila do fotomisky s roztokem
0,1% roztoku dusi¢nanu stfibrné¢ho na pul hodiny.

o Ke konci této doby jsem si pfipravila jednu fotomisku s deionizovanou vodou
a druhou, do které jsem sklo s gelem po péti vtefinach oplachovani ve vodé pienesla
a zalila vyvojkou. Poté jsem sklo s gelem nechala ve fotomisce na tfepacce tak dlouho,
dokud nebyly viditelné hnédocerné prouzky obarvenych PCR produkti. Tuto
vizualizaci jsem zastavila zalitim fix/stop roztokem.

o Gel jsem opléchla v deionizované vodé, ususila jej v susarné a vyhodnotila za

pomoci vedouciho prace na negatoskopu.

4.4. Statistické hodnoceni vysledku testovani

Ke zpracovani vyslednych genotypid jsem pouzila dva populaéné-genetické
programy (Cervus 3.0.3 a Genepop 4.1), pficemz pouzitim programu Cervus 3.0.3
(Kalinowski et al., 2007) byly stanoveny hodnoty ocekavané a pozorované
heterozygotnosti u mikrosatelitovych lokust, které byly u potapky rohace polymortni,
dale obsah polymorfni informace, pravdépodobnost, s jakou se mohou vyskytnout
nulové alely a zda je lokus v Hardy-Weinbergové rovnovaze. Za pomoci webové verze
programu Genepop 4.1 (Rousset, 2008), jsem zjistila, zda jsou polymorfni

mikrosatelitové lokusy ve vazbé.
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4.5.

4.6.

Seznam pouzitych chemikalii

Akrylamid (Sigma)

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

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

Dusi¢nan stiibrny (Lachner)

Ethanol — 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
Ethylendiaminotetraoctan sodny (Na,EDTA) (Lachner)
Formaldehyd (Lachner)

Formamid (Lachner)

Hydroxid sodny (Lachner)

Chlorid sodny (Lachner)

Kyselina borita (Lachner)

Kyselina dusi¢na — 65% roztok (Lachner)

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

N, N"-methylenbisakrylamid (Serva)

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

Rain off — tekuté stérace (Sheran)

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

Xylenova modrt (Xylencyanol FF) (AppliChem)

Seznam pouzitych roztoki

Zasobni roztok 10x TBE pufr

40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
55 g kyseliny borité
108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
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e doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Z4sobni 6% roztok akrylamidu
e 50ml 10x TBE

e 484 ml deionizované vody
e 420 g mocoviny
e 150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamid : N, N"- methylenbisakrylamid 19:1

e po rozpusténi vSech slozek zfiltrovat a ulozit v temné lahvi v chladni¢ce

Vyvojka
e 800 ml deionizované vody
e 24 g uhlicitanu sodného
e vychladit na teplotu niz$i nez 10 °C
e pied pouzitim piidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu

sodného

Nanaseci pufrovaci roztok

e 25 ml deionizované vody
e 0,125 g xylenové modie
e 0,125 g bromfenolové modie

e 100 ml formamidu

Molekulérni lepidlo

e 1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% etanolu

e 3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

Fix/Stop roztok

e 800 ml deionizované vody

e 88 ml ledové kyseliny octové

6% polyakrylamidovy gel
e 40 ul N, N, N’, N’- tetramethylethylendiaminu

e 60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu

e 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného
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10% roztok peroxodisiranu amonného

e 1 g peroxodisiranu amonného
e rozpustit v 8 ml deionizované vody a po rozpusténi doplnit na 10 ml

e uchovavat v chladniéce

1 mol/l roztok hydroxidu sodného

e 40 g hydroxidu sodného

e doplnit deionizovanou vodou na 1 |

1% roztok kyseliny dusi¢né

e 12 ml 65% kyseliny dusi¢né

e 800 ml deionizované vody

0.1% roztok dusi¢nanu stifibrného

e 800 ml deionizované vody
e 0,8 g dusi¢nanu stfibrného

e pred pouZitim piidat 1,2 ml formaldehydu

4.7. Seznam pouzitych laboratornich pristroji

e Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

e Hybridiza¢ni pec HB-2D (Techne)

¢ Chladnicka kombinovana (Whirlpool)

e Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)

e Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)

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

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

e Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)

e Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)

e NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)

e Negatoskop NEGAL (Maneko)

e Sekvenacni elektroforetickd komiirka S2 (Whatman Biometra)

e Susarna CAT 8050 (Contherm)
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Termocyklér GenePro (BIOER Technology)

Termocyklér PTC 100-96 VHB (MJ Research)

Trepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

Vortex mixer (Labnet International)

Vortex MS2 (Ika)

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

Prakticka c¢ast této diplomové prace méla nékolik cilt, nejprve bylo mym
ukolem otestovat na polymorfismus 30 mikrosateliti u Sesti nepfibuznych jedinci
potapky rohace, které by mohly byt polymorfni a dosud u tohoto druhu nebyly
testovany.

Déle bylo mym tkolem amplifikovat z nich vybrané polymorfni mikrosatelity na
DNA tfinacti nepiibuznych jedincti potapky rohace a téz i primery pro mikrosatelitové
lokusy odvozené od zéastupci fadu trubkonosi a tuéiiaci, které byly nalezeny jako
polymorfni v rdmci bakalaiskych praci JanuSova (2015) a Filipovd (2016).
U mikrosateliti, které se potvrdily jako polymorfni, jsem pomoci statistickych softwart
Cervus 3.0.3 a Genepop 4.1 zjistila jejich populacné-genetické charakteristiky.

V piipadé dosud netestovanych 30 mikrosateliti se jednalo o dva EST ptaci
mikrosatelity a mikrosatelity od =zastupcl kladu Aequorlitornithes, tedy pét
mikrosatelitli od marabu afrického, tii mikrosatelity od volavky Zlutozobé, pticemz oba
druhy fadime do fadu brodivi (viz Tab. 4), dale ¢trnact mikrosateliti od plamenaka
karibského a Sest mikrosatelitli od plamenédka nejmensSiho, ktefi patii do fadu plamenaci
(viz Tab. 3). Nejprve jsem amplifikovala vSech téchto 30 mikrosatelitd pii teploté
annealingu PCR reakce 50 °C a provedla elektroforetickou separaci, v ptipad¢, ze PCR
neposkytla produkt, amplifikovala jsem mikrosatelity znovu, ale tentokrat pii niz$i
bandy produktu pftili§ intenzivni nebo doslo k jejich prekryvu, naopak jsem teplotu
annealingu PCR reakce zvysila az na 68 °C. U polymorfnich mikrosateliti jsem tedy
stanovila optimalni teplotu annealingu (T,) PCR reakce, koncentraci hofe¢natych iontl
v PCR reakéni smési a délku elektroforetické separace.

Ze tiiceti dosud netestovanych mikrosateliti jich bylo u potapky rohace
polymorfnich sedm, jednalo se o Ctyfi mikrosatelity od plamendka karibského
(PhoeniE37, PhoeniE6GO, PhoeniE69 a PhoeniE108) a po jednom mikrosatelitu od
marabu afrického (Lcrul09) a volavky Zlutozobé (Ae52) a jeden EST ptaci mikrosatelit
(TG09-014). Vsech sedm polymorfnich mikrosatelitt jsem také genotypovala na DNA

tiinacti neptibuznych jedincti potapky rohace a jsou uvedeny v Tab. 11.
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Mikrosatelity nelezené jako polymorfni u potapky rohace v ramci bakalaiskych
praci (Janusova, 2015; Filipova, 2016) jsem amplifikovala pii podminkach, které byly
uvedeny ve zminénych bakalaiskych pracech a v ptipad€ nutnosti jsem upravovala opét
teplotu annealingu, koncentraci hofe¢natych ionti v PCR reakéni smési a délku
elektroforetické separace.

Z dvaceti mikrosateliti od zastupct fadu trubkonosi dva mikrosatelity Pc A107
a Pc B115 od buinaka svétlenohého a jeden mikrosatelit Cd7 od buinaka Sedého
polymorfismus nevykazovaly, vSech Sest mikrosateliti pochazejicich od zastupct fadu
tuénaci poskytlo polymorfni produkt stejné jako pét konzervovanych ptacich
mikrosatelitti a jeden z osmi EST ptacich mikrosateliti (TG02-120) polymorfismus téz
nevykazoval.

Celkem jsem tedy otestovanim polymorfnich mikrosatelitii z bakalarskych praci
(JanuSova, 2015; Filipov4, 2016) potvrdila polymorfismus u 42 z nich a vygenotypovala
jsem je na tfinacti nepfibuznych jedincich potapky rohace, pficemz jsem nalezla od

dvou do dvanacti alel. Tyto mikrosatelity jsou uvedeny v Tab. 11.
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Tab. 11: Charakteristika 42 polymorfnich mikrosatelitovych lokust testovanych u 13 nepfibuznych jedinct potapky rohace. Ve sloupcich

jsou uvedeny nazev mikrosatelitového lokusu, kdd v databazi GeneBank (Acc.no.), zdrojovy druh, sekvence primert, jednotka repetice, pocet

alel, teplota annealingu (T,) a délka elektroforeticke separace (ELFO).

Nazev lokusu Zdrojovy druh Sekvence primeri Jednotka | Pocet Ta ELFO
(Acc. no.) 5-3° repetice | alel [°C] [min]

Lcrul09 Marabu africky F: TGCAGGAGCACAAGTAGATG GATA 2 62 90

neuvedeno (Leptoptilus crumeniferus) | R: AGGGGTAAAAAGCGAAGCTG

Aeb2 Volavka zlutozoba F: TGCTGCAAGTAAAGACAACGGA GGACA/ 4 50 90

JF433927 (Egretta eulophotes) R: TGGGATGAACTCATATTAGACTTGG GGAAA

PhoeniE37 Plamenak karibsky F: GCTTGCCACAAGGATAGG GAATA 7 61 90

neuvedeno (Phoenicopterus ruber) R: AGCCCTGAATTGGTCAGG

PhoeniE60 F: CACTTGGAGACTGAATCC GAAA/ 4 58 90

neuvedeno R: CTTGCTTCTTGTACCTCC GACA

PhoeniE69 F: ATTGGACAATGGCACCTC CTT 9 56 180

neuvedeno R: AGCTCTATGTCTTATCTTG

PhoeniE108 F: CTGGAAGACATCTGCTG CTTT/TT/| 4 46 180

neuvedeno R: AGCAGAAGCTCTTACTC CTT

Pc B109 Buinak svétlenohy F: CTCAGAGCGATCACACTGTACT CAA 12 56 120

JX435475 (Puffinus carneipes) R: AAAGCATTCAGGATGTAGGTTC

Pc D3 F: CCTCTGCTCAAGTCTGTCAC GATA/ 3 58 120

JX435478 R: AAACCTCCTTTGGGATGA GAAA

Pc D103 F: GGAAAGATGTCATGCTGATGA GATA/ 2 64 90

JX435479 R: GTGGGAGATTCATAGGCAAAG GATG

Patbel2 Buinak utlozoby F: GGTGTCATGCAACTGACTGAA CTAT 6 65 90

JF288776 (Pachyptila belcheri) R: CAATGGGAATGGCAGAGACT

Pacbel_17986 F: ATAACCCAGTGTGATGGTGC GT 2 68 90

neuvedeno R: CACAGCTGCTTAGTGCACAG
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Tab. 11: Pokradovani 1.

Néazev lokusu Zdrojovy druh Sekvence primeru Jednotka | Pocet Ta ELFO
(Acc. no.) 53 repetice | alel [°C] [min]

Bbll Buinak Bulwertv F: CTGGCATCAGTCCCTTACCT GA 3 67 90

HM171894 (Bulweria bulwerii) R: GCTCTTACGAATCCGCTACC

Bb21 F: CTGATGTTCCAGGCCCTAAT TG 7 63 150

HM171897 R: CCTCTGAGCCAGCTAATTCC

ParmO03 Buiniak trinidadsky F: CTTGCTGGGTTTTGTTGGTT CA/TA 5 56 90

EU360820 (Pterodroma arminjoniana) | R: AATTGCTCAGGGAGGTGCT

Tché Buinak taiko F: CAATGGGAATGGCAGAGACT GT/GC 4 58 90

neuvedeno (Pterodroma magentae) | R: CAATGGGAATGGCAGAGACT

Cd9 ** Buinak Sedy F: AATAACCGCCTGACCAAATG TG 9 44 180

EU029091 (Calonectris diomedea) R: TGAACCTCACCTGTGTCTGC

Dc27 Albatros Sedohlavy F: CACCCATTTTTGCAGTTCAC AC 2 50 90

AF096807 (Diomedea chrysostoma) | R:-TCCCCTTGCTTGTTGATTATG

Dc5 F: AGGAGGGAAACTTCTCCCAG AC/CAC 4 58 90

AF096790 R: AGCAGGGAGTGACTTGAGGAG

De7 Albatros st¢hovavy F: GAGGAAAACTCCATCTGCCA AC 3 58 90

AF096792 (Diomedea exulans) R: TCTGAACCTCTATCAAAAGG

STALS Albatros bélohibety F: CCCTGCTGGGTTTCATTC TG 2 60 90

neuvedeno (Phoebastria nigripes) R: CATTTGTGCAGTAGGCATGG

Oc49 * Buiia¢ek madeirsky F: TGCTTCTGGATTTGTTTTGC CA 2 53 120

FJ238098 (Oceanodroma castro) R: CAAACCGTGTGACCCAGATA

Oomn8 * Buiia¢ek Monteirav F: TGCAACCTTAGCATTACCTAGC AC 9 47 90

JQ303232 (Oceanodroma monteiroi) | R: GGGGCGAGCATTACATTAAA

0I110-39 Buiniaéek dlouhokiidly F: TTAAGAACAGAGCCTGACTTG GT 8 60 90

FJ238106 (Oceanodroma leucorhoa) | R: ACAAAATCTCATGTCCTTGG

Ech005 Tuénak zlutorohy F: GCCTTATGCAGGTACAGATGTCTTCTC CTTTT 9 44 90

FM878336 (Eudyptes chrysolophus) | R: TGCTGAAGGTAAAGAGCAGTGAAATC
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Tab. 11: Pokradovani 2.

Néazev lokusu Zdrojovy druh Sekvence primeru Jednotka | Pocet Ta ELFO
(Acc. no.) 53 repetice alel [°C] [min]

Ech009 Tuc¢nak nejmensi F: CCTCTGTTGTACAAGCTGGATGC AC 2 69 180

FM878340 (Eudyptula minor) R: GCAATTCTGCTTGCCTCTGC

Eml F: TCCAGCTGAGTTGTATGACTTC ATCT 4 53 120

KM272221 R: CCCTGTGAGTATAGAGCCTGG

Em14 F: CAGGAGTGAACCCAAAGCTG CAA 2 67 180

KM272230 R: AGGTACCGAGGGAAGCAAAG

Em21 F: CCACATTCATCCACAGGCAG CT 2 59 90

KM272232 R: CCTCGCAGGGAATATTTGGC

Emm5 F: ATTAACTTGGCCTTGGGTTC CTTT 3 56 120

DQ837733 R: TTTATGCTCCCTCATTCCAC

CAM-11 Konzervované ptaci F: TGGTACAGGGACAGCAAACC GT 5 59 90

neuvedeno mikrosatelity R: AGATGCTGRGAGCGGATG

CAM-17 ** F: CGGGTTGTAATCAAGAAGATGC TG 6 52 150

neuvedeno R: CTGCGGAGCAATTAACGC

CAM-19 F: TCTTGGAGGCAGATARGAAGTG GT 3 65 150

neuvedeno R: GAGCAAGCAAAGATCACAAGC

CAM-23 F: CTCCACTTAGCTTGTAAATGCAC TG 6 62 120

neuvedeno R: CCAAGRAGTGCCCTAGATGTC

CAM-24 F: CCCACTTCAGTCTTCAGAGC CA 5 55 90

neuvedeno R: TGGAGTATTTGGGATTGGAG

TG03-098 EST ptaci mikrosatelity | F: TTTGCCTTAATTCTTACCTCATTTG AG 2 56 90

DV573670 R: TTGCAACCTCTGTGGAAGC

TG04-012 F: TGAATTTAGATCCTCTGTTCTAGTGTC GT 2 67 90

CK306810 R: TTACATGTTTACGGTATTTCTCTGG

TG04-061 ** F: GACAATGGCTATGAAATAAATTAGGC AIGA 6 55 150

R

CK235034

: AGAAGGGCATTGAAGCACAC
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Tab. 11: Pokracovani 3.

Néazev lokusu Zdrojovy druh Sekvence primeru Jednotka | Pocet Ta ELFO
(Acc. no.) 53 repetice alel [°C] [min]

TG06-009 EST pta¢i mikrosatelity | F: AAGCCTTGCTTACATTTTATGGTG AC/GT/ 3 56 90

CK315728 R: GGGGTGGTAACTGAAATAAAGTATAGG AT

TG11-011 F: ACAAACTAAGTACATCTATATCTGAAC AT 2 58 90

CK308096 R: TAAATACAGGCAACATTGG

TGO01-040 F: TGGCAATGGTGAGAAGTTTG AT 3 65 90

DV576233 R: AGAATTTGTACAGAGGTAATGCACTG

TG03-002 F: TCTTGCCTTTTTGGTATAGAGTATAG AT 5 94 90

DV575298 R: TACAAAGCACTGTGGAGCAG

TG09-014 F: CCAAAGGTGAAGGAATCTATGG AT/IAG 2 50 90

DV948892 R: TCTGCCTGCAGAGTCCAAC

Legenda: * — poloviéni koncentrace hotfe¢natych iontd v PCR reakéni smési (1,5 mmol/l) oproti koncentraci ve standardnim PCR mixu (3

mmol/l); ** — dvoutfetinova koncentrace hofe¢natych iontli v PCR reakéni smési (2 mmol/l) oproti koncentraci ve standardnim PCR mixu (3

mmol/l).
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Mikrosatelity nalezené jako polymorfni nebo u nichz byl polymorfismus
potvrzen, jsou rozdéleny co do fadu nebo celedi, od které byly piivodné¢ odvozeny, jsou

zobrazeny v Grafu ¢. 1.

Graf ¢. 1: Rozdéleni 42 polymorfnich mikrosateliti co do fadu respektive
Zeledi, ze které byly pivodné odvozeny. Cisla odpovidaji poétu polymorfnich lokust
u tfinacti nepiibuznych jedincti potapky rohage. Celedi z ¥adu trubkonosi, od nichz
odvozene mikrosatelity byly polymorfni, jsou znaceny zelené&, polymorfni mikrosatelity
od zastupcu fadu tuénaci, konzervované ptac¢i mikrosatelity a EST ptaci mikrosatelity
jsou znaCeny modie a mikrosatelity (brodivi ve smyslu tradiéniho systému
a plamenaci), u kterych byl zjistén polymorfismus v této praci jsou znaceny Cervené

(Sest mikrosatelitl, pti¢emz sedmy je zahrnut v ramci EST ptacich mikrosatelitit).

m albatrosoviti (4)

® buinakoviti (10)
buinackowviti (3)

B tucnaci (6)

B CAM mikrosatelity (5)
EST ptaci mikrosatelity
(6+1)

m brodivi (2)

plamenaci (4)

Necela tfetina (13 ze 42) mikrosatelitli, které¢ vykazovaly polymorfismus méla
u tfindcti nepiibuznych jedincti potapky rohdce pouze dvé alely, zbylych 29
polymorfnich mikrosatelitit mélo od tii do dvanacti alel, pficemz ¢im vétsi pocet alel

mikrosatelit mél, tim bylo téchto mikrosatelith méné, s vyjimkou ¢ty mikrosateliti,
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které mély po deviti alelach a s timto trendem tedy nekoreluji. Rozd¢€leni nalezenych

polymorfnich lokust co do poétu alel je uvedeno v Grafu €. 2.

Graf ¢ 2: Rozdéleni nalezenych 42 polymorfnich lokusti co do poctu alel
u tfinacti neptibuznych jedinct potapky rohace ptivodné navrzenych pro zéstupce fadu
trubkonosi, tu¢naci, brodivi, plamendci, tuciidci a dale EST pta¢i mikrosatelity
a konzervované ptaéi mikrosatelity. Cisla uvedend v zavorkach udavaji poéty

jednotlivych polymorfnich mikrosatelitt s danymi poéty alel.

m 2 alely (13)
= 3 alely (7)
= 4 alely (6)
m 5 alel (4)
m G alel (4)
w7 alel (2)
=S alel (1)
=9 alel (4)

12.alel (1)

Vsechny (42) nalezené polymorfni mikrosatelitové lokusy byly vygenotypovany
na tfinacti nepiibuznych jedincich potapky rohace a mély od dvou do dvanacti alel,
v pruméru 4,476 alel na lokus. Ziskana data byla analyzovana pomoci softwaru Cervus
3.0.3, kde kompletni Gdaje pro jednotlivé lokusy uvadim v piiloze ¢. 1. Z vysledkt
vyplyva, Ze primérna ofekavand heterozygotnost byla 0,5705, pokud by vSech téchto
42 mikrosatelitt bylo pouZito pro paternitni studie, v pfipadé€, ze bychom neznali ani
jednoho z rodicd, ke kterému bychom pfifazovali mladé, je pravdépodobnost chyby
9,27-10°, pokud by byl jeden rodi¢ znamy, je pravdépodobnost chybného urceni
druhého rodice 1,161-10° a pravdépodobnost $patného prifazeni mladéte

k rodi¢ovskému paru by ¢inila 8,1 1410, Pravdépodobnost, ze by na vSech téchto 42
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lokusech mé&li dva jedinci stejné genotypy je 2,5-10 a pravd&podobnost, Ze by se nasla
dvé mlad’ata, ktera by méla na 42 lokusech stejné genotypy je 1,816-10™,

Krom¢ této diplomové prace bylo jiz dalSich 42 polymorfnich mikrosateliti (42
polymorfnich lokust vznikajicich amplifikaci 41 pard primerd) popsano v diplomové
préaci (Hoffmannova, 2013). Celkem je tedy znamo pro potapku rohace 84 polymorfnich
mikrosatelitli. Pro vSechny tyto lokusy jsem opét provedla analyzu v programu Cervus
3.0.3. Pramérny pocet alel na lokus byl 4,26, primérna o¢ekavana heterozygotnost byla
0,5496, co se tyce pouziti vSech téchto mikrosatelitii pro paternitni studie, v pfipad¢, ze
bychom neznali ani jednoho z rodi¢u, ke kterému bychom mladé pfifazovali, byla by
chyba o pdt fadéi mensi (5,114-10"°), pravdépodobnost chyby v piipadé znalosti
jednoho z rodi¢i a hledani druhého by byla niz§i o osm fada (2,26-10™)
a pravdépodobnost $patného pfifazeni paru rodici by klesla na hodnotu 7,542-10%.
Pravdépodobnost stejného genotypu u vsSech 84 lokusi u dvou jedinci by dCinila
8,199-10™° a pravd&podobnost stejnych genotypii na viech lokusech u dvou mladat by
byla 3,534-10%,

Vsech 84 polymorfnich lokust jsem podrobila analyze softwarem Genepop 4.1
a ten i pfes nastaveni nejptisnéjSich kritérii vypoctl nezjistil, ze by mezi néjakou dvojici
lokust byla vazba.

U lokust, které jsem vygenotypovala jsem se snazila zjistit, zda nejsou vazané
na pohlavi, konkrétné na chromozom Z. U ptakd nesou samci dvé kopie stejného
pohlavniho chromozomu (ZZ) a samice maji chromozomy rizné¢ (ZW), samice tedy
nikdy nevykazuji heterozygotni konstituci. V mnou zpracovavaném vzorku byla DNA
sedmi samct a Sesti samic potapky rohace a na zakladé tohoto piedpokladu jsem mezi
testovanymi mikrosatelity nasla Sest lokusi pravdépodobné na pohlavi (Z chromozom)
vazanych. Tfi z nich vykazovaly velmi nizkou heterozygotnost a navic mély pouze dvé
alely (Pacbel 17896 a TG04-012A) a v ptipad¢ lokusu Bbl1 tii alely. Proto by bylo
zapotiebi otestovat je na vétSim poctu jedinci, aby bylo mozné vazbu na pohlavi
potvrdit nebo naopak vyloucit. Dale vykazovaly vazbu na pohlavi mikrosatelitovy lokus
OI10-39 (8 alel — vSech sedm samci heterozygotnich a vSech Sest samic
homozygotnich), mikrosatelitovy lokus CAM-11 (5 alel — Sest ze sedmi samcu
heterozygotnich a vSech Sest samic homozygotnich) a mikrosatelit PhoeniE108 (4 alely
— Ctyfi ze sedmi samcil heterozygotni a vSech Sest samic homozygotnich). U téchto tii
mikrosatelitli je pravdépodobnost vazby na pohlavi velmi vysokd, ovSem stoprocentné

by ji potvrdili jen dalsi testy na vétSim mnoZzstvi jedinct.
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Na zéklad¢ této diplomové prace jsem ke Ctyfem mikrosatelitim (B8, E202,
PgAAT8 a Sv2A-95), které byly urCeny jako nejlep$i pro determinaci paternity
u potapky rohace v ramci diplomové prace (Hoffmannova, 2016) doplnila dalsi tii
devitialelové mikrosatelity (Omn8, Ech005 a PhoeniE69), které mély dobie
hodnotitelné produkty, vysokou heterozygotnost, velmi nizkou az zadnou frekvenci
vyskytu nulovych alel, neodchylovaly se od Hardy-Weinbergovy rovnovahy a poskytuji
vysokou vypoveédni hodnotu pro paternitni studie. Jejich charakteristiku uvadim v Tab.
12 spolu sjiz uvedenymi ¢tyfmi mikrosatelity, které pro tyto tucely vybrala
Hoffmannova (2013).

Tab. 12: Charakteristika sedmi vybranych polymorfnich mikrosateliti vhodnych
pro studium paternity vygenotypovanych u tfindcti neptfibuznych jedinct potapky
rohace. Ve sloupcich jsou uvedeny nazev mikrosatelitového lokusu, pocet alel,
pozorovana heterozygotnost (Hqps), o¢ekavana heterozygotnost (Hexp), 0bsah polymorfni
informace (PIC) a pravdépodobnost vyskytu nulovych alel (— = bez rizika vyskytu

nulovych alel).

Nazev Pocet alel Hobs Hexp PIC Nulové
mikrosatelitu alely [%0]
B8* 11 0,923 0,902 0,855 -
E2 02* 10 1,000 0,895 0,846 -
PgAAT8* 10 0,846 0,898 0,850 1,27
Sv2A-95* 9 0,846 0,874 0,821 0,01
Omn8 9 0,846 0,902 0,853 0,90
Ech005 9 0,769 0,843 0,787 3,44
PhoeniE108 9 0,769 0,822 0,769 —

Legenda: * — Gdaje analyzy Hoffmannova (2013).

Pro mikrosatelitovem lokusy uvedené v Tab. 12 jsem provedla opét analyzu
v programu Cervus 3.0.3, pficemz hodnota primérného poctu alel na lokus byla 9,571,
prumérna o¢ekavana heterozygotnost byla 0,8765, pravdépodobnost chyby pro nalezeni
rodi¢l v ramci paternitnich studii by byla 4,85-10°%, pravdépodobnost chyby v piapadé
znalosti jednoho z rodici a hledani toho druhého by byla 2,3-10 a pravd&podobnost
$patného piifazeni paru rodi¢ by byla 6,4-107. Pravd&podobnost stejného genotypu
u vSech sedmi lokust u dvou jedinct by Cinila 512:10% a pravdépodobnost, ze by se

nasla dvé mlad’ata se stejnymi genotypy u vSech sedmi lokusti by byla 1,83-10™°,
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Na niZze uvedenych obrazcich jsou zobrazeny vysledky cross-species PCR
amplifikace a nasledné elektroforeticke separace mikrosatelitu Patbel 2 (viz Obr. 2),
TG06-009 (viz Obr. 3) a CAM-24 (viz Obr. 4), kde jsem u tfinacti nepfibuznych jedinct

potapky rohace identifikovala Sest, tfi a pét alel.

Obr. 2: Elektroforetogram mikrosatelitu Patbel 2 od buinaka utlozobého

u tiinacti nepfibuznych jedinct potapky rohace. Cisla oznaduji jedince a Sipky alely

ptislusného mikrosatelitu.
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Obr. 3: Elektroforetogram mikrosatelitu TG06-009 ze skupiny EST ptacich
mikrosateliti u tfinacti nep¥ibuznych jedincti potapky rohage. Cisla oznacuji jedince

a Sipky alely pfislusného mikrosatelitu.
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Obr. 4: Elektroforetogram mikrosatelitu CAM-24 ze skupiny konzervovanych

ptadich mikrosatelitd u tfinacti nepiibuznych jedinct potapky rohace. Cisla oznacuji

jedince a Sipky alely pfislusného mikrosatelitu.
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6. Diskuze

V této diplomové praci jsem otestovala 30 dosud netestovanych mikrosatelitti
u potapky rohace a vybrala z nich ty, které vykazovaly polymorfismus. Tyto vybrané
mikrosatelity jsem spolu s mikrosatelity popsanymi jako polymorfni v bakalaiskych
pracech (JanuSova, 2015; Filipova, 2016) vygenotypovala u tfinacti nepiibuznych
jedinci potapky rohaCe a zjiStovala u nich charakteristiku pomoci populacné
genetickych programu Cervus 3.0.3 (Kalinowski et al., 2007) a Genepop 4.1 (Rousett,
2008).

Vrdmci 30 dosud netestovanych mikrosatelitt vykazovalo u tfinacti
neptibuznych jedinct potapky rohace Sest z nich polymorfismus.

Dai et al. (2015) popsali u volavky Zzlutozobé tfi polymorfni mikrosatelity,
pii¢emz u mikrosatelitu Ae52 pii teploté annealingu 56 °C nalezli u 133 jedinca Ctyii
alely. Ja jsem u tohoto mikrosatelitu pii T, 50 °C a délce elektroforetické separace 90
minut nalezla stejny pocet alel.

Ferrie et al. (2013) izolovali pét mikrosatelitovych lokusti u marabu afrického.
Mikrosatelit Lecrul09 mél pii T, 54 °C u 27 jedincu Sest alel a ja jsem pii teploté
annealingu 62 °C a délce elektroforetické separace 90 minut nalezla u potapky rohace
alely dvé.

Dawson et al. (2010) popsali 35 univerzalnich ptacich mikrosatelitd, kdy
u mikrosatelitu TG09-014 nalezli pii T, 59 °C devét alel, pficemz mikrosatelity byly
testovany u 17 rtiznych ptacich druht. Ja jsem u tohoto mikrosatelitu objevila pfi teploté
annealingu 50 °C a délce elektroforetické separace 90 minut alely dvé.

Mikrosatelity od plamenaka karibského byly charakterizovany v ramci
diplomové prace (Bauer, 2007) a pfisla jsem na né pies ¢lanek Frias-Soler et al. (2014),
kde autofi pouzili pouze tii tyto mikrosatelity, shodou okolnosti ty, které jsem u potapky
rohace vyhodnotila jako monomorfni. Diplomova prace Bauer (2007) neni dostupna
Vv elektronické podobé a nepodafilo se mi ji sehnat ani jinou cestou, pouze Frias-Soler et
al. (2014) mi poskytli na moji zadost jednu stranu z této diplomové prace s tabulkou
s udaji o ¢trnacti mikrosatelitech, které Bauer (2007) popsal. Tabulka kromé& nazvu
mikrosatelitového lokusu uddva jednotky repetice (pouze Ctyfi mikrosatelity jsou
dokonalé, zbylé maji sekvenci nedokonalou, pferuSovanou ¢i sloZzenou), sekvence

primeri a T, Dale je zminén tudaj, které mikrosatelity autor vyhodnotil jako
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monomorfni, které jako polymorfni a u kterych polymorfismus pouze ptedpoklada aniz
by je testoval. Snazila jsem se ziskat sekvence téchto mikrosatelitt z mezinarodnich

databazi, ovSem bez uspéchu. Nemohu tedy ziskand data s ni¢im porovnat.

Srovnanim vysledki téchto praci jsem zjistila, Ze mikrosatelit AM13 testovala
ve své diplomové praci Hoffmannova (2013) a zaroven i Filipova (2016) ve své
bakalarské praci a celkové mnozstvi doposud testovanych mikrosatelitd u potapky
rohace je tedy 823.

Hoffmannovd (2013) v rédmci své diplomové prace nalezla celkem 42
polymorfnich mikrosateliti vznikajicich amplifikaci 41 parG primerd, mikrosatelit
PrA104 od plamenaka razového (Phoenicopterus roseus) (Geraci et al., 2010)
amplifikoval dva mikrosatelitové lokusy. Nalezené polymorfni mikrosatelity
(Hoffmannova, 2013) mély od dvou do jedenacti alel. Tedy 42 polymorfnich
mikrosatelitt z celkovych 410 testovanych u tfinacti nepfibuznych jedinci potapky
rohace c¢ini Gspés$nost 10,2 %, ja jsem jich u tohoto druhu nalezla také 42 z celkovych
414 testovanych, tedy 10,1% uspéSnost, z ¢ehoz vyplyva, Ze u potapky rohace bylo
charakterizovdno celkem 84 polymorfnich mikrosateliti z celkového poctu 823

otestovanych. Celkova uspésnost nalezeni polymorfniho mikrosatelitu tedy ¢ini 10,2 %.

Riazné taxonomické skupiny ptaktt mély rizné velkou uspéSnost poskytnuti
polymorfniho mikrosatelitu. Navic ne ze vSech skupin byly otestovany vSechny
existujici mikrosatelity, proto by bylo zavadé¢jici uvadet podrobnosti ohledné GspéSnosti
téchto skupin (sudokopytnici, vrubozobi a dlouhoktidli).

Krom¢ univerzalnich ptacich mikrosateliti a mikrosateliti od potapek bylo
naSim cilem otestovat maximum moznych mikrosatelitii od ptibuznych potéapek, tedy od
zastupci jednotlivych skupin taxonomického kladu Aequorlitornithes. Z této skupiny
bylo celkem otestovdno 749 mikrosateliti a z nich bylo polymorfnich 70, tedy 9,3%
uspesnost.

Rozdéleni taxonomickych jednotek kladu Aequorlitornithes je slozit&jsi. Je
velky rozdil pokud se zastupci tohoto kladu rozdéli v tradi¢nim pojeti systému (Hudec
et al., 1972) a nebo pokud pouzijeme nejnovejsi systémy ptakl zalozené na
molekularnich analyzach (Hackett et al., 2008; Prum et al., 2015). Toto rozd¢leni
v tradi¢nim pojeti odrazi Tab. 13 a uspé&Snosti Graf ¢. 3, stejna data zasazena do nového

pojeti systému vodnich ptakti uvadim v Tab. 14 a uspésnosti v Grafu ¢. 4.

50



Z uvedenych skupin kladu Aequorlitornithes pouze u dlouhoktidlych (v tradi¢né
i novém chapani beze zmén) bylo otestovano zatim pouze osm mikrosatelitti, z nichz
byl jeden polymorfni. Pro tuto skupinu ptdki vSak existuje odhadem 350—400
mikrosateliti. Tradiéni 1 nové pojeti systému nechava nezménény fad potaplice,
pficemz z této skupiny bylo u potipky rohace otestovano sedm dosud popsanych
mikrosateliti a polymorfismus nevykazoval zadny. V novém pojeti systému selhali
i faetoni, ktefi jsou dnes jako samostatna skupina diive patfici mezi veslonohé.

Z jedendcti existujicich mikrosatelitd od factont nebyl u potapky polymorfni ani jeden.

Tab. 13: Testované mikrosatelity u potapky rohace odvozené od zastupci
uvedenych fadu a skupin dle tradi¢niho pojeti systému vodnich ptakt. Ve sloupcich jsou
uvedeny pocCty testovanych mikrosatelitt v rdmci jednotlivych skupin a pocet
nalezenych polymorfnich mikrosatelitt. V tabulce jsou uvedeny pouze skupiny,
u kterych byly testovany vsechny dostupné mikrosatelity, s vyjimkou mikrosateliti od
tradi¢nich veslonohych, tradi¢nich brodivych, dlouhokiidlych a vrubozobych, kde bylo

testovano pouze uvedenych 152, 177, 7 a 13 mikrosatelitt.

Zdrojovy rad respektive Pocet testovanych Pocet polymorfnich
skupina mikrosateliti mikrosateliti mikrosateliti
potapky 18 14
plamenéci 67 11
tradi¢ni veslonozi 152 15
tradi¢ni brodivi 177 6
univerzalni pta¢i mikrosatelity 60 13
trubkonosi 207 17
tucnaci 113 6
potéplice 7 0
dlouhoktidli 7 1
vrubozobi 13 1
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Tab. 14: Testované mikrosatelity u potapky rohace odvozené od zastupct
uvedenych fadu a skupin dle nového pojeti systému vodnich ptakd podle Prum et al.
(2015). Ve sloupcich jsou uvedeny pocty testovanych mikrosateliti v ramci
jednotlivych skupin a pocet nalezenych polymorfnich mikrosatelitd. V tabulce jsou
uvedeny pouze skupiny, u kterych byly testovany vsechny dostupné mikrosatelity,
svyjimkou mikrosateliti od ,,dne$nich® veslonohych, ,,dne$nich“ Pelecaniformes

a dlouhok#idlych, kde bylo testovano pouze uvedenych 122, 155 a 7 mikrosatelitd.

Zdrojovy rad respektive Pocet testovanych Pocet polymorfnich
skupina mikrosateliti mikrosatelitii mikrosatelitii
potapky 18 14
plamenaci 67 11
,,dnesni“ Pelecaniformes 155 12
,,dnesni“ veslonozi (Suliformes) 122 8
,,dnesni* Ciconiiformes 41 2
univerzalni ptac¢i mikrosatelity 60 13
trubkonosi 207 17
tucnaci 113 6
dlouhokftidli 7 1
faetoni 11 0
potaplice 7 0

Celkove¢ tedy v ramci fadu trubkonosi bylo testovano 207 mikrosatelitt, z nichz
bylo 17 u potapky rohafe polymorfnich, coz ¢ini GspéSnost cross-species PCR
amplifikace 8,2 %. Co se tyce testovanych mikrosateliti ze skupiny univerzalnich
ptadich mikrosatelita (CAM, EST), celkem bylo otestovano 60 mikrosatelit a 13 z nich
vykazovalo u potapky rohace polymorfismus, tedy 21,7 % GspéSnost.

Porovnéni testovanych skupin mikrosatelitii u tfinacti nepiibuznych jedincii
potapky rohace z hlediska uspéSnosti cross-species PCR amplifikace dle tradi¢niho

systému vodnich ptaku je zobrazeno v Grafu ¢. 3.
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Graf €. 3: Srovnani uspéSnosti testovanych skupin mikrosateliti na
polymorfismus dle tradi¢niho systému vodnich ptakt u tfinacti nepiibuznych jedinci
potapky rohage. Cisla uvedena v zavorkach udavaji procenta nalezeni polymorfniho
mikrosatelitu v ramci cross-species PCR amplifikace u potapky rohace pro danou
skupinu mikrosateliti. V grafu jsou uvedeny pouze skupiny, u kterych byly testovany

vSechny dostupné mikrosatelity nebo alespoil pfevazna vétsina.
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Primérna uspésnost nalezeni polymorfniho mikrosatelitu pomoci cros-species
PCR amplifikace byla 10,2 %. Nadpraimémé z hlediska uspéSnosti byly tedy
mikrosatelity pochazejici od zastupcti fadu potapky, jelikoz potapka rohac¢ do této Celedi
patii, dalSi v pofadi byly univerzalni ptac¢i mikrosatelity a mikrosatelity od zastupct
fadu plamenaci a, naopak podprimérné z hlediska tspé&Snosti byly mikrosatelity od

zastupcu fada veslonozi, trubkonosi, tu¢iaci a brodivi, coz odpovida tradi¢nimu pojeti

sytému vodnich ptakda.

Porovnani testovanych skupin mikrosatelith u tfinacti neptibuznych jedinct
potapky rohace z hlediska uspéSnosti cross-species PCR amplifikace v pojeti nového

systému vodnich ptaku je zobrazeno v Grafu ¢. 4.
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Graf ¢ 4: Srovnani UspéSnosti testovanych skupin mikrosatelitt na
polymorfismus dle nového pojeti systému vodnich ptakt (Prum et al., 2015) u tfinacti
nepiibuznych jedincti potapky rohace. Cisla uvedena v zavorkach udéavaji procenta
polymorfismu v ramci cross-species PCR amplifikace u potapky rohace pro danou
skupinu mikrosateliti. V grafu jsou uvedeny pouze skupiny, u kterych byly testovany

vSechny dostupné mikrosatelity nebo alespoinl pfevazna vétsina.
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Z hlediska tspésnosti se ve srovnani v ramci tradi¢niho a nového pojeti systému
vodnich ptdkd na prvnich tfech pozicich pofadi testovanych skupin mikrosatelitt
nezménilo, mikrosatelity od zastupcd fadu trubkonosi byly v radmci starého pojeti
veslonohych v porovnani s ,,dne$nimi“ veslonohymi uspésnost klesla. Mikrosatelity
pochézejici od zastupci fadu tuénaci zistaly na stejné pozici. Logicka je pozice
mikrosateliti od zastupct fadu plamenaci, které jsou z hlediska UspéSnosti PCR
amplifikace (16,4 %) podle Prum et al. (2015) sesterskou skupinou potapek.

Z celkovych 84 polymorfnich mikrosatelitt, které vykazovaly u tfinacti
neptibuznych jedinct potapky rohace polymorfismus jich nejvice (17) pochazelo od
zastupcti fadu trubkonosi, dale potom od zastupct fadu potapky (14) a univerzalni ptaci

mikrosatelity (13). Rozd¢leni polymorfnich mikrosatelitd z hlediska fada, ze kterych

54



byly ptivodné odvozeny dle tradi¢niho systému vodnich ptaku je zobrazeno v Grafu ¢. 5
a dle nového systému (Prum et al., 2015) v Grafu ¢. 6.

Graf ¢ 5: Rozdéleni 84 polymorfnich mikrosatelith u tfinacti nepiibuznych
jedincti potapky rohace na zakladé tadi, pro jejichz zastupce byly navrzeny dle
tradiéniho systému vodnich ptaki. Cisla v zavorkdch udavaji podet mikrosatelitii

vykazujicich polymorfismus v ramci jednotlivych fada respektive skupin.
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Graf. ¢ 6: Rozdéleni 84 polymorfnich mikrosatelitli u tfindcti nepfibuznych
jedinct potapky rohace na zaklad¢ tadu, pro jejichz zastupce byly navrzeny dle nového
systému ptaka (Prum et al.,, 2015). Cisla v zavorkich udavaji pocet mikrosatelitil

vykazujicich polymorfismus v ramci jednotlivych fada respektive skupin.
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Nejvice mikrosatelitti vykazujicich polymorfismus u potapky rohace pochazelo
od zastupcii fadu trubkonosi, ale co do uspesnosti je tato skupina az Ctvrtd (testovano
207 mikrosatelitt, z nich polymorfnich 17, tedy 8,2% uspé$nost). Velky rozdil byl
zaznamenan také u testovanych mikrosatelitd od zastupct ,,dne$nich“ Ciconiiformes,
Z nichz polymorfismus vykazovaly pouze dva mikrosatelity a byly na osmém misté, ale

co se tyce Gspésnosti (7,7 %), v tomto ohledu byly na misté patém.

Pfiblizn¢ tretina (28 z 84) vSech polymorfnich mikrosateliti nalezenych
u potapky rohdce mela u tfinacti neptibuznych jedincii potapky rohace dvé alely, zbylé
mikrosatelity mély od tii do dvanacti alel. Rozdéleni polymorfnich mikrosateliti

Z hlediska poctu alel je uvedeno v Grafu ¢. 7.
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Graf ¢ 7: Rozdéleni 84 polymorfnich mikrosateliti z hlediska poctu alel
u tfindcti neptibuznych jedinct potapky rohace plivodné navrzenych pro zastupce z fadu
potapky, plamendci, dlouhokiidli, veslonozi, vrubozobi, tu¢iidci, brodivi, trubkonosi
a EST pta¢i mikrosatelity a konzervované pta¢i mikrosatelity. Cisla v zavorkéach udavaji

pocty jednotlivych polymorfnich mikrosatelitii s danymi pocCty alel.
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Od zastupcti tada trubkonosi a tucnaci bylo u Sesti neptibuznych jedinct
potapky rohace podle bakalaiskych praci (Janusova, 2015; Filipova, 2016)
polymorfnich celkem 39 mikrosatelitii, pfi¢emZ polymorfismus u tfindcti nepfibuznych
jedinct jsem v této diplomové préci potvrdila u 36 z nich. Stejné mikrosatelity byly
testované v bakalaiskych pracech (Strejckova, 2016; Zlochova, nepublikovano) u Sesti
nepiibuznych jedinci plamenaka karibského na polymorfismus jich vykazovalo 73
z nich. Vétsina téchto mikrosateliti vSak byla polymorfni u jednoho nebo u druhého
druhu, polymorfni u obou druhti bylo pouze dvanact mikrosatelitti (viz Tab. 13), coz je
z pohledu potapky rohace priblizné /3 a u plametiaka karibského asi /s z celkového
poc¢tu nalezenych polymorfnich mikrosateliti u potapky rohace. Konkrétné se jedna
o tf1 univerzalni mikrosatelity, jeden mikrosatelit od tu¢ndka zlutorohého a osm
mikrosatelitli od zéastupcii tadu trubkonosi. Ve vétSing ptipadi byl u polymorfnich
mikrosateliti u potdpky rohace nalezen vétsi pocet alel, coz by bylo ocekavané

vzhledem k vétsimu poctu testovanych jedinct. Vyjimkou je mikrosatelit Pc D103, kde
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bylo u obou druhti shodn¢ nalezeno po dvou alelach a mikrosatelity Bb11l a Oc-49
u kterych bylo u plamendka karibského vice alel nez u potapky rohace, v ptipadé Oc-49
dve respektive tii alely a v piipadé Bbl11 tii respektive pét alel. Predpokladam, ze tyto
mikrosatelity uvedené v Tab. 13, by mohly byt prvni volbou pro nalezeni polymorfnich
markert u dalSich druhii potapek a plamenakt. Az dalsi testy potvrdi, zda by alespon
néktery znich mohl byt takovym vhodnym markerem i pro dal$i skupiny kladu

Aequorlitornithes.

Tab. 13: Mikrosatelity pochazejici od zastupct fadu tuénaci, trubkonosi
a univerzalni ptaci mikrosatelity, které vykazovaly polymorfismus zarovent u potapky
rohace a plamenaka karibského. Ve sloupcich jsou uvedeney nazev mikrosatelitu,
zdrojovy druh, pocet alel u tfinacti nepfibuznych jedinct potapky rohace (tato prace)
a pocet alel u Sesti nepfibuznych jedinct plamenaka karibského (Strejckova, 2016;

Zlochova, nepublikovano).

Nazev Zdrojovy druh Potapka rohace | Plamenak karibsky
mikrosatelitu (pocet alel) (pocet alel)
Dc5 Albatros Sedohlavy 4 2*
Bbl1l Buinak Bulwertv 3 5*
Bb21 7 2*
Pc B109 Buiiak svétlenohy 12 3*
Pc D103 2 2*
Oc-49 Buiacek madeirsky 2 3*
Omn8 Buinacek Monteiriiv 9 3*
0I10-39 Buinacek dlouhokftidly 8 2*
Ech005 Tucnak zlutorohy 9 5**
CAM-11 Konzervovany ptaci 5 2%*
CAM-24 mikrosatelit 5 4**
TGO04-061 EST ptaci mikrosatelit 6 4x*

Legenda: * — udaje analyzy Strejékova (2016); ** — Udaje analyzy Zlochova

(nepublikovano).

V ramci kladu Aequorlitornithes by bylo vhodné u potapky rohace otestovat
dosud netestovanych 363 mikrosatelitt od zastupct fadu dlouhoktidli (naptiklad
Bethrew et al., 2006; Kiipper et al., 2007; Farrell et al., 2012), dvanact mikrosatelitti od
kagu chocholatého (Rhynochetos jubatus) (Stoeckle et al., 2012), sedm mikrosatelitt od
kormordna tasméanského (Phalacrocorax fuscescens) (Riordan et al.,, 2012) a 23
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mikrosateliti od volavky zlutozobé (Dai et al., 2013), kdy z téchto ptiblizn¢ 400
mikrosatelitti by mohlo byt u potapky rohace dalsich asi 40 polymorfnich.
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7. 7aveér

Vtéto diplomové praci jsem se vénovala charakteristice vybranych
polymorfnich cross-species mikrosateliti z kladu Aequorlitornithes u potapky rohace
(Podiceps cristatus). V teoretické ¢asti jsem popsala fad potapky, jeho rozdéleni na
jednotlivé druhy, vénovala jsem se podrobnému popisu potapky rohace, dale
fylogenetickému zatfazeni potapkovitych v systému, mikrosatelitim a nalezenym
polymorfnim mikrosatelithm u tohoto druhu v ramci dvou bakalafskych praci
(JanuSova, 2015; Filipova, 2016) a jedné diplomové prace (Hoffmannova, 2013).
V ramci experimentalni ¢asti jsem otestovala 30 dosud netestovanych mikrosatelit
u potapky rohace a ty znich (6), které vykazovaly polymorfismus jsem spolu
s polymorfnimi mikrosatelity ze zminénych dvou bakalafskych praci otestovala

a charakterizovala u tfinacti nepiibuznych jedinct potapky rohace.

Za pomoci cross-species PCR amplifikace téchto mikrosateliti na DNA tfinacti
nepiibuznych jedincii potdpky rohdce a nasledné elektroforetické separace jsem nalezla
celkem 42 polymorfnich mikrosatelitii, z nichz sedmnact jich pochazelo od zastupct
fadu trubkonosi, tfindct univerzalnich ptac¢ich mikrosateliti, Sest mikrosateliti od
zastupcll fadu tuéndci, Ctyfi mikrosatelity od zastupct fadu plamenaci a po jednom
mikrosatelitu od zastupcu fadu brodivi a veslonozi. U polymorfnich mikrosatelitt jsem

ziskana data zpracovala pomoci programu Cervus 3.0.3 a Genepop 4.1.

Celkové jsem nasla 42 polymorfnich mikrosatelitii se dvéma az dvandcti alelami,
znichZz je Sest potenciondlné vazanych na pohlavi (Z chromozom). Spole¢né
s mikrosatelity, které charakterizovala v ramci své diplomové prace Hoffmannova
(2013) je v soucasné dobé¢ pro potapku rohace znamo 84 polymorfnich mikrosateliti.
Analyzou v softwaru Genepop 4. 1 jsem zjistila, Ze mezi nimi neni vazba. Velmi
Uspésné byly univerzalni ptac¢i mikrosatelity, kterych bylo polymorfnich celkem 13 ze
60 testovanych, tedy 21,7% uspé$nost. V ramci testovanych mikrosateliti z kladu
Aequorlitornithes byla uspésnost 10,2 %, proto doporucuji otestovat z této skupiny
dosud netestované mikrosatelity od dlouhoktidlych, kagu chocholatého, kormorana
tasmanského a volavky zlutozobé, kterych je ptiblizné 400, kdy tyto testy by mohly pro
potapku rohace najit dalsich asi 40 polymorfnich mikrosatelitt.
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8. Seznam pouzitych zkratek

UTR — untranslated region (nepiekladana oblast DNA)

DNA — DeoxyriboNucleotic Acid (deoxyribonukleova kyselina)

EST — Expressed Sequence Tag (kratka exprimovana sekvence)

T, — Annealing Temperature (teplota nasedani primert pii PCR reakci)

CAM - Conserved Avian Microsatellite (konzervované ptaci mikrosatelity)
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10. P¥ilohy

Priloha ¢. 1: Vysledna analyza 42 polymorfnich mikrosatelitli u tfindcti nepiibuznych jedincii potapky rohace v programu Cervus 3.0.3. Ve
sloupcich jsou uvedeny nazev mikrosatelitového lokusu, pocet alel (k), pocet testovanych jedincii (N), pozorovana heterozygotnost (HODbs),
o¢ekavana heterozygotnost (HExp), obsah polymorfni informace (PIC), NE-1P, NE-2P, NE-PP, NE-I, NE-SI, soulad s Hardy-Weinbergovou
rovnovahou (NS= v souladu, ND= nelze hodnotit) a pravdépodobnost vyskytu nulovych alel F (Null).

Mikrosatelitovy k N HObs |HExp |PIC NE-1P | NE-2P | NE-PP | NE-I NE-SI | HW F

lokus (Null)
Ae52 4 13 0538 | 0582 | 0510 | 0.835 | 0.679 | 0.512 | 0.243 | 0.531 NS 0.0626
Bbl1l 3 13 0.154 | 0385 | 0.324 | 0932 | 0.824 | 0.713 | 0.443 | 0.676 ND 0.4122
Bb21 7 13 0.462 | 0.754 | 0.696 | 0.662 | 0.477 | 0.275 | 0.105 | 0.414 NS 0.2244
CAM-11 5 13 0.308 | 0.785 | 0.715 | 0.649 | 0471 | 0.287 | 0.100 | 0.398 NS 0.4225
CAM-17 6 13 0923 | 0.846 | 0.787 | 0,550 | 0.373 | 0.196 | 0.062 | 0.359 ND | -0.0634
CAM-19 4 13 0.462 | 0.643 | 0561 | 0.798 | 0.640 | 0.473 | 0.203 | 0.492 NS 0.1596
CAM-23 6 13 0923 | 0671 | 0590 | 0.764 | 0.602 | 0.420 | 0.181 | 0.473 NS -0.2069
CAM-24 4 13 0.846 | 0.735 | 0.654 | 0.718 | 0549 | 0.375 | 0.139 | 0431 NS -0.1049
Cd9 9 13 0538 | 0908 | 0.859 | 0.413 | 0.258 | 0.102 | 0.030 | 0.321 ND 0.2404
Dc27 2 13 0.308 | 0.369 | 0.292 | 0.937 | 0.854 | 0.769 | 0.479 | 0.692 ND 0.0714
Dc5 4 13 0692 | 0.723 | 0.639 | 0.730 | 0564 | 0.390 | 0.149 | 0.440 NS -0.0024
De7 3 13 0.154 | 0.151 | 0.140 | 0.989 | 0.926 | 0.863 | 0.736 | 0.862 ND | -0.0310
Ech005 9 13 0.769 | 0.843 | 0.787 | 0.538 | 0.364 | 0.180 | 0.059 | 0.359 NS 0.0344
Ech009 2 13 0.462 | 0517 | 0374 | 0876 | 0.813 | 0.720 | 0.376 | 0.596 NS 0.0370
Em21 2 13 0231 | 0323 | 0262 | 0952 | 0.869 | 0.787 | 0.523 | 0.726 ND 0.1475
Eml 4 13 0.615 | 0.674 | 0592 | 0.771 | 0.608 | 0.435 | 0.180 | 0.471 NS 0.0113
Em14 2 13 0.154 | 0.148 | 0.132 | 0.990 | 0.934 | 0.881 | 0.746 | 0.866 ND | -0.0319
Emmb5 3 13 0.462 | 0.465 | 0376 | 0900 | 0.795 | 0.680 | 0.377 | 0.621 NS -0.0267
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Priloha €. 1: Pokracovani.

Mikrosatelitovy k N HObs | HExp |PIC NE-1P | NE-2P | NE-PP | NE-I NE-SI | HW F

lokus (Null)
Lcrul06 2 13 0.231 0.323 0.262 0.952 0.869 0.787 0.523 0.726 ND 0.1475
Oc-49 2 13 0.400 0.526 0.375 0.875 0.813 0.719 0.375 0.594 NS 0.1111
0I10-39 8 13 0.538 0.858 0.803 0.519 0.346 0.169 0.053 0.351 ND 0.2055
Omn8 9 13 0.846 0.902 0.853 0.426 0.268 0.109 0.032 0.325 ND 0.0090
Pacbel 17896 2 13 0.154 0.148 0.132 0.990 0.934 0.881 0.746 0.866 ND -0.0319
Parm03 5 13 0.769 0.702 0.616 0.747 0.586 0.412 0.165 0.454 NS -0.0778
Patbel2 6 13 0.769 0.738 0.673 0.691 0.510 0.316 0.121 0.425 NS -0.0291
PcB109 12 13 0.538 0.815 0.770 0.553 0.372 0.167 0.061 0.373 NS 0.1789
PcD103 2 13 0.538 0.471 0.350 0.898 0.825 0.734 0.402 0.624 NS -0.0866
PcD3 3 13 0.385 0.674 0.573 0.790 0.645 0.496 0.199 0.476 NS 0.2446
PhoeniE108 4 13 0.231 0.723 0.639 0.730 0.564 0.390 0.149 0.440 NS 0.4937
PhoeniE37 7 13 0.692 0.834 0.775 0.562 0.385 0.201 0.066 0.366 NS 0.0659
PhoeniE60 4 13 0.231 0.532 0.459 0.864 0.722 0.567 0.291 0.567 NS 0.3674
PhoeniE69 9 13 0.769 0.822 0.769 0.563 0.384 0.189 0.065 0.371 NS -0.0102
STALS 2 13 0.385 0.508 0.369 0.881 0.815 0.722 0.381 0.601 NS 0.1186
TG01-40 3 13 0.692 0.612 0.504 0.827 0.701 0.559 0.254 0.519 NS -0.0952
TG03-098 2 13 0.308 0.271 0.226 0.966 0.887 0.811 0.581 0.765 ND -0.0803
TG04-012 7 13 0.385 0.843 0.785 0.549 0.373 0.193 0.062 0.360 ND 0.3563
TG04-12A 2 13 0.077 0.077 0.071 0.997 0.964 0.933 0.860 0.928 ND -0.0107
TG04-061 7 13 0.462 0.806 0.743 0.607 0.428 0.240 0.082 0.383 NS 0.2656
TG06-009 3 13 0.462 0.563 0.456 0.853 0.738 0.605 0.295 0.553 NS 0.0899
TG09-014 2 13 0.077 0.077 0.071 0.997 0.964 0.933 0.860 0.928 ND -0.0107
TG11-011 2 13 0.154 0.271 0.226 0.966 0.887 0.811 0.581 0.765 ND 0.2570
Tch6 4 13 0.231 0.345 0.310 0.943 0.822 0.695 0.468 0.701 ND 0.1657
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Number of individuals:

Number of loci:

Mean number of alleles per locus:

Mean proportion of loci typed:

Mean expected heterozygosity:

Mean polymorphic information content (PIC):

Combined non-exclusion probability (firstparent):

Combined non-exclusion probability (second parent):

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

Combined non-exclusion probability (sib identity):

13

42

4.476

0.9945
0.5705
0.5024
0.00000927
1.161E-0009
8.114E-0016
2.511E-0029
1.816E-0012
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