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Abstrakt

V této diplomové praci jsem analyzovala a charakterizovala vybrané mikrosatelity

u plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber).

V teoretick¢ cCasti jsem se zabyvala systémem ptakli predevSim na zdkladé
molekularnich metod s dirazem na fad plamenaci (Phoenicopteriformes) a taxonomii
plamenaka karibského, jeho biologii a ekologii. Nasledné jsem se vénovala molekularné
genetickym charakteristikam populaci s diirazem na mikrosatelity. Také jsem popsala

veskeré dosud charakterizované polymorfni mikrosatelity pro plameiiaka karibského.

V praktické c¢asti jsem pomoci cross-species PCR amplifikace analyzova 22
polymorfnich mikrosateliti na DNA 30 neptibuznych jedincti plamenaka karibského,
které jsem nasledné charakterizovala v programu Cervus 3.0.6 a testovala pomoci

programu Genepop 4.2.

Kli¢ova slova: plamenak karibsky, Phoenicopterus ruber, mikrosatelit, cross-species

PCR amplifikace, tu¢nak
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Abstract

In this master’s thesis | analyzed and characterized selected microsatellites in

American flamingo (Phoenicopterus ruber).

In the theoretical part | dealt with the system of birds mainly on the basis of molecular
methods with emphasis on the Phoenicopteriformes and taxonomy of the American
flamingo, its biology and ecology. Subsequently | focused on molecular genetic
characteristics of populations with emphasis on microsatellites. | have also described all
the previously characterized polymorphic microsatellites for the American flamingo.

In the practical part | analyzed 22 polymorphic microsatellites by cross-species PCR
amplification of DNA of 30 unrelated individuals of the American flamingo, which

| subsequently described in Cervus 3.0.6 and tested using Genepop 4.2.

Key words: American flamingo, Phoenicopterus ruber, microsatellite, cross-species
PCR amplification, penguin
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1 Uvod

1.1 Taxonomie plameiaka karibského

Rad plamenaci (Phoenicopteriformes) je tvoien jednou z evoluéné nejstarsich
skupin ptakt. Byly objeveny 30 miliont let staré fosilie sou¢asnych plamenakt z doby
oligocénu. Primitivnéjsi formy plamenakt byly nalezeny z doby stfedniho eocénu, tedy
asi 50 miliont let staré. Nékteré fosilni zaznamy jsou znamy z oblasti Evropy, Severni
Ameriky a Australie, kde se nyni plamenaci nevyskytuji, coz znaci jejich vétsi areal

roz$iteni oproti soucasnosti (del Hoyo et al., 1992).

Taxonomické zatrazeni plamendki je problematické a béhem poslednich desetileti
dochazelo k riznym zménam v systému ptakt. Jednou z variant zafazeni podle
morfologie a anatomie je klasifikace do fadu fadu brodivi (Ciconiiformes) (Howard et
Moore, 1991). Dle del Hoyo (1992) jsou plamenaci zafazeni do samostatného fadu

Phoenicopteriformes, jak je vidét na zatazeni plamenaka karibského do systému:

Rige: zivoCichové (Animalia)

Kmen: strunatci (Chordata)

Podkmen: obratlovci (Vertebrata)

Trida: ptaci (Aves)

Rad: plamenaci (Phoenicopteriformes)

Celed: plamendkoviti (Phoenicopteridae)

Rod: plamenak (Phoenicopterus)

Druh: plamenak karibsky (Phoenicopterus ruber)

Uz jen z pohledu anatomické stavby téla a ekologie je zafazeni plamenaku
problematické. Plamenaci a ¢api maji podobny tvar panve a zeber, zatimco S volavkami
maji plamenaci podobné proteiny obsazené ve vajeéném bilku. Na druhou stranu ovSem
lze nalézt dal$i aspekty zahrnujici chovani, zejména chovani mlad’at, hlasové projevy
a ektoparazity, které¢ plamendky spojuji spiSe s vrubozobymi (Anseriformes), zvlasté

s husami (del Hoyo et al., 1992).

Kromé posuzovani morfologie byla do hodnoceni ptibuznosti riznych celedi
zafazena vV osmdesatych letech 1 molekularni data. K vyznamné zméné uspotadani
systému ptakd doslo na zakladé DNA-DNA hybridizace (Sibley et al., 1988). Ttida ptaci
(Aves) zde byla rozdélena na dv¢ infratfidy, Eoaves a Neoaves a systematické zatazeni

celed¢ plamenakoviti bylo nasledujici:



Trida: ptaci (Aves)

Infratiida: Neoaves

Parvttida: Passerae

Nadrad: Passerimorphae

Rad: brodivi (Ciconiiformes)
Podrad: Ciconii

Infratad: Ciconiides

Parviad: Ciconiida

Nadceled”: Phoenicopteroidea
Celed: Phoenicopteridae

Do parviadu Ciconiida byly zatazeny nadceledi zahrnujici skupiny ptaka tradi¢né
fazené do fadu brodivi, plamenaci, potaplice, trubkonosi, tu¢naci a veslonozi. Jednalo se
napiiklad o kladivouse afrického (Scopus umbretta) a zastupce celedi volavkoviti
(Ardeidae), plamenakoviti (Phoenicopteridae), ibisoviti (Threskiornithidae), ¢apoviti
(Ciconiidae), pelikdnoviti (Pelecanidae), fregatkoviti (Fregatidae), tucnakoviti
(Spheniscidae), potaplicoviti (Gaviidae) a buinakoviti (Procellariidae) (Sibley et al.,
1988).

V ramci jiné studie Hackett et al. (2008) porovnavali asi 32 kilobazi sekvenci
jaderné DNA v 19 nezavislych lokusech 169 druhi ptakd, kde byly zatfazeny vSechny
hlavni klady pévcu a témét vSechny Celedi ostatnich ptacich fada. Na zaklad¢ této studie
byli plamenaci (Phoenicopteriformes) zatazeni jako sesterska skupina potapek
(Podicipediformes). Dalsimi skupinami kladu zahrnujiciho potapky a plamenaky byli
faetonoviti (Phaethontidae), stepokuroviti (Pteroclididae), mesitoviti (Mesitornithidae)

a m&kkozobi (Columbiformes) jak je zndzornéno na obrazku €. 1.

Obrazek ¢. 1: Vytez kladu zahrnujiciho plamenaky ze systému sestaveného Hackett
et al. (2008).
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Yuri et al. (2013) pouzili pro analyzu vzajemné porovnani vice nez 12 tisic mezer
a jim odpovidajicich bazi v porovnavanych sekvencich napfi¢ druhy a jejich vysledky
potvrdily stejné vztahy mezi plamenky a ostatnimi skupinami zndzornénymi v obrazku
¢. 1 jako predchozi studie.

Jarvis et al. (2014) provedli celogenomovou fylogenetickou analyzu 48 druhti ptakt
predstavujicich vSechny fady kladu Neoaves. V ramci této studie zlstali plamendci
sesterskou skupinou potapek, ale ze spolecného kladu zahrnujiciho 1 mékkozobé byli
oproti piedchozi studii vyfazeni faetoni (Phaethontiformes), kteti byli zatazeni k ostatnim
vodnim ptakim jako sesterska skupina ke slunatcim (Eurypygiformes).

Obrazek ¢. 2: Srovnani taxonomické klasifikace ptakt podle Prum et al. (2015) a Jarvis
et al. (2014) (Thomas, 2015).
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Jak je patrné z obrazku ¢. 2, Prum et al. (2015) vyznamné zménili zafazeni
plamenaku a potapek oproti piedchozim studiim (Hackett et al., 2008; Yuri et al., 2013;
Jarvis et al., 2014). V této studii Prum et al. (2015) vyuzili 390 kilobazi genomickych
sekvencénich dat od 198 druht ptaki reprezentujicich 122 ¢eledi ze vSech 40 ptacich fadu.

V ramci tohoto pojeti systému ptakd se objevuje novy klad Aequorlitornithes, ktery



zahrnuje vSechny vodni ptdky kromé vrubozobych (Anseriformes). Kilad
Aequorlitornithes je tvofen dvéma sesterskymi skupinami. V prvni skupiné jsou zahrnuti
plamenidci (Phoenicopteriformes), potapky (Podicipediformes) a dlouhokiidli
(Charadriiformes). Druha skupina zahrnuje slunatce (Eurypyga helias), kagu
chocholatého (Rhynochetos jubatus) a faetony (Phaethontiformes), ktefi byli diive fazeni
do spole¢ného kladu s plamenaky (Hackett et al., 2008), dale potaplice (Gaviiformes),
tucnaky (Sphenisciformes), trubkonosé (Procelariiformes), brodivé (Ciconiiformes)

a veslonohé¢ (Pelecaniformes).

Obrazek ¢. 3: Klad Aequorlitornithes (Prum et al., 2015).
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Reddy et al. (2017) pouzili pro svou studii 54 lokusti nekodujicich sekvenci DNA
235 druhi ptaki. Vysledky tohoto vyzkumu opét potvrdily zatazeni plamenakt a potapek
jako spolecnou sesterskou skupinu ke kladu mékkozobych, mesita a stepokurt, kam je
fadili i Hacket et al. (2008), Yuri et al. (2013) a Jarvis et al. (2014). Rozdilem oproti
zminénym ptredchozim studiim ovSem je, ze factony Reddy et al. (2017) ponechali jako
sesterskou skupinu ke slunatctim a kagu ve spole¢né samostatné vétvi, ale oddélené od
plamenaki. Skupinu vodnich ptaka zde tvoii potaplice, tucnaci, trubkonosi a veslonozi,
mezi n¢zZ jsou zde zarazeny i Celedi tradi¢nich brodivych. Dlouhokiidli jsou v tomto pojeti

systému 0d komplexu vyse jmenovanych skupin oddéleni jako samostatna vétev.



Obrazek €. 4: Taxonomické skupina zahrnujici plamenaky a potapky a k nim sestersky
klad ptaki (Reddy et al., 2017).

%ggﬂﬁgg?g;ﬁg chilensis ] Phoenicopteridae Phoenicopteriformes Flaming

pogiceps aurfus - _| Podicipedidae  Podicipediformes Grel

olum r'n? passerina

olumba livia ) .

eofrygon mo ,}ana Columbidae Columbiformes

tdiphaps nobilis

reran vernans = s

@gﬁﬁg fgnl.rsnéﬁ?!orfi :| Mesitornithidae Mesitomnithiforns
erocles namaqua ] . 1

Prergcfes utturafis G Pteroclidae Pterocliformes Sandg

Svrrhaptes paradoxus -

1.1.1 Rad plametiaci

Rad plamenaci (Phoenicopteriformes) obsahuje pouze &eled plamenakoviti
(Phoenicopteridae), do které je fazeno 6 druhii ve tiech rodech (Winkler et al., 2015).
Plamenéci jsou diky svym pozoruhodné dlouhym nohdm a krku, vyraznému rtizovému
opefeni a specifickému dolii zahnutému zobaku adaptovanému pro filtrovani potravy
zcela nezaménitelni. Jsou to velci vodni ptaci vysoci 80—145 cm, pii¢emz samci jsou
stejné velci nebo i vétsi nez samice (del Hoyo et al., 1992). Pefi maji zbarvené
v kombinaci rizové, karminové a bilé barvy, letky maji cerné. Ktidla jsou kratka, tizka
a $picata, ocas je kratky. T¢lo je ovalné a hlava pomérné mala ve srovnani s dlouhym
krkem (del Hoyo et al., 1992). Zobak maji silny, ostie zahnuty dolt s ¢ernou $pickou,
uvnitt je Siroky pas lamel a silny jazyk, ktery pies lamely protlacuje vodu (Winkler et al.,
2015). Nohy maji chtidovité, §tihla chodidla, zadni prst je redukovan a piedni prsty srostlé
plovaci blanou. Jsou rychli letci, pfi letu maji krk nataZzen a nohy tahnou za télem.

V piipadé potieby jsou to velmi dobii plavci (Gosler, 1994).

Plamenaci osidluji velkd mélka jezirka a laguny od pobieZi aZ k vysokohorskym
udolim. Vody, které plamenéci obyvaji, jsou Casto az extrémné slané. Tyto drsné
osmotické podminky umoznuji plamenaktim prosperovat v hojném poctu, protoze se
Vv téchto lokalitach Casto viibec nevyskytuji predatori (Winkler et al., 2015). Plamenaci

Jjsou ¢aste¢né tazni (Gosler, 1994).

Potravu plamenakt tvoii fada malych vodnich bezobratlych - drobni korysi,
mekkysi, hmyz a planktonni organismy (Winkler et al., 2015), ale i rostlinny material -
fasy a rozsivky (del Hoyo et al., 1992). Potravu ziskavaji filtraci z vody tak, ze sehnou
hlavu, aby zobdk sméfoval horizontalné dozadu. ¢erpaji vodu a bahno opakované dovnitf
a ven 5-6x za sekundu (del Hoyo et al., 1992). S pouzitim velkého masitého jazyku tla¢i
vodu a blato pies hiebenovité lamely zobaku (Gosler, 1994; Winkler et al., 2015). Obcas

se zivi vEtsi kofisti tak, ze ji uchopi zobakem a hodi si ji dovnitt (Winkler et al., 2015).
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Plamenaci jsou monogamni a ziji v obrovskych koloniich (del Hoyo et al., 1992;
Gosler, 1994; Winkler et al., 2015). Hnizdo stavi na bahnité lokalité nebo v solnych
panvich z hliny tak, ze vytvoii uzky kuzel bahna s mélkou prohlubeninou nahofe.
V obzvlasté velkych koloniich mtize byt az pét hnizd na metr ¢tvereéni (Winkler et al.,
2015). Plamenaci hnizdi jednou ro¢né. Samice klade 1-2 bila vejce, na kterych sedi oba
partnefi asi 28 dni (Gosler, 1994). Ve véku od 5 do 12 dnli mladd’ata opoustéji hnizda, po
Ctyfech az Sesti tydnech mohou samostatné piijimat potravu, ale jsou dokrmovana az do

véku 10-12 tydnu (Winkler et al., 2015).

Rod Phoenicopterus zahrnuje tfi druhy. Plamenak karibsky (P. ruber) a plamenak
razovy (P. roseus) byli diive povazovani za dva poddruhy druhu P. ruber (del Hoyo et
al., 1992). Plametidk rizovy Zije v oblasti od jizniho Spanélska, jizni Francie az do
Kazachstanu a na jihu od zapadni Afriky ptes severni a vychodni Afriku podél pobiezi az
k jihu Afriky a pfes stiedni vychod do Indie a na Sri Lanku zatimco plamenak karibsky
zije v Karibiku a na Galapagach. Tietim druhem rodu Phoenicopterus je plamenak
chilsky (P. chilensis), ktery Zije od Peru na jih pfes Andy az do Ohiové zemé a vychodné
do jizni Brazilie a Uruguaye (del Hoyo et al., 1992).

Rod Phoeniconaias zahrnuje pouze jeden druh. Plamenak maly (P. minor) zije
Vv oblasti Velké piikopové propadliny na vychodé Afriky a dal§i tfi méné pocetné
populace ziji v oblasti Namibie a Botswany, Mauritanie a Senegalu a severozapadni Indie
a Pakistanu (del Hoyo et al., 1992).

Rod Phoenicoparrus zahrnuje dva druhy a to plamenaka andského (P. andinus)
a plamenaka Jamesova (P. jamesi). Oba druhy se vyskytuji omezené ve vysokych
Andach, od jizniho Peru pies zapadni Bolivii po severni Chile a severozapadni Argentinu.
Plamenak Jamestiv ma nejlokalnéji omezené rozsiteni, vyskytuje se pouze v oblasti 15—

26° j. §. (del Hoyo et al., 1992).

Ackoliv vSechny druhy plamenak Ziji ve velkych populacich, nékteré druhy (4 ze
6 druht) maji klesajici pocetnost. Plamenak andsky (Phoenicoparrus andinus) je
povazovan za zranitelny (vulnerable) z dtivodu tlakti zptisobenych degradaci stanovist’
dilni ¢innosti a erozi, disturbanci ze strany lidi a nadmérnym lovem. Plamendk chilsky
(Phoenicopterus  chilensis), plamenak (Phoeniconaias minor) a plamenak
(Phoenicoparrus jamesi) také trpi degradaci stanovi$t a jsou povazovani za téméf
ohrozené (near threatened) (Winkler et al., 2015).



1.1.2 Plamenak karibsky

Plamenak karibsky (Phoenicopterus ruber) je s vyskou 120145 c¢cm, hmotnosti
2,1-4,1 kg a rozpétim kiidel 140-165 cm jednim z nejvétSich plamendki. Samice je az
0 20 % mensi a ma krat$i nohy. Pefi je oproti ostatnim plamendkiim tmavsi, karminové,
juvenilni jedinci maji pefi Sedé. Zobdk je karminovy, od poloviny piechdzi v ¢ernou
$picku a na bazi je svétly, coz je zietelné i z obrazku ¢. 5 (del Hoyo et al., 1992).

Obrazek ¢. 5: Dva jedinci plamenaka karibského v Zoologické zahradé Liberec (foto:
Milan Sulk).

V oblasti Mexika hnizdi v kvétnu, na Bahamach hnizdi od biezna do Cervna. Na
Galapagach tvoii malé kolonie ¢itajici pouze 3—50 part. Hnizdo tvofi obvykly kuzel
bahna s mélkou miskou na vrcholu, ale na skalnatych ostrovech tvofi hnizdo i jen
hromadka kamenti a suti. Mlad’ata se lihnou po 27-31 dnech podobné¢ jako u jinych druht
plamendki. Jedinci jsou pohlavng dospéli obvykle v 5-6 letech, nékdy i diive. Nejstarsi
a stale hnizdici krouzkovany jedinec byl stary 33 let a nejstarsi chovany jedinec byl stary

44 let (del Hoyo et al., 1992).



Z pohledu ochrany druhtt méa plamenak karibsky dle [JUCN statut malo dotceny
(least concern), jeho populace ¢ita 260-330 tisic dospélych jedinct a populaéni trend je

rostouci (Anonymous, 2018).

1.2 Molekularné genetické charakteristiky populaci

Molekularni markery jsou cennym nastrojem pro charakterizaci a hodnoceni
genetické rozmanitosti uvnitf druhd, mezi populacemi i mezi druhy. Existuji dvé méfitka
kvality nebo informativnosti polymorfismu genetického markeru: heterozygotnost (H)

a polymorfni informac¢ni obsah (PIC) (Nagy et al., 2012).

Heterozygotnost (H) je podil heterozygotnich jedinct v populaci. Pouziva se jako
m¢éfitko genetické variability (Snustad et Simmons, 2017).

Polymorfni informacni obsah (PIC) oznacuje hodnotu markeru pro detekci
polymorfismu v populaci v zdvislosti na poctu detekovatelnych alel a distribuci jejich

frekvenci; tak poskytuje odhad diskriminacni sily markeru (Nagy et al., 2012).

Hardy-Weinbergiiv zakon je matematicky vztah, ktery umoziuje piredpoveédét
genotypové Cetnosti v populaci z piislusnych alelovych ¢etnosti (Snustad et Simmons,
2017). Piedpoklada nejjednodussi model populace, ve které dochazi k nahodnému
oplozeni (panmikticka populace) a nejsou zde ptitomny zadné faktory, které by zptsobily
genetickou zménu z generace na generaci. Tento model je zalozen na Mendelové
segregaci pro diploidni organismy, které se rozmnozuji pohlavné se zakladnimi principy
pravdépodobnosti. Tyto principy plati stejné prakticky pro vSechny druhy zivocicht
i rostlin, které spliuji zminéné podminky. Mezi konkrétni ptedpoklady pro platnost
Hardy-Weinbergova zakonu v populaci patii nahodné oplozeni, velmi velka (idealné
nekonecné velkd) velikost populace, neexistence mutaci, piirodni selekce a migrace
(Allendorf et al., 2012).

Jestlize maji alely A a a Cetnosti p, respektive g, pak ve velké populaci s nahodnym
oplozenim a bez selekce jsou cetnosti ti'i moznych genotypii p> (AA), 2pq (Aa) a g° (aa)
(Snustad et Simmons, 2017). Rovnice Hardy-Weinbergova principu tedy vypadaji
nasledovné:

p+g=1 a p?+2pg+0*=1,
respektive  (p + q)? = p? + 2pq + 0>

Nulova alela je neamplifikujici se varianta mikrosatelitu, ktera diky mutaci neni

komplementarni obvykle s jednim z primert pro svou amplifikaci, takze se béhem PCR
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neamplifikuje. V piipadé diploidnich organisml heterozygotni konstituce jsou tito

nespravné hodnoceni jako homozygoti (Dakin et Avise, 2004).

1.3 Repetitivni DNA

Genom kazdého organismu tvofi kodujici a nekodujici DNA. Na rozdil od DNA
prokaryotickych organismti, molekuly DNA eukaryot obsahuji nekddujici DNA, tedy
DNA, ktera nekoduje informaci pro syntézu bilkovin nebo specifickych RNA (Snustad et
Simmons, 2017). Tvoii hlavni podil veskeré jaderné DNA ve vétsin¢ eukaryotnich
genomi (Mehrotra et Goyal, 2014; Biscotti et al., 2015). Tato nekddujici DNA je tvoiena
uvniti gent lokalizovanymi introny a mimo geny velkym mnozstvim repetitivni DNA
(Campbell et Reece, 2006). Repetitivni DNA jsou sekvence, které se v genomu vyskytuji
ve vice kopiich - nékdy milionkrat i vicekrat (Snustad et Simmons, 2017). Repetitivni
sekvence mohou byt specifické pro ur¢ity druh nebo i rod (Mehrotra et Goyal, 2014).
Vysoce repetitivni sekvence DNA jsou umistény hlavné v oblastech centromer
eukaryotickych chromozomt, dal$i se nachazeji na chromozomovych ramenech (Snustad
et Simmons, 2017). Mezi dva typy repetitivni DNA patii rozptylena DNA a tandemova
repetitivni DNA (Bennett, 2000).

1.3.1 Rozptylena repetitivni DNA

Rozptylena repetitivni DNA je lokalizovéana roztrouSené v celém genomu a jeden
takovy usek rozptylené repetitivni DNA je dlouhy asi 100—-1000 part bazi (Campbell et
Reece, 2006). Mnoho rozptylenych repetitivnich sekvenci DNA ma schopnost ménit svou
polohu v genomu a tyto transponovatelné genetické elementy (transpozony) pievazuji
v mnoha eukaryotickych genomech (Snustad et Simmons, 2017). Mezi rozptylenou
repetitivni DNA patii dlouhé LINEs (dlouhé rozptylené jaderné repetice) a kratké SINEs
(kratké rozptylené jaderné repetice) rozptylené jaderné elementy (Bennett, 2000).

1.3.2 Tandemova repetitivhi DNA

Oproti rozptylené repetitivni DNA v pfipadé tandemové repetitivni DNA jsou
jednotky repetice umisténé bezprostiedné za sebou (Campbell et Reece, 2006).
Tandemové repetice Casto tvoii jedinecné struktury v oblasti telomer eukaryotickych
chromozomu (Snustad et Simmons, 2017). Rozd¢leni tandemovych repetitivnich DNA
neni jednotné a u riznych autort se lisi (Bennett, 2000; Téth et al., 2000; Weising et al.,
2005), ale obecné se objevuje rozd€leni na satelity, minisatelity a mikrosatelity podle
délky jednotky opakovani (Bennett, 2000; Mehrotra et Goyal, 2014).



Satelity

Tandemové repetice s nejdelsi jednotkou opakovani jsou satelity, které¢ maji délku
monomerni jednotky v fadu stovek part bazi (bp). Sekvence satelitni DNA jsou
povazovany za rychle se vyvijejici slozku eukaryotickych genomt, zahrnujici tandemové
uspotadané, vysoce repetitivni a vysoce konzervované monomerni sekvence (Mehrotra
et Goyal, 2014) a celkova délka satelitu mize byt v rozmezi od 100 kbp do nékolika Mbp
(Bennett, 2000). V lidské DNA jsou satelity lokalizovany v heterochromatinu, hlavné

V centromerach a nejsou transkribovany (Bennett, 2000).

Minisatelity

Jednotka repetice minisatelitové DNA je dlouha v fadu desitek bp a celkova délka
minisatelitu je v rozmezi 100 bp az 20 kbp. Minisatelity se rozliSuji na telomerické
a hypervariabilni. Telomerické minisatelity jsou dlohé 10-15 kbp a skladaji se
z hexanukleotidi (v lidském genomu hlavné TTAGGG). Tyto hexanukleotidové repetice
byvaji ptidany na telomerach v§ech chromozomii pomoci enzymu telomerazy a hraji roli

pii parovani a orientaci chromozomu béhem bunécného déleni.

Druhym typem minisatelitovych sekvenci je hypervariabilni minisatelitovd DNA
s jednotkou repetice dlouhou od 6 do vice nez 50 parit bazi obvykle s vysokym
polymorfismem mezi jedinci. Tento typ repetitivni DNA je také znamy jako VNTRS
(variabilni pocet tandemovych opakovani) (ackoliv podle jiné definice patii mezi VNTRs
I satelity a mikrosatelity) (Bennett, 2000). Z divodu vysokého polymorfismu jsou
minisatelity pouzivany pro DNA profilovani a DNA fingerprinting (Jeffreys et al., 1985;
Bennett, 2000).

Mikrosatelity

Tretim typem s nejkratS$i jednotkou repetice jsou mikrosatelity, které maji
jednotku opakovani dlouhou do deseti pari bazi, nékdo uvadi délku 1-6 bp (Toth et al.,
2000; Zane et al., 2002; Oliveira et al., 2006), podle jinych zdroju je to 1-5 bp (Bennett,
2000; Snustad et Simmons, 2017). Celkova délka repetice je u tohoto typu tandemové
repetitivni DNA desitky az stovky bp (Bennett, 2000). Mikrosatelity jsou znamé také pod
zkratkou SSRs (opakovani jednoduchych sekvenci / jednoduché opakujici se sekvence)
nebo STRs (kratkd tandemova opakovani) a vyskytuji se v prokaryotickych
I eukaryotickych genomech (Téth et al., 2000; Zane et al., 2002). Mikrosatelity jsou
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charakteristické tim, ze podléhaji mutacim Castéji nez jiné oblasti genomu, a proto byvaji

pouzivany jako molekularni markery (Oliveira et al., 2006).

Podle délky jednotky repetice se mikrosatelity rozliSuji na mono-, di-, tri-, tetra-,
penta- a hexanukleotidové, pfiCemz nejcastéji se vyskytuji mononukleotidové
a dinukleotidové mikrosatelity. Z mononukleotidovych repetic jsou Castéjsi
poly(A)/poly(T) nez poly(C)/poly(G), nejéastéjsim dinukleotidovou jednotkou
u zivocicht je AC/TG a u rostlin a hub je to AT/TA. V ramci exoni jsou nejcastejsi
trinukleotidové mikrosatelity AAT/TTA. Z hlediska tetranukleotidl jsou nejcastéjSimi
jednotkami opakovani AAAT/TTTA, AAAC/TTTG a AAAG/TTTC a podobné
i nejcastéj$im pentanukleotidovym motivem je AAAAN/TTTTN (kde N znamena
libovolnou bazi). Hexanukleotidové mikrosatelity jsou variabilngjsi a castéji se v nich

vyskytuji nukleotidy C a G (Toth et al., 2000).

Podle typu opakované sekvence se mikrosatelity rozliSuji na dokonalé,
nedokonalé, preruSené a sloZzené. U dokonalych mikrosatelitii neni opakujici se sekvence
prerusena jinou sekvenci (napi. TATATATATATATATA), zatimco u nedokonalych
mikrosatelitit  je opakujici se sekvence pferuSena parem bazi (napf.
TATATATACTATATA). V piipad¢ preruSenych mikrosateliti je opakujici sekvence
prerusena jinou kratkou sekvenci (napf. TATATACGTGTATATATATA). Slozeny
mikrosatelit je tvofen sousednimi na sebe navazujicimi opakujicimi se sekvencemi (napf.

TATATATATAGTGTGTGTGT) (Oliveira et al., 2006).

1.4 Mikrosatelity u plamenaka karibského

Hledani mikrosatelit de novo u plamenaka karibského se vénovaly dvé dizerta¢ni
prace (Kapil, 2005; Preston, 2005). Kapil (2005) naSel v rdmci své dizertaéni prace
6 mikrosatelit (Prupl-Prup6). Dalsich 7 mikrosateliti (Prup7-Prupl3) nasla Preston
(2005), ale z téchto jsou pouze 2 lokusy unikatni, protoze dvojice primerd Pruu7—Prupl2
amplifikuji totozny mikrosatelit (Drobek, 2010).

V Laboratofi populac¢ni genetiky Katedry buné¢né biologie a genetiky PiF UPOL
bylo dosud testovani a/nebo charakteristice mikrosatelitd pro plamenaka karibského
vénovano n¢kolik bakalafskych a diplomovych praci (Drobek, 2008; Drobek, 2010;
Matoskova, 2011; Burzékova, 2013; Strejckova, 2016; Zlochova, 2017; Strejckova,
2018). Ne vsechny prace se vénovaly testovani i charakteristice mikrosatelitd, ale nékteré

diplomové prace navazovaly na piedchozi bakalarské prace v ramci Laboratofe populacni
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genetiky. Celkem bylo nalezeno 152, po korekci 149 nezavislych polymorfnich
mikrosatelitti. Drobek (2010) zjistil, ze mikrosatelity publikované v préaci Preston (2005),
Prup7, Pruu8 a Prup9, jsou jednim lokusem, pro ktery Preston (2005) navrhla tfi pary
primeru. Na zaklad¢ testovani Drobek (2010) vybral ze zminénych tii lokust pro dalsi
analyzy Prup8, protoze byl nejlépe hodnotitelny a vykazoval nejnizsi pravdépodobnost
vyskytu nulové alely. Strejckova (2018) zjistila na zaklad¢ analyz programy Cervus 3.0.6
(Kalinowski et al., 2007) a Genepop 4.1 (Rousset, 2008), ze jsou lokusy RBG29 od racka
novozélandského (Given et al., 2002) a Parm01 od buifiacka trinidadského (Brown et
Jordan, 2009) ve vazbé. Dale sekvence téchto mikrosateliti porovnala programem
BLASTN 2.8.0 (Altschul et al., 1997) a dosla k zavéru, ze se jedna o tentyz
mikrosatelitovy lokus, ktery byl u dvou riznych druht nezavisle popsan pod riiznymi
nazvy. Vzhledem k podminkam PCR amplifikace a elektroforetické separace PCR
produktti a charakteru elektroforetogramti téchto dvou mikrosateliti Strejckova (2018)
vybrala jako vhodny pro dalsi genetické analyzy u plamenaka karibského z této dvojice

lokus RBG29.

Ze 149 nezavislych polymorfnich mikrosatelitd bylo v Laboratofi populacni
genetiky charakterizovano a analyzovano celkem 126 nezavislych unikatnich
mikrosatelitii. Drobek (2010) charakterizoval ve své diplomové praci celkem 41
nezavislych polymorfnich mikrosateliti pro plamenédka karibského. Burzakova (2013)
v ramci své diplomové prace pro plamendka karibského charakterizovala celkem 42
polymorfnich cross-species mikrosatelitii. Strejckova (2018) ve své diplomové praci
charakterizovala na DNA 30 nepiibuznych jedinci plamenédka karibského celkem 44
polymorfnich cross-species mikrosatelitii. Tyto diplomové prace obvykle navazovaly na

predchozi bakaléaiské prace, jak je podrobnéji zminéno déle v textu.

V ramci své bakalaiské prace Drobek (2008) testoval 70 lokust od druhti z fada
brodivi (Ciconiiformes - v tradi¢nim pojeti), veslonozi (Pelecaniformes - v tradi¢nim
pojeti) a potapky na DNA 6 nepfibuznych jedincti plamenaka karibského a nasel celkem
10 polymorfnich mikrosatelitd. V diplomové praci se Drobek (2010) kromé nalezenych
10 polymorfnich mikrosateliti zaméfil i1 na testovani dalSich 224 lokusii od druhti z fadt
brodivi (v tradicnim pojeti), veslonozi (v tradiénim pojeti), vrubozobi, potaplice,
dlouhokiidli, plamenaci a tu¢naci, ze kterych vybral a charakterizoval 31 nezavislych
polymorfnich lokust. Usp&$nost amplifikace nezavislého polymorfniho lokusu ze viech

294 testovanych mikrosatelit byla asi 13,9 %.
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Matoskova (2011) ve své bakalatské praci testovala celkem 78 lokusti od druhti
z tadu plamenaci, veslonozi a brodivi na DNA 6 nepifibuznych jedincii plamendka
karibského. Jako polymorfni oznacila celkem 35 mikrosatelitl a ispéSnost amplifikace
polymorfniho mikrosatelitu zde tedy byla asi 44,9 %. Takto vysoka pravdépodobnost
amplifikace polymorfniho lokusu je zpisobend skute¢nosti, ze se z Casti jednalo
0 mikrosatelity odvozené od sesterského druhu, plamenaka rizového (Phoenicopterus

roseus).

Burzakova (2013) se vénovala analyze a charakteristice mikrosatelitt, které
Matoskova (2011) oznacila za polymorfni, na DNA 30 neptibuznych jedinci.
Z ptivodnich 35 lokust charakterizovala celkem 33 polymorfnich mikrosatelitti, protoze
jeden oznadila za monomorfni a jeden jako nehodnotitelny. Dale Burzakova (2013)
testovala 11 lokust od volavky rusohlavé a 8 mikrosatelitd od ¢apa vychodniho, které do
té doby nebyly na DNA plamenaka karibského testovany. Z téchto 19 novych lokust
charakterizovala na DNA 30 nepfibuznych jedincl plamendka karibského
5 polymorfnich mikrosateliti. Burzakova (2013) také testovala na DNA 5 nepiibuznych
jedinct plamendka karibského lokusy, které byly oznaceny za polymorfni u plamenaka
ruzového (Drobek, 2010; ManiSova, 2011), ale u plamenaka karibského byly oznaceny
za monomorfni (Drobek, 2010; Matoskova, 2011). Celkem se jednalo o 16 testovanych
mikrosatelit, ze kterych 4 lokusy Burzdkovd (2013) oznacila za polymorfni

a charakterizovala je na DNA 30 nepfibuznych jedincti plamenaka karibského.

Ve své bakalatské préaci se Strejckova (2016) vénovala testovani 213 lokust na
DNA 6 nepiibuznych jedincl plamenaka karibského. Jednalo se o 207 mikrosatelit
objevenych de novo od jedinct z fadu trubkonosi a o 6 cross-species mikrosatelitl, které
byly polymorfni u jedinct z fadu trubkonosi, ale ptivodné¢ byly objeveny u zastupct fadu
dlouhokfidli a pévci. Z 213 testovanych lokusii Strej¢kova (2016) nasla 50 polymorfnich
cross-species mikrosatelitt. Z téchto 50 mikrosatelitd v ramci své diplomové prace
Strej¢kova (2018) oznacila 5 lokust za monomorfni a jeden (Parm01) vyfadila z divodu
vazby s jinym lokusem (RBG29). Uspé&$nost amplifikace nezavislého polymorfniho

lokusu tedy byla asi 20,7 %.

Zlochova (2017) ve své bakalatské praci nasla celkem 23 cross-species polymorfnich
mikrosateliti. Celkem testovala pomoci cross-species PCR amplifikace 171 para

primert, z nichZ 113 lokust bylo odvozeno od 9 druhil z fadu tu¢iiaci, 58 pard primert
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bylo ur¢eno pro amplifikaci 33 EST ptacich mikrosatelitti a 24 konzervovanych ptacich
mikrosatelitii. Z nalezenych 23 polymorfnich lokust bylo 16 z fadu tuciaci, 3 EST ptaci
mikrosatelity a 4 konzervované ptaéi mikrosatelity. Usp&$nost amplifikace polymorfniho
lokusu tedy byla 14,2 % pro mikrosatelity z tadu tucndci, 8,8 % pro EST ptaci
mikrosatelity a 16,7 % pro konzervované ptaci mikrosatelity. Téchto 23 nalezenych

mikrosatelitli bude analyzovano a charakterizovano v ramci mé diplomové prace.
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2 Cile prace

1. Vypracovani reSerSe na téma diplomové prace.

2. Shromdzdéni dostupnych literarnich zdrojt.

3. PCR amplifikace DNA plamenaka karibského s vyuzitim cross-species primera
pro vybrané polymorfni mikrosatelity, které jsou znamé u ptakt z fadu tucnaci
a konzervované ptaci mikrosatelity a byly popsdny v bakalarské praci
Zlochova, A. (2017): Cross-species amplifikace mikrosatelitd z fadu tucnaci
a konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitii u plamenaka karibského (Phoenicopterus
ruber). Bakalaiskd prace (Dep. in: Knihovna Biologickych obort PiF UP

v Olomouci).
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3 Material a metody

3.1 Biologicky material

Biologicky materiadl pro praktickou cast této diplomové prace byl ziskan ze
Zoologické zahrady Dvur Kralové a Zoologické zahrady Liberec. Krev pro izolaci DNA
byla odebrana tficeti nepfibuznym jedincim plamenaka karibského (Phoenicopterus
ruber) pracovniky ZOO. Fenol-chloroformovou metodou byla $kolitelem izolovana DNA
a nasledné byly vzorky nafedény TE pufrem tak, aby vysledné koncentrace genomické
DNA byly v rozmezi 10-50 pg/ml.

3.2 Testované primery

Celkem bylo pro cross-species PCR amplifikaci na DNA tficeti respektive Sesti
neptibuznych jedincti plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber) pouzito 37 pard
primerQ pro amplifikaci mikrosatelitli od druht z fadu tuciéci a konzervovanych ptacich
mikrosatelitti. Z téchto bylo pouzito 23 pard primeru, které amplifikovaly polymorfni
produkt u Sesti nepfibuznych jedinct v ramci bakalaiské prace Zlochové (2017). Dva
dal$i univerzalni pta¢i mikrosatelity, které Zlochova (2017) netestovala (TG01-086
a TG09-014), byly testovany PCR amplifikaci na DNA 6 nepfibuznych jedinct.

Dale byly testovany u Sesti nepiibuznych jedincti plamenaka karibského 4 lokusy
ztadu tucnaci a 8 univerzalnich ptacich mikrosatelitd. Tyto lokusy vykazovaly
polymorfismus na DNA 6 neptibuznych jedincti plamenaka rizového (Phoenicopterus
roseus) v ramci bakalaiské prace Klaclové (2018). Polymorfismus u Sesti jedinca
plamendka karibského vykazovaly 2 lokusy a ty byly dale testovany na DNA 30

nepiibuznych jedinct plamendka karibského.

Dvacet z celkovych 37 pard primera pouzitych pro PCR amplifikaci pochéazelo od
7 druhli z tadu tuciici a jejich podrobny seznam je uveden v tabulce €. 1. Deset part
primerid pouzitych pro amplifikaci EST mikrosateliti a 7 parG primert amplifikujicich

konzervované ptaci mikrosatelity je uvedeno v tabulce €. 2.
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Tabulka ¢. 1: Seznam mikrosatelitd testovanych na plamendkovi karibském
pochézejicich od druhti fadu tucnéci.

Zdrojovy druh Nazev lokusu Literarni zdroj

tucnak zlutorohy Ech005, Ech009, Ech011,

Ahmed et al., 2009
(Eudyptes chrysolophus) Ech024, Ech030, Ech039

tuénak nejmensi Emm5 Billing et al., 2007

(Eudyptula minor) Em2, Em8, Em9, Em23 Grosser et Waters, 2015

tucnak zlutooky
Man27, Man47, Man55 Boessenkool et al., 2008

(Megadyptes antipodes)
tucnak krouzkovy
_ _ RM6 Roeder et al., 2001
(Pygoscelis adeliae)
tucnak uzdickovy
. Pygantarc07 Kang et al., 2015
(P. antarctica)
tucnak brylovy B3-2 Akst et al., 2002
(Spheniscus demersus) PNNOS8 Labuschagne et al., 2013
tu¢nak Humboldtav
Sh1Cal2, Sh2Ca21 Schlosser et al., 2003

(S. humboldti)

Ve sloupcich tabulky je uveden zdrojovy druh, nazev lokusu a literarni zdroj.

Tabulka €. 2: Seznam EST ptacich mikrosateliti a konzervovanych ptacich mikrosatelit
testovanych na plamenakovi karibském.

Zdroj Nazev lokusu Literarni zdroj

TG01-086, TG01-148, TG02-120,

EST ptaci TG03-002, TG03-035, TG04-041,
) ) Dawson et al., 2010
mikrosatelity TG04-061, TG05-030, TG09-014,
TG22-001

Konzervované CAM-03, CAM-06, CAM-07, CAM-11,
ptaci mikrosatelity CAM-19, CAM-20, CAM-24

Dawson et al., 2013

Ve sloupcich tabulky je uveden zdrojovy druh, nazev lokusu a literarni zdroj.

17



3.3 PCR amplifikace mikrosatelitii

Pro testovani polymorfismu byla genomickd DNA Sesti neptfibuznych jedinct
plamenaka karibského amplifikovana celkem 14 pary primerd, z nichz 2 pary
amplifikovaly polymorfni produkt. Pro analyzu a charakteristiku vybranych cross-species
polymorfnich mikrosateliti byla genomickda DNA tficeti nepfibuznych jedinca
plamenaka karibského amplifikovana celkem 25 pary primert. Pro kazdou reakci byl do
reakéniho PCR mixu pouzit pravé jeden par primert. Reak¢éni PCR mix byl pfipravovan
pro 6 nebo 30 vzorki a jeho sloZeni je uvedeno v tabulce €. 3.

Tabulka ¢&. 3: Slozeni reakéniho PCR mixu pro amplifikaci Sesti, respektive tiiceti vzorku
DNA.

Slozky reakéniho PCR mixu p(::Le\rZ(E:lI(]ﬁ p:)b;;r:zz:ll](ﬁ

Deionizovana voda 44 .4 222.0; 228,7*: 232,0**

Reakeni pufr pro PCR 10x 6,7 33,5

Roztok MgCl2 (25 mmol/l) 4,0 20,0; 13,3*; 10,0**

Roztok dNTPs (20 mmol/Il) 0,7 3,5
Primer F (10 umol/l) 3,3 16,5
Primer R (10 pmol/l) 3,3 16,5

aTag DNA polymeraza (5 U/pul) 1,0 5

Ve sloupcich tabulky jsou uvedeny slozky reaké¢niho PCR mixu a jejich objemy pro 6 a 30
vzorkl.

*Pro mikrosatelit Emmb5 byla koncentrace roztoku MgCl> snizena na 2/3 tak, Ze byla jeho
vysledna koncentrace v reakénim PCR mixu 1,2 mmol/l. Snizeni objemu MgCl. bylo
vyrovnano zvySenim objemu deionizované vody.

**Pro lokus Em23 byla snizena koncentrace roztoku MgClz na 1/2. Koncentrace MgCl:
ve finalnim reak¢nim PCR mixu byla tedy 0,9 mmol/l. Snizeni objemu MgCl> bylo opét
vyrovnano zvysenim objemu deionizované vody.

Slozky PCR mixu byly uchovany pii —20 °C. Pfed ptipravou reakéniho PCR mixu
byly roztoky rozmrazeny, zvortexovany a zcentrifugovany. Jednotlivé slozky byly
pipetovany do 1,5ml mikrozkumavky podle tabulky ¢. 3 a reakéni PCR mix byl nasledné

zvortexovan a zcentrifugovan.
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Genomicka DNA Sesti, respektive tficeti nepfibuznych jedinci plamenaka
karibského byla po 1 ul napipetovana do jednotlivych 0,2ml PCR mikrozkumavek

a nasledné k ni bylo pfidano po 9 ul reakéniho PCR mixu.

Reakéni smés v PCR mikrozkumavkach byla vlozena do termocykleru, kde

probihala amplifikace podle teplotniho a ¢asového nastaveni uvedeného v nasledujicim

schématu:
1. 94°C.....oiil. 5 min
2. 94°C....coiiiiinnn. 30s
Ta®Cuiiiiiii 30s 35x
72°C. i, 30s
3. 72°C.cciiiiiiiiin.. 7 min

Jako vychozi teplota annealingu pro jednotlivé PCR reakce pii testovani
polymorfismu na DNA 6 nepiibuznych jedinci plamenaka karibského byla pouzita
teplota 50 °C. Pro charakterizovani polymorfnich lokusii na DNA 30 neptibuznych
jedinct byla pouzita finalni Ta z bakalarské prace Zlochové (2017), ptipadné teplota
Z optimalizace mého vlastniho testovani polymorfismu na DNA 6 nepiibuznych jedinct.

Pokud bylo potfeba, byla Ta nasledné upravena (viz Vysledky).

3.4 Zpracovani PCR produktii pomoci elektroforetické separace
Nasledujici postup byl optimalizovan pro pouziti vyhiivané sekvenacéni

elektroforetické komirky S2 (Whatman Biometra) s rozméry skel 33 x 39 cm

a33x42cm a tloustkou gelu 0,4 mm. Elektroforetickda separace probihala za

denaturujicich podminek.

Piiprava polyakrylamidového gelu

1. Velké sklo bylo na plose, které se pozdéji mél dotykat polyakrylamidovy gel, omyto
deionizovanou vodou a osuseno papirovymi utérkami. Nasledné bylo sklo dvakrat
omyto 96% ethanolem a vzdy osuseno papirovymi utérkami. Cisté sklo bylo na
plose, kterd pozdé¢ji pfijde do kontaktu s polyakrylamidovym gelem, oSetfeno
ptipravkem odpuzujicim vodu (Rain off - tekuté stérace). Po zaschnuti piipravku
(5 minut) bylo sklo znovu dvakrat omyto deionizovanou vodou a osuseno
papirovymi utérkami.

2. Malé sklo bylo také omyto deionizovanou vodou, osuseno papirovymi utérkami

apoté dvakrat omyto 96% ethanolem a opét osuseno papirovymi utérkami.
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Nasledné byla plocha skla, kterd pozdé&ji ptijde do kontaktu s gelem, dikladné
oSetfena 1 ml molekularniho lepidla. OSetfena plocha byla po zaschnuti roztoku
(5 minut) étyfikrat omyta 96% ethanolem a vzdy osusena papirovymi utérkami.

3. Velké sklo bylo polozeno vodorovné na podlozku do digestofe oSetienou plochou
nahoru. Pfi del$ich hranach skla byly na sklo umistény 0,4 mm silné spacery a na
n¢ bylo polozeno malé sklo tak, aby jeho oSetfena plocha sméfovala dold do
prostoru mezi malym a velkym sklem. Umisténi spacerti bylo nasledn¢ upraveno
tak, aby se piesné piekryvaly hrany skel a spacerti a gumové Casti tésné priléhaly
ke kratsi hran¢ malého skla. Takto byla skla zpevnéna pomoci Ctyft klips.

4. 'V kadince byl pfipraven 6% polyakrylamidovy gel a ten byl nasledné dikladné
promichén a pomalu nalévan mezi malé a velké sklo tak, aby vyplnil cely prostor
mezi obéma skly a nedoslo ke vzniku bublin v gelu.

5. Po naliti gelu byl v misté nalévani vsunut asi 5 mm do gelu hiebinek jeho rovnou
hranou. Skla byla v misté hiebinku zpevnéna ¢tyimi klipsami.

6. Polyakrylamidovy gel zpolymerizoval piiblizné za 1 hodinu.

Elektroforeticka separace, priprava a nanaseni vzorki

1. Po zpolymerizovani gelu byly vSechny klipsy sejmuty a skla s gelem byla dikladné
omyta od zbytki gelu zpolymerizovaného mimo prostor mezi skly. Omyta skla byla
osusena papirovymi utérkami a vloZena do elektroforetické komiirky tak, aby strana
s hfebinkem sméfovala nahoru a malé sklo bylo na vnitini ploSe pfitisklé ke gumové
¢asti komirky. Nasledné byla skla k elektroforetické komtrce dikladné pfipevnéna
pomoci Sroubd.

2. Odtok z vrchni ¢asti elektroforetické komirky byl uzavien pomoci Sroubu a do
anodového i katodového prostoru byl nalit 0,5x TBE puft. Z prostoru mezi skly byl
opatrn¢€ vyjmut hiebinek, ktery byl nasledné¢ vy¢istén od zbytkl gelu, a tento prostor
byl vyc€iStén od zbytkil gelu pomoci proudu pufru z injekéni stiikacky. Poté byl
anodovy 1 katodovy prostor uzavien a elektroforetickd komurka byla zapojena do
zdroje stejnosmérného elektrického proudu, na kterém byla nastavena hodnota
vykonu 90 W. Hodnota napéti byla ponechana na maximu, tedy 3000 V a hodnota
proudu byla taktéZ ponechiana na maximu (150 mA). Nahiivani gelu za téchto
podminek probihalo pil hodiny.

3. 'V prubéhu nahtivani gelu bylo do mikrozkumavek s PCR produkty piidano po 5 ul

nandSeciho pufru a pted dokoncenim nahtivani byly vzorky 3 minuty denaturovany
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pti 94 °C v termocykleru. Po zkonceni denaturace byly vzorky ihned vlozeny do
ledové tristé, aby se zabranilo opétovné renaturaci denaturovanych vlaken PCR
produkti.

4. Béhem denaturace PCR produktii byl zdroj stejnosmérného elektrického proudu
vypnut, ¢imz bylo ukonceno nahfivani gelu. Po vyjmuti katody a otevieni
katodového prostoru byl opét dikladné vycistén prostor mezi skly od zbytkd
polyakrylamidu a rozpusténé mocoviny proudem pufru z injekéni stiikacky
Nasledn¢ byl do vycisténého prostoru vsunut hiebinek tak, aby zasahoval zoubky
asi 1 mm do gelu.

5. Osmikanalovou pipetou byly naneseny 2 ul vzorka mezi skla na gel do mezer mezi
zoubky hiebinku. Poté byl katodovy prostor opét uzavien, ptipojena katoda a zdroj
stejnosmérného elektrického proudu byl zapnut. Nastaveni vykonu bylo na hodnotu
70 W a hodnoty napéti a proudu byly nechany na maximu (3000 V a 150 mA).
Elektroforeticka separace probihala 90-240 minut.

6. Bchem separace vzorkil byl pfipraven roztok fix/stop, 1% roztok kyseliny dusi¢né
a vyvojka, kterd byla nasledn¢ uloZena do chladnicky.

7. Kdyz uplynul cas elektroforetické separace, byl zdroj stejnosmérného elektrického
proudu vypnut, elektrody byly poté odpojeny a povolenim Sroubu na pravém boku
elektroforetické komtrky byl z katodového prostoru vypustén pufr. Skla byla
vyjmuta, poloZena na podlozku tak, aby velké sklo bylo dole a nasledné byly
opatrné¢ vyjmuty spacery. Pomoci Cepele noze bylo vrchni malé sklo opatrné
odlepeno i s polyakrylamidovym gelem a vlozeno vodorovné gelem vzhtru do
fotomisky.

8. Velké sklo, spacery i hiebinek byly dikladné¢ omyty pomoci kartice vodou

a oplachnuty deionizovanou vodou. Poté byly pfipraveny k dal§imu pouZiti.

Vizualizace elektroforetogramu
1. Fotomiska s malym sklem, na kterém byl pfilepeny polyakrylamidovy gel, byla
poloZena na orbitalni tfepaCku v digestofi nastavenou na rychlost 90 otacek za
minutu. Sklo bylo zalito ptipravenym fix/stop roztokem, ktery ptisobil 20 minut. Po
uplynuti doby plisobeni byl roztok nalit pomoci nalevky zpét do Erlenmeyerovy
bailkky a uchovan pro nasledné pouziti. Sklo s gelem bylo tfikrat proplachnuto

deionizovanou vodou.
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3.5

Gel na skle ve fotomisce byl polozen zpét na tfepacku v digestofi a byl na 4 minuty
zalit 1% roztokem kyseliny dusi¢né. Po uplynuti ur¢ené doby byl roztok vylit do
vylevky a sklo s gelem ve fotomisce bylo ¢tyfikrat proplachnuto deionizovanou
vodou.

Sklo s gelem bylo vlozeno do jiné fotomisky a opét poloZzeno na tiepacku
v digestofi. Poté bylo sklo zalito 0,1% roztokem dusi¢nanu stiibrného, do kterého
bylo pted pouzitim napipetovano 1,2 ml formaldehydu. Roztok pisobil pil hodiny
a po uplynuti této doby byl nalit pomoci nalevky zpét do lahve a ulozen do
chladnicky pro dalsi pouziti. Sklo s gelem bylo na nékolik vtefin ponoifeno do jiné
pfedem piipravené fotomisky s deionizovanou vodou.

Sklo s gelem bylo polozeno do piislusné fotomisky na tfepacku a zalito vyvojkou,
do které bylo pied pouzitim ptidano 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku
thiosiranu sodného. Postupné dochdzelo k vizualizaci stfibrem obarvenych
hnédosedych prouzki PCR produkti. Kdyz byly prouzky dostate¢né zietelné, byla
vizualizace zastavena nalitim uchovaného fix/stop roztoku, ktery piisobil 2 minuty.
Nésledné byla smés vyvojky a fix/stop roztoku vylita do vylevky a sklo s gelem
bylo ponofeno do deionizované vody.

Omyté sklo s gelem bylo vlozeno do susarny a pti 90 °C se susilo asi pil hodiny.
Sklo s usuSenym gelem bylo pfeneseno na negatoskop, kde byl vyhodnocen
vysledek PCR amplifikace a odeCteny genotypy jednotlivych jedincli plameniaka
karibského. Nasledné byl elektroforetogram naskenovan.

Sklo s nepotiebnym gelem bylo ponofeno do roztoku hydroxidu sodného
0 koncentraci 1 mol/l. Po nékolikahodinovém ptisobeni NaOH se gel od skla odlepil
a sklo bylo poté pomoci kartace ditkladné omyto vodou se saponatem a oplachnuto

deionizovanou vodou. Nésledné bylo sklo pfipravené pro dalsi pouziti.

Statistické zpracovani vysledkii testovani

U vSech ziskanych polymorfnich cross-species mikrosateliti amplifikovanych na

DNA 30 neptibuznych jedinct plamendka karibského byly ur¢eny alelové konstituce. Po

zpracovani v programu MS Office Excel 2016 byla data prevedena z formatu .xlsx do

formatu .csv a zpracovana v programu Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007), ktery

vypocital pro kazdy lokus pozorovanou heterozygotnost (Ho) a ocekavanou

heterozygotnost (He) a vyhodnotil, zda jsou lokusy v Hardy-Weinbergové rovnovaze.

Dale software spocital polymorfni informacni obsah (PIC), pravdépodobnosti chyb
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v uréovani rodicovstvi a frekvenci nulovych alel. Zaroven bylo analyzovano pouzitim
webové verze programu Genepop 4.2 (Rousset, 2008), zda nejsou charakterizované
polymorfni mikrosatelity ve vazb¢. Tato analyza vazby byla provedena i mezi t€émito

a vSemi dosud znamymi polymorfnimi mikrosatelity u plamenaka karibského.

3.6 Pouzité chemikalie
Akrylamid (Sigma)
aTaq DNA polymeraza (5 U/ul), M1241 (Promega)
Bromfenolova modf (Serva)
dNTPs (100 mmol/l, 400 ul kazdého), U1240 (Promega)
Dusic¢nan stfibrny (Sigma)
Ethanol, 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
Ethylendiaminotetraoctan sodny - Na2EDTA (Lachner)
Formaldehyd (Lachema)
Formamid (Lachema)
Hydroxid sodny (Lachner)
Chlorid draselny (Lachema)
Chlorid hotfe¢naty hexahydrat (Lachema)
Chlorid sodny (Lachema)
Kyselina borita (Lachner)
Kyselina dusi¢na, 65% roztok (Lachner)
Kyselina octové (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 (Lachema)
Trishydroxymethylaminomethan - Tris (AppliChem)
Triton X-100 (AppliChem)
Uhli¢itan sodny (Lachner)
Xylenova modt - Xylencyanol FF (AppliChem)
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3.7 Pouzité roztoky

Akrylamid, 6% zasobni roztok:

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

420 g mocoviny

50 ml 10x TBE

484 ml deionizované vody

po rozpusténi vSech slozek zfiltrovat a ulozit v temné lahvi v chladnicce
Dusicnan sttibrny, 0,1% roztok:

0,8 g dusi¢nanu stibrného

800 ml deionizované vody

pted pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu
Fix/stop roztok:

800 ml deionizované vody

88 ml ledové kyseliny octové
Hydroxid sodny, 1 mol/l roztok:

40 g hydroxidu sodného

doplnit deionizovanou vodou na 1 |
Kyselina dusi¢na, 1% roztok:

12 ml 65% kyseliny dusi¢né

800 ml deionizované vody
MgCly, 25 mmol/I:

90 ml deionizované vody

0,508 g MgCl,-6H,0

po rozpusténi doplnit deionizovanou vodou na 100 ml
Molekularni lepidlo:

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

3 ul 3 - methakryloxypropyltrimethoxysilanu
NanaSeci puft:

0,125 g xylenové modie

0,125 g bromfenolové modie

100 ml formamidu

25 ml deionizované vody
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Peroxodisiran amonny, 10% roztok:
1 g peroxodisiranu amonného
rozpustit v 10 ml deinozivané vody
piipraveny roztok uchovavat v chladnicce
Polyakrylamidovy gel, 6% roztok:
60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného
40 ul N, N, N, N’ - tetramethylethylendiaminu
Reakéni pufr pro PCR 10x, zésobni roztok:
80 ml deionizované vody
1,211 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris) (nebo 6,7 ml Tris na 1 mol/Il)
pH upravit pomoci HCI na hodnotu 9,0
3,73 g KCI
1 ml Triton X-100
po rozpusténi doplnit deionizovanou vodou na 100 ml
TBE pufr 10X, zasobni roztok:
55 g kyseliny borité (H3BO3)
108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
doplnit deionizovanou vodou na 1 |
TE pufr:
10 ml zasobniho roztoku trishydroxymethylaminomethanu (Tris) 1 mol/l, pH 8,0
200 pl zasobniho roztoku Na2EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
rozpustit v 800 ml deionizované vody
po rozpusténi doplnit na 1 1
Vyvojka:
24 g uhli¢itanu sodného
800 ml deionizované vody
vychladit na teplotu niz8i nez 10 °C
pfed pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu

sodného
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3.8 Pouzité laboratorni pristroje
Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)
Hybridiza¢ni pec HB-2D (Techne)
Chladnicka kombinovana (Whirlpool)
Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)
Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)
Mikropipety Finnpipette 0,5-10 ul (osmikanalova) a 0,3-1000 pl (Thermo
Labsystems)
Mikropipety Nichipet EX 0,5-1000 pl (Nichiryo)
Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)
Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)
Negatoskop NEGAL (Maneko)
Sekvenacni elektroforeticka komirka S2 (Whatman Biometra)
Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)
Susarna CAT 8050 (Contherm)
Termocykler GenePro (BIOER Technology)
Termocykler XP cycler (BIOER Technology)
Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)
Ttepacka Orbit 1 900 (Labnet International)
Vortex mixer (Labnet International)
Vortex MS2 (Ika)
Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)
Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)
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4 Vysledky

Ve své diplomové praci jsem sledovala celkem Ctyfi dil¢i ¢asti. Prvni ¢asti bylo
otestovani dvou konzervovanych ptacich mikrosatelitd, které zatim u plamendka
karibského testované nebyly, na DNA 6 nepfibuznych jedincti plamenaka karibského
(Phoenicopterus ruber). Druhou dil¢i ¢asti bylo otestovani 12 lokust, které Zlochova
(2017) oznacila za monomorfni pii amplifikaci na DNA plamenaka karibského, ale
Klaclova (2018) je pfi testovani s DNA plamenaka rizového oznacila jako polymortni.
Dva lokusy od Klaclové (2018), které jsem opakovanym testovanim na DNA
6 neptfibuznych jedinci plamendka karibského oznacila za polymorfni jsem poté
analyzovala a charakterizovala na DNA 30 nepfibuznych jedincti. Tteti a nerozsahlejsi
Casti byla analyza a charakteristika 23 cross-species mikrosatelitt na DNA 30
nepiibuznych jedincl plamendka karibského, z nichz bylo 16 z fadu tuénaci
(Sphenisciformes) a 7 univerzalnich ptac¢ich mikrosatelitt, které Zlochova (2017)
oznadila za polymorfni testovanim na DNA 6 nepiibuznych jedinct. Ctvrtou &asti byla
analyza vSech 149 dosud charakterizovanych nezavislych polymorfnich mikrosatelitt
U plamenaka karibského (Drobek, 2010; Burzdkova, 2013; Strejckova, 2018; tato prace),

zda nejsou nékteré lokusy ve vazbe.

Mikrosatelity, u kterych jsem testovala polymorfismus, jsem amplifikovala pomoci
cross-species PCR amplifikace na DNA Sesti neptibuznych jedincti plamenaka
karibského. Pro polymerazovou fetézovou reakci jsem nastavila vychozi teplotu
annealingu 50 °C a jako vychozi délku elektroforetické separace jsem pouzila 90 minut.
V ptipad¢, ze elektroforetogram nebyl zietelné hodnotitelny, upravila jsem déle teplotu
annealingu, ptipadné délku elektroforetické separace. Nalezené polymorfni mikrosatelity
jsem pak charakterizovala na DNA tficeti nepfibuznych jedinci plamenaka karibského.
Jako vychozi teplotu annealingu a délku elektroforetické separace jsem pouzila data
Z bakalatské prace Zlochove (2017), piipadné¢ data z mého vlastniho ptredchoziho
testovani polymorfismu na DNA 6 nepiibuznych jedinct. U vétSiny lokust jsem jesté
vysledné podminky PCR nebo elektroforetické separace upravila (viz tabulky ¢. 4 a 5).
V ptipadé dvou mikrosateliti jsem upravovala i koncentraci hotfecnatych iontd, protoze
I pfi vysoké teploté annealingu byl produkt piili§ silny a necitelny. Snizeni na
dvoutietinovou koncentraci MgCl> jsem provedla u amplifikace lokusu EmmS5 tak, ze

jsem do reakéniho PCR mixu napipetovala pouze 13,3 pl (namisto 20 pl) a chybéjici
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objem jsem doplnila deionizovanou vodou. Obdobnym zpiisobem jsem u lokusu Em23

snizila koncentraci MgClz v reakénim PCR mixu na 1/2.

Podkladem pro nejrozsahlejsi cil mé diplomové prace byla bakaléaiska prace Alzbety
Zlochové (2017), ktera hledala polymorfni cross-species mikrosatelity testovanim lokust
odvozenych z fadu tucndci a univerzalnich ptacich mikrosateliti na DNA Sesti
nepiibuznych jedinci plamenaka karibského. Provedla jsem cross-species PCR
amplifikaci 23 nalezenych polymorfnich mikrosateliti (Zlochova, 2017) na DNA tficeti
nepiibuznych jedinct plamenaka karibského a zjistila jsem, ze jsou dva mikrosatelity
monomorfni. Jednalo se o lokus Em9 od tu¢naka nejmensiho (Eudyptula minor) a lokus
Pygantarc07 od t. uzdi¢kového (Pygoscelis antarctica). Ostatnich 21 mikrosatelitt bylo
polymorfnich a 14 z nich bylo od druht z fadu tuéiiaci, 3 EST ptaci mikrosatelity (TG)
a 4 konzervované ptaci mikrosatelity (CAM). Charakteristika jednotlivych mikrosatelitt

je uvedena v tabulkach ¢. 4 a 5.

Testovanim dvou EST ptacich mikrosatelitii, které Zlochova (2017) netestovala
(TGO01-086 a TG09-014), na DNA 6 nepiibuznych jedinci plamenaka karibského jsem
zjistila, ze jsou oba monomorfni a analyzu a charakteristiku na DNA 30 neptibuznych

jedinct jsem tedy u téchto 2 lokust neprovedla.

Dalsim dil¢im cilem mé diplomové prace bylo pretestovani mikrosateliti, které
Zlochova (2017) u plamenéka karibského oznacila za monomortni, ale Klaclova (2018)
u plamendka riZového je oznacila jako polymorfni. Jednalo se o 12 lokust, z nichZ byly
4 7 tadu tucnaci (Em8 a Emm5 od tuc¢ndka nejmensiho, RM6 od t. krouzkového
a Sh1Cal2 od t. Humboldtova), 5 EST ptacich mikrosatelitd (TG01-148, TG02-120,
TG03-035, TG04-041 a TGO05-030) a 3 konzervované ptaci mikrosatelity (CAM-03,
CAM-07 a CAM-19). Tyto lokusy jsem testovala na DNA 6 nepiibuznych jedinct
plamendka karibského. Timto opakovanym testovanim jsem nasla dva polymorfni cross-
species mikrosatelity (Emm5 a RM6), které jsem nasledné amplifikovala na DNA 30
nepiibuznych jedinc plamendka karibského. Lokus RM6 byl z divodu ptitomnosti
velkého mnozstvi nespecifickych produktl, tzv. stutter bandd, oznacen za
nehodnotitelny. Pro analyzu a charakteristiku byl tedy pouZit pouze tiialelovy
mikrosatelit EmmS5, pfestoZe stutter bandy obsahoval téz, ale ne v takovém mnozstvi, aby
bylo nutné ho také vyloucit. Tento lokus i Zlochova (2017) doporucila pro analyzu na

DNA vétsiho poctu jedincti. Charakteristika tohoto lokusu je uvedena v tabulce ¢. 4.
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Tabulka ¢. 4: Charakteristika 15 polymorfnich mikrosatelitii z fadu tu¢naci amplifikovanych u 30 neptibuznych jedinct plamenaka karibského.

e a0 o o TR
(FmBr833) CTTTT R TGCTOAAGOTAMAGAGOAGTGAAAT 8 0 & 20 00 079 0719 NS 0052
(F|\E/|%h7%%940) AC i oCTC CTTeTACARSCTSOATSC 69 180 2 30 0367 0494 0368 NS 0,401
-

Eudyptes
(FI\E/I%h7%23455) chrysolophus) cT SIS h s e 63 9 2 27 0148 0352 0286 NS 0,399
(FI\EA%h?%?é% ) CTAT n e T o aG 69 180 5 30 0767 0713 0649 NS 00425
O AT L o % % o o om w0 oun

(DQEBr;;n?SZ’;SS) CTTT FATTARC TToocCT TeeeT e 53 110 3 30 0433 0579 0505 NS  0,1383
iy R ew ESCSSOTOS oy o s oo om s ome
(Ki/ln;?;’;’;‘l) CA Ay aldissosaadies 60 120 7 30 0733 0703 0653 NS -0,0245
(Eaﬂzzn721714) - C(ZB:‘//C(EBC-:Z F: nggggff&ﬁ?ﬁ?gfgfﬁ(; 50 90 3 30 0467 0468 0410 NS  0,0066
U v ISTOOMECT w2 em e o e e
(Ebﬂzznffzo) 76 A lassasacadicie 61 90 3 30 0667 0518 03% NS -0,1337
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Tabulka ¢. 4: Pokradovani.

Nazev lokusu

(GenBank Acc. no.) Zdrojovy druh er(:):ct)it;a Sekv(esn’c:p?;nerﬁ [‘-’r(é] [rrf;n] N Ho He PIC HW Na:le(l);é

i e GNeiGen  © W s % o wm om e oss
Spheniscus

(J)IZZIQN42§8) dsmefsus) ATAG FE giﬁ:@gggggﬁéﬁé@iﬂéﬁ 59 90 30 0700 0713 0647 NS 00075

o e o, PAMMIMIETANCANT 5 m 2 % om om om w0 oo

Ve sloupcich tabulky je uveden nazev lokusu i s koédem z databaze GenBank (Accession number - Acc. no.), zdroj, jednotka repetice, sekvence
primert, optimalni teplota annealingu (Ta), doba elektroforetické separace (ts), pocet alel (k), pocet jedincti (N), pozorovana heterozygotnost (Ho),
o¢ekavana heterozygotnost (He), polymorfni informacni obsah (PIC), Hardy-Weinbergova rovnovaha (HW: NS - lokus je v HW rovnovaze; ND -
nebylo mozné urcit, zda je lokus v HW rovnovaze) a ¢etnost nulovych alel.
*snizena koncentrace MgClz v reakénim PCR mixu na 2/3, tedy na 1,2 mmol/l (oproti standardnim 1,8 mmol/l).
**snizend koncentrace MgClz v reakénim PCR mixu na 1/2, tedy na 0,9 mmol/l.
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Tabulka ¢. 5: Charakteristika 7 polymorfnich univerzalnich ptacich mikrosatelitd amplifikovanych u 30 neptibuznych jedinct plamenaka
karibského.

(Geﬁg?r:,l:(:(;:s.uno.) Zdroj Jree(:)r:;;[clza Sekv(e;cip?;nerﬁ [;ré] [mtisn] kN Ho He PIC HW N;:L(;;’é

e o PIISTIIENGCITS 0 o 2 oo ow om om o ooms
EST ,

(giggé%gi) mikfot:;tielity AIGA F: Gg?ﬁéliggg@;iﬁéﬁl’é’éﬁ&geGC 66 150 4 30 0367 0349 0321 NS -0,0252

(2%57%%13) AT F:;chiéTATTTg?f:écC:;chﬁic 60 180 2 30 0133 0127 0117 ND 00258

N ST e w4 % om om o s oo

S e OT FIGETACAGGGACASCAMCC o o 5 3 o017 o7 o2l ND 02
o

(nce:lf:/l\te/lc;jr?o) mikflz’saactle“ty AT E?ﬁi%ﬁ%i%ﬁgﬁ?ggﬁgg% 54 150 5 30 0467 0579 0530 NS  0,1274

oA EEATOCKIONSS o w4 ow om oms om s oo

Ve sloupcich tabulky je uveden nazev lokusu i s kodem z databaze GenBank (Accession number - Acc. no.), zdroj, jednotka repetice, sekvence
primert, optimalni teplota annealingu (Ta), doba elektroforetické separace (ts), pocet alel (k), pocet jedinct (N), pozorovana heterozygotnost (Ho),
o¢ekavana heterozygotnost (He), polymorfni informa¢ni obsah (PIC), Hardy-Weinbergova rovnovaha (HW: NS - lokus je v HW rovnovaze; ND -
nebylo mozné urcit, zda je lokus v HW rovnovaze) a ¢etnost nulovych alel.
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Genotypizaci vSech 22 polymorfnich lokusi jsem u 30 jedincii plamendka
karibského nalezla 2-16 alel. Nejvice bylo dvoualelovych lokusi, kterych jsem
charakterizovala celkem 7, tfialelovych bylo 5, ctyralelové lokusy byly 3, pétialelové
mikrosatelity byly 4 a po jednom sedmialelovém, osmialelovém a Sestnactialelovém
lokusu. Primérné bylo tedy u 30 jedinci 4,2 alel na lokus. U mikrosatelitu Ech024 byly
pozorovany u 3 jedinci nulové alely v homozygotnim stavu, tedy ani po
ne¢kolikanasobném opakovani PCR amplifikace téchto tfi vzorkli s primery pro
amplifikaci lokusu Ech024 nebyl ziskan Zadny produkt. Zjisténi je v souladu
s programem Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007), ktery uvadi u tohoto lokusu téméf
40% pravdépodobnost vyskytu nulovych alel (viz tabulka €. 4).

Z celkového poctu 113 testovanych mikrosateliti z fadu tuciidci jsem
charakterizovala u plamenaka karibského 14 polymorfnich lokusd, coz je asi 12,4 %.
Univerzalnich ptac¢ich mikrosatelitd bylo celkem testovano 60 (Zlochova, 2017; tato
prace) a z tohoto celkového poctu jsem charakterizovala 7 polymorfnich lokusii.
Usp&snost amplifikace polymorfniho univerzalniho pta¢iho mikrosatelitu je tedy asi
11,7 %. Tyto univerzalni pta¢i mikrosatelity zahrnuji EST pta¢i mikrosatelity
a konzervované pta¢i mikrosatelity. EST ptacich mikrosatelitii bylo u plamendka
karibského celkem testovano 36, z nichz byly charakterizovany pouze 3 polymorfni
lokusy, coz je 8,3 %. Konzervovanych ptac¢ich mikrosatelith bylo celkem testovano
u plamenaka karibského 24 a z tohoto celkového poctu jsem charakterizovala

4 polymorfni lokusy, tedy asi 16,7 %. Ze zminénych tii kategorii mikrosatelitii tedy

vvvvv

vvvvv

mikrosatelitit od tuc¢idka Zlutorohého (Eudyptes chrysolophus), kterych bylo
polymorfnich 6 z celkovych 25 testovanych. Usp&snost amplifikace polymorfniho lokusu
od tohoto druhu je tedy 24 %. Mikrosatelity od tu¢fidka nejmensiho (Eudyptula minor)
jsem charakterizovala 3 z celkového poctu 28 testovanych, coz je 10,7 %. Od tuc¢naka
zlutookého (Megadyptes antipodes) jsem charakterizovala tii polymorfni lokusy
a ptivodni pocet testovanych mikrosateliti byl 12, takZe relativni uspé$nost amplifikace
polymorfniho lokusu je zde 25 %. Dva lokusy jsem charakterizovala od tucnédka
brylového (Spheniscus demersus), pficemz ptvodné bylo testovano 9 mikrosateliti od

tohoto druhu, takze je zde 22,2% pravdépodobnost amplifikace polymorfniho lokusu.
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Elektroforetogram mikrosatelitu PNNOS od tu¢naka brylového je znazornén na obrazku
¢. 6. A jeden charakterizovany lokus z ptivodnich 13 testovanych lokusti pochazel od
tuénaka Humboldtova (S. humboldti). V tomto piipadé byla usp&nost pouze 7,7 %.

Obrazek €. 6: Elektroforetogram produktt amplifikace mikrosatelitu PNNOS od tucidka

brylového. Na DNA 30 nepiibuznych jedinct plamefiaka karibského bylo nalezeno 5 alel
pti teploté annealingu 59 °C a délce elektroforetické separace 90 minut.
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Vsech 22 nalezenych polymorfnich produkti charakterizovanych na DNA 30
nepiibuznych jedinch plamendaka karibského jsem analyzovala pomoci programu Cervus
3.0.6 (Kalinowski et al., 2007). Kompletni analyzu uvadim v kapitole 9 Pfilohy.
Analyzované lokusy vykazuji v praméru 4,182 alely na lokus, primérna ocekavana
cetnost heterozygott je 50,74 %, primérny obsah polymorfni informace je 45,02 %.
Pokud by se v§ech téchto 22 mikrosatelitii pouzilo pro paternitni analyzu, byla by chyba
Vv piipad¢ pfifazeni prvniho rodice k mladéti 0,845 %. V ptipadé€ pfifazeni druhého rodice
by tato chyba byla 0,015 %. Chyba piifazeni rodi¢ovského paru by byla 3,1:107° %.
Pravdépodobnost, ze by dva ndhodné vybrani jedinci méli totozné alelové konstituce na
vSech 22 lokusech, je 1,31-10 % a pravdépodobnost, Ze by dva nidhodn& vybrani

sourozenci na viech 22 lokusech méli stejné alelové konstituce, je 3,5-10* %.

Pted vypracovanim této prace bylo dosud znamo 127 nezavislych polymorfnich
mikrosatelitli pro plamendka karibského (Drobek, 2010; Burzdkova, 2013; Strejckova,
2018). V této praci jsem charakterizovala dalSich 22 polymorfnich mikrosatelitti. V§ech
téchto 149 aktudlné zndmych nezavislych polymorfnich mikrosateliti pro plamenaka
karibského jsem charakterizovala v programu Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007) a ve
webové verzi programu Genepop 4.2 (Rousset, 2008) jsem si ovéfila, Ze mezi Zadnou
dvojici z téchto 149 nezavislych polymorfnich mikrosateliti neni vazba. Téchto 149
polymorfnich mikrosateliti vykazuje v priméru 4,611 alely na lokus. primérna
ocekavana Cetnost heterozygotd je 52,69 %, pramérny obsah polymorfni informace je
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47,20 %. Pokud by se vSech téchto 149 mikrosatelitti pouzilo pro paternitni analyzu, byla
by chyba v piipadé ptifazeni prvniho rodi¢e k mladéti 1,36-1071* %. V piipadé ptitazeni
druhého rodice by tato chyba byla 1,84-10%' %. Chyba piifazeni rodi¢ovského paru by
byla 1,27-10% %. Pravdépodobnost, Ze by dva nahodné vybrani jedinci méli totozné
alelové konstituce na viech 149 lokusech, je 1,74-107%2 % a pravdépodobnost, Zze by dva
nadhodné vybrani sourozenci na vSech 149 lokusech méli stejné alelové konstituce, je
1,56-107 %.
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5 Diskuse

V této diplomové praci jsem analyzovala a charakterizovala celkem 22 polymorfnich
mikrosateliti pomoci cross-species PCR amplifikace na DNA 30 neptibuznych jedinct
plamenaka karibského, Jednalo se o 15 mikrosateliti odvozenych od druhi z fadu tu¢naci

a 7 univerzalnich ptac¢ich mikrosatelitt.

Zlochova (2017) ve své bakalaiské praci celkem testovala na DNA 6 neptibuznych
jedinct plamenaka karibského 113 mikrosateliti z fadu tucnaci, ze kterych vybrala 16
polymortfnich. Ja jsem téchto 16 lokust amplifikovala na DNA 30 jedinct a zpétn¢ jsem
2 mikrosatelity u tohoto vétsiho poctu jedincti oznacila za monomorfni. Divodem
puvodniho oznaceni lokusti za polymorfni (Zlochova, 2017) mohly byt naptiklad
artefakty PCR. Ke zbyvajicim 14 polymorfnim lokusim jsem piidala jesté jeden
polymorfni mikrosatelit (Emm5) na zékladé opakovaného testovani polymorfismu 12
lokust, které byly u plamendka karibského oznaceny za monomorfni (Zlochova, 2017),
ale u sesterského druhu, plamendka rtizového, vykazovaly polymorfismus (Klaclova,
2018). Vsech 15 polymorfnich mikrosatelith z fadu tu¢naci jsem analyzovala

a charakterizovala na DNA 30 neptibuznych jedincti plamendka karibského.

U tucnaka zlutorohého (Eudyptes chrysolophus) Ahmed et al. (2009) popsali celkem
25 polymorfnich mikrosateliti. J& jsem analyzovala a charakterizovala na DNA 30
nepiibuznych jedinci plamenaka karibského celkem Sest polymorfnich lokusi (Ech005,
Ech009, Ech011, Ech024, Ech030 a Ech039). Ahmed et al. (2009) pouzili pro v§echny
lokusy teplotu annealingu (Ta) 60 °C. Lokus Ech005 autofi testovali u 27 jedinct a nalezli
33 alel a ja jsem u 30 jedinct pouzila T, 68 °C a popsala jsem 8 alel, coz byl v ramci mé
diplomové prace druhy nejvyssi pocet alel. Pro mikrosatelit Ech009 jsem pouzila teplotu
annealingu 69 °C a nasla jsem u 30 jedincu 2 alely, zatimco autofi u 28 jedinci nasli
8 alel. Lokus Ech011 vykazoval podle autort 8 alel u 27 jedincti a ja jsem popsala 2 alely
za pouziti Ta 52 °C. Pfi nastaveni teploty annealingu 63 °C jsem u mikrosatelitu Ech024
nalezla 2 alely, zatimco Ahmed et al. (2009) popsali 5 alel u 28 jedincti. Pro lokus Ech030
popsali autofi u 28 jedincti 11 alel, ale ja jsem naSla jen 5 alel a pouzila jsem Ta 69 °C.
Lokus Ech039 vykazoval podle autord 25 alel u 22 jedinci a ja jsem u tohoto
mikrosatelitu zaznamenala 16 alel u 30 jedinct pii teploté annealingu 63 °C. Tento lokus
vykazoval v ramci celé této diplomové prace nejvyssi pocet alel. Ahmed et al. (2009)
testovali nalezené mikrosatelity od tu¢naka zlutorohého i pomoci cross-species PCR

amplifikace u dalSich 4 druht tu¢naka (t. patagonského, t. osliho, t. uzdickového
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at. krouzkového) pii Ta 60 °C. Mikrosatelit Ech009 byl polymorfni u tucnéka
uzdickového, kde mél 2 alely, a t. krouzkového, kde vykazoval 4 alely. Lokus Ech011
vykazoval 5 alel u tu¢naka patagonského a 2 alely u t. krouzkového. Pro mikrosatelit
Ech024 se podatilo amplifikovat jen tii druhy a pouze u tucnaka krouzkového byl tento
lokus polymorfni se 3 alelami. Lokus Ech030 byl polymorfni u 3 druhd, pficemz
u tuc¢naka patagonského vykazoval 3 alely a u t. osliho a t. uzdickového vykazoval po péti
alelach. Na zaklad¢ ocekavanych a pozorovanych velikosti alel Ahmed et al. (2009)
uvadéji, ze pary primeri pro amplifikaci Ech0O05 a Ech039 amplifikovaly tyto
mikrosatelity pouze u tuc¢naka zlutorohého, ale u ostatnich testovanych druht tuénaka
velmi pravdépodobné amplifikovaly jiné nez mikrosatelitové lokusy. Tyto mikrosatelity
u plamenéka karibského vykazovaly nejvyssi pocty alel ze vSech analyzovanych lokusii,
tudiz je velice nepravdépodobné, Ze by byly ndhodné amplifikovany jiné nez
mikrosatelitové amplikony s tak vysokou délkovou variabilitou, a tedy se zde téméf jisté

jedna o mikrosatelity. Velikosti alel jsem ve své diplomové praci neporovnavala.

Mikrosatelity od tu¢naka nejmensiho (Eudyptula minor) byly popsany v ramei dvou
praci a celkem bylo nalezeno u tohoto druhu 28 lokust, z nichz jsem charakterizovala
u plamenaka karibského 3 mikrosatelity (Emm5, Em2 a Em23). Billing et al. (2007) nasli
celkem 8 mikrosateliti u tuciidka nejmenSiho, z nichz jsem analyzovala u 30
neptibuznych jedincti plamenaka karibského lokus Emm5 a pfi teploté annealingu 53 °C
s dvoutfetinovou koncentraci MgCl, jsem popsala 3 alely. Autofi tento lokus
amplifikovali pii Ta 58 °C u 28 jedinct z Filipova ostrova, u nichz nalezli 11 alel, au 15
jedinct z Troubrigerova ostrova, u nichz popsali 8 alel. Grosser et Waters (2015) popsali
u tucnaka nejmensiho celkem 20 mikrosatelitl, u kterych testovali polymorfismus pii
teploté annealingu 60 °C, ale neuvadéji, u kolika jedinct provedli amplifikaci. Lokus
Em2 podle autorti vykazuje 17 alel, zatimco ja jsem nalezla 3 alely pii Ta 66 °C.
U mikrosatelitu Em23 autofi popsali 9 alel a ja jsem naSla 7 alel také pii teploté
annealingu 60 °C, ovSem s polovicni koncentraci MgClz. Jedna se o lokus, ktery

vykazoval tfeti nejvyssi pocet alel v rdmci mé diplomové prace.

Od tu¢naka zlutookého (Megadyptes antipodes) Boessenkool et al. (2008) popsali
celkem 12 mikrosatelitd, které amplifikovali pti Ta 48 °C u 43 jedincl. Ja jsem
charakterizovala u 30 jedinct plamendka karibského 3 mikrosatelity (Man27, Man47
a Man55). Pro lokus Man27 jsem nasla 3 alely pii teploté annealingu 59 °C, zatimco

autofi popsali pouze 2 alely. Lokus Man47 vykazoval podle autord 4 alely, ale ja jsem
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nalezla pii Ta 53 jen 2 alely. U mikrosatelitu Man55 jsem popsala 3 alely pii Ta 61 °C,
Boessenkool et al. (2008) nalezli pouze 2 alely.

U tuc¢naka krouzkového (Pygocelis adeliae) Roeder et al. (2001) nalezli celkem
6 mikrosatelitt, které testovali na 432 jedincich. Lokus RM6 amplifikovali pfi teploté
annealingu 57 °C a popsali 6 alel. Ja jsem lokus amplifikovala pii riznych T, ale
z davodu pritomnosti velkého mnozstvi stutter bandi jsem mikrosatelit oznacila za
nehodnotitelny a z tohoto diivodu neni uveden v tabulce €. 4 a pro dalsi analyzu s timto

lokusem nepocitam.

Mikrosatelity u tuénaka brylového (Spheniscus demersus) byly popsany ve dvou
pracech a celkem bylo nalezeno 9 lokust, z nichz jsem charakterizovala pro plamenaka
karibského 2 mikrosatelity (B3-2 a PNNO8). Akst et al. (2002) testovali lokus B3-2
odvozeny od tu¢naka brylového na DNA 46 jedinct dvou druhli z rodu Spheniscus,
U tucnaka galapazského (S. mendiculus) a t. magellanského (S. magellanicus) pii
Ta 50 °C. U tucndka galapazského byl lokus monomorfni, zatimco u t. magellanského
vykazoval 8 alel. Tento lokus testovali i Billing et al. (2007) pomoci cross-species PCR
amplifikace u 47 jedinct tu¢naka nejmensiho z Filipova ostrova a pii Ta 56 °C nalezli
8 alel. Ja jsem mikrosatelit B3-2 amplifikovala u 30 neptibuznych jedinct plamenaka
karibského a pfi teploté annealingu 66 °C jsem popsala 5 alel. Tento lokus byl obtizné
hodnotitelny, protoze ma velmi kratkou jednotku repetice a i ptresto, Ze byl separovan 220
minut, byly prouZzky jednotlivych alel na elektroforetogramu velmi blizko u sebe.
Labuschagne et al. (2013) popsali 8 mikrosateliti od tuénaka brylového, které testovali
u 25 jedinct pii Ta 50-60 °C, ale konkrétni teplotu annealingu pro jednotlivé lokusy
autofi neuvadeji. Lokus PNNOS8 jsem amplifikovala u 30 jedinct pii Ta 59 °C a popsala

jsem 5 alel, zatimco autofi nasli pouze 4 alely.

Od tuc¢naka Humboldtova (Spheniscus humboldti) bylo nalezeno celkem 13
mikrosateliti v ramci t¥i praci. Schlosser et al. (2003) popsali celkem 7 mikrosatelitd,
Z nichz jsem charakterizovala na DNA 30 nepiibuznych jedinct jeden lokus (Sh2Ca21).
Autofi testovali polymorfismus lokusu Sh2Ca21 pfi teploté¢ annealingu 53 °C a u 24
jedinct popsali 6 alel. Ja jsem pii Ta 55 °C nalezla pouze 2 alely. Schlosser et al. (2003)
dale testovali polymorfismus pomoci cross-species PCR amplifikace u dalSich 8 druhti

tucnakd, z nichZ u 7 byl lokus polymortni.
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Po jednom lokusu jsem amplifikovala jesté od tu¢naka nejmensiho (Em9) a tu¢naka
uzdickového (Pygoscelis antartica) (Pygantarc07), které Zlochova (2017) oznacila
U 6 jedinct plamenaka karibského jako polymorfni. Po amplifikaci u 30 jedinct jsem
oviem tyto lokusy vyhodnotila jako monomorfni. Zadny polymorfni mikrosatelit jsem
neanalyzovala od tu¢naka galapazského (Spheniscus mendiculus) a t. magellanského

(S. magellanicus).

ParG primert pro amplifikaci univerzalnich ptacCich mikrosatelitd bylo celkem
testovano 60 a z tohoto poctu bylo nalezeno 7 polymorfnich lokust testovanim na DNA
6 jedinct plamendka karibského (Zlochova, 2017; tato prace). Téchto 7 mikrosatelitl

jsem v ramci této prace analyzovala a charakterizovala na DNA 30 nepiibuznych jedincii.

Dawson et al. (2010) popsali celkem 36 part primera pro amplifikaci 35 EST ptacich
mikrosatelitii. Pfi testovani téchto lokusti na DNA 6 neptibuznych jedinct plamenéka
karibského byly nalezeny cekem 3 polymorfni mikrosatelity (Zlochova, 2017; tato prace)
a tyto (TG03-002, TG04-061 a TG22-001) jsem analyzovala na DNA 30 neptibuznych
jedincti. Dawson et al. (2010) testovali polymorfismus vSech lokust pii teploté
annealingu u 4 jedinct zebiicky pestré (Taenopygia guttata), 4 jedinct kura bankivského
(Gallus gallus) a 1 jedince kura domaciho (Gallus gallus domesticus). U lokusu TGO03-
002 jsem pti Ta 64 °C nasla 2 alely a autofi také popsali po dvou alelach pro zebticku
pestrou a kura bankivského a 1 alelu pro kura domaciho. Lokus TGO04-061 jsem
amplifikovala pti Ta 66 °C a detekovala jsem 4 alely, zatimco autofi nasli 2 alely pro
zebticku a u kura byl lokus monomorfni. Pro lokus TG22-001 autofi popsali 3 alely
u zebficky a 1 alelu u kura a ja jsem nalezla 2 alely pfi teploté annealingu 60 °C. Autofi

vSechny lokusy testovali i u dalSich druhti ptakd, jak je zndzornéno v tabulce €. 6.

V ramci jiné prace Dawson et al. (2013) popsali 24 konzervovanych ptacich
mikrosatelitil a ja jsem v této praci analyzovala 4 polymorfni lokusy (CAM-06, CAM-11,
CAM-20 a CAM-24) na DNA 30 neptibuznych jedincti plamenaka karibského. Autofi
amplifikovali vSechny lokusy pfi teploté annealingu 56 °C u 7-12 jedinct zebticky pestré
a 2—4 jedincu kura bankivského. Pro mikrosatelit CAM-06 jsem pouzila Ta 65 °C a nasla
jsem 4 alely, autofi popsali u 8 jedincti zebticky 5 alel a u 4 jedinct kura byl lokus
monomorfni. U lokusu CAM-11 jsem pii Ta 64 °C detekovala 3 alely a Dawson et al.
(2013) nalezli 6 alel u 12 jedinct zebticky a 1 alelu u 4 jedinct kura. Lokus CAM-20
vykazoval pti Ta 54 °C u 30 jedincti plamenaka 5 alel, u 12 jedinch zebficky 6 alel

38



au 2 jedinci kura byl monomorfni. Autofi u lokusu CAM-24 nalezli u 12 jedinct

zebticky 6 alel a u 4 jedinct kura jen 1 alelu a j& jsem nasla 4 alely pti Ta 52 °C.

Tabulka €. 6: Pocty alel vybranych mikrosatelitti u jednotlivych analyzovanych druht

ptaku.
Druhy TG03-002 TG04-061 TG22-001 CAM-06 CAM-11 CAM-20 CAM-24
plamenak karibsky 2(30) 4 (30) 2 (30) 4 (30) 3(30) 5 (30) 4 (30)
zebficka pestra 2(4) 2(4) 3(4) 5(8) 6 (12) 6 (12) 6 (12)
kur bankivsky 2(4) M (4) M (4) M (4) M (4) M (2) M (4)
kur doméci M (1) M (1) M (1) NT NT NT NT
amada Gouldové 2(4) M (4) 2(4) NT NT NT NT
linduska kanarska 5(8-22) M (3) 3(3) 2(4) 3(4) M (4) M (4)
vrabec domaci 2(4) 3 (1-24) M (4) 3(11) 4 (11) 4 (12) M (12)
zvonek zeleny P (4) P (4) P (4) NT NT NT NT
kiivka obecna P (4) P (4) P (4) NT NT NT NT
pénkava obecna P (4) P (4) P (4) 2(4) 2(3) 4(4) M (4)
hyl obecny P (4) P (4) P (4) 3(4) 3(4) 4 (3) M (4)
vlastovka australska 34 2(4) 5(4) NT NT NT NT
sykora modfinka M (4) 2(4) M (4) NT NT NT NT
sykora konadra M (4) M (4) M (4) M (4) M (4) 3(4) M (4)
rakosnik velky 3(4) P (4) 3(4) NT NT NT NT
sykotice vinoprsa 2(4) M (4) 4 (4) NT NT NT NT
kos Gerny 2(4) M (4) 3(4) NA (4) M (4) 3(4) M (4)
timaliovec pruhokiidly 2(4) 2(4) 2(4) NT NT NT NT
straka americka M (4) 2(4) M (4) NT NT NT NT
popelaé Sedy 2(4) M (4) M (4) NT NT NT NT
kulik motsky 2(4) M (4) M (4) NT NT NT NT
kolibfik rezavoleskly M (4) 4 (6-8) 3(4) NT NT NT NT
sova palena 2(4) 7 (194) M (4) 3(4) 2(3) M (3) M (4)
agapornis razohrdly 24 M (4) M (4) NT NT NT NT
pokiovnik zeleny NT NT NT 2(4) 3(4) 2(4) 2(4)
buinacek dlouhokiidly NT NT NT 4 (6) 3(6) 4 (6) 6 (6)
mandelik hajni NT NT NT 3(6) P (23-30) M (4) P (23-30)

Ve sloupcich tabulky je uveden analyzovany druh a nazvy jednotlivych lokusi, pocty
testovanych jedinct jsou uvedeny v zavorce, M - monomorfni lokus, P - polymorfni
lokus, NT - netestovano, NA - neamplifikovalo se, plamenak karibsky (tato prace), ostatni
druhy pro TG (Dawson et al., 2010) a pro CAM mikrosatelity (Dawson et al., 2013)
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Mikrosatelity z fadu tucnidci a univerzalni ptaci mikrosatelity uz byly diive testovany,
pfipadné analyzovény, v rdmci Laboratoie populacni genetiky na Katedie bunécné
biologie a genetiky PfF UPOL u né€kolika druhti vodnich ptakt. U plamenaka karibského
bylo celkem testovano 113 mikrosateliti z fadu tucnaci a 60 univerzalnich ptacich
mikrosatelitli na DNA 6 neptibuznych jedinct (Zlochova, 2017; tato prace), z nichz jsem
v ramci této prace analyzovala u 30 jedinct celkem 15 mikrosatelitt z fadu tuc¢naci

a 7 univerzalnich ptacich mikrosateliti.

Na DNA 6 jedinci plamenaka ruzového (Phoenicopterus roseus) Klaclova (2018)
celkem 13 polymorfnich lokusii od tucndka a 11 polymorfnich univerzalnich ptacich
mikrosateliti. Na zakladé srovnani s daty Klaclové (2018) jsem zjistila, ze je celkem pro

oba druhy plamendka shodnych 14 z vy$e jmenovanych polymorfnich mikrosatelitti.

U potapky rohace (Podiceps cristatus) bylo testovano u 6 jedinci také celkem 113
JanuSova (2017) vybrané polymorfni lokusy analyzovala u 13 jedinct. Celkem je tedy
pro potapku charakterizovano 5 polymorfnich mikrosatelitd z fadu tu¢naci, z nichz 3 jsou
polymorfni i u plamendka karibského, a 13 univerzalnich ptacich mikrosatelitli, Z nichz

jsou také 3 lokusy polymorfni i u plamenéka karibského.

U nesyta indomalajského (Mycteria leucocephala) Pechova (2014) testovala celkem
pouze 77 mikrosatelith z fadu tucidci a 58 parll primerti pro univerzalni ptaci
mikrosatelity a vybrala 10 polymorfnich lokust od tu¢naki a 4 polymorfni univerzalni

ptaci mikrosatelity. S plamenakem karibskym jsou shodné celkem 3 polymorfni lokusy.

Vsech 113 tuénacich mikrosatelitli a 60 parti primert pro amplifikaci univerzalnich
ptacich mikrosatelitti bylo testovano i u tfi druhti z rodu pelikan (Pelecanus). U pelikana
skvrnozobého (P. philippensis) jsem v ramci své bakalaiské prace (Sulakova, 2017) nasla
celkem 8 polymorfnich lokust z fadu tu¢néci, z nichZ 1 je polymorfni i U plamenaka
karibského a 6 polymorfnich univerzalnich ptadich mikrosatelitd, z nichz 2 jsou
polymorfni 1 u plamendka. Adamkova (2019) popsala celkem 12 polymorfnich
mikrosateliti je 1 polymorfni i u plamendka karibského a ze 4 polymorfnich
univerzalnich ptacich mikrosateliti je také shodny s plamenakem karibskym jen jeden.

U pelikana kadetavého (P. crispus) byly nalezeny celkem pouze 4 polymorfni
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mikrosatelity (Nadvornik, osobni sdéleni), z nichz 1 je polymorfni i u plamenaka
karibského. Mikrosatelity, které jsou polymorfni u plamendka karibského a zaroven
nejméné u jednoho z vySe jmenovanych druhi, jsou uvedeny v tabulce ¢. 7 i s poétem
pozorovanych alel.

Tabulka ¢. 7: Pocty alel vybranych polymorfnich mikrosateliti u jednotlivych

analyzovanych, respektive testovanych druht ptakii v ramci Laboratoie populacni
genetiky Katedry bunééné biologie a genetiky PfF UPOL.

Jednotlivé druhy (pocet jedincii) a pocet alel

Nizev lokusu Zdroj Phorub Phoros Podcri Mycleu Pelphi  Pelruf Pelcri
(30) € (13 (6) (6) ©®  ©
Ech005 8 M 9 4 M M M
Ech009 2 M 2 M M M M
Ech011 tucnak zlutorohy 2 3 M M M M M
Ech024 2 2 M M M M M
Ech030 5 3 M M M M M
Emm5 3 4 3 M 2 2 M
Em2 tucnak nejmensi 3 2 M NT M M M
Em23 7 4 M NT M M M
Man27 3 3 M 2 M M M
Man47 tucnak zlutooky 2 2 M M M M M
Man55 3 2 M M M M M
PNNO8 tuchak brylovy 5 2+4 M M M M M
TGO04-061  EST ptaci mikrosatelity 4 M 6 M M M M
CAM-11 konzervované 3 2 5 5 2 M M
CAM-20 ptaci 5 3 M M M M M
CAM-24 mikrosatelity 4 6 5 M 2 2 2

Ve sloupcich tabulky je uveden nazev lokusu, jeho zdroj a pocet alel u jednotlivych
analyzovanych druht ptakd s poctem jedinct v zavorkach: Phorub - plamenak karibsky
(tato prace), Phoros - plamenak ruzovy (Klaclova, 2018), Podcri - (Janusova, 2017),
Mycleu - nesyt indomalajsky (Pechové, 2014), Pelphi - pelikan skvrnozoby (Sulékova,
2017) a Pelruf - pelikan africky (Adamkova, 2019). M - monomorfni lokus, NT -
netestovano.

Z tabulky €. 7 je patrné, Ze z charakterizovanych polymorfnich cross-species

mikrosatelitii z fadu tu¢naci a univerzalnich ptacich mikrosatelitd je nejuniverzalnéjSim

markrem konzervovany ptac¢i mikrosatelit CAM-24, ktery byl polymorfni u Sesti ze sedmi
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analyzovanych druht vodnich ptaki a jen u nesyta indomalajského byl tento mikrosatelit
monomorfni. U péti druhli byly polymorfni lokusy Emm5 od tu¢néka nejmensiho
a CAM-11 z konzervovanych ptacich mikrosateliti. Lokus Ech005 od tucnéaka
zlutorohého a Man27 od tu¢idka zlutookého vykazoval polymorfismus u 3 druht. Ostatni
mikrosatelity byly polymorfni pouze u plamendka karibského a jednoho dal§iho druhu
(Ech009, Ech011, Ech024 a Ech030 od tu¢naka zlutorohého, Em2 a Em23 od tuc¢naka
nejmensiho, Man47 a Man55 od tucndka zlutookého, PNNOS8 od tu¢iidka brylového,
TG04-061 z EST ptacich mikrosatelitt a CAM-20 z konzervovanych ptacich

mikrosateliti).

Pro plamendka karibského bylo v ramci Laboratofe populacni genetiky na Katedie
buné¢né biologie a genetiky provedeno testovani polymorfismu na DNA 6 nepiibuznych
jedinct celkem 776 part primert pro amplifikaci mikrosateliti (Drobek, 2008; Drobek,
2010; Matoskova, 2011; Burzakova, 2013; Strejckova, 2016; Zlochova, 2017; tato prace).
Celkem bylo testovano 168 part primera z fadt brodivi (Ciconiiformes - v tradi¢nim
pojeti), 146 part primera z fadu veslonozi (Pelecaniformes - v tradi¢nim pojeti), 7 para
primert od dlouhoktidlych, 7 part primeri od potaplic, 13 pari primerd od vrubozobych,
7 pard primerd od potapek, 47 part primert od plamenakd, 207 part primert od
trubkonosych, 1 par primera z fadu pévci, 113 part primert od tuénak, 36 part primert
pro amplifikaci EST ptacich mikrosateliti a 24 part primert pro konzervované ptaci
mikrosatelity. Relativni zastoupeni testovanych lokusu od jednotlivych fada (skupin)
ptaka je znazornéné v grafu ¢. 1. VétSina part primert pro amplifikaci mikrosatelitd
pochazela od druhd z kladu Aequorlitornithes (s vyjimkou 13 lokusti od vrubozobych
alod pévch) a dalsimi byly univerzalni ptac¢i mikrosatelity (EST pta¢i mikrosatelity

a konzervované ptac¢i mikrosatelity).
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Graf ¢. 1: VSechny pary primerii pro amplifikaci mikrosatelit testované béhem vice nez
10 let u plamenaka karibského v Laboratofi popula¢ni genetiky na Katedfe bunééné
biologie a genetiky PfF UPOL.

trubkonosi (207)

® brodivi (168)

m veslonozi (146)

® tucidci (113)

u plamenaci (47)
EST (36)

® konzervované (24)
vrubozobi (13)
dlouhoktidli (7)
potaplice (7)
potapky (7)
pevei (1)

Graf znazorniuje pocty vsech testovanych part primert pro amplifikaci mikrosatelitt
podle fadd (skupin), ze kterych pochézeji. Odstiny modré znazoriuji skupiny ptaki
fazenych do kladu Aequorlitornithes (Prum et al., 2015), odstiny $edé jsou vyvedeny
univerzalni ptaci mikrosatelity, oranzové jsou zndzornéni vrubozobi a svétle zelené pévci.

Ze zminénych 776 parG primerd pro amplifikaci mikrosatelitt bylo kompletné
charakterizovano na DNA 30 nepiibuznych jedincii 149 nezavislych polymorfnich lokust
(Drobek, 2010; Burzakova, 2013; Strejékova, 2018; tato prace). Primérné tedy byly pro
plamenaka karibského nalezeny a charakterizovany nezavislé polymorfni mikrosatelity
s pravdépodobnosti 19,2 %. Konkrétné se jednalo o 23 mikrosatelitd z fadu brodivi
(Ciconiiformes - v tradi¢nim pojeti), 17 lokust z fadu veslonozi (Pelecaniformes -
Vv tradi¢nim pojeti), 2 lokusy od dlouhok#idlych, 1 mikrosatelit z fadu potaplice, 15 lokust
z fadu tucnaci, 41 mikrosatelitti od plamenak, 43 lokusi od trubkonosych, 3 EST ptaci
mikrosatelity a 4 konzervované ptac¢i mikrosatelity. Relativni zastoupeni nezavislych

polymorfnich lokusi z jednotlivych fada (skupin) je zndzornéno v grafu €. 2.

Tato diplomova prace se zabyvala charakteristikou celkem 22 nezévislych
polymorfnich mikrosatelitti, coz je 14,8 % ze vSech 149 dosud charakterizovanych

nezavislych polymorfnich mikrosatelitii analyzovanych u plamenéka karibského.
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Graf ¢. 2: VSechny nezavislé polymorfni mikrosatelity charakterizované u plamenéaka
karibského v Laboratofi popula¢ni genetiky na Katedie bunécné biologie a genetiky PiF
UPOL.

trubkonosi (43)

u plamenaci (41)

® brodivi (23)
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® tucnaci (15)
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Graf znazorfiuje vSechny charakterizované nezavislé polymorfni mikrosatelity
v zavislosti na tadech (skupindch), ze kterych byly odvozeny. Barevné rozdéleni
jednotlivych skupin je stejné jako v grafu €. 1, odstiny modré znazoruji skupiny ptaka
fazenych do kladu Aequorlitornithes (Prum et al., 2015) a odstiny $edé¢ jsou vyvedeny
univerzalni pta¢i mikrosatelity.

Porovnanim hodnot uvedenych v grafu €. 1 a 2 1ze dospét k poznatku, ze u plamenéaka
karibského byla uspé&$nost amplifikace nezavislého polymorfniho lokusu z kladu
Aequorlitornithes 23,68 %, zatimco amplifikace polymorfniho univerzalniho ptac¢iho
mikrosatelitu probéhla s pravdépodobnosti 12,5 %. V ptipadé 13 part primert pro
amplifikaci lokust od vrubozobych a 1 paru primert od pévci nedoslo u plamenaka

karibského k amplifikaci zadného polymorfniho lokusu.

vvvvv

Konkrétngjsim rozborem vysledkli lze vyhodnotit, ze nejuspésnéji doslo
k amplifikaci nezavislych polymorfnich mikrosateliti z tadu plamenaci, kde bylo
charakterizovano 41 polymorfnich lokusi z celkovych 47 testovanych, coz je 87,23 %.
Druhou skupinou, ze které byla vysoka tispéSnost amplifikace nezavislého polymortniho
lokusu je tad dlouhoktidli, kde bylo celkem testovano ovSem pouze 7 parQ primert
a charakterizovany byly 2 nezéavislé polymorfni mikrosatelity, tedy 28,57 %. Tretim
fadem, ze kterého bylo charakterizovano vice nez 20 % nezavislych polymorfnich lokust,
byl fad trubkonosi, kde bylo celkem testovano 207 part primerd a z nich bylo
charakterizovano celkem 43 nezavislych polymorfnich lokust, coz je 20,77 %. V piipade
lokust od potaplic byla pravdépodobnost amplifikace polymorfniho lokusu 14,29 %, ale
zde bylo také testovano opét pouze 7 paru primert, ze kterych byl 1 lokus polymortni.
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Polymorfni mikrosatelity z fddu brodivi (v tradicnim pojeti) byly amplifikovany
suspésnosti 13,69 %, tedy 23 lokusi ze 168 testovanych. Od tucndkd bylo
charakterizovano 15 nezavislych polymorfnich mikrosatelitii ze 113 testovanych, coz je
13,27 %. V ramci kladu Aequorlitornithes byla nejnizsi uspéSnost (11,64 %) pfi
amplifikaci polymorfnich lokusii z fadu veslonozi (v tradi¢nim pojedi) kde bylo
charakterizovano pouze 17 lokust ze 148 testovanych. Od potapek nebyl amplifikovan
zadny polymorfni produkt, coz miize byt zplisobeno tim, ze z tohoto fadu bylo

v Laboratofi popula¢ni genetiky celkem testovano pouze 7 part primerd.

lokusy z konzervovanych ptacich mikrosatelitd, kde byly z celkovych 24 testovanych
lokusii charakterizovany 4 polymorfni mikrosatelity, tedy 16,67 %. Nizsi
pravdépodobnost amplifikace polymorfniho lokusu (pouze 8,33 %) byla u EST ptacich
mikrosatelitli, zde bylo testovano celkem 36 parti primerti a u plamenaka karibského byly

polymorfni pouze 3 lokusy.

Vzhledem k tomu, Ze byla u plamenaka karibského tak vysoka tispé$nost amplifikace
nezavislych polymorfnich mikrosatelitii odvozenych od druhti z kladu Aequorlitornithes,
navrhuji otestovat polymorfismus u dalSich mikrosatelitovych lokust z tohoto kladu,
které jesté testované nebyly. PfedevSim bych doporucila pouZit pary primerti pro
amplifikaci mikrosateliti odvozenych od plamenaki, které zatim testované nebyly
(Bauer, 2007; Zaccara et al., 2011; Frias-Soler et al., 2014). Dale by bylo vhodné
otestovat vice lokust z tadia dlouhoktidli (Kiipper et al., 2007; Farrell et al., 2012)
a potapky (Humple, 2009), jelikoz z téchto fadt bylo zatim testovano pouze po 7 lokusech
a konkrétn€ naptiklad v pfipadé mikrosatelitl od potapek lze ocekavat vyssi Cetnost
polymorfismu, protoze jsou potapky a plamenaci uz dlouhou dobu fazeni v systému ptakt
jako sesterské skupiny (Hackett et al., 2008; Yuri et al., 2013; Jarvis et al., 2014; Prum
etal., 2015; Reddy et al., 2017). Mohly by byt také otestovany dal$i lokusy z fadt tu¢naci
(Vianna et al., 2017), trubkonosi (Danckwerts et al., 2016; Booth Jones et al., 2017),
brodivi (Ciconiiformes - v tradi¢nim pojeti) (Turjeman et al., 2016; Wirtz et al., 2016),
veslonozi (Pelecaniformes - v tradi¢nim pojeti) (Rodrigues et al., 2017) a od kagu
chocholatého (Stoeckle et al., 2012).
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6 Zavér

V této diplomové praci jsem se zabyvala analyzou a charakteristikou vybranych
polymorfnich cross-species mikrosatelitii u plamenaka karibského (Phoenicopterus
ruber). Jednalo se o lokusy z fadu tu¢naci, EST pta¢i mikrosatelity a konzervované ptaci
mikrosatelity, které jsem analyzovala pomoci cross-species PCR amplifikace a nasledné

elektroforetické separace v 6% polyakrylamidovém gelu za denaturujicich podminek.

Podkladem pro tuto diplomovou praci byla pfedev§im bakalaiska prace Zlochové
(2017), ktera pro plamenaka karibského naSla ze 169 testovanych mikrosateliti 23
polymorfnich lokust a z téchto jsem 21 polymorfnich lokust vygenotypovala na DNA
30 neptibuznych jedinct plamenaka karibského. Dalsi polymorfni lokus (Emmb5) jsem
ziskala opakovanym testovanim 12 mikrosatelitl, které byly polymorfni u sesterského

druhu, plamenaka razového (Klaclova, 2018).

Celkem jsem tedy amplifikovala pro plamenaka karibského 22 nezavislych
polymorfnich cross-species mikrosatelitd, z nichZ je 15 lokusti odvozeno od druhti z fadu
tucnaci (6 lokusti od tu¢ndka zlutorohého, 3 lokusy od t. nejmensiho, 3 lokusy od
t. zZlutookého, 2 lokusy od t. brylového a 1 lokus od t. Humboldtova), 3 EST ptaci
mikrosatelity a 4 konzervované pta¢i mikrosatelity. U vSech 22 lokust jsem urcila
genotypy (nasla jsem 2-16 alel) a nasledné jsem mikrosatelity charakterizovala
v programu Cervus 3.0.6 a pomoci programu Genepop 4.2 jsem analyzovala, zda nejsou

nekteré lokusy ve vazbé.

Pro plamendka karibského je v soucasné dobé nalezeno a charakterizovano na DNA
30 nepiibuznych jedinct celkem 149 nezéavislych polymorfnich mikrosatelitl, z nichz je

141 cross-species a 8 de novo.
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7 Seznam pouzitych zkratek

A

C

CAM

DNA

EST

IUCN

LINEs

PCR

PIC

SINEs

SSRs

STRs

Ta

TG

ts

VNTRSs

adenin
cytozin

conserved avian microsatellite (konzervovany pta¢i mikrosatelit - ptivod

nazvu mikrosatelitu)

deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)
expressed sequence tag (exprimovany sekvenéni tsek)
guanin

International Union for Conservation of Nature (Mezinarodni svaz

ochrany pfirody)

long interspersed nuclear elements (dlouhé rozptylené jaderné repetice)
libovolny nukleotid (A, C, G nebo T)

polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
polymorphic information content (polymorfni informacni obsah)

short interspersed nuclear elements (kratké rozptylené jaderné repetice)

simple sequence repeats (opakovani jednoduchych sekvenci / jednoduché

opakujici se sekvence)

short tandem repeats (kratka tandemova opakovani)
thymin

teplota annealingu

Taeniopygia a Gallus (ptivod nazvu mikrosatelitu)

délka elektroforetické separace produkti PCR amplifikace v 6%

polyakrylamidovém gelu za denaturujicich podminek

variable number tandem repeats (variabilni pocet tandemovych

opakovani)
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9 Ptilohy

Piiloha ¢. 1: Vystup z programu Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007) pro 22 polymorfnich mikrosatelitt charakterizovanych na DNA 30
nepiibuznych jedincii plamenaka karibského. Ve sloupcich tabulky je uveden nézev lokusu, pocet alel (k), pocet genotypovanych jedinct (N),
pozorovana heterozygotnost (HObs), oéekavana heterozygotnost (HExp), obsah polymorfni informace (PIC), pravdépodobnost chybného ptifazeni
prvniho rodice v ptipad¢€, ze neni znamy ani jeden z rodi¢u (NE-1P), pravdépodobnost chybného ptifazeni druhého rodice v piipadé, Ze je znamy
prvni rodi¢ (NE-2P), pravdépodobnost chybného piitazeni celého rodicovského paru (NE-PP), pravdépodobnost, ze by se nasli dva jedinci
s identickou alelovou konstituci pro piislusny lokus (NE-I) a pravdépodobnost, ze by dva sourozenci méli identickou alelovou konstituci pro
ptislusny lokus (NE-SI), soulad s Hardy-Weinbergovou rovnovahou (HW) (NS - v souladu, ND - nelze hodnotit) a odhadovana frekvence nulovych
alel (F(Null)).

Locus k N HObs HExp PIC NE-1P NE-2P NE-PP NE-I NE-ST HW F (Null)
Ech005 8 30 0.800 0.759 0.719 0.635 0.451 0.252 0.092 0.400 NS -0.0592
Ech009 2 30 0.367 0.494 0.368 0.882 0.816 0.723 0.382 0.603 NS 0.1401
EchO011 2 30 0.333 0.364 0.294 0.936 0.853 0.768 0.476 0.690 NS 0.0354
Ech024 2 27 0.148 0.352 0.286 0.940 0.857 0.773 0.488 0.699 NS 0.3999
Ech030 5 30 0.767 0.713 0.649 0.721 0.551 0.375 0.141 0.435 NS -0.0425

Ech039 16 30 0.800 0.927 0.904 0.304 0.179 0.052 0.015 0.298 ND 0.0639

Emm5 3 30 0.433 0.579 0.505 0.838 0.696 0.546 0.250 0.528 NS 0.1383
Em2 3 30 0.367 0.315 0.278 0.952 0.851 0.748 0.508 0.722 NS -0.0956
Em23 7 30 0.733 0.703 0.653 0.712 0.532 0.338 0.134 0.438 NS -0.0245
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Locus N HObs HExp PIC NE-1P NE-2P NE-PP NE-I NE-SI HW F(Null)
Man27 30 0.467 0.468 .410 0.894 0.763 0.624 0.341 0.605 NS 0.0066
Man47 30 0.500 0.494 .368 0.882 0.816 0.723 0.382 0.603 NS -0.0141
Man55 30 0.667 0.518 .396 0.870 0.793 0.688 0.355 0.584 NS -0.1337
B3-2 30 0.567 0.786 .737 0.624 0.445 0.264 0.088 0.385 NS 0.1543
PNNO8 30 0.700 0.713 . 647 0.722 0.554 0.379 0.144 0.435 NS 0.0075
Sh2Cazl 30 0.133 0.183 .164 0.984 0.918 0.856 0.689 0.832 ND 0.1488
TG03-002 30 0.300 0.259 .222 0.967 0.889 0.814 0.588 0.769 ND -0.0778
TG04-061 30 0.367 0.349 .321 0.939 0.815 0.685 0.454 0.692 NS -0.0252
TG22-001 30 0.133 0.127 117 0.992 0.942 0.893 0.774 0.881 ND -0.0258
CAM-06 30 0.433 0.499 .450 0.873 0.723 0.562 0.300 0.580 NS 0.0713
CAM-11 30 0.167 0.267 .241 0.965 0.871 0.776 0.565 0.760 ND 0.2147
CAM-20 30 0.467 0.579 .530 0.821 0.654 0.473 0.225 0.522 NS 0.1274
CAM-24 30 0.733 0.715 . 647 0.726 0.559 0.388 0.144 0.434 NS -0.0326

57



Number of individuals:

Number of loci:

Mean number of alleles per locus:
Mean proportion of loci typed:
Mean expected heterozygosity:

Mean polymorphic information content (PIC):

Combined non-exclusion probability (first parent):

Combined non-exclusion probability (second parent):

Combined non-exclusion probability (parent pair):

Combined non-exclusion probability (identity):

Combined non-exclusion probability (sib identity):

30
22

.182

0.9955

o B O O O o o

.5074
.4502
.00844553
.00014659
.00000031
.307E-0013
.00000350
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