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Souhrn

Mikrosatelity jsou vysoce polymorfni tseky DNA, které jsou tvoieny
tandemovymi repeticemi s délkou motivu 1-6 part bazi. Diky svému polymorfizmu se
jich vyuziva jako genetickych markeru v Siroké Skale praktickych aplikaci i vyzkumu od
uréovani paternitnich vztahil, ptes vytvafeni genetickych map az po studium celych
populaci a jejich vzajemnych interakci.

Predkladana  prace  feSi  problematiku  cross-species  amplifikace
mikrosatelitovych lokusti u plamenakia. Cilem prace bylo nalézt nove polymorfni
mikrosatelitové lokusy u plamenaka razového (Phoenicopterus roseus) a plamenaka
karibskeho (P. ruber), které by byly vhodné jako markery nejenom k ur¢eni paternity.
Pro detekci polymorfizmu byla pouzita polymerazova fetézova reakce Cross-species
primeri piibuznych druhti z fadu Ciconiiformes, Pelecaniformes, Podicipediformes,
Gaviiformes a Anseriformes. Dale pak z tadu Charadriiformes a Sphenisciformes.
Kseparaci PCR produkti byla pouzita polyakrylamidovd elektroforéza za
denaturujicich podminek.

Celkovy pocet 284 mikrosatelita odvozenych od 26 zdrojovych druhu byl
testovan na 6 jedincich od kazdého druhu plamenaka. Polymorfni lokusy byly nasledné
genotypizovany na 22 jedincich plamendka rizového a 30 jedincich plamendka
karibskeho. Pro plamenidka rizového bylo nalezeno 29 polymorfnich lokust. Pro
plamenaka karibského bylo nalezeno 33 polymorfnich lokust. Vétsina z objevenych
mikrosatelitti byla pro oba druhy spole¢na. Tyto polymorfni lokusy Ize pouZit k testim

paternity a jinym hodnocenim ptibuzenskych vztahii u téchto ptakd.



Summary

Microsatellites are highly polymorphic stretches of DNA which are made of
tandem repeats 1-6 base pair long. Due to its polymorphism, microsatellites are used as
a genetic markers in broad range of practical applications and in research: From
paternity determination and genetic mapping to population studies.

This diploma thesis solves problems of microsatellite cross-species amplification
in flamingos. The goal of this work was to find a new polymorphic loci in Greater
flamingo (Phoenicopterus roseus) and Caribbean flamingo (P. ruber) which would be
suitable not only for paternity determination. Cross-species primers from related species
(Ciconiiformes, Pelecaniformes, Podicipediformes, Gaviiformes, Anseriformes,
Charadriiformes and Sphenisciformes) were used to find polymorphic loci using
polymerase chain reaction. Denaturing polyacrylamide gel electrophoresis was used for
separation of polymerase chain reaction products.

Total number of 284 microsatellites derived from 26 source species were tested
on 6 individuals for each flamingo species. Polymorphic loci were then genotyped in 22
individuals of Greater flamingo and 30 individuals of Caribbean flamingo. In Greater
flamingo were found 29 polymorphic loci. In Caribbean flamingo were found 33
polymorphic loci. Majority of discovered microsatellites were common for both species.
These polymorphic microsatellites can be used in paternity determination and other tests

of relativeness.
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1. Uvod

Moderni metody molekularni ekologie jsou v soucasné dobé ze znacné Casti
zalozeny na analyze mikrosatelitd. Pro sviij obecné vysoky polymorfizmus a Cetny
vyskyt v eukaryotickych genomech jsou v3ak mikrosatelity pouzivany nejenom v této
oblasti. Jako vysoce cenéné genetické markery, nachazeji své uplatnéni téméf ve vSech
odvétvich genetického vyzkumu, kde se pouZziva technik molekularni biologie. Jednou
z moznych aplikaci je ur¢ovani rodi¢ovskych, vétSinou pak paternitnich (otcovskych)
vztahti. Mikrosatelitové analyzy Se za timto ti¢elem vyuziva u mnoha druhti zvitat az po
¢lovéka.

V této diplomové praci feSim problematiku hledani a vyuziti cross-species
mikrosatelitti pro determinaci paternity u plamenaka. Navazuji tim na svou bakalatskou
praci, ve které jsem prezentoval uspéSnost cross-species amplifikace a nalezeni 7
polymorfnich lokusti u plamendka rtzového a 10 u plamendka karibského. V dobé¢
vypracovani bakalaiské prace nebyly z publikaci znamy zadné pivodni ani cross-
species mikrosatelity pro plamenaky. V soucasné dobé jsou znamy 3 prace zabyvajici se
de novo izolovanymi mikrosatelity pro plamenaky. Tyto vysledky nebyly zatim
publikovany.

JelikoZz se cross-species amplifikace ukézala jako efektivni cesta k ziskani
novych mikrosatelitii u plamenak, vyrazné jsem v této praci rozsifil sadu testovanych
primerd. K 70 mikrosatelitim odvozenych od 7 druhi, které jsem testoval v mé
bakalarské praci jsem piidal dalSich 214 mikrosateliti odvozenych od 19 druhd.
U v8ech objevenych polymorfnich lokusi bude provedena genotypizace na v&tSim
poctu nepiibuznych jedinct. VétSina z celkovych 26 testovanych zdrojovych druhi

ptakt patii do fadu brodivych a veslonohych.



. Cile

. Vypracovani literarni reSerSe na téma cross-species amplifikace mikrosatelitd, jejich

evolu¢ni dynamiky a vyuziti pti fylogenetickych studiich u ptak.

Otestovani dostupné sady cross-species primerti od piibuznych druht ptaka z fadu
Ciconiiformes, Pelecaniformes, Podicipediformes a Gaviiformes. Vybérové pak
iztada jako jsou Anseriformes, Charadriiformes a Sphenisciformes. Zjistit
amplifikaci polymorfnich lokusti u plamenaka rtzového (Phoenicopterus roseus)

a plamenaka karibského (P. ruber).

U polymorfnich lokust provést jejich otestovani na 22 nepiibuznych jedincich
plamenaka rizového a 30 jedincich plameniaka karibského. Zjistit populacni
charakteristiku jednotlivych mikrosateliti a jejich vypovédni hodnotu pro testy

paternity.

. Vypracovani diplomové préce.



3. Literarni prehled

3.1.Cross-species amplifikace mikrosatelita

Pied vice nez dvéma desetiletimi se mikrosatelity staly novymi genetickymi
markery a postupem c¢asu nabyly zna¢né oblibenosti (Weber & May, 1989). Diky
svému vysokému polymorfizmu a snadnému hodnoceni zaloZzeném na polymerazové
fetézové reakci (Polymerase chain reaction — PCR), pomalu nahradily pouZivani
takovych genetickych markert jakymi jsou RFLP, RAPD apod. (Bowcock et al., 1994;
Jame & Lagoda, 1996). Rychlost, se kterou mikrosatelity nahradily ostatni markery
vSak nebyla tak vysoka, jak by se dalo o¢ekavat.

Hlavnim problémem SirSiho pouZivani mikrosatelitd je jejich vysoka druhova
specifita, kterd znemoznuje jejich univerzalni pouziti. Izolace novych mikrosatelitovych
lokust je nejen Casove, ale hlavné finan¢né naro¢na, coz se také stalo divodem jejich
relativné pomalého nastupu. S pfibyvajicim poctem zndmych mikrosateliti se vSak
zjistila jejich uréita mira isp&$ného pouziti i u jinych druhd, vétsinou vSak v ramci rodu
nebo Uzké fylogeneticke linie (Moore et al., 1991). S rostoucim po¢tem znamych lokust
jiz bylo mozné provadét rozsahlejsi komparativni studie (Primmer et al., 1996), které
odhalily z&kladni moznosti a omezeni tohoto cross-species pfenosu mikrosatelitl, jak
byl pojmenovan.

Ze vsech vétsich studii, které byly na toto téma provedeny, vyplyva jako hlavni
ukazatel UspéSnosti cross-species amplifikace geneticka pFibuznost, respektive
genetickd vzdalenost testovaneho druhu od zdrojového druhu kde byl mikrosatelitovy
lokus izolovan (Primmer et al., 1996; Primmer et al., 2005). Tato geneticka vzdalenost,
ktera je Casto oznaCovana jako fylogenetickd vzdalenost, vSak nesmi byt ztotoziiovana
se systematickou pfibuznosti zaloZzenou na taxonomickém tfidéni organismi. Tyto
systémy mnohdy neodrazeji skutecnou fylogenetickou historii danych skupin druht
(Tuinen et al., 2001). Geneticka vzdalenost mize byt hodnocena na zakladé DNA-DNA
hybridizace, porovnani evolu¢né konzervativhich sekvenci cytochromu b, popf.
porovnanim dostupnych sekvenci jinych konzervativnich gent.

Rozsahly vyzkum cross-species amplifikace u ptaka (Primmer et al., 1996)
vychazejici z fylogenetickych vztaht zalozenych na DNA-DNA hybridizaci (Sibley
& Ahlquist, 1990) vedl k pfibliznému piifazeni procentického uspéchu

amplifikace / polymorfizmu k fylogenetické vzdalenosti uréitych skupin ptaku.
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Naptiklad pro pévce byla stanovena evolu¢ni vzdalenost 11 miliont let pro zachovani
50% polymorfizmu z testované sady mikrosatelitt. Data ziskana z DNA hybridizace
jsou pro jednotlivé skupiny organizmu relativni a pro pievod do absolutnich hodnot
evoluéni vzdalenosti v milionech let se musi pouzit vzdy jiny koeficient zaloZeny
pievazné na veku, kdy se druh za¢ind rozmnozovat. Diky nejednotnému pievodu hodnot
do absolutni fylogenetické vzdalenosti a jinému zpasobu testovani mikrosateliti (maly
soubor lokusti testovany na velkém poétu druhti a obracené) dochazi sice k potvrzeni
negativni korelace fylogenetické vzdalenosti / Gspésnosti amplifikace, ale se znaéné
rozdilnymi hodnotami evolu¢ni vzdalenosti. Rekonstrukce fylogeneze na zédkladé DNA
hybridizace pro ucely testovani cross-species mikrosatelith ma tak sva omezeni, jak
faktickd, tak i prakticka a v dnesni dob¢ se jiz béZné nepouziva (Sheldon et al., 1999).

Pii pozd&jsi cross-species studii na ptécich, byla fylogeneze zaloZena na
porovnani sekvenci cytochromu b (Primmer et al., 2005). Takto stanovena relativni
fylogeneticka vzdalenost opét potvrdila jiz znamy fakt negativni korelace fylogeneticke
vzdalenosti a ispésnost amplifikace mikrosatelitd.

Problém pii vybéru mikrosatelitl pro cross-species testovani vSak nastava,
pokud neni moznost zjisténi fylogenetické piibuznosti testovaného druhu ke skupinam
piipadnych zdrojovych druhli. Soucasné taxonomické tiidéni sice jiz znacnou mérou
vychazi ze zjisténych fylogenetickych poméru, ale velka cast systému je stéle
fylogeneticky nedokonald. Ilustruje to zjiSténi pii testovani mikrosatelitd, kdy
u ¢lenoven v ramcei rodt i mezi rody neni dosahovano zdaleka tak uspé$né amplifikace
a polymorfizmu jako u ostatnich skupin bezobratlych a obratlovcu (Barbara et al.,
2007). Jinym piikladem muize byt znacné rozdilnd klasifikace ptakli zaloZend na
anatomickych versus molekularnich znacich (Hedges & Sibley, 1994; Tuinen et al.,
2001).

S pribyvajicim poétem sekvenci v databazich ziskanych sekvencovanim celkove
MRNA byl zjistény vyskyt mikrosateliti (Ruyter-Spira et al., 1998). U takto ziskanych
lokust (ze sekvenci EST — expressed sequence tag) se prokazala vétSi mira Gispésné
piitomnosti v kddujicich oblastech genomu, které nepodléhaji tak rychlym mutacim
jako nekddujici oblasti. Jejich cross-species pouziti na vzdalengjsi druhy se vsak také
ukéazalo jako omezené. Diky své konzervovanosti vykazuji tyto mikrosatelity navic
v priméru nizs§i polymorfizmus v porovnéni s ostatnimi lokusy. Nova metoda

odvozovani EST-mikrosateliti vSak odstranila problém jejich SirSiho cross-species
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vyuziti (Dawson et al., 2010). Za pouziti bioinformatickych nastroji se vyhledaji v EST
databézich takové polymorfni mikrosatelity, které jsou spoleéné pro fylogeneticky
vzdalené druhy. Takto selektovane lokusy se pak svysokou tspé$nosti amplifikuji
uspéSné otestovan na ptacich, ktefi jsou znami svym velmi nizkym vyskytem
mikrosateliti v genomu. S téméf exponencialnim nartistem EST sekvenci a stale nizsimi
cenami na jejich ziskdni se tato metoda mulze brzy stat jednim ze standardii pro
objevovani a vybér ,,univerzalnich* cross-species mikrosatelitt.

Mezi dal$i podminky, které ovlivituji uspéSnost amplifikace a zachovani
polymorfizmu, patii pocet repetic daného lokusu. Cim vétsi pocet repetic, tim veétsi
pravdépodobnost zachovani polymorfizmu u zkoumaného druhu. Naopak typ repetice
(di-, tri-, tetranukleotidova) nebo jejich sloZeni (jednoduchd, sloZzend) nema na cross-
species amplifikaci vyrazny vliv. Mezi dal$i podminky, které maji vliv, patii
rozmnozovaci systém a generaéni ¢as daného druhu. Cim delsi je &as nutny pro
pohlavni rozmnoZeni, tim vé&étsi je pravdépodobnost zachovani amplifikace /
polymorfizmu urcitého lokusu u piibuzného druhu. Tyto podminky zapficinuji
pomalejsi hromadéni mutaci a tak vétsi konzervativnost mikrosateliti (Primmer et al.,
2005).

Po vybéru mikrosateliti pro Cross-species testovani se vSeobecné pouziva
snizeni annealing teploty (T.) béhem PCR reakce. Tento krok vyrazné zvySuje
uspésnost amplifikace pomoci Cross-species primert. Snizeni teploty vSak piinasi
nebezpeci amplifikace paralognich lokust, které mohly béhem evoluce vzniknout
duplikaci nebo jinym muta¢nim procesem (Barbara et al., 2007). Béhem PCR reakce
tak mohou vzniknout polymorfni produkty, které vSak obsahuji jiny typ repetice. Pouze
sekvenaci cross-species PCR produktu a jeho srovnanim s ptavodni sekvenci lokusu
zdrojového druhu lze potvrdit pravou homologii.

Kazdy zjistény polymorfni cross-species mikrosatelit tak v dusledku usetii pfi
vyzkumu nejen Cas a znacné finanéni prostfedky, ale nasledné také napomulze pii

rekonstrukci fylogeneze dané skupiny.

3.2. Evoluce mikrosateliti

Mutaéni dynamikou a evoluci mikrosateliti se jiz zabyvalo mnoho studii

(Schlotterer, 2000; Neff & Gross, 2001) a bylo popsano n¢kolik muta¢nich modeld
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(SMM, 1AM, KAM, TPM) snazicich se vysvétlit generovani novych alel (Kimura &
Crow, 1964; Crow & Kimura, 1970; Kimura & Ohta, 1978; di Rienzo et al., 1994).
Objevené¢ muta¢ni mechanismy popisovaly jak prodluzovani, tak zkracovani délky
mikrosatelitli, jiné se zase snazily vysvétlit samotny vznik a distribuci mikrosatelitti
napii¢ celym genomem cukaryotickych organismt (Messier et al., 1996). Dlouho vSak
nikdo nepfiSel sucelenou a komplexni teorii evoluce mikrosateliti podepienou
funkénim matematickym modelem, ktery by ji podporoval (Buschiazzo & Gemmell,
2006). Jako prvni pfisel s takzvanym "Zivotnim cyklem" mikrosateliti Amos (1999) a
toto navrhované schéma bylo brzy doplnéno popisem zaniku mikrosatelitovych lokust
(Taylor et al., 1999) a jejich piipadnym opétovnym vznikem (Chambers & MacAvoy,
2000).

Nové mikrosatelitove lokusy mohou vzniknout v unikatnich sekvencich genomu
takzvan¢ de novo (Messier et al., 1996) nebo jejich pfenesenim do budouciho mista
vzniku jiz ve své prvotni formé pomoci mobilnich elementti (Wilder & Hollocher,
2001). Za zékladni mechanismus de novo vzniku mikrosatelitd se diive povaZoval
mutacni proces substituce bazi, ktery vede k vytvoreni proto-mikrosatelitu o dvou
repeticich. Pro dalsi expanzi poctu repetic téchto proto-mikrosateliti byla postulovana
minimalni délka alesponn 8 bp, kde samotny puvodni pocet repetic nehraje hlavni roli.
V takovémto stavu jiz mohou byt proto-mikrosatelity nachylné ke svému rozsifovani
pomoci DNA slippage (Rose & Falush, 1998). DalSim objevenym muta¢nim
mechanismem vedoucim ke vzniku proto-mikrosateliti je inzerce 2-4 bp dlouhych
sekvenci. Tyto inzertované Useky ve vétsiné piipada kopiruji piilehlé baze a timto
zdvojenim vznika proto-mikrosatelit se 4-5 repeticemi, ktery bez dal§ich mutaci mize
podléhat DNA slippage (Zhu et al., 2000). V piipad¢é proto-mikrosatelitd vzniklych
substituci by v3ak bylo zapotiebi dalsich mutaci, které by vedly k dosazeni jiz zminéné
poZadované minimalni délky 8 bp pro DNA slippage. Takovéto mutace by musely byt
navic Casté, aby bylo dosazeno takové distribuce proto-mikrosatelitli v genomech, jaké
byly skute¢né zjistény. Ve skuteCnosti se vSak zadné dalSi mutace nemusi podilet na
roz§ifovani a expanze proto-mikrosatelitii je v téchto pfipadech zajisténa vzacnym, ale
na délce nezavislym DNA slippage (Pupko & Graur, 1999).

Po tomto vzniku mikrosatelitl zajistuje dal$i generovani repetic relativné
vysoky mutaéni pomér aviak se Sirokym rozp&tim 107 aZ 10 mutaci na lokus za
generaci (Buschiazzo & Gemmell, 2006). Rychlost mutovani mikrosatelitu je rozdilna

druhov¢, individualng, lokusové a dokonce i alelové v ramci jednoho lokusu coz
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zpusobuje vySe uvedenou variabilitu rychlosti. Pti fylogenetickych studiich pak mize
tato riznorodost zplisobovat obtize s pfifazenim mutacni rychlosti k absolutni ¢asové
ose (McDonald & Potts, 1997; Petren et al., 1999). Sledovani muta¢ni dynamiky navic
stéZuje i zjistény fakt, Ze zavislost rychlosti mutaci na délce lokusu, resp. poctu repetic,
ma spiSe exponencialni nez linearni vztah (Lai & Sun, 2003). I pfes slozity a rychly
vyvoj a navzdory predikci n€kolika moznych mutacnich procest ovliviiyjicich rist,
patii jednoduchy DNA slippage pii replikaci mikrosatelitd k naprosto dominantnim
procesum generujicim tuto dynamiku (Klintschar et al., 2004). Rast délky lokust by tak
teoreticky mohl dosahovat nekontrolovatelnych rozmért, ale v mutaénich procesech
jsou i mechanismy, které tento nekontrolovany rist zastavuji.

Koneéného limitu expanze dosahuji mikrosatelity pii dosazeni urcité délky, kdy
se v repeticich za¢inaji hromadit bodové mutace a dochazi tak k preruSeni linie repetic
(Kruglyak et al., 1998). Samotny vznik nukleotidovych interupci je ale nedostate¢ny
pro udrzeni délkového omezeni lokust, jelikoz mohou byt opét odstranény pomoci
DNA slippage (Harr et al., 2000). Je to pravé DNA slippage, ktery zajistoval rust
a ktery nyni vede ke zkracovani, protoZe linearni aZ exponencialni vztah vedouci
k prodluzovani kratkych mikrosatelitti funguje exponencialné i v opa¢ném sméru a silné
pusobi proti lokusim obsahujicim velky pocet repetic (Xu et al., 2000). Tak muze
probihat zkracovani poétu repetic az na troven, kdy jsou nachylnéjsi k opétovnému
prodluZovéni. Ve vysledku jsou tak oba muta¢ni sméry v rovnovaze a udrzuji velikost
mikrosatelitu v kompromisni velikosti. Vznik novych mutaci naruSujicich repetice
piesto stale probiha a ma na mutacni dynamiku stale vétsi konzervativni vliv.
V disledku toho se muze mikrosatelit zménit v naprosto monomorfni nebo déle
degenerovat az do podoby jen nékolika kryptickych repetic. Tento stav mize byt udrzen
po dlouhou dobu coz muze demonstrovat cross-species amplifikace monomorfnich
lokust blizkych taxonu (Taylor et al., 1999). Po Uplném rozpadu repetic, které by
pfipominaly pivodni mikrosatelit, dochazi k jeho zdniku. Z téchto zbytkt je teoreticky
mozny sekundarni vznik a opétovna expanze, ¢imz by doslo k uzavieni evoluc¢niho
kolob¢hu vzniku a zaniku mikrosatelitu. K dokéazani tohoto Zivotniho cyklu ale bude
zapotiebi dikladna komparativni analyza celogenomovych databazi Sirokého spektra

druhd, aby byl tento d&j prikazné dokazan (Buschiazzo & Gemmell, 2006).
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3.3. Mikrosatelity ve fylogenezi

Pro cross-species testovani mikrosateliti se vybiraji druhy fylogeneticky
ptibuzné, kdy je fylogeneze zalozena na molekularnich nebo morfologickych znacich,
jak jiz bylo uvedeno vySe. AvSak i samotné mikrosatelity mohou byt pouzity pro
sestrojeni fylogenetického stromu, at’ jiz v ramci druhu mezi jednotlivymi populacemi
nebo mezi ptibuznymi druhy (Bowcock et al., 1994; Taylor et al., 1999). Odvozovani
fylogenetickych piibuznosti z mikrosatelitovych sekvenci ale neni zdaleka tak
spolehlivé, jako z jinych konzervativnich sekvenci, napt. cytochromu b (Primmer et al.,
2005). Tato relativni nespolehlivost je dana vyssi rychlosti jakou mikrosatelity podléhaji
mutacim. Pti rekonstrukci fylogeneze blizce piibuznych druhd, naptiklad v ramci rodu,
se vS8ak ukazaly jako velice uzitecné a s vysokou vypovidaci hodnotou pii pouziti
dostatecného poctu lokusu (Zhu et al., 2000).

Po svem néastupu se mikrosatelity ukazaly jako téméf nepostradatelné pii
vnitrodruhovych studiich. O to vétsi bylo pfekvapeni, kdyZ se zacalo s jejich vyuzitim
pii rekonstrukci fylogenetického vyvoje ptibuznych druht, kdy nebylo mozné ziskat
prikazna ¢i vibec pouzitelnd data. Tento problém byl zptisoben jejich pouzitim ve
standardnich algoritmech produkujicich fylogenetickou topologii, bez zahrnuti
ptirozené dynamiky mikrosatelitovych sekvenci, kterd je zna¢né rozdilné od ostatnich
sekvenci v genomu eukaryot. Mezi hlavni body, na které se musi pfi analyzach
pamatovat, tedy patii rychlé a pfitom silné nepravidelné mutace a omezeni repetic
vyrazn¢ diverzifikovat do délky (Goldstein & Pollock, 1997). Pokud se vSak
Vv evoluénim kontextu zohledni jedine¢né biologické vlastnosti hypervariabilnich
mikrosatelitli, je mozné dosdhnout konsenzualniho a vérohodného fylogenetického
stromu. Jedine¢né vlastnosti mikrosateliti se mohou zohlednit naptiklad vytvorenim
algoritmu tzv. na miru (Shriver et al., 1995) nebo za¢lenénim muta¢nich modelu
zohlednujicich jejich evolu¢ni dynamiku (napiiklad Infinite Allele Model nebo Stepwise
Mutation Model) do bézn¢ uzivanych algoritmi (Takezaki & Nei, 1996).

Aby byla jakakoliv fylogeneticka analyza viibec mozna, je nutno nejdtive ziskat
potiebnou sadu polymorfnich mikrosateliti pro druh, ktery povaZujeme za nejvice
ancestralni pro danou skupinu druhtd. Z téchto mikrosatelitii pak nejlépe pomoci cross-
species amplifikace u predpokladanych odvozenych druhii vybrat ty, které si svij
polymorfizmus zachovavaji a pouzit je pro vlastni studii (Chambers & MacAvoy,

2000). Pro ziskani co nejlepSich dat vSak nelze pouzit jakekoliv polymorfni
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mikrosatelity. Pokud fylogeneticka analyza piekracuje hranici poddruht, je mnohem
vhodnéjsi vybirat lokusy s nizsi alelickou diverzitou, coZ je paradoxni ve srovnani
s vnitrodruhovymi studiemi, kdy je naopak Zadouci co nejvyssi pocet alel (Goldstein &
Pollock, 1997).

Pickonanim prvotnich obtizi a vynaloZzenim usili na zdokonaleni metod analyz
se nakonec ukézala pozitiva pouziti mikrosatelitd v uritych oblastech studia
fylogeneze. Pomoci nich lze odvodit fylogenezi i u natolik piibuznych druhu, kde jiZ
jiné molekularni postupy selhavaji. Navic u nich lze s vétsi spolehlivosti pouzit metodu
tzv. absolutniho genetického datovani (Goldstein et al., 1995), kdy lze v analyze pouZit
miru diferenciace mikrosateliti, tedy muta¢ni rychlost jednotlivych lokust zjisténou
z rodokment, piipadné experimentalné. Takto zjisténa rychlost a direkcionalita mutaci
vede k mnohem pfesnéjsimu historickému datovani nez kalibrovani a nasledna korelace
molekularnich analyz s paleontologickymi nalezy. Dalsi vyhodou je rovnomérny vyskyt
mikrosatelitii napfi¢ genomem poskytujici ucelenéjSi obraz o zménach beéhem
fylogeneze, nez srovndvani jedné nebo nékolika genovych sekvenci urcité genomové
oblasti. Pro vSechny vyse uvedené klady je potieba mit na paméti, ze plati pouze pro
studium blizce pfibuznych druht a Ze pro plné vyuzZiti téchto vyhod je nezbytny peclivy
vybér jednotlivych lokust pouzitych v analyze (Goldstein & Pollock, 1997).

3.4. Analyza rodicovstvi

Objasiiovani rodi¢ovskych vztahli v populacich pohlavné se rozmnozujicich
organismu patii k zakladnim vyzkumnym piistupim v molekularni ekologii. Podrobné
rodicovské analyzy mohou zjistit genetickou diverzitu dané populace (Evans &
Sheldon, 2008), odhalit skute¢né rozmnozovaci navyky (Lindstedt et al., 2007),
u ohrozenych druhi pomoci S ochranafskymi opatfenimi a u druhl drzenych v zajeti
poskytnout nenahraditelné informace k sprdvnému sestaveni rozmnoZovaciho programu
nepiibuznych jedincu (Haig, 1998). 1 pies své Siroké pouziti je analyza rodiovstvi
pomérné mladou metodou genetické analyzy. VéEérohodné testy rodiovstvi sice jiz
umoznila metoda DNA fingerprinting, kterd byla zdhy po svém vzniku vyuZita ke
studiu ptaka (Burke & Bruford, 1987), avSak skute¢ného rozkvétu se analyza
rodiCovstvi dockala az s objevem mikrosatelitta (Tautz, 1989). Mikrosatelitové markery

se ukazaly jako vysoce polymorfni, kodominantni a hlavné jednoduse detekovatelné
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a hodnotitelné (Avise, 2004), proto jsou z dostupnych markeri naprosto perfektni
volbou pro analyzu rodicovstvi.

Pristupy, které se v analyze rodiCovstvi uplatiuji lze rozdelit celkem do
6 kategorii. Popis prvnich 4 metod shrnuli jiz dtive ve své praci Jones & Ardren (2003),
jsou to Exclusion (Chakraborty et al.,, 1974), Categorical allocation (Meagher
& Thompson, 1986), Fractional allocation (Devlin et al.,, 1988) a Parental
reconstruction (Jones, 2001). S rozvojem pocitacovych statistickych analyz pfibyly
dalsi dv¢, Sibship reconstruction (Thomas & Hill, 2002) a Full probability parentage
analysis (Hadfield et al., 2006).

3.4.1. Exclusion

Princip tohoto pfistupu, ktery je stejné jako ostatni metody zaloZzen na
Mendelistické dédicnosti sledovanych znakti (mikrosatelitti), je velmi jednoduchy.
Vychazi ze zakonitosti, ze potomek a rodi¢ musi sdilet jednu stejnou alelu daného
lokusu. Pokud potomek nesdili s potencialnim rodi¢em ani jednu alelu sledovaného
lokusu, mtize byt tento rodi¢ vyloucen jako biologicky (Chakraborty et al., 1974). Takto
jednoduché hodnoceni v8ak ma i svad Uskali. K Spatnému hodnoceni a zamitnuti
biologického rodice muze vést mutace v zarodecné linii, kterd da vznik nové alele
u potomka. DalSi mozZnosti je, Ze je rodi¢ heterozygot pro nulovou alelu, kterou
potomek ziskal (Pemberton et al., 1995). Tyto mutace nejsou piili§ Casté, ale pfi
rodi¢ovskych analyzach je tfeba na né brat zietel. Z divodu moznych mutaci a pro
dostate¢nou prikaznost testovani se proto sleduje hned nékolik lokust a pro vylouceni
rodiCovstvi je zapotiebi neshody minimalné ve dvou lokusech. Jinym moZnym
omezenim této metody je obtizné hodnoceni vétsiho poctu potomkli a moznych rodici,
u takovéto komplikovanéjsi problematiky jiz nastupuji sofistikovangj$i pristupy.

| pfesto patii tato metoda k zakladim v analyze rodi¢ovstvi (Jones et al., 2009).

3.4.2. Categorical allocation

V pftipad¢ rozsahlejsiho poétu testovanych jedinct, kdy pouziti vySe uvedeného
pristupu nevede k jednoznacnému vybéru rodi¢e (rodicli), nastupuje tato metoda.
JelikoZ se pti rodicovskych analyzach populaci pracuje s velkym poctem jedinci, patii
categorical allocation k tomu nejpouzivanégjsimu zpusobu odhalovani ptibuzenskych
vazeb. Tato metoda stavi na piedpokladu, ze rizné rodicovské genotypy maji riznou

pravdépodobnost pienosu na potomka (Meagher & Thompson, 1986). Pokud ma
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wewr

otce pro tuto alelou, nez od otce heterozygotniho. Timto zpiisobem je mozné vybrat ze
skupiny potencialnich, nevylouc¢enych rodi¢t toho nejvice pravdépodobného. Tento
statisticky pfistup mize byt uplatnén, kdyZz zname jednoho z rodi¢u jiz ptedem nebo
kdyZ nezname ani jednoho rodice. Dle toho jsou také ruzné studie rodi¢ovstvi zaméteny
na rizné konkrétni cile a jelikoz lze tuto metodu statisticky uzpisobit danym potitebam,

¢ini ji tato flexibilita mocnou a Siroce pouzivanou metodou (Marshall et al., 1998).

3.4.3. Fractional allocation

Tato metoda se ve svém statistickém vyuziti pravdépodobnosti od ptredchozi
metody teoreticky nelisi. Hlavnim rozdilem vsak je, Ze categorical allocation piitazuje
celého potomka k jednomu (pfip. k obéma) z ptedpokladanych rodi¢t, zatimco
fractional allocation pfifazuje potomka ¢asteéné k n€kolika rodi¢im na zaklad¢ jejich
relativni pravdépodobnosti byt skutecnym biologickym rodi¢em (Devlin et al., 1988).
Logicky se zda byt tato metoda naprosto nepouzitelnd, jelikoz ze své podstaty nemtize
odhalit biologického rodice. Zadny potomek nemiize mit Gastecnd 2 nebo vice
biologickych otcti. Vyhodou této metody vsak je, Ze disponuje lepSimi statistickymi
vlastnostmi pro testovani urcitych hypotéz. Pokud je zapotiebi v ramci populacni studie
odhadnout napiiklad rozdily v reprodukénim uspéchu, je tato metoda nebo jeji

modifikace (Nielsen et al., 2001) mnohem lepsi volbou neZ categorical allocation.

3.4.4. Parental reconstruction

Pti studiu nékterych druhtt mame nékdy moznost zajisténi vzorkd, u kterych jiz
pred samotnym testovani vime, Ze pochazeji ze stejné rodiny. MizZe se jednat tfeba
0 masu vajic¢ek obojzivelnikt (Myers & Zamudio, 2004) a podobn¢, kde mame jistotu,
7e potomstvo ma shodné oba rodi¢e nebo alespon jednoho. Za takovychto podminek je
mozné rekonstruovat genotyp rodict aniz by byl od nich pfimo ziskan vzorek DNA
(Jones, 2001). V piipadé velkého poctu vaji¢ek od jedné samice tak Ize odvodit mozny
pocet samct podilejicich se na oplodnéni a tim poodhalit systém parovani a nepiimo
i genetickou diverzitu v dané populaci. Pii sbéru vzorkt by proto mél byt bran zietel na
moznost tohoto testovani a vzorky by mély byt téidény tak, aby odpovidaly své
pribuznosti. Tato analyza v§ak mtze byt i€inna jen s dostate¢né polymorfnimi markery,

coz jiz sada n€kolika mikrosateliti spliiuje (Emery et al., 2001). Nevyhodou této
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metody je jeji mald pouzitelnost u druhii s nizkym poctem potomkt. Obecné je proto
Spatné pouzitelna u ptakd a savci (Jones et al., 2009) a navic se stava pocitacove velmi
naro¢nou v piipadech, kdy se na oplozovani jedné samice podili vice jak 6 samcti (Jones

& Ardren, 2003).

3.4.5. Sibship reconstruction

Pokud Ize pro studium urcité populace zajistit mnozstvi vzorki od mladat, ale
nelze odhadnout jejich potencidlni piibuzenské vztahy nebo zatfazeni do rodin, lze
pouZit tuto metodu pro roztiidéni do pfibuzenskych skupin. Tato analyza byla na okraji
z4jmi v komplexnich analyzich paternity, ale s vylepSenim vypocetnich algoritmu
nasla své misto v ruznych studiich (Thomas & Hill, 2002). Stejné jako ptredchozi
metoda, je i tato vypocetné¢ naro¢na. Vyuziva dvojiho pfistupu, v prvni moznosti
analyzy jsou algoritmy zaloZeny na pravdépodobnosti dédéni znaka (Smith et al.,
2001). Druhy pfistup vyuzivd kombinatoriku zalozenou d¢isté na mendelistickych
zakonech dédic¢nosti (Berger-Wolf et al., 2007). Prvni pfistup je stavén pro velky pocet
testovanych jedinct, ktefi spadaji do ¢etnych malych rodin, coz ve skute¢nosti nemusi
odpovidat celé Skale druhti. Tento nedostatek odstraituje druhy pfistup, jehoz pouziti
a vysledky mnohem lépe odpovidaji divokym populacim volné zijicich druhu. Pfi
testovani tak velkého poctu jedincti je vSak dllezité vice zohlednit mozné chyby jiz na

urovni chybného genotypovani a nulovych alel (Wang, 2004).

3.4.6. Full probability parentage analysis

S vyjimkou cileného testovani paternity nebo maternity napiiklad u lidi nebo
u ohrozenych druhu zvitat z divodu vhodného parovani neptibuznych jedinct, neni na
urovni studia populaci analyza rodi¢ovstvi vlastnim cilem. Testovani se provadi hlavné
z divodu urcité vypoveédni hodnoty 0 genetické strukturovanosti a variabilité¢ dané
populace, o systému parovani a rozmnozovani jedinct apod. Tyto informace pak mohou
byt pouZity v oblastech ekologického vyzkumu, kvantitativni genetiky i evoluéni
biologie. Pravé tato sofistikovand metoda fesi uvedené populaéni otazky komplexné,
zaroven s analyzou paternity. Velkou vyhodou této metody je, ze umoznuje zahrnuti
prakticky jakychkoliv proménnych, majicich potencidlni vliv na spravnost vysledki, do
statistického ramce pied samotnou analyzou (Hadfield et al., 2006). Lze tak v testovani
rodi¢ovstvi zohlednit teritorialitu daného druhu, vyskyt dominantnich samct, rozmisténi

jedinct v arealu rozSifeni, migrace jedincii mezi populacemi apod. a tak maximalné
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vyuzit vSechny dostupné relevantni Gdaje (Neff et al., 2001). Naproti tomu tieba
categorical a fractional allocation vychazeji z ptedpokladu, ze vSichni potencialni
rodie zahrnuti v analyze maji stejnou pravdépodobnost byt biologickymi rodici
testovanych mlad’at. Az z téchto vysledka rodi¢ovské analyzy jsou pak odvozovany
dalSi popula¢ni udaje (Hadfield et al., 2006).

Natolik propracovany systtm ma moznost opravdu Sirokého pouZiti
Vv populacnich studiich, avSak pro svou obtiznou statistickou implementaci teprve ¢eka
na pIné vyuziti svého potencilu populaénimi genetiky a molekularnimi ekology (Jones
et al., 2009). V idealnich piipadech a pii pouziti dokonalych genetickych markerd, by
veSkeré vySe uvedené metody davaly vzdy stejné vysledky. V realnych situacich
a s dostupnymi markery tomu tak ale neni, proto je vzdy dulezité posoudit moznosti

provadéné studie a vybrat takovou metodu, kterd by nejlépe splnila planované cile.

3.5. Faktory ovlivitujici kvalitu vysledku rodi¢ovské analyzy

Existuje fada faktort, kterymi lze p¥imo ovlivnit kvalitu studii a spolehlivost
jejich vysledkl. Jako naprosto klicovy faktor v jakékoliv populaéni studii je kvalita,
respektive mnozstvi vzorku, které lze ziskat. Ziskani vzorkt (sampling) je nejenom
faktorem je volba vhodného typu markeru pro analyzu. V soucasné dob¢ je tento vybér
znaén¢ zOzen na pouziti mikrosatelitl, které dominuji rodiCovskym analyzam
(Pemberton, 2009), avSak pouZiti AFLP je stale jistou alternativou (Gerber et al., 2000).
V budoucnu je mozny nastup a Siroké pouziti slibnych SNP markert (Anderson
& Garza, 2006).

Mezi faktory, ktery uz nelze vyrazn€ nebo vibec ovlivnit patii chyby
Vv genotypovani jedinci. Mutace, které méni kompozice alel ovlivnit nelze, proto se
tento problém fesi az ve statistické analyze. Mutace vedouci k nulovym alelam jsou sice
take statisticky oSetieny, avSak ne pfili§ dobie a je lepsi se pouziti mikrosatelitt
s prokazanymi nulovymi alelami vyhnout. K $patné zjisténému genotypu lze ale dojit
i bez interferujicich mutaci, kdy je mozné prosté $patné piecteni alelové kompozice,
selhani amplifikace (ne z divodu nulové alely) nebo pti vzniku $patné hodnotitelnych
produktti. Na tyto chyby je nutné brat zietel a nespoléhat pouze na statistické odstranéni

téchto nejistot (Hoffman & Amos, 2005).
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Jako stézejni proménné v rodicovské analyze ovliviujici spolehlivost vysledki
jsou tedy brany chyby v genotypovani a mnozstvi rodic¢t, respektive celkovy pocet

jedinct zahrnutych v testovani (Jones et al., 2009).

3.6. Nové mikrosatelitové lokusy pro plamenaky

Popisem novych mikrosatelitti pro plamenaky se doposud zabyvaly 2 diserta¢ni
prace (Kapil, 2005; Preston, 2005), u kterych nebyly vysledky zatim publikovany
a francouzsky tym (Geraci etal., 2010). Uspesné cross-species amplifikace
mikrosatelitovych lokusti az na vyjimku (Nadvornik et al., 2008) zatim nebyly
publikovany.

Pro rozsiteni cross-species testovani mikrosatelitd u plamenaka razového a
karibského jsem k 70 parim primert testovanych v mé bakalaiské praci (Drobek, 2008)
ptidal dalSich 214 mikrosateliti. Kritéria pro vybér testovanych mikrosateliti se drzela
stejnych podminek fylogenetické piibuznosti (morfologicka i molekularni piibuznost)
jako v mé bakalarské praci. Stézejni dvé skupiny testovanych primert tvorily
mikrosatelity popsané pro druhy z fadu brodivych (Ciconiiformes) a veslonohych
(Pelecaniformes). Testovani bylo provedeno na 6 nepiibuznych jedincich u obou druhd.

Celkovy vycet testovanych mikrosatelitti uvadi tabulka ¢. 1.
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Tabulka &. 1: - Seznam zdrojovych druht a jejich mikrosateliti, které byly pouzity pro
testovani u obou druhti plamenakt. Horni ¢ast tabulky oddélena arou reprezentuje
mikrosatelity testované jiz v mé bakalaiské praci. Rady: P - Potapky, A - Vrubozobi, G
- Potaplice, CH - Dlouhokiidli, S - Tucnaci. (Piertney et al., 1998; Sachs & Hughes,
1999; van den Bussche et al., 1999; Maak et al., 2000; Roeder et al., 2001; McGuire &
Noor, 2002; Maak et al., 2003; Paulus & Tiedemann,2003; Stai & Hughes, 2003;
Tomasulo-Seccomandi et al., 2003; Ji et al., 2004; McMillan et al., 2004; Dawson et
al., 2005; Guay et al., 2005; He et al., 2006; Santos et al., 2006; Sawyer & Benjamin,
2006; Dearborn et al., 2008; Duffie et al., 2008; Hickman et al., 2008; de Ponte
Machado et al., 2009; Fike et al., 2009; Huang et al., 2009; Shephard et al., 2009;

Chang et al., 2009; Yeung et al., 2009; Faircloth et al., 2009; Taylor et al., 2010)

Rad Zdrojovy druh Testované mikrosatelitové lokusy
Ibis rudy Eru02, Eru03, Eru04, Eru05, Eru06, Eru07,
(Eudocimus ruber) Eru08, Eru09, Erul0, Erull
Kolpik rizovy Aajul, Aaju2, Aaju3, Aajud, Aajus, Aajub
(Ajaia ajaja)
— Nesyt lesni WS 03, WS 08, WS 09, WS 13, WS 14,
"é (Mycteria americana) WS 17, WS 18, WS 19, WS 20, WS 23,
o0 WSu 24, WS1, WS2, WS4, WS6
Volavka velka Ah 205, Ah 208, Ah 209, Ah 210, Ah 211, Ah
(Ardea herodias) 212, Ah 217, Ah 320, Ah 341, Ah 343, Ah 414,
Ah 421, Ah 517, Ah 522, Ah 526, Ah 536, Ah
630
Kormoran galapéazsky PhB2, PhB4, PhB11, PhC11, PhD11, PhF12,
§ (Phalacrocorax harrisi) PhG8, PhG12
% Kormoran velky PcD 2, PcD 4, PcD 5, PcD 6, PcT 1, PcT 3,
> (Phalacrocorax carbo) PcT 4
Potapka rudokrka PgAAT1, PgAAT3, PgAAT6, PGAATS,
- (Podiceps grisegena) PgAAT?25, PQAAT34, PgAAT4L
Volavka Zlutozoba Ae01, Ae04, Ae05, Ae09, Ael3, Ae24, Ae25,
(Egretta eulophotes) Ae26, Ae27, Ae28, Ae30, Ae35, Ae36, Aed7,
Ae38, Aed2, Aedd, AedT
> Cép bily Cc01, Cc02, Cc03, Cc04, Cc05, Cc06, Cc07,
E (Ciconia ciconia) CC1, CCs3, CC7, CC9, CC10, CC13

Ibis ¢insky
(Nipponia nippon)

NnAF4, NnBF7, NnCE11, NnCG3, NnDD?9,
NnEB12, NnHB12, NnNF5, NnEA9, NnAD10,
NnEH10, NnGF4, NnLF11, Nn01, NnO3,
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Veslonozi

Zdrojovy druh
Ibis ¢insky
(Nipponia nippon)
Kvakos$ no¢ni

(Nycticorax nycticorax)

Kolpik maly

(Platalea minor)

Terej modronohy

(Sula nebouxii)

Terej cervenonohy

(Sula sula)

Terej guanovy
(Sula variegata)
Kormoran usaty

(Phalacrocorax auritus)

Fregatka obecna
(Fregata minor)

Testované mikrosatelitové lokusy
Nn04, Nn12, Nn16, Nn17, Nn18, Nn21, Nn23,
Nn25, Nn26
nyctil4, nyctil5, nycti22, nycti26, nycti35,
nycti36, nycti4l, nycti43, nycti62, nycti6s,
nycti74
PM1-4, PM1-13, PM1-17, PM2-14, PM2-16,
PM2-20, PM2-21, PM2-28, PM2-29, PM2-37,
PM2-62, PM2-68, PM2-80, PM3-13, PM3-15,
PM3-16, PM3-17, PM3-20, PM3-22, PM3-25,
PM3-28, PM3-29, PM3-31
BOOB-RM2-F07, BOOB-RM3-D07, BOOB-
RM3-F11, BOOB-RM4-A08, BOOB-RM4-
B03, BOOB-RM4-C03, BOOB-RM4-D07,
BOOB-RM4-E03, BOOB-RM4-E10, BOOB-
RM4-F11, BOOB-RM4-G03, Sn2A-36, Sn2A-
90, Sn2A-123, Sn2B-68, Sn2B-83, Sn2B-100
Ss1b-16, Ss1b-51, Ss1b-57, Ss1b-98, Ss1b-106,
Ss1b-142, Ss2b-2, Ss2b-35, Ss2b-48, Ss2b-71,
Ss2b-88, Ss2b-92, Ss2b-110, Ss2b-138,
Ss2b-153
SV2A-2, SV2A-26, SV2A-47, Sv2A-50, Sv2A-
53, SV2A-95, Sv2A-152, Sv2B-27, Sv2B-138
COR 01, COR 03, COR 05, COR 06, COR 07,
COR 12, COR 15, COR 17, COR 19, COR 20,
COR 21, COR 22, COR 23, COR 26, COR 28,
COR 30, COR 31, COR 35, COR 38, COR 40,
COR 41, COR 43, COR 45, COR 47
Fmin01, Fmin02, Fmin03, FmMin04, Fmin05,
Fmin06, Fmin07, Fmin08, FMin09, Fmin10,
Fminll, Fminl12, Fminl3, Fminl4, Fminl5,
Fminl6, Fminl7, Fminl8
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Zdrojovy druh
Pelikan severoamericky
(Pelecanus erythrorhynchos)
Pelikan bily
(Pelecanus onocrotalus)
Kachna divoka
(Anas platyrhynchos)
Kachnice lalo¢nata
(Biziura lobata)
Pizmovka velka
(Cairina moschata)
Kajka motska
(Somateria mollissima)
Potéaplice ledni
(Gavia immer)

Alkounek drobny
(Aethia pygmaea)
Tuénak krouzkovy
(Pygoscelis adeliae)

Testované mikrosatelitové lokusy
PeEr 01, PeEr 02, PeEr 03, PeEr 04, PeEr 05,
PeEr 06, PeEr 07, PeEr 08, PeEr 09
PEL086, PEL149, PEL175, PEL185, PEL 188,
PEL190, PEL207, PEL221, PEL 265, PEL304

APHO7, APH08, APH09, APH12, APH13,
APH16
Bim1, BIm10, BIm12

CmAAT16, CmAAT35, CmAATS3S,
Smol0

GImA9EPA, GimA12EPA, GimC5EPA,
GimC11EPA, GIimD9EPA, GimD12EPA,
GIimE11EPA

Apy06, Apy07

AM13

Graf ¢.1 - Souhrny piehled poc¢tu testovanych mikrosateliti z jednotlivych fada.

1

m Brodivi
(Ciconiiformes)

B Veslonozi
(Pelecaniformes)

B Dlouhokfidli
(Charadriiformes)

W Potaplice
(Gaviiformes)

B Vrubozobi
(Anseriformes)

W Potapky
(Podicipediformes)
Tucnaci
(Sphenisciformes)
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4. Material a metody

4.1.1zolace DNA z krve pro tucely PCR

Izolace byla provedena dle postupu Maniatis et al. (1982) s ohledem na
technick¢ podminky laboratoifi Katedry bunétné biologie a genetiky PfF UP
v Olomouci. Krev pro izolaci byla uchovana v 2ml mikrozkumavkach obsahujici 1 ml
Queen’s pufru (Seutin et al., 1991). Izolovana DNA byla rozpusténa v TE pufru a po
stanoveni jeji koncentrace pomoci fluorometru byla uchovana pii -20 °C. Podrobny

postup izolace DNA je uveden v mé bakalaiské praci (Drobek, 2008).

4.2. PCR amplifikace DNA

Slozeni PCR mixu pro 6 vzorkl (v€etn€ zapocitanych ztrat pii pipetovani) pro

testované primery:

Deionizovana voda 45 ul
Storage Buffer 10x 6,7 ul
(20 mmol/I Tris-HCI, 50 mmol/l KCI, 0,1% Triton X-100)

Roztok MgCl; o koncentraci 25 mmol/I 4,0 wl
Roztok dNTPs o koncentraci 20 umol/1 0,7 ul
Primer F o koncentraci 10 pmol/l 3,3 ul
Primer R o koncentraci 10 pmol/1 3,3 ul
aTag DNA polymeraza 50x 1,2 ul

Mikrozkumavku po napipetovani vSech slozek zvortexovat a kratce
zcentrifugovat. Kazdd reakce sestavd z 9ul PCR mixu a 1ul roztoku DNA

o0 koncentraci 10 - 50 pg/ml.

Zékladni testovaci ¢asovy a teplotni profil PCR reakce:
3. 94°C:  5min
4. 94 °C: 30s
50 °C: 30s 35 cykla
72 °C: 30s
5 72°C:  7min
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4.3. Elektroforeticka separace PCR produktii

Veskeré zpracovani PCR produkti bylo provedeno na vyhfivané sekvenaéni
elektroforetické komiirce S2 Whatman Biometra, s rozméry skel 333 x 392 mm a 333 x
418 mm a tloustkou gelu 0,4 mm.

Po dikladném omyti a osuSeni obou skel se aktivni plocha vétsiho skla oSetii
ptipravkem na odpuzovani vody a mensiho skla molekularnim lepidlem. Po zaschnuti
se oplachnou deionizovanou vodou, resp. 96% ethanolem.

Mezi skla ptilozend aktivnimi stranami k sobé a oddé€lena spacery se aplikuje
ptipraveny 6% polyakrylamidovy gel. Poklepem se zajisti rovnomérné rozliti gelu mezi
skla, zasune se hiebinek rovnou stranou do gelu (cca 1 cm) a prichyti se klipsy. Gel se
necha hodinu polymerizovat.

Prebytecny zatuhly gel se odstrani a skla se omyji a osusi. Po vlozeni do
elektroforetické komirky, zaliti anodového i katodového prostoru 0,5x TBE pufrem
a vytazeni hiebinku se necha gel nahtivat pti 90 W (3000 V / 150m A) zhruba 30 minut.

Ke vzorkiim se pfed nanasenim pfida 5 pl nanaSeciho pufru a ty se nechaji
4 minuty denaturovat. Mezitim se do vyc¢isténé mezery v gelu vlozi hiebinek. Vzorky se
po denaturaci umistuji na led a nanaSeji se po 2 pl. Separace probihd pii 70 W
(3000 V /150m A).

Po ukonceni separace se z gelu vyjme hiebinek i spacery a skla se oddéli nozem.
Mensi sklo s pfichycenym gelem se umisti na 20 minut do vanicky s fix/stop roztokem.
Poté se 3 krat dikladn€ omyje deionizovanou vodou a dd do 1% roztoku HNO3 na 5
minut. Nasleduje opét diikladné promyti deionizovanou vodou (4 krat) a umisténi gelu
na 30 minut do roztoku AgNO; (pouziva se opakované 5 krat). DalSim krokem je
vizualizace PCR produktt, kdy se gel kratce ponoii do deionizované vody a po okapani
se zalije vychlazenym roztokem vyvojky. Po dostateném obarveni PCR produkti se
reakce zastavi pfilitim fix/stop roztoku uchovanym po jeho prvnim pouZiti. VeSkeré
lazn¢ v chemikaliich v&etné samotné vizualizace se provadi na tfepacce.

Takto vyvolany gel se ponoii na n¢kolik minut do deionizované vody a nésledné
necha ususit v susarné (60 °C/1 hodina) nebo volné v digestofi pfes noc. Po vysuSeni se
gel vyhodnoti, zjisti se vyskyt polymorfnich mikrosateliti (testovaci gely), ptipadné jiz
frekvence jednotlivych alel (genotypizacni gely).

Gel se nakonec likviduje v roztoku NaOH (1 mol/l) a sklo je po umyti

pripraveno k opétovnému pouziti.
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4.4.Chemikalie

- Akrylamid (Serva)

- aTaq polymeraza (5U/ul), M1241 (Promega)

- Bromfenolova modf (Serva)

- Deionizovana voda

- Deoxyribonukleosidtrifosfaty (100 mmol/l, 400 pl kazdy), U1240 (Promega)
- Dusicnan stiibrny (Lachema)

- Ethanol 96% roztok (Seliko Olomouc)

- Ethylendiaminotetraoctan sodny — Na,EDTA (Lachema)
- Ethylendiaminotetraoctové kyselina — EDTA (Lachema)
- Formaldehyd (Lachema)

- Formamid (Lachema)

- Hydroxid sodny (Lachema)

- Chlorid sodny (Lachema)

- Kyselina borita (Lachema)

- Kyselina chlorovodikova — 35% roztok (Lachema)

- Kyselina octova — ledova (Lachema)

- Laurylsiran sodny (SDS) (Lachema)

- 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

- Methylenova modt (Serva)

- Mocovina (Lachema)

- N-lauroylsarkosin (Sigma)

- N,N' - methylenbisakrylamid (Serva)

- N,N,N',N' - tetramethyetylendiamin (TEMED) (Serva)

- Peroxodisiran amonny (Serva)

- Rain-X (Pennzoil-Quaker State)

- Thiosiran sodny (Lachema)

- Trishydroxymethylaminomethan — (Tris) (Applichem)

- Uhli¢itan sodny (Lachema)

- Xylenova modt (Applichem)

4.5. Roztoky

Akrylamid : N,N"- methylenbisakrylamid 19:1 — 40% zasobni roztok
- 380 g akrylamidu

- 20 g N,N"- methylenbisakrylamidu

- rozpustit v 500 ml deionizované H,0
- objemdoplnitnall

- roztok uloZit v temné lahvi ve 4 °C

Akrylamid — 6% zasobni roztok
- 420 g mocCoviny
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- 484 ml deionizované H,O

- 50 ml 10x TBE

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

- po rozpusténi vSech slozek zfiltrovat a ulozit v temné lahvi ve 4 °C

Dusi¢nan stiibrny AgNO3 — 0,1% roztok
- 0,89 AgNO3
- objem doplnit deionizovanou H,O na 800 ml
- pted pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu

Fix/stop roztok
- 80 ml ledové kyseliny octové

- objem doplnit deionizovanou H,O na 800 ml

Hydroxid sodny NaOH (1 mol/l)
- 40 g hydroxidu sodného

- doplnit deionizovanou vodou do 1 |

Roztok 1% kyseliny dusi¢né HNOs
- 12 ml 65% HNO3

- objem doplnit deionizovanou H,O na 800 ml

Molekularni lepidlo
- 1ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu

- 3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

Nanaseci pufr pro elektroforézu
- 0,125 g bromfenolové modie

- 0,125 g xylenové modfe
- 25 ml deionizované vody
- 100 ml formamidu

Peroxodisiran amonny (NH,)2S,0g — 10% roztok
- 1 g peroxodisiranu amonného (NH,),S,0s

- rozpustit v 10 ml deionizované H,O
- uchovéavat v mikrozkumavkach po 400 ul v — 20 °C

Polyakrylamidovy 6% gel
- 60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
- 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NH4)2S,0s
- 40 uI N, N, N’, N” - tetramethylethylendiaminu

Queen’s pufr

- 10 ml zasobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,0
- 2 ml zasobniho roztoku NaCl (5 mol/l)
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- 2929gEDTA

- 10 g N-Lauroylsarkosinu

- rozpustit v 900 ml deionizované vody
- pHupravitna7,5

- doplnit deionizovanou vodou na 1 |

TBE pufr — 10x zasobni roztok
- 108 g Tris
- 55 g kyseliny borité H;BO;
- 40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
- doplnit deionizovanou vodou na 1 |

VyVOJka (pted pozitim vychlazena pod 10 °C)
24 g uhli¢itanu sodného NayCO3

- objem doplnit deionizovanou H,O na 800 ml

- ulozitve 4 °C

- pted pouzitim piidat 1,2 ml formaldehydu a 160 1% roztoku thiofanu
sodného Na,S;03

4.6. Pristrojové vybaveni

- elektroforeticky zdroj ECPS 3000/150 (Pharmacia)

- elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

- hybridiza¢ni pec Hybridiser HB-2D (Techne)

- laboratorni analytické vahy AE240 (Mettler)

- laboratorni vahy EK-200g (AND)

- magnetickd michacka RCTbasic (Ika)

- mikropipety Finnpipette 0,5-10 pl (osmikanalova) a 0,3-1000 pl
(ThermoLabsystem)

- mikropipety Nichipipet EX 0,5-1000 pl (Nichiryo)

- minicentrifuga E-centrifuge (Wealtec)

- negatoskop NEGAL (Maneko)

- pH metr OP 208/1 (Radelkis)

- sekvenacni elektroforetické komiirky S2 (Whatman Biometra)

- suSarna HS 122A (Chirana)

- temperovany blok Dri-block DB-2D (Techne)

- termocyklér XP Thermal Cycler (BIOER technology)

- tfepacka Orbit 1900 (Labnet International)

- vortex MS2 (lka)

- vyrobnik deionizované a ultracisté vody (AquaOsmotic)

- vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)
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5. Vysledky
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6. Diskuze
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7. Zavér

Ve své diplomové praci jsem se zabyval potencidlem cross-species amplifikace
mikrosatelitovych lokust a jejich vyuzitim v analyze rodiCovstvi u dvou druht
plamenaku. Do testovani jsem zahrnul Sirokou Sk&lu zdrojovych druht s riznym

stupném taxonomické piibuznosti.

Z velkého poctu 284 mikrosatelitl, které jsem podrobil testovani jsem objevil 29
polymorfnich lokusti pro plamenaka rizového (Phoenicopterus roseus) s primérnym
poctem 5,07 alel na lokus a 33 polymorfnich lokusti pro plamenaka karibského
(P. ruber) s primérnym poctem 4,15 alel na lokus. Z téchto mikrosateliti jsem vybral

9 lokusti spolecnych pro oba druhy, které jsou nejvhodnéjsi pro rodi¢ovskou analyzu.

V této praci se mi podafilo dosahnout vSech cild, které byly stanoveny na

zacatku této prace.
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8. Seznam zkratek

AFLP

bp
DNA
dNTPs
EDTA
EST
1AM
KAM
MRNA
Na,EDTA
PCR
RAPD

RFLP

RNA
SDS

SMM

SNP

Ta

TPM

polymorfizmus délky amplifikovanych fragmenta
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism)
par bazi (base pair)

deoxyribonukleové kyselina

smes deoxyribonukleosid trifosfatu
etylendiaminotetraoctova kyselina

Expressed Sequence Tag

mutacni model nekonecnych alel mikrosatelitl
(Infinite Allele Model)

mutacni model K alely mikrosatelit
(K-Allele Model)

mediatorova ribonukleova kyselina

sodna stl kyseliny etylendiaminotetraoctové
polymerédzova fetézova reakce

(Polymerase Chain Reaction)
polymorfizmus ndhodné amplifikované DNA
(Random Amplified Polymorphic DNA)
polymorfismus délky restrikénich fragmentt
(Restriction fragment length polymorphism)
ribonukleova kyselina

lauryl siran sodny

(Sodium Dodecyl Sulphate)

krokovy muta¢ni model mikrosatelitii
(Stepwise Mutation Model)
jednonukleotidovy polymorfizmus

(Single Nucleotide Polymorphism)

teplota annealingu

(annealing temperature)

dvoufazovy muta¢ni model mikrosatelitii

(Two Phase Model)
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10. Priloha

Plamenak rizovy - Kompletni souhrny vystup dat z programu Cervus pro cross-
species mikrosatelity

Plamenak karibsky - Kompletni souhrny vystup dat z programu Cervus pro
cross-species mikrosatelity

Plamenak rizovy - Kompletni souhrny vystup dat z programu Cervus pro
pivodni mikrosatelity plamenaka

Plamenak karibsky - Kompletni souhrny vystup dat z programu Cervus pro
puvodni mikrosatelity plamenaka

Plamenak riizovy - Obrazova ptiloha vybranych genotypizacnich gela
mikrosatelitt (Obrazek 1 - 11)

Plamendk karibsky - Obrazova ptiloha vybranych genotypizacnich geli
mikrosatelita (Obrazek 12 - 21)

Porovnani totoZznosti lokustt Wsu 17 a Wsp 18 u obou druhti. (Obrazek 22)

Porovnani totoZznosti lokusti Prup7, 8 a 9 u obou druhu. (Obrazek 23 - 28)
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