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Abstrakt
V této bakalarské praci jsem se zabyvala hledanim polymorfnich mikrosateliti

u plamenaka rizového (Phoenicopterus roseus) pomoci cross-species PCR amplifikace
mikrosatelitli od zastupct z fadu tucnaci a univerzalnich ptacich mikrosatelita.

V teoretické ¢asti jsem se zabyvala fylogenezi plamenakl a popisem fadu plamenéci
(Phoenicopteriformes) a plamenaka rtizového (Phoenicopterus roseus). Dale jsem se
zabyvala problematikou repetitivnich sekvenci DNA, kde jsem se nejvice soustiedila na
mikrosatelity. V dalsi kapitole jsem se vénovala zplisobiim, kterymi je mozné hledat nové
mikrosatelity a popsala jsem metodu PCR, ktera se vyuziva mimo jiné i pii studiu
mikrosatelitli. V posledni ¢asti reSersSe jsem popsala zptsob hledani vSech mikrosatelitd,
které byly doposud optimalizované od zastupct z fadu tuc¢iaci, EST ptacich mikrosatelitti
a konzervovanych ptacich mikrosatelitd.

V praktické ¢asti jsem testovala cross-species PCR amplifikaci 173 part primert od
zastupcll z fadu tucnaci a univerzalnich ptacich mikrosatelitti na genomické DNA Sesti
nepiibuznych jedincti plamendka rdzového. Testovanych 173 part primertt pro
amplifikaci 113 part primerd odvozenenych od 9 druhi tuc¢nakt, 36 pari primert
vytvofenych pro 35 EST ptacich mikrosateliti a 24 part primertt pro amplifikaci
konzervovanych ptacich mikrosateliti. Nalezla jsem 24 pari primert, které u plamenaka
rizoveho amplifikuji 25 polymorfnich produkti. Z objevenych polymorfnich
mikrosatelitnich lokusii bylo 13 mikrosatelitl navrZenych pro fad tuciaci, 5 EST ptacich

mikrosatelitli a 6 konzervovanych pta¢ich mikrosateliti.
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1 Uvod

Mikrosatelity jsou kratké tandemové repetice DNA vyskytujici se v genomech
prokaryotickych i eukaryotickych organismi. Mikrosatelity podléhaji rychlym mutacim,
a tedy vykazuji vysoky stupent polymorfismu. Studuji se pomoci polymerazové fetézové
reakce a vyuzivaji se jako genetické markery v genetickych studiich, pfedevSim
V populacni genetice, genetickém mapovani a ve studiich molekularni evoluce.

V ramci Laboratoie populacni genetiky Katedry bunécné biologie a genetiky PiF
UPOL byly jiz u plamenaka razového (Phoenicopterus roseus) testovany mikrosatelity
od fylogeneticky ptibuznych druht z ¥ada brodivi, potapky, potaplice, trubkonosi, tu¢naci
a veslonozi, které jsou fazeny spolu s plamenaky do kladu Aequorlitornithes, a nékolik
malo mikrosatelitil izolovanych pro zéastupce z fadu dlouhokiidli, pévcei a vrubozobi.

V této bakalaiské praci otestuji technikou cross-species PCR amplifikace
mikrosatelity, které amplifikovaly polymorfni lokusy u zastupcti z tadu tuéidci,
auniverzalni pta¢i mikrosatelity. Testovano bude 113 parG primert z fadu tu¢naci
(Sphenisciformes), 36 para primeru pro EST pta¢i mikrosatelity a 24 konzervovanych

ptacich mikrosatelitiu na DNA 6 neptibuznych jedinct plamenaka rizového.



2 Cile prace

1. Shromazdéni dostupnych literarnich zdroju.

2. Vypracovani reSerse na téma bakalatské prace.

3. PCR amplifikace genomické DNA 6 nepiibuznych jedinc plamendka rizového
(Phoenicopterus roseus) pomoci cross-species primert 0d zastupct z fadu tuc¢naci

a univerzalnich ptacich mikrosatelitt.



3 Literarni prehled

3.1 Fylogeneze plamenaki

Evoluce ptakt a jejich zatazeni do systému je uz mnoho let védecky nevyfesenou
otazkou. Ptaci byli tradi¢né rozdélovani do taxoni podle spolecnych morfologickych
znaka (Gaisler et Zima, 2007).

V osmdesatych letech sestavili Sibley et al. (1988) na zakladé DNA-DNA
hybridizace fylogeneticky strom, ve kterém tfidu ptaci (Aves) rozdélili na infratiidy
Eoaves a Neoaves. Jak je vidét na obrazku €. 1, ¢eled’i plamenakoviti (Phoenicopteridae),
volavkoviti (Ardeidae), kladivouSoviti (Scopidae), ibisoviti (Threskiornithidae), capoviti
(Ciconiidae), pelikanoviti (Pelecanidae), fregatkoviti (Fregatidae), tuénakoviti
(Spheniscidae), potéaplicoviti (Gaviidae) a buinakoviti (Procellariidae), tvofi parviad
Ciconiida. Parviad Ciconiida spole¢né s ¢eled'mi kormoranoviti (Phalacrocoracoidae),
potapkoviti  (Podicipedidae), faetonoviti (Phaethontidae), terejoviti (Sulidae)
a anhingoviti (Anhingidae) tvofi infrafdd Ciconiides. Sesterskym kladem Ciconiides je
infratad Falconides, kam patii napi. krahujcoviti a sokoloviti (Sibley et al., 1988).

Obrazek ¢. 1: Infrarad Ciconiides podle Sibley et al. (1988) se zvyraznénymi
celed’'mi plamendkoviti (Phoenicopteridae) a tu¢iidkoviti (Spheniscidae).
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Hackett et al. (2008) pfisli s vyrazn€ odlisnym systémem tiidy ptakt. Tiidu ptaci déli
na béZce (Palacognathae) a letce (Neognathae). Letce dale rozd¢lili na klady Galloanserae
a Neoaves. Neoaves pak ¢leni na Coronaves, kam patii napt. vodni ptaci, a Metaves. Jak
1ze vidét na obrazku ¢. 2, plamenaky se sesterskym kladem potapky (Podicipediformes)

fadi do Metaves, kam patii spolu s tady lelkové (Caprimulgiformes), kratkokiidli



(Gruiformes), mékkozobi (Columbiformes), a ¢eledmi mesitoviti (Mesitornithidae),
stepokuroviti (Pteroclididae) a faetonoviti (Phaethontidae).

Obrazek &. 2: Cast kladu Metaves zahrnujici plametiaky — vyiez kladogramu ptakd
(Hackett et al., 2008).
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V roce 2014 provedli Jarvis et al. (2014) sekvenaci genomu 48 ptacich druht,
které predstavuji vSechny fady kladu Neoaves a zvefejnili novy kladogram, ktery
Neoaves déli na Columbea a Passerea. Plamenaci a jejich sestersky fad potapky, pattici
do nadiadu Phoenicopterimorphae, jsou sesterskym kladem nadfadu Columbimorphae
(viz obrazek ¢. 3) (Jarvis et al., 2014).

Obrazek ¢. 3: Zatazeni plamenaka do kladu Columbea dle Jarvis et al. (2014) se
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zvyraznénymi fady plamenaci (Phoenicopteriformes) a tu¢naci (Sphenisciformes).
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O rok pozd¢ji Prum et al. (2015) osekvenovali genomy 198 druhii ptaki a sestavili

fylogeneticky strom, ktery nepotvrdil rozdéleni Neoaves na Columbea a Passerea.

rowr

Plamenaci a sestersky fad potapky fadi do nové skupiny Aequorlitornithes (viz obrazek
¢. 4), kam patii vSichni vodni ptaci s vyjimkou jetabu, chiastali a fadu vrubozubi
(Anseriformes).

Obrazek ¢. 4: Vytez kladogramu se zvyraznénim plamendka a tu¢nakt — zarazeni

plamenaki do kladu Aequorlitornithes podle Prum et al. (2015).
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3.2 Rad plameiiaci

Monotypicky fad plamenaci (Phoenicopteriformes) zahrnuje celed” plamenakoviti
(Phoenicopteridae), kterou tvoii 6 recentnich druht. Celed’ plamenékoviti se ¢leni na 3
rody — rod Phoeniconaias, kam patii plamenak maly (P. minor), rod Phoenicoparrus,
kam spada plamenak andsky (P. andinus) a plamenak Jamestv (P. jamesi) a rod
Phoenicopterus, do kterého jsou fazeny druhy plamenak razovy (P. roseus), karibsky (P.
ruber) a chilsky (P. chilensis) (del Hoyo et al., 2018). V devadesatych letech fadili
del Hoyo et al. (1992) do rodu Phoenicopterus pouze plamenaka chilského (P. chilensis)
a plamenaka rizového (P. ruber), kterého ¢lenili na poddruhy plamenak rizovy (P. ruber
roseus) a plamenak karibsky (P. ruber ruber).

Aredl plamenakii zahrnuje stfedoamericky poloostrov Yucatan, sever a jih Jizni

Ameriky a Galapazské souostrovi. V Evropé jsou plamenaci rozsifeni na jihu



Portugalska, Spanélska a Francie. Dale se plamefaci vyskytuji téméf ve viech pobieznich
statech Afriky, na Stfednim vychod¢ a v Indii (del Hoyo et al., 2018). Tito ptaci obyvaji
mélké zalivy, laguny a jezera, které jsou obvykle slané, brakické nebo alkalické (del Hoyo
etal., 1992).

Plamenaci jsou vysokonozi vodni ptaci, vysoci 90—-155 cm. V poméru k dlouhému
krku, ktery je tvotfen sedmndcti krénimi obratli, maji malou hlavu. Spolecnym znakem
plamenaki je zajimave utvoreny zobak, ktery je v ptli zalomeny a smétuje Sikmo dopiedu
dold. Pomoci rohovitych lamel, které jsou umistény na vnitinich stranach celisti a na
jazyku, filtruji plamenaci potravu z vody a bahna (del Hoyo et al., 1992). Podle druhu
pfijimané potravy lze plamenédky rozdélit do dvou skupin — skupina, kam patii rod
Phoenicopterus, se zivi ptevazné ¢lenovei a mekkysi a potravou druhé skupiny, ktera
zahrnuje rody Phoeniconaias a Phoenicoparrus, je fytoplankton — zelené fasy, sinice
arozsivky (Wyss et Wenker, 2014). Odlisny druh potravy plamenakt urcuje zpusob,
jakym potravu lovi. Plamenaci, ktefi se zivy fytoplanktonem, lovi potravu u bichu nebo
na hladin€¢ vody a otd€enim hlavy ze strany na stranu filtruji potravu. Naopak rod
Phoenicopterus, ktery se Zivi bezobratlymi zivocichy, lovi v hlubsi vodé. Kopanim nohou
viti dno a potravu lovi v bahné (del Hoyo et al., 1992).

Tito monogamni ptaci hnizdi v koloniich. Hnizdo, které je tvofeno bahnem, kamenim
a rostlinnym materidlem, mé tvar komolého kuZzele. Samice snasi jedno bilé vejce.
Inkubace trva 27 az 31 dni a samice se v sezeni stfid4 se samcem. Své nidikolni mladé
plamendci rozpoznavaji od ostatnich v kolonii pomoci hlasu. Mlad’ata maji biloSedou
barvu a jejich typické riizové az Cervené zbarveni ziskavaji pfijmem karotenoidnich
pigmenti, které jsou obsazeny v jejich potravé (del Hoyo et al., 1992). Pigment
kanthaxanthin je zodpovédny nejen za zbarveni pefi, ale primarn¢ je silnym

antioxidantem. Akumuluje se v pefi a ve vajecném zloutku (WYyss et Wenker, 2014).

3.3 Plamenak razovy
Plamenak rtuzovy (Phoenicopterus roseus) je nejznaméjsSim a nejvetsim zastupcem

fadu plamenaci. Jeho taxonomické zatazeni dle Gaisler et Zima (2007) je nasledujici:

Rige: zivoc¢ichové (Animalia)
Kmen: strunatci (Chordata)
Podkmen obratlovci (Vertebrata)
Ttida: ptéci (Aves)

Podtiida: letci (Neognathae)



Rad: plamendci (Phoenicopteriformes)

Celed: plamendkoviti (Phoenicopteridae)
Rod: plamenak (Phoenicopterus)
Druh: plamenak razovy (Phoenicopterus roseus)

Plamenidk riiZzovy obyva Gizemi na jihu Spanélska a Francie, na vychodé Kazachstanu,
V pobfteznich statech Afriky, na Blizkém vychodé¢, v Indii a na Sri Lance (del Hoyo et al.,
1992). Biotopy plamenidka jsou laguny, mocaly, jezera, stepni solné pudy a ryzova pole,
kde vyhledava Zivo€iSnou a rostlinnou stravu. U tohoto ptéka je pohlavni dimorfismus.
Samec je primérné o 20 % vyssi a t¢Z8i nez samice. Dospély ptak je bily s riZovym
odstinem, ktery je nejintenzivnéjs$i na hlavé a krku. Ktidla jsou Sarlatovd s Cernymi
letkami, jak 1ze vidét na obrazku ¢. 5. Stani na jedné noze je typické pro vétSinu ptakd,
avsak diky dlouhym nohdm plamendka je to napadnéjsi. Tento postoj slouzi k odpoc€inku,
pii kterém maji plamenaci dozadu stoceny krk a zobak schovany v pefi mezi lopatkami
(Johnson et Cézilly, 2009).

Obrazek ¢&. 5: Plamenak rizovy (Phoenicopterus roseus) (Foto: Hlasek, 2011).
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Plamenaci si vybiraji partnera ve skupinadch v misté hnizdéni. RGzova barva téla
a rudo-cerné zbarveni pefi poukazuje na schopnost obstarat potravu a na dobry imunitni

systém. Dilezitou roli pfi namluvach mé také hlas. Péfeni ptfedchazeji ritualizované



postoje. Nejprve chodi plamendci s natdhnutym krkem, hlavou kyvaji ze strany na stranu
a vydavaji hlasité zvuky. Nasleduje pozdrav, ktery trvd 2—10 sekund, nebo pochod péti
set 1 vice ptakil. Pfi pozdravu plamendci roztdhnou kiidla, aby vynikla jejich karminova
a Cerna barva. Poté ptaci opakované otaceji hlavou a krkem, aby piedvedli upravovani
pefi za kiidlem. Nasleduje ptevraceny pozdrav, pii kterém se ptaci predkloni, aby byl
ocas vySe nez hrud’ a rozevienim kiidel pfedvadéji zbarveni svého pefi. Dale plamenéaci
predvadéji falesné krmeni ponotfenim hlavy do vody a rychlym vynoienim, po kterém
nasleduje Skrabani nohou na krku té€sné pod dolni celisti v predklonéné poloze. DalsSim
pohybem je protahnuti kiidla a nohy na jedné stran¢ po dobu 1-2 sekund. Tento pohyb
predvadéji jednotlivci, kteti nepochoduji ve skuping. Poslednim sexudlnim chovanim je
predvadeéci let 4 az 15 ptakt obou pohlavi, kteti v t€sné blizkosti krouzi po dobu 30 minut
okolo mista, kde hnizdi. Hromadné pohyby jsou provadény v tomto potadi, ale ne vzdy

jsou uskute¢nény vSechny (Johnson et Cézilly, 2009).

3.4 Repetitivni sekvence DNA

V DNA jsou piitomné jedinecné a repetitivni sekvence. Jedineéné sekvence jsou
napiiklad strukturni geny nebo pseudogeny, které se v genomu vyskytuji pouze v jedné
nebo v ne€kolika malo kopiich (tzv. genové rodiny) (Otova et Mihalova, 2012).
U eukaryotnich organismil je velké mnozstvi repetitivni DNA, ktera zplsobuje nizsi
genovou hustotu (Campbell et Reece, 2006). Repetitivni sekvence jsou rizné dlouhé
useky vyskytujici se v genomu obvykle ve velkém poctu kopii, které mohou byt
rozptylené v celém genomu, anebo uspofadané v blocich, v fadé¢ za sebou. Mezi
repetitivni sekvence DNA patii rozptylené repetice a tandemové repetitivni sekvence
(Otova et Mihalova, 2012).

3.4.1 Rozptylené repetice DNA

Rozptylené repetice, které vznikaji procesem transpozice, se chovaji jako mobilni
genetické elementy. Tyto repetice jsou rozptylené v genomu (Brookfield, 2001). Vétsina
rozptylenych repetic jsou retrotranspozony, které ptispivaji k variabilit¢ v genomu.
Retrotranspozony mohou vést k nehomolognim rekombinacim, k tvorbé deleci, inzerci
a tedy ke genetickym porucham (Trent, 2012). Podle délky se rozptylené repetice d€li na
kratké a dlouhé. Kratké rozptylené repetice, SINEs (Short Interspersed Nuclear Repeats),
maji jednotku repetice krat$i nez 500 bp. LINEs (Long Interspersed Nuclear Repeats),

dlouhé rozptylené repetice, maji jednotku repetice délsi nez 500 para bazi (Carter, 2000).



3.4.2 Tandemové repetice DNA

Tandemoveé repetitivni sekvence se skladaji z jediné n€kolikrat se opakujici sekvence
umisténé bezprostiedné za sebou (Campbell et Reece, 2006). Tandemové repetitivni
sekvence maji riiznou délku v rozmezi od nékolika nekleotidl az po celé skupiny genii
a jsou lokalizovany v blizkosti centromer metafaznich chromozomu a v chromocentrech
jader (Lovett, 2001; Limborska et al., 2012). Tyto sekvence vznikaji chybami pfi
rekombinaci a sklouznutim DNA polymerazy (DNA polymerase slippage) (Wong, 2001).
Tandemové repetitivni sekvence se deli podle délky zakladni jednotky opakovani na
makrosatelity, minisatelity a mikrosatelity. Vysoka variabilita téchto tandemovych
repetitivnich sekvenci se vyuziva jako marker pii nékterych metodach DNA diagnostiky
(Otova et Mihalova, 2012).

34.2.1 Makrosatelity

Makrosatelity maji nejdelsi jednotku opakovani z tandemovych repetic DNA, ktera
je umisténa na jednom nebo vice chromozomech. Délka repetic makrosateliti je 100 bp
az nékolik kbp. Diky slozitosti a délce sekvenci maji makrosatelity dilezitou roli ve

stavbé, v organizaci a regulaci genomu (Dumbovic et al., 2017).

34.2.2 Minisatelity

Minisatelity jsou oblasti genomu s nekodujicimi sekvencemi o délce jednotky
repetice 10 az 100 bp. Hypervariabilni minisatelitova DNA je téZ znama jako VNTRs
(Variable Number Of Tandem Repeats). Muta¢ni zmény minisateliti nejsou nahodné
rozlozeny, ale vyskytuji se pfevazné na jednom konci lokusu (Ramel, 1997). Minisatelity
mohou projit zménami béhem meidzy, a diky tomu jsou tyto vysoce polymorfni
molekularni markery vhodné pro fingerprinting, studium populaci a pro urcovani
paternity (Ramel, 1997; Dumbovic et al., 2017).

3.4.2.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity, téZ oznacované jako SSRs (Simple Sequence Repeats) nebo STRs
(Short Tandem Repeats), jsou kratké tandemové repetice, které obsahuji nukleotidové
sekvence o délce jednotky repetice piiblizné 1 az 6 part bazi, a jsou rovnomérné
rozlozené v celém genomu (Ravishanker et Bommisetty, 2013). SSRs se vyskytuji
Vv eukaryotnich i prokaryotnich organismech v protein kddujicich i nekodujicich ¢astech
genomu. Tyto genetické markery jsou nachylné k rychlym mutacim, a proto vykazuji

vysokou turoven délkového polymorfismu. Mutace mikrosateliti jsou zpisobeny



sklouznutim DNA polymerazy nebo nerovnomérnym crossing-overem (Oliveira et al.,
2006). Tyto genetické markery vykazuji vysokou alelickou variabilitu,
reprodukovatelnost a jsou snadno genotypizovany, a proto jsou pouzivany ve vyvojovych
a genetickych studiich, pfedevs§im v populaéni genetice, genetickém mapovani, ve studiu
genomické nestability rakoviny a ve studiu evoluce ¢loveéka (Flores-Renteria et Krohn,
2013; Gonzalez et Zardoya, 2013). STRs markery jsou molekularni markery na bazi
polymerazové fetézové reakce (PCR) (Ravishanker et Bommisetty, 2013)

Podle délky jednotky repetice se mikrosatelity déli na mono-, di-, tri-, tetra-,
pentanukleotidy atd. Mononukleotidové a dinukleotidové repetice se v genomech
organismu nachazeji nejcastéji. Mononukleotidové repetice jsou mikrosatelity, které jsou
tvofeny jednou opakujici se bazi. Takova repetice lze zapsat napt. obecné pro adenin
takto: (A)n, kde pismeno v zavorce znaéi bazi a index ,,n“ oznacuje pocéet opakovani dané
baze. Dinukleotidové repetice, které jsou tvofeny dvéma ruznymi nukleotidy, Ize zapsat
napf. obecné pro cytozin a adenin takto: (CA)n (T6th et al., 2000).

Mikrosatelity mizeme rozdélit dle struktury sekvence na dokonalé, nedokonalé,
prerusené a sloZzené. Mikrosatelity, jejichz sekvence nejsou preruseny bazi, kterd nepatii
do opakujiciho se motivu, se nazyvaji dokonalé (napi.. CACACACACACA). Naopak
mikrosatelity, které v repetici obsahuji bazi, ktera do sekvence nepatfi, se nazyvaji
nedokonalé (napt.:. CACACATCACACA). Prerusené mikrosatelity jsou takové, které
jsou pierusené sekvenci dvou a vice bazi (napi.: CACACATGCACACA). Mikrosatelity,
které obsahuji na sebe navazujici odli$né repetitivni sekvence, se nazyvaji slozené (napf.:

CACACATGTGTG) (Bhargava et Fuentes, 2010).

3.5 Hledani mikrosatelitovych lokust

Mikrosatelity jsou genetické markery vhodné pro spoustu genetickych studii, diky
rychlému a snadnému testovani, vysoké ptesnosti a malému mnozstvi pozadované DNA
(Yang et al., 2015). Tyto markery Ize hledat de novo, pomoci cross-species PCR a in
silico.

Hledani vhodnych mikrosatelitovych lokusi principem de novo byva vyuzivano
u taxont, u kterych nejsou doposud znamy primery pro mikrosatelitové lokusy nebo
nejsou osekvenovany DNA ¢i cDNA knihovny. Metoda de novo spociva v rozstépeni
izolované DNA zkoumaného druhu pomoci restriktaz. Restrikéni fragmenty jsou
separovany elektroforézou a fragmenty o délce piiblizn¢ 300-700 bp jsou hybridizovany

se znaCenou sondou, kterd obsahuje repetitivni sekvenci, poté jsou vloZzeny do

10



plazmidového vektoru a transformované do bakterii. Ty klony, které maji inzert s repetici,
jsou sekvenovany. Na zaklad¢€ oblasti sekvenci, které ohranicuji repetice, jsou navrzeny
pary primeru pro PCR (Zane et al., 2002).

Cross-species PCR amplifikaci jsou hledany polymorfni mikrosatelity
U zkoumaného druhu testovanim primert, které byly navrzené pro zdrojovy druh.
Uspé&snost této metody souvisi s evoluéni piibuznosti zdrojového a zkoumaného druhu.
Cim jsou druhy fylogeneticky blizsi, tim se zvy$uje pravdépodobnost, Ze bude produkt
PCR polymorfni (Primmer et al., 2005).

In silico je nejnovéjsi metoda hledani mikrosatelitovych lokust, ktera souvisi
s roz§ifenim vykonnych sekvenatort a databazi genomické DNA nebo cDNA organismt.
Pomoci in silico jsou vybrany sekvence z DNA knihovny. Pomoci nastroje BLAST jsou
vyhledavany repetitivni sekvence pozadovanych vlastnosti (délka jednotky repetice
a minimalni pocet jejiho opakovani), pro jejichz amplifikaci jsou dale navrzeny pary
primeri. Nakonec je provedena PCR amplifikace, pro zjisténi, zda mikrosatelity vykazuji

polymorfismus (Dawson et al., 2010).

3.5.1 Metoda PCR

Polymerazova fetézova reakce, téZ PCR (Polymerase Chain Reaction) je metoda
zaloZena na amplifikaci iseku DNA, kdy z malého mnozstvi DNA vznik4 velké mnoZstvi
kopii, tohoto parem primerti vymezeného useku. Slozeni reakéni smési pro PCR tvoii tyto
komponenty: malé mnozstvi genomické DNA, dva primery, smés nukleotidi
a termostabilni enzym DNA polymeraza, naptiklad Tag DNA polymeraza, ktera se
ziskava z termofilnich bakterii Thermus aquaticus. Soucasti reakéni smési pro PCR je téZ
deionizovand voda jako rozpoustédlo jednotlivych komponent a obvykle 10x
koncentrovany pufr (obsahujici napt. Tris, KCl a detergent). Tak je zajiSténa spravna
koncentrace a iontova sila jednotlivych komponent reak¢éni smési a také optimalni pH.

PCR amplifikace probiha v termocykleru ve tiech krocich. Prvnim krokem je
denaturace, pfi které dochazi oddélenim vodikovych vazeb k rozpadu dvouvlakna DNA
na dvé jednotliva vlakna, pii teploté 92-95 °C. Dalsi proces, ktery probiha obvykle
v rozmezi 50-65 °C, je annealing, pfi kterém naseda dvojice primerd na templatovou
DNA, diky komplementarité¢ bazi. Poslednim krokem je elongace, neboli prodluzovani
primerd, kdy pii teploté 72 °C dochazi k syntéze komplementarnich vliaken DNA, ¢innosti
enzymu DNA polymerazy. Tento cyklus PCR se opakuje piiblizn¢ 35krat (Clark
et Pazdernik, 2013).
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3.6 Mikrosatelity pro druhy z radu tuciaci

Tucnaci (Sphenisciformes) jsou vodni ptaci, které Prum et al. (2015) fadi stejné jako
tad plamenaci (Phoenicopteriformes) do kladu Aequorlitornithes (viz Obrazek 5). Rad
tucnaci obsahuje jedinou Celed tuc¢ndkoviti (Spheniscidae), kterd je ¢lenéna do 6 rodu,
které zahrnuji celkem 18 druht. Rozdéleni fadu je popsano v tabulce ¢. 1. Tuénaci jsou
rozSifeni na jizni polokouli, pfedevSim v Antarktidé, dale v Australasijské, Afrotropické
a Neotropické oblasti, a vétSina druhti hnizdi na subantarktickych ostrovech (Martinez
et Bonan, 2018).

Mikrosatelity pro tué¢naky byly popsany v 11 studiich pro 10 druh z 5 roda (E.
chrysolophus, E. minor, M. antipodes, P. adeliae, P. antarcticus, P. papua, S. demersus,
S. humboldti, S. mendiculus a S. magellanicus) a bylo nalezeno celkem 147 polymorfnich
mikrosateliti (viz tabulka ¢. 1). Roeder et al. (2001) navic testovali cross-species
mikrosatelit HrU2 izolovany od vlastovky obecné, ktery byl polymorfni u tuc¢naka
krouzkového.

Tabulka €. 1: Rozdéleni fadu tuénaci (Sphenisciformes) na jednotlivé rody a druhy
podle del Hoyo et al. (2018) s udaji o po¢tu mikrosateliti (MS) popsanych u jednotlivych

druht.

Rod Druh Pocet MS Literarni zdroj

tucnak cisatrsky
(A. forsteri)
tucnak patagonsky
(A. patagonicus)
tucnak jizni skalni
(E. chrysocome)
tucnak Zlutorohy
(E. chrysolophus)
tucnak severni skalni
(E. moseleyi)
tucnak novozélandsky
Eudyptes (E. pachyrhynchus) B B
tucnak snarsky
(E. robustus)
tucnak chocholaty
(E. sclateri)
tucnak kralovsky
(E. schlegeli)
tucnak nejmensi 8 Billing et al., 2007
(E. minor) 20 Grosser et Waters., 2014

Aptenodytes

25 Ahmed et al., 2009

Eudyptula
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Tabulka €. 1: Pokradovani.

Rod Druh Pocet MS Literarni zdroj
tucnak zlutooky
Megadyptes (M. antipodes) 12 Boessenkool et al., 2008
tuc¢nak krouzkovy 6 Roeder et al., 2001
(P. adeliae) 14
. tucnak osli .
Pygoscelis (P. papua) 11 Vianna et al., 2017

tucnak uzdickovy
(P. antarcticus)

9

16 Kang et al., 2015

7 Schlosser et al., 2003
5

1

1

tu¢nak Humboldtav

(S. humboldti) Schlosser et al., 2008

tucnak magellansky
Spheniscus (S. magellanicus)
tuciak galapazsky
(S. mendiculus)
tu¢nak brylovy 1
(S. demersus) 8 Labuschagne et al., 2013

Akst et al., 2002

3.6.1 Mikrosatelity pro tu¢naky rodu Eudyptes

Tuénak Zlutorohy - 25 mikrosatelitt

Ahmed et al. (2009) charakterizovali 25 mikrosatelitovych lokust pro tuc¢naka
Zlutorohého (Eudyptes chrysolophus). Dospélym tuénakim Zlutorohym byly odebrany
vzorky krve béhem hnizdéni na Ptac¢im ostrové v JiZzni Georgii, na misté zvaném
Macaroni Cwm. Pomoci octanu amonného byla extrahovana genomickd DNA (Nicholls
et al., 2000). Genomova knihovna byla obohacena o dinukleotidové mikrosatelitové
motivy: (GT)n a (CT)n, a tetranukleotidové mikrosatelitové motivy: (GTAA)n, (CTAA)n,
(TTTC)n a (GATA)n. Ptimo sekvenovali 288 klond z genomové knihovny a celkem 132
z nich obsahovalo mikrosatelitové motivy. Ahmed et al. (2009) nalezli 47 sekvenci,
z nichz kazda obsahovala alesponi osm repetic. Pro 32 mikrosatelitnich sekvenci byly
navrzeny sady primerti pomoci PRIMER3 softwaru (Rozen et Skaletsky, 2000), které
byly testované na DNA 28 jedincti, 7 mikrosateliti bylo vyfazeno kvili netispésné PCR
amplifikaci nebo chybéjicimu polymorfismu. Celkem 25 polymorfnich lokusi mélo
nejcasteji 8 alel (Ech009, Ech010, Ech0O11, Ech020, Ech050 a Ech051), nejmensi pocet
alel byl 4 (Ech003, Ech008 a Ech060) a nejvétsi pocet alel byl 33 (Ech005).

Vsech 25 mikrosateliti autofi testovali metodou cross-species PCR amplifikace

uvsech tfi druht tu¢nakd z rodu Pygocelis (tu¢nak krouzkovy, uzdi¢kovy a osli)
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a u tu¢naka patagonského z rodu Aptenodytes. VSechny lokusy testovali vzdy u tii jedinct
kazdého druhu. Jak Ize vidét v tabulce ¢. 2, sedmnact lokust bylo polymorfnich alespon
u jednoho ze 4 testovanych druhti tu¢ndkt. Tii lokusy byly u vSech testovanych druha
monomorfni a dva lokusy se nepovedlo amplifikovat ani u jednoho druhu tuc¢naka.
U tucnaka patagonského byly polymorfni produkty 10 lokust, u tucnaka osliho byly
polymorfni produkty 8 lokust, u tu¢iidka uzdickového byly produkty 9 lokusti polymorfni
a produkty 12 lokusti byly polymorfni u tu¢idka krouzkového. Pocet jednotlivych alel je
vyznacen v tabulce €. 2.

Tabulka ¢. 2: Cross-species PCR amplifikace se v§emi 25 pary primert navrzenymi
pro tucndka zlutorohého. Kazdy lokus byl testovan u 3 jedinci tu¢indka patagonského,
osliho, uzdi¢kového a krouzkového. V tabulce je vyznacen pocet alel v ptipadé, kdy byl
produkt polymorfni, a ¢isla v zavorkach oznacuji pocet testovanych jedinct (Ahmed

et al., 2009).

Pocet alel daného lokusu u tuénaka

Lokus | Zlutorohého | patagonského | osliho | uzdi¢kového | krouzkového

3 3 3 3
Ech007 | 18 (28) M M M 3
Ech008 | 4 (28) 2 M 2 2
Ech009 | 8 (28) M M 2 4
Ech010 8(7) M M 2 2
Echoll| 8(27) 5 M M 2
Ech012 | 22 (25) X 6 6 4
Ech024 | 5(28) M M X 3
Ech030 | 11 (28) 3 5 5 M
Ech036 | 16 (28) 3 M M M
Echo51| 8(27) 4 2 3 M
Ech060 4 (25) 2 2 M 2
Ech063 9 (25) 4 2 M M
Ech065 | 14 (28) M M M 3
Ech071 | 11(27) 4 3 4 4
Ech08l | 7(27) 3 3 2 2
Ech091 | 10 (26) M 2 2 2
Ech130 | 12 (13) 2 M M X
Ech003 4 (26) M M M M
Ech029 | 10 (27) M M M M
Ech050 | 8 (27) M M M M
Ech005 33 (27) NM NM NM NM
Echozo | 8(139) NM NM NM NM

3(43)

Ech039 25 (22) NM NM NM NM
Ech014 | 6 (28) X X X X
Ech113| 7 (24) X X X X

M — produkt byl monomorfni, NM — produkt nebyl mikrosatelit, X — mikrosatelit se

nepodaftilo amplifikovat
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https://en.wikipedia.org/wiki/%E2%99%82

3.6.2 Mikrosatelity pro tu¢iiaky rodu Eudyptula

Tuciak nejmensi - 8 mikrosateliti

Billing et al. (2007) charakterizovali pro tu¢fiaka nejmensiho (Eudyptula minor) osm
mikrosatelitovych lokusti. Genomova knihovna byla obohacena o (GA)n a (GAAA),
repetice. Krev byla odebrana tu¢nakiim nejmensim z kolonii z Filipova a Troubridgeova
ostrova u Australie. DNA fragmenty byly separovany v agarézovém gelu elektroforézou.
Fragmenty o délce 400—900 part bazi byly purifikovany. Denaturované fragmenty DNA
byly hybridizovany, amplifikovany metodou PCR za pouziti specifickych primert
a klonovany ve vektoru pGEM (Promega). Klony byly testovany pomoci colony PCR
a pozitivni klony byly amplifikovany standardni PCR. Produkty byly purifikovany
QIAquick purifikaénim kitem (Qiagen) a komeréné sekvenovany. Ze 192 klont, které
byly v genomové knihovné obohacené o (GA)n dinukleotidy, bylo sekvenovano 18 klond,
a pro amplifikaci deviti klont, které obsahovaly 7 a vice repetic, byly vytvofeny primery.
Ze 179 klond, které byly v genomové knihovné obohacené o (GAAA)n tetranukleotidy,
bylo sekvenovano 10 klont, a pouze pro jeden z nich byl navrzen par primerd. Autofi
analyzovali polymorfismus u 21-51 jedincu z Filipova ostrova a u 5 az 15 jedinctu
z Troubridgeova ostrova. Pro tu¢naky nejmensi z Filipova ostrova bylo sedm lokust
polymorfnich (Emm1, Emm2, Emm3, Emm5, Emm6, Emm7 a EmmS8), lokusy Emm6
a Emm8 mély nizkou variabilitu a lokus Emm4 byl monomorfni. Pro tu¢inaky nejmensi
z Troubridgeova ostrova bylo polymorfnich 7 lokusi (Emm1 az Emm?7) lokus Emma8 byl
monomorfni. Mikrosatelity Emm2 a EmmS8 byly mimo Hardy-Weinbergovu rovnovahu.
Lokusy vykazovaly az 14 alel.

Autofi provedli cross-species PCR amplifikaci lokusu B3-2 od tuc¢naka brylového
(Akst et al., 2002) u 47 jedinct tucnaka nejmensiho z Filipova ostrova. Lokus vykazoval
8 alel.

Tuénak nejmensi - 20 mikrosateliti

Grosser et Waters (2014) popsali 20 mikrosatelitovych lokust pro tucnaka
nejmensiho (Eudyptula minor). Genomova DNA byla extrahovana fenol-chloroformovou
metodou z krve tu¢haki nejmensich z kolonii na Novém Zélandu. Autofi hledali
mikrosatelity s di-, tri- a tetranukleotidy, které obsahovaly alesponi 5 opakujicich se
jednotek, a navrhli pary primert pro amplifikaci 346 sekvenci. Pro PCR amplifikaci bylo

vybrano 30 lokust, z nichz se 10 nepovedlo amplifikovat nebo byly jejich produkty
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monomorfni. Pocet alel u dvaceti lokusii byl v rozmezi od 2 (Em21 a Em29.2) do 26
(Em13).

3.6.3 Mikrosatelity pro tu¢naky rodu Megadyptes

Tuénak Zlutooky - 12 mikrosatelitt

Boessenkool et al. (2008) popsali 12 mikrosatelitovych lokusti pro tucnaka
zlutookého (Megadyptes antipodes). Sestavili tii genomické knihovny podle protokolt
Perrin et Roy (2000) a Glenn et Schable (2005). Genomicka DNA byla izolovana pomoci
DNeasy Kit (Qiagen) a $tépena restrikénim enzymem Mbol (Promega). DNA fragmenty
byly ligovany do klonovaciho vektoru a amplifikovany. Fragmenty obsahujici
mikrosatelity byly izolovany pomoci magnetickych ¢astic se streptavidinem. Nésledné
byly ligovany do klonovaciho vektoru a transformovany do kompetentnich bun¢k One
Shot Top 10 (Invitrogen). Bakterialni klony byly pfeneseny na nylonové membrany
anasledn¢ amplifikovany a sekvenovany. Celkem autofi navrhli 58 part primert.
Dvandct mikrosatelitl bylo polymorfnich a genotypovany byly u 43 tu¢nékt Zlutookych
z Campbellova ostrova. Lokusy obsahovaly 28 alel, kde 2 alely na lokus byly nejcastéji
(Man03, Man27, Man50, Man54 a Man55) a 8 alel vykazoval lokus Man51.

3.6.4 Mikrosatelity pro tu¢naky rodu Pygoscelis

Tuénak krouzkovy - 6 mikrosateliti

Roeder et al. (2001) popsali 6 mikrosatelitovych lokusu pro tu¢inaka krouzkového
(Pygoscelis adeliae). Vzorky krve z intertarsalni nebo jugularni zily byly odebrany 442
dospélym tucnaklim krouzkovym ze 13 kolonii v Antarktidé. Genomickd DNA byla
extrahovana fenol-chloroformovou metodou (Sambrook et al., 1989) nebo pomoci kitu
Progenome II (Progen Industries). Byly vytvofeny dvé genomové knihovny. Pro
sestaveni jedné genomové knihovny byly fragmenty DNA o délce 250 az 900 bp ligovany
do plazmidu pUC18, transformovany do kompetentnich bunék DH5a a ty poté péstovany
na Luria-Bertani agarovém médiu s ampicilinem. Plazmidy byly purifikovany, DNA
fragmenty sekvenovany a rozdéleny v polyakrylamidovém gelu. Pomoci softwaru
PRIMER3 (Rozen et Skaletsky, 1998) byly navrhnuty primery. Pro druhou genomovou
knihovnu byly fragmenty DNA o délce 300 az 600 bp ligovany na SAULA linkery a se
SAULA primery byla provedena polymerazova fetézova reakce. DNA fragmenty byly
ligovany do pUCI18 plazmidu, pfeneseny do bunék MAX Efficiency (GIBCO BRL)

a inkubovany na médiu s ampicilinem. Pomoci hybridizace byly vybrany klony s CA
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repeticemi, které byly sekvenovany (Sambrook et al., 1989) a byly pro né vytvoieny
primery.

Pro genotypizaci jedinct tu¢naka krouzkového Roeder et al. (2001) pouzili celkem
sedm mikrosatelit — Sest izolovanych polymorfnich mikrosatelitovych lokust pro
tucnaka krouzkového a jeden lokus HrU2, ktery byl izolovany od vlastovy obecné
(Hirundo rustica) (Ellegren, 1992; Primmer et al., 1996). Lokusy RM6, RM3, AM13,
AM3 a AM12 byly pouzity pro genotypizaci vSech 442 jedinct tuc¢naka krouzkového ze
13 kolonii z oblasti Antarktidy. Lokus TP500 byl pouzit pro genotypovani populace ze
zapadni Antarktidy a mikrosatelit HrU2 byl pouzit pro genotypovani populace z oblasti
vychodni Antarktidy. Pocet alel se pohyboval v rozmezi od 4 (AM3) do 20 (AM13).

Tucnak uzdickovy - 16 mikrosatelitii

Kang et al. (2015) popsali 16 polymorfnich mikrosatelitovych lokust pro tu¢naka
uzdickového (Pygoscelis antarcticus). Krev byla odebrana sedmi jedincum Zzijicim
vV chranéné antarktické oblasti Nargbski Point. Genomickd DNA byla extrahovana
pomoci DNeasy blood a tissue kit (Qiagen). Pomoci QDD3 softwaru (Maglécz et al.,
2014) bylo vybrano 30 mikrosatelitnich oblasti. Primery pro PCR byly navrZeny za
pouziti softwaru PRIMER3 (Rozen et Skaletsky, 2000). Variabilita lokust byla testovana
u 23 jedincii Zijicich ve stejné oblasti. Ze 30 navrzenych parll primerd se podafilo
amplifikovat 29 mikrosatelitnich lokust, z nichZ bylo 16 polymorfnich. Pocet alel na
lokus byl v rozmezi od 2 (Pygantarc02, Pygantarc22, Pygantarc06 a Pygantarc07) do 9
(Pygantarc16). NejcCastéji vykazovaly lokusy tfi alely (Pygantarc24, Pygantarc03,
Pygantarc26, Pygantarc28, Pygantarc25 a Pygantarc29). Lokusy Pygantarcll
a Pygantarc18 vykazovaly odchylku od Hardy-Weinbergovy rovnovahy.

Autofi provedli cross-species PCR amplifikaci se vsemi 16 pary primert vzdy u dvou
jedinct tuc¢naka osliho, krouzkového a zlutorohého. U tuc¢naka osliho se podafilo
amplifikovat 14 lokust ze 16, u tucndka krouzkového se podatilo amplifikovat 15 lokust
a u tuciaka Zlutorohého se podafilo amplifikovat 11 lokusti. Deset lokust se podaftilo
amplifikovat u vSech tii testovanych druhi tu¢idka a 5 lokusii se podatilo amplifikovat
u2 ze 3 druhti. Lokus Pygantarc 27, ktery u zdrojového druhu vykazoval 3 alely, se
nepodafilo amplifikovat u Zadného ze tii testovanych druhii. Autofi se nezminuji o poctu

alel.

17



Tuciidk krouzkovy - 14 mikrosatelitii, tu¢nak osli - 11 mikrosateliti a tucnak
uzdi¢kovy - 9 mikrosateliti

Vianna et al. (2017) popsali 34 mikrosatelitovych lokust pro vSechny tfi druhy
tu¢nakt z rodu Pygoscelis (tu¢nak osli, krouzkovy a uzdi¢kovy), z nichz bylo 14
navrhnuto pro tucnaka krouzkového, 11 pro tucndka osliho a 9 pro tu¢nédka uzdi¢kového.
Genomicka DNA byla izolovana vysolovaci metodou (Aljanabi et Martinez, 1997) ze
vzorkt krve Sesti jedinct kazdého ze tii druht tu¢naki. Bylo provedeno sekvenovani
DNA a fragmenty byly purifikovany. Pomoci MISA softwaru bylo identifikovano 11 999
mikrosateliti s di-, tri- a tetranukleotidy. Pro studii byly pouzity tetranukleotidové
mikrosatelity, kterych bylo celkem 11 849. Za pouziti PRIMER3 softwaru (Rozen
et Skaletsky, 2000) byly navrzeny pary primerut, z nichZ bylo vybrano 34 mikrosatelitnich
lokusti, které¢ amplifikovaly polymorfni produkt alespoii u 1 ze 3 druhl tuéndkd rodu
Pygoscelis. Ze 14 paru primerd navrzenych pro tu¢naka krouzkového (lokusy znacené
pismeny AP) amplifikovalo 12 lokusti polymorfni produkt u zdrojového druhu. Z 11 para
primerd navrzenych pro tu¢naka osliho (lokusy znacené pismeny GP) amplifikovalo 9
lokusii polymorfni produkt u tohoto druhu. Z 9 part primert navrzenych pro tucnaka
uzdic¢kového (lokusy znacené pismeny CP) amplifikovalo polymorfni produkt u tohoto
druhu 5 lokust.

Autofi provedli cross-species PCR amplifikaci se vsemi 34 pary primeri U vSech tii
druht tuénaku z rodu Pygoscelis, pro které nebyly navrzeny (6-8 tu¢naku krouzkovych,
8-9 tuc¢naku oslich a 6-9 tu¢naki uzdickovych). Jak lze vidét v tabulce ¢. 6, produkty 15
lokust byly polymorfni u vSech tii druhi a vykazovaly od dvou do osmi alel. Produkty
13 lokust byly polymorfni u dvou druhii tu¢iiakti a produkty Sesti lokust byly polymorfni
u jednoho z druhl tucndka. U tucidka krouzkového byly produkty tficeti lokust
polymorfni, u tucndka osliho byly polymorfni produkty 25 lokusti a u tu¢ndka
uzdickoveho byly polymorfni produkty 22 mikrosatelitti. Pocet jednotlivych alel 1ze vidét

v tabulce ¢. 3.
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Tabulka €. 3: Cross-species PCR amplifikace s primery navrzenymi pro tuc¢naka
krouzkového (AP), uzdickového (CP) a osliho (GP). V tabulce jsou vyznaceny pocty alel
v piipadé€, kdy byl produkt polymorfni, monomorfni produkt je znaCen pismenem M.

Cisla v zavorkach znaé&i pocet testovanych jedinct (Vianna et al., 2017).

Lokus Pocet alel daného lokusu u tuc¢iiaka Lokus Pocet alel daného lokusu u tuciiaka
krouzkového | osliho | uzdickového krouzkového | osliho | uzdickového
AP-26 8 (6) 6 (9) 5(9) AP-14 2 (8) M (9) 2(9)
AP-61 4 (8) 2(9) 6 (9) AP-19 3(8) M (9) 4(7)
AP-78 4(8) 5(9) 3(9) AP-87 9(8) M (9) 2(9)
AP-85 6 (8) 4(9) 4(9) CP-5 2(7) M (9) 3(9)
AP-90 5(8) 3(9 79 AP-3 3(8) 2(9) M (9)
CP-6 5(8) 2(9) 6 (9) AP-29 2 (8) 2(9) M (9)
CP-25 4(7) 5(9) 7(8) AP-79 4 (8) 2(9) M (9)
CP-29 5(7) 2(9) 2 (8) CP-17 4 (8) 3(9) M (9)
GP-4 6 (8) 3(9 5(9) CP-22 2(7) 3(9) M (9)
GP-6 4 (8) 3(9 2(9) GP-2 3 2(9) M (9)
GP-13 4(7) 3(9 3 (6) GP-30 4(7) 4(9) M (9)
GP15 7(8) 5(9) 4(9) AP-57 M (8) M (8) 4(9)
GP-18 4 (8) 3(9 2(9) AP-52 M (8) 3(9) M (9)
GP-19 4.(7) 3(9 3(9 CP-4 M (8) 2(9) M (9)
GP-36 3(8) 5 (8) 4 (6) CP-21 70 M (9) M (9)
CP-27 M (8) 2(9) 2(9) GP-1 2 (8) M (9) M (9)
AP-12 2(8) M (9) 2(9) GP-24 2 (8) M (9) M (9)

3.6.5 Mikrosatelity pro tu¢naky rodu Spheniscus

Tuénak brylovy - 1 mikrosatelit, tu¢iak Humboldtiv - 1 mikrosatelit,
tu¢inakmagellansky - 1 mikrosatelit a tu¢iiak galapazsky - 3 mikrosatelity

Akst et al. (2002) optimalizovali celkem Sest mikrosatelitd pro vSechny ¢&tyti druhy
z rodu Spheniscus (tu¢nak brylovy, Humboldtiv, galapazsky a magellansky) a porovnali
jejich variabilitu u tucnaka galapazského a magellanského. Krev byla tuénakim
galapazskym odebrdna na ostrovech Isabela a Fernandina a byla uloZena v lyza¢nim
pufru. Tucndkim magellanskym byla krev odebrana v Argentiné, v oblasti Punta Tombo.
Vzorky krve od tuénaka Humboldtova poskytl M. Schwartz a ZOO Baltimore poskytla
vzorky krve tu¢nidka brylového. Genomickd DNA byla extrahovdna pomoci DNeasy
blood a tissue kit (Qiagen). Bylo optimalizovano Sest dinukleotidovych lokust, z nichz
byl jeden (B3-2) odvozen od tu¢naka brylového, jeden (H2-6) od tu¢naka Humboldtova,
jeden (M1-11) od tuénaka magellanského a tii byly odvozeny od tu¢naka galapazského
(G2-2, G3-6 a G3-11).
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Autori testovali pét lokust (B3-2, G2-2, G3-6, G3-11 a H2-6) u 46 jedincl tuc¢naka
galapazského a u 46 jedinct tuc¢naka magellanského. V tabulce €. 4 1ze vidét, ze vsech
pét mikrosatelitnich lokusti bylo polymorfnich minimalné€ u jednoho z testovanych druhti.
Mimo G3-6 byly lokusy v Hardy-Weinbergové rovnovaze. Heterozygotnost byla vyssi
U polymorfnich lokust tu¢iidka magellanského nez u galapazského.

Tabulka €. 4: Cross-species PCR amplifikace s pary primerd navrzenymi pro
tuc¢naka brylového (B3-2), galapazského (G2-2, G3-11 a G3-6) a Humboldtova (H2-6).
V tabulce je vyznacen pocet alel v pfipadé, kdy byl produkt polymorfni, monomortni

produkt je zna¢en pismenem M. Cisla v zavorkach oznaduje pocet testovanych jedinct

(Akst et al., 2002).

Pocet alel daného lokusu u tuc¢iaka
Lokus galapazského magellanského
(46) (46)
B3-2 M 8
G2-2 M 8
G3-11 2 M
G3-6 3 19
H2-6 3 6

Tuénak Humboldtiv - 7 mikrosatelita

Schlosser et al. (2003) charakterizovali sedm mikrosatelitnich lokust pro tu¢naka
Humboldtova (Spheniscus humboldti). Vzorky krve byly odebrany 24 volné Zijicim
jedincim. Extrahovana DNA S$tépena na fragmenty o velikosti 500-1000 bp byla
izolovana a ligovéna. Produkty PCR byly hybridizovany, klonovany a umistény na
selektivni agarové medium (X-gal). Pomoci PRIMER3 softwaru (Rozen et Skaletsky,
1998) byly navrzeny primery. Celkem sedm mikrosatelitnich lokust bylo polymortnich,
a kromé lokusu Sh2Ca22 byly v Hardy-Weinbergové rovnovaze. Mikrosatelity mély 5
(ShalCa9) az 11 alel (Sh1Cal), nejcastéji vykazovaly lokusy 9 alel (Sh1Cal6, Sh1Cal?7
a Sh2Ca22).

Vsech sedm lokusti bylo testovano metodou cross-species PCR amplifikace u osmi
druhtl tuénaki z péti roda, ktefi pochazeli ze zoologickych zahrad v Severni Americe.
Jedna se o druhy z rodu Spheniscus: po 20 jedincich tu¢naka magellanského a brylového,
z rodu Pygoscelis: 5 tu¢naku oslich a 2 tu¢naci uzdickovi, z rodu Eudyptes: po 5 jedincich
tuc¢naka jizniho skalniho a Zlutorohého, z rodu Eudyptula: 5 tu¢nakd nejmensich a z rodu
Aptenodyptes: 5 tu¢nakt patagonskych. Jak lze vidét v tabulce ¢. 4, kazdy lokus byl
polymorfni alesponi u péti z osmi druht tu¢naka. Lokus Sh2Ca22 byl polymorfni u vSech
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osmi druht tucndkd. U tucndka magellanského, brylového, osliho, jizniho skalniho
anejmensiho vykazovalo polymorfiSmus vSech 7 lokusti. O poctu alel se autofi
nezminuji.

Tabulka ¢&. 5: Cross-species PCR amplifikace s primery navrzenymi pro tuc¢naka
Humboldtova u jedinct tu¢naka brylového, jizniho skalniho, magellanského, nejmensiho,
osliho, uzdi¢kového, patagonského a Zlutorohého. Cisla v zavorkach znadi pocet
testovanych jedinc. V tabulce je vyznacCeno, zdali byl produkt polymorfni (P),
monomorfni (M) anebo se nepodatilo mikrosatelit amplifikovat (X) (Schlosser et al.,
2003).

Lokus
ShiCa9 | ShiCal2 | ShiCal6 | ShiCal7 | Sh2Cal2 | Sh2Ca21 | Sh2Ca22

9

Tuénak

Humboldtuv (24)
brylovy (20)
jizni skalni (5)
magellansky (20)
nejmensi (5)
osli (5)
uzdi¢kovy (2)
patagonsky (5)
zlutorohy (5)

w|o|<|Uo|o|o|o|o]u
Z|v|Z|o|o|o|o|o]Ra
w|o|<Z|U|Uo|T|o|ojo
Z|LZ|<Z|Uo|lo|UT|o|ojo
v|Z|X|o|o|o|o|T]o
w|ov|<|Uv|Uo|lUo|o|ojo
v|u|u|u|u|u|u|o

Tuénak Humboldtiiv - 5 mikrosatelita

Schlosser et al. (2008) popsali pét lokust od tuc¢naka Humboldtova (Spheniscus
humboldti). Vzorky krve byly odebrany z jugularni nebo metatarzalni zily od 336 jedinct,
kteti pochéazeli ze Ctyf rlznych lokalit. Genomickda DNA byla extrahovana podle
Sambrook et al. (1989). Dvacet osm part primeri bylo navrhnuto podle Garner et al.
(2000) a Schlosser et al. (2003). Bylo popsano pét novych lokusi: Sh2Ca31, Sh2Ca40,
Sh2Ca49, Sh2Ca55 a Sh2CaS58, které¢ vykazovaly potadé 11; 16; 9; 14 a 4 alely. Analyza
odhalila mozné nulové alely u tii mikrosatelitd (Sh1Cal2, Sh2Ca22 a Sh2Cab5).

Tuénak brylovy - 8 mikrosateliti

Labuschagne et al. (2013) charakterizovali 8 mikrosatelitii pro tuc¢iaka brylového
(Spheniscus demersus). Dvaceti péti dospélym jedincim tu¢naka brylového z jedné
kolonie v provincii KwaZulu Natal v Jizni Africe byly odebrany vzorky krve. Genomicka
DNA byla extrahovana pomoci DNeasy blood a tissue kitu (Qiagen). Byla vytvoiena
genomicka  knihovna, ktera byla osekvenovana a  pomoci  programu
MSATCOMMANDER 0.8.1 (Faircloth, 2008) byly vyhleddny mikrosatelitové motivy
S nejméné osmi repeticemi 2 az 6 bp dlouhymi. Pomoci softwaru PRIMER3 (Rozen

et Skaletsky, 1997) byly navrZzeny primery pro 12 lokusi. Autofi provedli PCR
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amplifikaci a genotypizaci. Z 12 mikrosatelitnich lokust bylo 8 polymorfnich a nejcastéji
vykazovaly 4 alely (PNNO1, PNNO3, PNNO6 a PNNO08) u PNNO5 a PNNO7 byly pouze
dv¢ alely a po Sesti alelach mély lokusy PNN09 a PNN12.

3.7 EST ptaci mikrosatelity

Dawson et al. (2010) byli prvni, kdo aplikovali metodu in silico u ptakt a snazili se
najit univerzalni pta¢i mikrosatelity. Pomoci in silico ziskali sady mikrosatelitnich
primeru, které maji Siroké vyuziti u spousty rtznych ptacich druhd. Jimi popsané
mikrosatelity mohou pomoci napf. pii studiu paternity nebo mapovani pta¢ich genomi.
Pro nalezeni konzervovanych ptacich mikrosatelitti byly srovnany homologni sekvence
cDNA u druhu zebficka pestra (Taeniopygia guttata) a kur bankivsky (Gallus gallus),
které jsou fylogeneticky velmi vzdalené. Pouzili EST (Expressed Sequence Tag)
mikrosatelity zebficky pestré, protoze EST sekvence (kodujici sekvence) jsou
konzervovanéjsi nez ostatni typy sekvenci, s kurem bankivskym maji na rozdil od jinych
sekvenci vétsi homologii a bylo k dispozici velké mnozstvi EST mikrosatelitt.

Autofti identifikovali 687 EST mikrosatelitnich sekvenci u zebticky pestré. Pomoci
nastroje BLAST prifadili EST sekvence zebficky pestré k sekvencim kura bankivského
avybrali 135 homolognich sekvenci. Za pomoci PRIMER3 softwaru (Rozen
et Skaletsky, 2000) bylo navrZzeno 36 pard primert pro 35 EST mikrosatelith (byly
vytvofeny dvé sady primert pro lokus TG08-024). K amplifikaci byly pouzity lokusy,
které mély u zebfiCky 1 kura stejné nukleotidové sekvence. Degenerované baze byly
vylou€eny pro maximalni GspéSnost pfi multiplexni PCR amplifikaci u jednotlivych
druhti. Pary primerd byly navrzeny tak, aby mély podobnou teplotu annealingu
(v rozmezi od 54 do 61 °C). Primer F z kazdého paru byl znacen fluorescen¢nim barvivem
HEX nebo 6-FAM. Lokusy pojmenovali podle zdrojového druhu pismeny TG, coZ jsou
pocatecni pismena Taeniopygia a Gallus, a ¢islice oznacuji polohu lokusu v genomu kura
bankivského.

Mimo jeden lokus (TG01-086) z 35 EST mikrosatelitd u zebficky pestré a kura
bankivského byly mikrosatelity polymorfni. Produkty u zebtic¢ky pestré vykazovaly 2—6
alel na lokus a u kura bankivského byl pocet alel na lokus v rozmezi od 2 do 5.

Vytvotené pary primertt byly pouzity ke genotypizaci ptaktt 52 rlznych druht
patficich do patnacti fadl (klasifikace dle Sibley et Monroe (1990)). Mezi testovanymi
druhy bylo 22 druhti z fadu pévci a 30 druhti z ostatnich ptacich fadu. Z 35 testovanych
lokust bylo 33 polymorfnich. Jeden lokus (TG09-14) byl monomorfni u vsSech
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testovanych druhti a lokus TGO1-086 se nepodafilo amplifikovat. 33 parii primerti
amplifikovalo 100 % lokust u 17 druhi pévct a 99 % lokust u 5 ostatnich druht ptak.
Vétsina mikrosatelitti byla polymorfni u 8 a vice druhti. Alespon U 8 ze 17 testovanych
druhti pévcu bylo 17 lokust polymorfnich. Dale byla provedena amplifikace deviti
mikrosatelitnich lokust U 13 druhd z fadu dlouhoktidli (Charadriiformes) a sedm z nich

bylo polymorfnich.

3.8 Konzervované ptaci mikrosatelity

Dawson et al. (2013) navazali na predeslou praci a popsali vysoce konzervované
sekvence s velkym poctem repetic. Opét izolovali mikrosatelity od zebticky pestré
(Taeniopygia guttata) a kura bankivského (Gallus gallus), ale pouzili celogenomova data.
Identifikovali sekvence s dinukleotidovymi repeticemi, které¢ mély vice nez 10 opakovani.
Nalezené¢ mikrosatelity zebficky pestré pfifadili k homolognim sekvencim kura
bankivského a pomoci nastroje BLAST vybrali nejvice homologni oblasti. Pomoci
softwaru MEGAS3 (Kumar et al., 2004) byly tyto homologni sekvence dale zpracovany.
Sady primerti, navrZzené pomoci softwaru PRIMER3 (Rozen et Skaletsky, 2000), méely
teplotu annealingu v rozmezi od 57 do 63 °C. F primer kazdého paru byl znacen
fluorescenénim barvivem HEX nebo 6-FAM. Celkem bylo navrzeno 24 part primerQ
Z homolognich sekvenci, které obsahovaly alesponi osm repetitivnich jednotek u obou
druhti. Sekvence primeri byly shodné se sekvencemi zebticky a v 86 % byly homologni
se sekvencemi kura. Osmndct sad primerd zahrnovalo degenerované baze (nejvySe 2
degerované baze na 1 primer nebo maximaln¢ 3 degenerované baze na par primeri).
Pojmenovani lokust zkratkou CAM vychazi z anglického ,,Conserved Avian
Microsatellite®.

Autoii provedli genotypizaci vzdy 4 jedinci z 8 druhti pévca a vzdy jednoho
jedince ze Ctyt druhl ,,nepévcl®. VétsSina CAM markertt byla GspéSné amplifikovana
u vSech 12 testovanych druhti. U pévcl bylo amplifikovano primérné 94 % mikrosatelitt,
z nichz 68 % bylo polymorfnich. U ostatnich druhti ptakd bylo uspésné amplifikovano
95 % mikrosatelitt a z nich 42 % vykazovalo polymorfismus. Z 24 testovanych CAM
mikrosatelitii u osmi druhii pévci bylo 19 lokust polymorfnich alespon u poloviny druhti.

Mikrosatelity CAM-13 a CAM-19 byly polymorfni u v§ech 8 testovanych druhii pévct.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Biologickym materidlem pro analyzu byla krev Sesti nepiibuznych jedinct
plamenaka rizového (Phoenicopterus roseus) ze ZOO Dvir Kralové. Genomickou DNA
izoloval vedouci bakalafské prace fenol-chloroformovou metodou. Vysledna koncetrance
DNA pro PCR amplifikaci byla od 10 do 50 pg/ml.

4.2 Pouzité chemikalie

Akrylamid (Sigma)

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

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

Dusi¢nan stiibrny (Sigma)

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

Formamid (Lachner)

Hydroxid sodny (Lachner)

Chlorid sodny (Lachema)

Kyselina borit4 (Lachner)

Kyselina dusi¢na — 65 % rotok (Lachner)

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

N, N’-methylenbisakrylamid (AppliChem)

N, N, N, N’-tetramethylethylenediamin (TEMED) (AppliChem)
Peroxodisiran amonny (Lachner)

Rain off — tekuté stérace (Sheran)

Thiosiran sodny (Lachema)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)
Uhlicitan sodny (Lachner)

Xylenova modft (Xylencyanol FF) (AppliChem)
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4.3 Pouzité roztoky
Dusi¢nan stiibrny, 0,1% roztok
0,8 g dusi¢nanu stiibrného
800 ml deionizované vody
pied pouzitim piidat 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
Molekularni lepidlo
1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu
3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu
Nanaseci pufr
0,125 g xylenové modie
0,125 g bromfenolové modie
25 ml deionizované vody
100 ml formamidu
Peroxodisiran amonny, 10% roztok
1 g peroxodisiranu amonného
rozpustit v 10 ml deionizované vody
roztok uchovavat v lednicce
Polyakrylamidovy gel, 6% roztok
60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NHa4)2S20s
40 ul N, N, N, N'-tetramethylethylendiaminu
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Reakéni pufr pro Taqg DNA polymerazu, 10x
80 ml deionizované vody
1,211 g Tris (nebo 6,7 ml Tris 1 mol/l)
upravit pH pomoci HCI na hodnotu 9
3,73 g KCI
1 ml Triton X-100
po rozpusténi doplnit na 100 ml
TBE pufr, 10x zasobni roztok
55 g kyseliny borité
108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
doplnit deionizovanou vodou na 1 |
Vyvojka
24 g uhli¢itanu sodného
800 ml deionizované vody
vychladit na teplotu niz8i nez 10 °C

pfed pouZzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu sodného

4.4 Pouzité laboratorni pristroje

Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

Hybridiza¢ni pec HB-2D (Techne)

Chladnic¢ka kombinovana (Whirlpool)

Laboratorni vdhy Mark S622 (BEL Enginnering)

Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)
Mikropipety Finnpipette 0,5 aZz 10 pl (osmikanédlovd) a 0,3 pl az 1 ml (Thermo
Labsystems)

Mikropipety Nichipet EX 0,5 pl az 1 ml (Nichiryo)
Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)
Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)

Negatoskop NEGAL (Maneko)

Sekvenacni elektroforeticka komtirka S2 (Whatman Biometra)
Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)
Susarna CAT 8050 (Contherm)

Termocykler GenePro (BIOER Technology)
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Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

Termocykler TC XP (BIOER Technology)

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)

4.5 Amplifikované mikrosatelitové lokusy u plamenaka rizového

Pro detekovani polymorfnich mikrosatelitovych lokusti u 6 neptibuznych jedinci
plamenidka riizového jsem pouzila 173 pari primert. Z celkového mnozstvi bylo 113 pari
primert odvozeno od druhti z fadu tuc¢iici (tabulka ¢. 6) a 60 part primert pro amplifikaci
univerzalnich pta¢ich mikrosatelitl (tabulka ¢. 7).

Tabulka €. 6: Seznam mikrosatelitd z fadu tu¢naci testovanych na polymorfismus

u plamenaka razového.

Zdrojovy druh Mikrosatelit theral_'m
zdroj
Ech003, Ech005, Ech007, Ech008, Ech009,
tucnak zlutorohy Ech010, Ech011, Ech012, Ech014, Ech020, Ahmed
(Eudyptes Ech024, Ech029, Ech030, Ech036, Ech039, et al. 2009
chrysolophus) Ech050, Ech051, Ech060, Ech063, Ech065, N
Ech071, Ech081, Ech091, Ech113, Ech130
Emm 1, Emm 2, Emm 3, Emm 4, Emm 5, Billing
Emm 6, Emm 7, Emm 8 et al., 2007
tu¢nak nejmensi Em1, Em2, Em4, Em5, Em6.2, Em8, Em9, Grosser
(Eudyptula minor) | Em12.2, Em13, Em14, Em15, Em21, Em22, et Waters
Em23, Em24, Em26, Em27, Em28, Em29.2, '
2015
Em30
tucnak zlutooky Man03, Man08, Man13, Man21, Man22,
Boessenkool
(Megadyptes Man27, Man39, Man47, Man50, Man51, etal. 2008
antipodes) Man54, Man55 B
tucnak krouzkovy Roeder
(Pygoscelis AM3, AM12, AM13, TP500, RM3, RM6
. etal., 2001
adeliae)
Pygantarc02, Pygantarc03, Pygantarc06,
Pygantarc07, Pygantarcll, Pygantarcl5,
tucnak uzdickovy Pygantarcl6, Pygantarcl8, Pygantarcl9, Kang et al.,
(P. antarcticus) Pygantarc22, Pygantarc24, Pygantarc25, 2015
Pygantarc26, Pygantarc27, Pygantarc28,
Pygantarc29
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Tabulka €. 6: Pokra¢ovani.

Zdrojovy druh Mikrosatelit letgl;?);:m
fuciak brolove PNNO1, PNNO3, PNNO5, PNNO6, PNNO7, | Labuschagne
ucnax brylovy PNNO08, PNN09, PNN12 etal., 2013
(Spheniscus Akst et al
demersus) B3-2 2002 N
Sh1Ca9, Sh1Cal2, Sh1Cal6, Sh1Cal7, Schlosser
0 Sh2Cal2, Sh2Ca21, Sh2Ca22 etal., 2003
t“"?sakhg;f;’lgi%tuv Sh2Ca31, Sh2Ca40, Sh2Ca49, Sh2Cab55, Schiosser
' Sh2Ca58 et al., 2009
H2-6
tucnak gal_apéisk;’/ G2-2. G3-6. G3-11 Akst et al.,
(S. mendiculus) ' ’ 2002
tu¢ndk magellansy M1-11
(S. magellanicus)

Tabulka ¢. 7: Seznam univerzalnich ptacich mikrosatelitd testovanych na

polymorfismus u plamenaka rizového.

Zdroj Mikrosatelit thel‘al_‘lll
zdroj
TG01-000, TG01-040, TGO1-077, TG01-086,
TG01-092, TG01-114, TG01-124, TG01-147,
TG01-148, TG02-078, TG02-088, TG02-120,
EST ptaci TG03-002, TG03-031, TG03-034, TG03-035, Dawson
mikrosatelity TG03-098, TG04-004, TG04-012, TG04-012A, etal.,
TG04-041, TG04-061, TG05-030, TG05-046, 2010

TG05-053, TG06-009, TG07-022, TG08-024 (1),
TG08-024 (2), TG09-014, TG11-011, TG12-015,
TG13-009, TG13-016, TG13-017, TG22-001

CAM-01, CAM-02, CAM-03, CAM-04, CAM-05,
Konzervované CAM-06, CAM-07, CAM-08, CAM-09, CAM-10, Dawson
ptaci CAM-11, CAM-12, CAM-13, CAM-14, CAM-15, et al.,
mikrosatelity CAM-16, CAM-17, CAM-18, CAM-19, CAM-20, 2013
CAM-21, CAM-22, CAM-23, CAM-24
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4.6 PCR amplifikace mikrosatelitové DNA
Metodou PCR byla genomické DNA Sesti nepiibuznych jedinci plamenaka

ruzového amplifikovana vzdy jednim parem z celkovych 173 para primerda.
1. Jednotlivé slozky PCR mixu (viz tabulka ¢. 8) byly po zvortexovani
a zcentrifugovani napipetované do 1,5ml mikrozkumavky.

Tabulka €. 8: SloZzeni PCR mixu pro 6 jedinct.

Slozka PCR mixu Pipetovany objem [pl]
Deionizovana voda 44 .4
Reakeni pufr pro PCR 10x 6,7
Roztok MgCl2 (25 mmol/l) 4,0
Roztok dNTPs (20 mmol/l) 0,7
Primer R (10 umol/l) 3,3
Primer F (10 pmol/l) 3,3
aTaq DNA polymeraza (5U/ul) 1,0

2. Po napipetovani vSech slozek byla mikrozkumavka s PCR mixem opét zvortexovana
a zcentrifugovana.

3. Do sesti 0,2ml mikrozkumavek byl napipetovany 1 pl genomické DNA 6
nepiibuznych jedinct plamenaka razového, a ke kazdému vzorku bylo ptidano 9 pl
PCR reak¢ni smési.

4. Mikrozkumavky byly vloZeny do termocykleru, kde probéhla PCR reakce. Casovy
a teplotni profil PCR reakce byl nasledujici:

94 °C: 5 min
94°C:30s
*50°C:30s 35X
72°C:30s
72 °C: 7 min
*VSechny mikrosatelitové lokusy byly nejprve testované pii zékladni teploté

annealingu 50 °C. Ta byla snizovana nebo zvySovana, dokud nebyl produkt hodnotitelny.
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4.7 Elektroforeticka separace PCR produkti

Postup prace byl optimalizovan pro tloustku gelu 0,4 mm a pouziti sekvenaéni

elektroforetické komiirky S2 Whatman Biometra, s rozméry skel 330 x 390 mm

a 330 x 420 mm.

1.

Velké a malé sklo bylo dikladné omyto saponatem a oplachnuto deionizovanou
vodou. Po osuseni byla skla oplachnuta 96% ethanolem a opét osuSena papirovou
utérkou.

Plocha velkého skla, ktera se pozdéji dotykala gelu, byla oSetfena ptipravkem pro
odpuzovani vody (Rain-off). Po zaschnuti ptipravku bylo sklo dvakrat omyto
deionizovanou vodou a osuseno papirovou utérkou.

Malé sklo bylo umisténo do digestoie a na plochu, ktera se pozdé&ji dotykala gelu, byl
rozetien 1 ml molekularniho lepidla. Po jeho zaschnuti bylo sklo ¢étyfikrat omyto
96% ethanolem a osuseno papirovou utérkou.

Velké sklo bylo umisténo oSetfenou plochou nahoru na polystyrenovou podlozku do
digestote. Po strandch velkého skla byly umistény ocisténé spacery (0,4 mm silné).
Ocisténou plochou bylo malé sklo poloZeno na velké. Spacery byly srovnany podél
okrajui skel a gumicky spacerti byly pfitisknuty k malému sklu. V takovém stavu byla
skla v misté spacerii sepnuta dvéma klipsy z kazdé strany.

Do kédinky byl pfipraven 6% polyakrylamidovy gel, ktery byl po promichéani
rovnomérné nalit mezi skla tak, aby vyplnil cely prostor mezi skly.

V misté, kde byl nalévan gel, byl mezi skla zasunut hiebinek stranou bez zoubk asi
0,5 cm hluboko. V misté hiebinku byla skla sepnuta ¢tyfmi klipsy.

Po hoding, kdy gel polymerizoval a ztuhnul, byly odstranény vSechny klipsy.
Kartd¢em a vodou bylo sklo omyto od zbytkii polyakrylamidu a malé sklo poté
osuSeno papirovou utérkou.

Malym sklem k hlinikové desce elektroforetické komurky a hfebinkem nahoru, byl
umistén gel se skly do komirky a upevnén. Katodovy a anodovy prostor byl zalit
0,5x TBE pufrem. Po vytahnuti hiebinku byl pomoci injekéni stiikacky s pufrem
vyc€istén vznikly prostor mezi skly.

Po uzavieni katodového a anodového prostoru byly zapojeny elektrody a na zdroji
stejnosmérného elektrického proudu byly nastaveny jako limitni faktory hodnota
vykonu 90 W a hodnoty elektrického napéti a proudu na 3000 V a 150 mA. Za téchto

podminek byl gel nahtfivan 30 minut.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

PCR produkty byly smichdny s 5 ul nanaseciho pufru a pét minut pfed nanasenim
byly tyto vzorky vlozeny do termocykléru (94 °C). Po 3 minutach byly vytaZzeny
ahned vlozeny do ledové tiisté, aby bylo zabranéno renaturaci denaturovanych
vlaken DNA.

Béhem denaturace byl zdroj stejnosmérného elektrického proudu vypnut. PO
odpojeni elektrod byl otevien katodovy prostor a opét vycistén prostor vznikly mezi
skly, kam byl nasledn¢ vsunut hiebinek zoubky 1 mm hluboko do gelu.
Osmikanalovou pipetou bylo nanaseno po 1,5 ul jednotlivych vzorkt do mezer mezi
zoubky hiebinku. Po naneseni vsech vzorkl byl uzavien katodovy prostor a elektrody
byly opét pripojeny ke zdroji stejnosmérného elektrického proudu. Jako limitni
faktor byla nastavena hodnota vykonu 70 W (hodnoty elektrického napéti a proudu
byly stale nastaveny na 3000 V a 150 mA).

Doba separace vzorkll zavisi na jejich relativnich molekulovych hmotnostech
(délkach) rozdélovanych PCR produkti. Obvykla doba elektroforetické separace
vzorkd je 1,5 hodiny.

Béhem elektroforetické separace byly piipraveny tyto roztoky: fix/stop roztok,
800 ml roztoku 1% kyseliny dusi¢né, 800 ml 0,1% roztoku AgNOs3 a vyvojka, ktera
byla umisténa do chladnicky, aby byla vychlazena na teplotu nizsi nez 10 °C.

Po uplynuti doby elektroforetické separace vzorkl byl vypnut zdroj stejnosmérného
elektrického proudu. Po odpojeni elektrod byl otevien kandlek, aby pufr
z katodového prostoru odtekl do sbérného prostoru. Skla s gelem byla premisténa na
vodorovnou podlozku, malym sklem nahoru. Spacery a hiebinek byly vytdhnuty
a ¢epeli noze byla skla od sebe odpéacena.

Malé sklo s ptilepenym gelem bylo vlozeno do fotomisky gelem nahoru a umisténo
na tfepacku. Gel byl zalit fix/stop roztokem. Po 20 minutach pisobeni byl roztok slit
zpét do banky a sklo s gelem bylo omyto pfiblizné v 1 az 1,5 litru deionizované vody
tiikrat po dvou minutach.

Sklo s gelem ve fotomisce bylo umisténo na tfepacku a zalito 1% roztokem kyseliny
dusi¢né. Po 5 minutach byl roztok vylit do odpadu a gel byl tiikrat po dvou minutach

promyvan V 1 az 1,5 | deionizované vody.

Sklo s gelem bylo vlozeno do fotomisky, umisténo na tfepaku a zalito 0,1%
roztokem AgNOs, do kterého bylo tésné pied pouzitim ptidano 1200 ul
formaldehydu.
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19.

20.

21.

22.

Po uplynuti nejméné 30 minut byl roztok AgNOs slit do zasobni lahve a sklo s gelem
bylo vlozeno na pét vtefin do predem ptipravené fotomisky s deionizovanou vodou.
Po vytazeni a okapani bylo sklo s gelem vlozeno do fotomisky na tfepacce a zalito
vychlazenou vyvojkou, kam bylo t€sné pied pouzitim ptidano 1200 ul formaldehydu
a 160 pl 1 % roztoku NazS>0s.

Dochazelo k vyvijeni hnédocernych, stiibrem obarvenych prouzkti PCR produktt.
Po dostate¢ném zabarveni prouzku bylo vyvijeni pfilitim fix/stop roztoku (uchovany
Z kroku €. 17) ukonceno. Jakmile piestaly unikat bublinky oxidu uhli¢itého, bylo sklo
s gelem pfemisténo na 2 minuty do fotomisky s deionizovanou vodou.

Podepsané sklo fixem v misté spaceru, kde nebyl gel, bylo umisténo na hodinu do
suSarny nastavené na 60 °C. UsuSeny gel byl vyhodnocen na negatoskopu a poté
naskenovan.

Sklo s jiz nepotiebnym gelem bylo ponofeno do roztoku hydroxidu sodného, ve
kterém se za n¢kolik hodin gel od skla odlepil. Sklo omyté vodou a saponatem

a oplachnuté deionizovanou vodou bylo piipraveno k dal§imu pouziti.
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5 Vysledky

V mé bakalaiské praci jsem hledala polymorfni mikrosatelity u plamenaka razového
otestovanim 173 part primert navrzenych pro druhy z fadu tucnéci a univerzalni ptaci
mikrosatelity. Analyzu jsem provadéla pomoci cross-species PCR amplifikace u 6
nepiibuznych jedincti plamenaka razového (Phoenicopterus roseus). Z doposud
popsanych 147 mikrosateliti pro druhy z fadu tucnaci (Sphenesciformes) jsem testovala
113 para primera. Déle jsem testovala 60 univerzalnich ptac¢ich mikrosatelitii odvozenych
z homolognich mikrosatelitnich sekvenci genomické DNA zebticky pestré (Taeniopygia
guttata) a kura bankivského (Gallus gallus), konkrétné¢ 24 konzervovanych ptacich
mikrosatelitii a 35 EST ptacich mikrosatelitt, pro které bylo navrzeno 36 pari primert.

Vsech 173 pari primert jsem testovala pomoci cross-species PCR amplifikace pii
zakladni teplot¢ annealingu 50 °C. Jeji produkty byly separovany v 6%
polyakrylamidovém gelu pfi denaturujicich podminkach po dobu 90 min. V pfipadg, ze
nebyl produkt hodnotitelny, jsem optimalizovala teplotu annealingu. Jestlize nebyl
produkt viditelny, nebo byl slaby, snizovala jsem teplotu annealingu az na 44 °C.
V opacném priipad¢, kdy byl produkt pfili§ silny, jsem teplotu annealingu zvysovala az
na 66 °C. U péti mikrosatelitnich lokusl jsem optimalizovala podminky PCR sniZenim
koncentrace hofe¢natych iontd, tedy roztoku MgCl, v PCR mixu, ze 1,42 mmol/l na
tii¢tvrtinovou koncentraci 1,07 mmol/l. Produkty péti mikrosatelitd mély vyssi relativni
molekulovou hmotnost, a pro rozliSeni poctu alel jsem prodlouzila dobu elektroforetické
separace z 90 min na 120 min a v jednom piipad¢ aZ na 150 min.

Z celkového poctu testovanych mikrosateliti jsem nalezla 24 polymorfnich lokust,
jejichz amplifikaci jsem ziskala 25 polymorfnich produktt (lokus PNNOS vykazoval dvé
mista polymorfismu). DalSich 148 part primert amplifikovalo monomorfni produkt
a Vv jednom ptipad¢ se nepodatilo lokus amplifikovat (M1-11). Polymorfni mikrosatelity
a jejich charakteristiky jsou uvedeny v tabulce ¢. 9. U vSech polymorfnich produktt jsem
provedla genotypizaci na 6 neptibuznych jedincich plamendka rtiZového a pozorovala
jsem od 2 do 6 alel (viz tabulka ¢. 10). Z objevenych polymorfnich mikrosatelitnich
lokust bylo ptivodné 13 lokust navrzenych pro ad tuc¢naci a 11 univerzalnich ptacich

mikrosatelitli — 5 EST ptacich mikrosateliti a 6 konzervovanych ptacich mikrosatelitii.
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Tabulka ¢. 9: Charakteristika 24 part primert (respektive 25 amplifikovanych polymorfnich mikrosateliti) u 6 neptibuznych jedinca
plamenaka rtizového. V tabulce je uveden zdroj, nazev lokusu s Accession number z GenBank, sekvence primert, jednotka repetice, Ta — teplota

annealingu, ELFO — doba elektroforetické separace a pocet alel.

Lokus
" - Sekvence primeru Jednotka Ta ELFO .
zalel ('ﬁ‘ﬁ:ﬁgzlrc)m (5¢ — 39 repetice [°C] [min] PoCet alel
Ech011 F: CACAGCACTGTGACAGAAGCA T a4 % 3
(FM878342) | R: TTAACTGGTTCGATTTGTCAGTCTTT
sk Slutorohs Ech024 F: TGTTTCTTGCTTGCTACTTCCACAG oT 6 %0 ,
tienak ziutoroy (FM878355) | R: CCAAATATGTTGTGGTCGACAGTG
Ech030 F: TGACGCCGCAGGGACTTC CTAT e3 % 3
(FM878361) | R: GCTCAGCTCTTGCTCACAGTTTCAG
Em2 F: GGCACTGGGATCTTTCTTCC
(KM272222) | R: GACCATGCTGCAGGTTCTTG AGAT >4 %0 2
Ems8 F: GGTGCTGGGAGATGGCTTC
ST (KM272226) | R: ACGAAATGGTTTGGCTGGTG AGAT 50 %0 4
uenak neymenst Em23 F: GATGCATGTGGAGGAAGTGC CA - 120 A
(KM272234) | R: GGCAACATGGTAGCTGACAC
Emm5 F: ATTAACTTGGCCTTGGGTTC J— - % A
(DQ83772933) | R: TTTATGCTCCCTCATTCCAC
Man27 F: GATCCTGAGAAGAGAGACAG N
(EU267114) | R: GGCTGTTCATTTTGTCAC GA/GTICA/GCA | 52 %0 3
. , Man47 F: ATACCTCCAGAATGGCTG
tuehak Zlutooky (EU267116) | R: CACTAAGGGTGACCAAGG TGA o1 %0 2
Man55 F: TTGAACTAGCAAGCAGTGTAG TG - % )
(EU267120) | R: AAGGGCATTTCCATTCT
o RM6 F: CAGGAGGCTTTGAGACAA .
tuchdk krouzkovy | AF2g9547) | R: CTGTTTACATCCGATGCA CA 56 120 3
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Tabulka €. 9: Pokradovani.

Lokus

Zdroj (Accession Sekv(esn‘c:p;"lin et erdpr;c;itclfea [;I' Ca] I?rl;]::nc]) Pocet alel
number)
w1 o, PNNO8 F: GGAAATGCCACTGAAAACCTAA
tuchak brylovy (1X494408) R: GATAGATGGGGAACTGGAAACA ATAG 53 %0 2+4
tuénak ShlCal2 F: GCACACTGTGAGCTTGCAC TIAC 52 90 9
Humboldtiv (AF540007) R: CTTGGGCTCTCAAATACCC
TGO01-148 F: TTGCAACACATTCTAATATTGC ATIAC 44 90 9
(CK301512) R: TTTAAAGTACATCAAACAACAAAATC
TG02-120 F: TTGGGCAAAGATGATATGAATG AT 55 120 2
(DV945440) R: AGCCAGGTCCAGTTTCTAAGC
EST ptaci TG03-035 F: TGATGGCCAAATGCATACTC GT 58 90 9
mikrosatelity (DV578303) R: TATTTACAATATCTGCAGAAACAATCC
TG04-041 F: CTGAATTGTTGACCTTTGCTTAC
(CK316380) R: GTCCTTTTAGAAAGCAGCACAG CTIAG 48 120 2
TG05-030 F.: CTTCCCATCACATCTGTAAC AT 62 9 2
(CK308028) R: GTAAACATTAATATGCACTTTCTTAG
CAM-03 F: TTAGCATAGCTCAGCATTGCC TG 61 9 2
(neuvedeno) R: CGAGCATTCAAMCCTGTCATC
CAM-07 F: AAATGATGAGRTCTGGGTGAG cT 58 9 3
(neuvedeno) R: CCATTTCCAAGWGATTTGC
CAM-11 F: TGGTACAGGGACAGCAAACC GT 54 9 2
konzervované (neuvedeno) R: AGATGCTGAGAGCGGATG
ptaci mikrosatelity CAM-19 F: TCTTGGAGGCAGATARGAAGTG GT 66 9P 2
(neuvedeno) R: GAGCAAGCAAAGATCACAAGC
CAM-20 F: TAACAGGCAGGAATGCAGG AT e 150 3
(neuvedeno) R: TCAGCCAGTGTTGGAGGTC
CAM-24 F: CCCACTTCAGTCTTCAGAGC CA 50 9 6
(neuvedeno) R: TGGAGTATTTGGGATTGGAG

* — sniZzena koncentrace MgCl, v PCR mixu z 1,42 mmol/l na 1,07 mmol/l.
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Tabulka €. 10: Genotypy 25 polymorfnich mikrosateliti amplifikovanych

nepiibuznych jedinct plamendka razového 24 pary primert.

Zdroj Lokus | Pocet alel Genotypy
Ech011 3 1/3 2/3 1/2 2/3 1/3 2/3
tuénak Zlutorohy Ech024 2 212 1/2 2[2 2[2 2[2 2/2
Ech030 3 3/3 3/3 2/3 3/3 1/3 3/3
Em2 2 212 2[2 1/2 2[2 2[2 2/2
ik nejmensi Em8 4 214 2/2 213 2/3 1/3 3/4
Em23 4 4/4 3/3 3/3 1/1 1/2 2/2
Emm5 4 22 1/2 2/2 1/2 3/4 2/3
Man27 3 1/2 3/3 2/3 2/2 3/3 2/2
tucnak zlutooky Man47 2 1/2 1/1 11 1/1 121 111
Man55 2 212 1/2 2/2 2/2 1/2 1/2
tuénak krouzkovy RM6 3 22 1/3 1/3 2/3 1/3 1/3
o, 2 212 1/2 1/1 2/2 2/2 2/2
tehidk brylovy | PNNO8 2 203 313 3/4 11 33 2/3
tu¢tiak Humboldtav | Sh1Cal2 2 22 1/1 1/2 1/1 2/2 1/2
TG01-148 2 212 2[2 2[2 2[2 1/2 2/2
EST ptaci TG02-120 2 212 2/2 22 1/2 1/2 2/2
mikrosatelity TG03-035 2 /1 1/2 1/1 1/1 1/1 11
TG04-041 2 /1 1/1 1/2 1/2 1/1 1)1
TG05-030 2 1/2 212 22 2/2 2/2 2/2
CAM-03 2 212 1/2 2[2 2[2 2[2 2/2
CAM-07 3 2/3 1/3 1/2 2/3 2/3 2/3
konzervované ptaci | CAM-11 2 212 2/2 1/2 1/1 1/2 1/1
mikrosatelity CAM-19 2 212 2/2 2/2 1/1 2/2 1/1
CAM-20 3 1/1 2/3 3/3 2/3 1/3 2/2
CAM-24 6 1/2 3/3 2/5 3/3 2/6 4/4

Na zaklad¢ analyzy genotypt je mozné, Ze lokusy Ech030, Man27, Man47 a TGO0S5-

030 jsou vazané na pohlavi (na chromozom Z), protoze vSechny Ctyfi testované samice

byly homozygotni. Potvrdit to mize analyza vétSiho poctu jedinct.

Amplifikaci 173 pard primerti u plamenaka rizového jsem ziskala 24 part primert

amplifikujicich polymorfni mikrosatelitovy lokusy,

polymorfniho mikrosatelitu byla 13,9 %.

tedy uspéSnost amplifikace

Testovala jsem celkem 113 part primeru, které byly navrzeny pro devét druht z fadu

tucnaci a ziskala jsem 13 polymorfnich mikrosatelitovych lokusu, €ili uspésnost byla

11,5 %. Polymorfni mikrosatelitovy lokus jsem ziskala od 6 druhi tu¢naka, konkrétné 4

polymorfni lokusy pro tu¢iidka nejmensiho, 3 polymorfni lokusy pro tu¢néka zlutorohého

a zlutookého a po jednom polymorfnim lokusu pro tu¢naka krouzkového a Humboldtova.

Primery markeru PNNO8 od tuc¢naka brylového nasedaly na dvé rlizna mista v genomu,
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tedy na dva rizné lokusy, a ziskala jsem produkt se dvéma oblastmi polymorfismu.
Produkty vsech polymorfnich lokusi vykazovaly od 2 do 4 alel.

Z 60 testovanych univerzalnich ptacich mikrosatelitl jsem ziskala dohromady 11
polymorfnich produkti. Usp&snost amplifikace téchto polymorfnich lokusi byla 18,3 %.
Téchto 60 univerzalnich ptac¢ich mikrosateliti zahrnuje 36 part primerd navrzenych pro
35 EST ptacich mikrosatelitt a 24 konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitd

Z 35 testovanych EST ptacich mikrosatelitli jsem ziskala 5 polymorfnich lokust, ¢ili
uspésnost byla 13,8 %. Vsechny polymorfni produkty vykazovaly po 2 alelach.

Z 24 testovanych konzervovanych ptacich mikrosateliti bylo 6 lokust polymorfnich.
Uspé&snost nalezeni polymorfnich lokust byla 25 %. Produkty péti polymorfnich lokust
vykazovaly 2 nebo 3 alely a lokus CAM-24 vykazoval 6 alel.

Na naésledujicich obrazcich jsou elektroforetogramy vybranych polymorfnich
mikrosatelitnich lokusi, které jsem nalezla u plamendka rizového. Na obrazku €. 6 je
dvoualelovy lokus CAM-11 a na obrazku €. 7 je Sestialelovy lokus CAM-24.

Obrazek ¢. 6: Elektroforetogram mikrosatelitniho lokusu CAM-11. Na obrazku jsou

vyznaceny dvé alely, které jsem ziskala amplifikaci tohoto lokusu u 6 nepiibuznych

jedinct plamenaka rizového pii teploté annealingu 54 °C a doba separace byla 90 minut.
1 2 3 4 5 6

Obrazek ¢. 7: Elektroforetogram mikrosatelitniho lokusu CAM-24. Na obrazku je
vyznaeno Sest alel, které jsem ziskala amplifikaci tohoto lokusu u 6 nepiibuznych

jedinct plamenaka riazového pii teploté annealingu 50 °C a doba separace byla 90 minut.

1

alela 5

Dle pozadavkii Katedry botaniky PfF UPOL jsem zpracovala didaktickou ¢ast na
téma bakalarské prace a je soucasti ptilohy.
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6 Diskuze

V praktické ¢asti své baklaiské prace jsem pomoci cross-species PCR amplifikace
testovala celkem 173 part primeri (113 mikrosatelitd izolovanych od zastupct z fadu
tucnaci a 60 pard primert amplifikujicich univerzalni ptaci mikrosatelity) na DNA Sesti
nepiibuznych jedinct plamendka rizového. Celkem 24 paru primera amplifikovalo 25

polymorfnich produktt se 2 az 6 alelami.

Dosud bylo popsano 147 polymorfnich mikrosatelitti pro 10 druhti z fadu tucndaci. Ja
testovala 113 mikrosatelitnich lokust, odvozenych od zastupcti deviti druht tucnakt
(tuéndk brylovy, galapazsky, Humboldtiv, krouzkovy, magellansky, nejmensi,
uzdi¢kovy, Zlutooky a zlutorohy). Polymorfni produkty poskytly pouze mikrosatelity
izolované od tu¢naka brylového, Humboldtova, krouzkového, nejmensiho, zlutookého
a zlutorohého.

Testovanim 25 mikrosateliti od tu¢iidka Zlutorohého jsem nalezla tfi polymorfni
lokusy (viz tabulka ¢. 9) u 6 nepiibuznych jedincti plamenaka rizového. Ahmed et al.
(2009) testovali tyto tfi lokusy u tuénaka zlutorohého pfi teploté annealingu Ta 60 °C.
Autori testovali lokus Ech011 na DNA 27 jedinct a nalezli 8 alel. Ja jsem testovala lokus
Ech011 pfi Ta 44 °C anasla jsem 3 alely. Druhy lokus Ech024 autofi testovali u 28 jedinci
tucnaka zlutorohého a nalezli 5 alel, zatimco ja jsem u plamenaka rizového nalezla 2
alely pii Ta 62 °C. Tteti polymorfni lokus Ech030 autofi testovali u 28 jedinct tu¢inaka
zlutorohé a nalezli 11 alel a ja jsem nalezla 3 alely u plamenaka rizového pti Ta 53 °C.
Autofi provedli cross-species PCR amplifikaci se v§emi 25 pary primerti navrzenych pro
tucndka zlutorohého vzdy u tfech jedincii tuc¢iidka patagonského, osliho, uzdickového
a krouzkového pti Ta 60 °C (viz tabulka ¢. 2). Lokus Ech011 vykazoval 5 alel u tu¢naka
patagonského, 2 alely u tucidka krouzkového, a u tucnaka osliho i uzdickového byl
produkt monomorfni. Lokus Ech024 vykazoval polymorfni produkt pouze u tucnaka
krouzkového a vykazoval 3 alely. U tucnaka patagonského a osliho vykazoval lokus
Ech024 monomorfni produkt a u tuéiidka uzdickového se tento lokus nepodafilo
amplifikovat. Lokus Ech030 vykazoval polymorfni produkt u tuc¢inaka patagonského,
osliho a uzdickového a vykazoval po fadé 3, 5 a 5 alel. U tu¢naka krouzkového vykazoval
tento lokus monomorfni produkt.

Ve dvou pracich bylo pro tu¢naka nejmensiho popsano celkem 28 polymorfnich

mikrosatelitnich lokusti. V prvni praci popsali Billing et al. (2007) 8 mikrosatelitt pro
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tucnaka nejmensiho, které testovali pii Ta 58 °C u jedinci z Filipova a Troubridgeova
ostrova. Ve druhé praci popsali Grosser et Waters (2015) 20 mikrosatelitd pro tucnaka
nejmensiho, které testovali pii Ta 60 °C, ale o poctu testovanych jedinct se nezminuji.
Testovanim 28 mikrosateliti navrZzenych pro tu¢ndka nejmensiho jsem nalezla u Sesti
nepiibuznych jedincl plamendka rtizového 4 polymorfni lokusy (viz tabulka ¢. 9).
Amplifikaci lokusu Em2 jsem nasla u plamenaka rizového 2 alely pti Ta 54 °C, zatimco
Grosser et Waters (2015) nalezli u tu¢naka nejmensiho 17 alel. Grosser et Waters (2015)
nalezli amplifikaci lokusu Em8 u tu¢naka nejmensiho 10 alel a ja jsem nalezla
u plamenédka rizového 4 alely piti Ta 50 °C. Testovanim lokusu Em23 u tu¢naka
nejmensiho nalezli Grosser et Waters (2015) 9 alel, zatimco ja jsem nalezla u plamenaka
razového 4 alely pii Ta 55 °C. Billing et al. (2007) testovali lokus Emm5 u 28 jedinct
tuénaka nejmensiho z Filipova ostrova a nalezli 11 alel a testovanim lokusu u 15 jedinci
tu¢naka nejmensiho z Troubrigeova ostrova nalezli 8 alel. Ja jsem amplifikaci lokusu
Emmb u plamendka rizového nalezla 4 alely pii Ta 55 °C.

Od tucndka Zlutookého jsem testovala 12 mikrosateliti u 6 neptibuznych jedinct
plamenaka ruzového a nalezla jsem 3 polymorfni lokusy (viz tabulka ¢. 9). Bossenkool
et al. (2008) testovali tyto mikrosatelitni lokusy na DNA 43 jedinci tué¢naka zlutookého
pti Ta 48 °C. Autofi nalezli u tu¢naka zlutookého amplifikaci lokusu Man27 2 alely,
zatimco ja& jsem u plamendka riZového nalezla 3 alely pii Ta 52 °C. Druhy mikrosatelitni
lokus Man47 jsem testovala u plamenaka rizového pii Ta 51 °C a nalezla jsem 2 alely,
zatimco autofi nalezli u tuc¢ndka zlutookého 4 alely. Na tfetim polymorfnim lokusu
Man55 jsme nalezli shodné po 2 alelach, ale zatimco autofi testovali lokus u tu¢naka
zlutookého pii Ta 48 °C, ja jsem pouZila u plamenéka riZzového Ta 55 °C.

Ze Sesti mikrosatelitli od tu¢iidka krouzkového, které jsem testovala u 6 neptibuznych
jedinct plamenaka rtzového, jsem nalezla jeden polymorfni lokus RM6 (viz tabulka
¢. 9). Roeder et al. (2001) testovali tento lokus u 432 jedinct tu¢inaka krouzkového a pii
Ta 57 °C nalezli 6 alel. Ja jsem amplifikaci lokusu RM6 u plamendka rtiZzového pii Ta
56 °C nalezla 3 alely

Testovanim 9 mikrosateliti od tuc¢iidka brylového na Sesti jedincich plamenaka
rizového jsem nalezla polymorfni lokus PNNO8 (viz tabulka ¢. 9). Labuschagne et al.
(2013) nalezli u tu¢naka brylového 4 alely pii teploté annealingu v rozmezi od 50 do
60 °C. Ja& jsem nalezla amplifikaci PNNO8 u plamendka rtizového dvé mista

polymorfismu se 2 a 4 alelami pii Ta 53 °C.
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Od tu¢naka Humboldtova jsem testovala 13 mikrosatelitt u 6 nepfibuznych jedinct
plamendka rizového a nalezla jsem jeden polymorfni lokus Sh1Cal2 (viz tabulka €. 9).
Pii Ta 52 °C jsem nalezla 2 alely. Schlosser et al. (2003) testovali lokus Sh1Cal2 u 24
jedinct tuc¢iidka Humboldtova a pii Ta 60 °C nalezli 11 alel. Autofi navic testovali
vSechny mikrosatelitni lokusy cross-species PCR amplifikaci u dalsich 8 druhti tucnakd.
Lokus Sh1Cal2 amplifikoval polymorfni produkt vzdy u 20 jedinct tu¢iidka brylového
a magellanského, vzdy u 5 jedinci tuciidka jizniho skalniho, nejmensiho, osliho
a patagonského. U péti jedinct tucnaka zlutorohého a u 2 jedincii tuc¢iidka uzdickového
amplifikoval lokus Sh1Cal2 monomorfni lokus (viz tabulka ¢. 5). Konkrétni pocty alel

autofi nezminuji.

Mezi 60 univerzalnimi ptacimi mikrosatelity, které jsem testovala u 6 neptibuznych
jedinct plamendaka riizového, bylo 35 EST ptacich mikrosatelitt, pro které bylo navrzeno
36 part primerd, a 24 konzervovanych ptacich mikrosatelita.

Pro plamendka riizového jsem nalezla testovanim 36 parti primerd pro EST ptaci
mikrosatelity 5 polymorfnich lokust (viz tabulka ¢. 9). Dawson et al. (2010) testovali
mikrosatelitni lokusy u 4 jedinct zebti¢ky pestré. Testovanim lokusu TGO1-148 jsme
nalezli shodné po 2 alelach. Autofi pouzili Ta 56 °C u zebticky pestré, zatimco ja jsem
amplifikovala lokus pfi Ta 44 °C u plamenéka rizového. Druhy lokus TG02-120 jsem
amplifikovala u plamenaka rizového pti Ta 55 °C a nalezla jsem 2 alely, zatimco autofi
amplifikovali lokus u zebticky pestré pii teploté 60 °C a urcili ho jako monomorfni. Tteti
lokus TG03-035 amplifikovali autofi u zebficky pestré pii Ta 59 °C a vyhodnotili lokus
jako monomorfni, zatimco ja jsem u plamendka riiZzového nalezla 2 alely pii Ta 55 °C. Na
dal§im testovanym lokusu TGO04-041 jsme nalezli shodné po 2 alelach. Autofi
amplifikovali tento lokus u zebticky pestré pii Ta 58 °C a ja jsem u plamenaka riazového
pouzila Ta 48 °C. Posledni lokus TG05-030 vyhodnotili autofi u zebficky pestré jako
monomorfni pii Ta 53 °C, zatimco ja jsem U plamenaka rizového nalezla 2 alely pti
Ta 62 °C.

Autofi testovali téchto 5 polymorfnich lokus cross-species PCR amplifikaci
u dal$ich druhti ptakt. V néasledujici tabulce €. 11 je vyznacen pocet alel u plamendka
ruzového, zdrojovych druhti (zebticka pestra a kur bankivsky) a dalSich 20 druha ptaka.
U zvonka zeleného amplifikovalo polymorfni lokus vSech 5 testovanych pard primeru.
Naopak u druhti linduska kanarska, sykora modfinka, kulik motsky a agapornis rizohrdly

amplifikovalo téchto 5 mikrosatelitnich lokusit monomorfni produkt.
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Tabulka €. 11: EST ptaci mikrosatelity polymorfni u plamendka rizového (tato
prace) a jejich testy u dalSich 22 druht ptakt (Dawson et al., 2010). V tabulce je
zvyraznén pocet alel v piipadé, kdy byl produkt polymorfni, monomorfni produkt je

znacen pismenem M. Cisla v zavorkach znaci pocet testovanych jedinci.

Druh Lokus
TG01-148 | TG02-120 | TG03-035 | TG04-041 | TG05-030
plamenak rizovy 2 (6) 2 (6) 2 (6) 2 (6) 2 (6)
zebticka pestra 24 M (4) M (4) 2(4) M (4)
kur bankivsky M (4) 34 M (4) 24 M (4)
amada Gouldové M (4) M (5) M (4) M (4) 2 (4
linduska kanarska M (4) M (4) M (4) M (4) M (4)
vrabec domaci 3(4) 2(4) M (4) M (4) M (4)
zvonek zeleny 5(21) 2 (21) 6 (16) 2 (19 3(20)
kiivka obecna 7 (16) 4 (16) 2 (14) M (17) 2 (16)
pénkava obecna 4 (19) 2 (20) M (20) 2 (20) 2 (20)
hyl obecny 4 (21) 4 (22) M (20) M (20) 2 (23)
vlastovka australska 4 (4) 3(4) M (4) 3(4) M (4)
sykora modtinka M (4) M (4) M (4) M (4) M (4)
sykora konadra M (4) M (4) M (4) 2(4) M (4)
rakosnik velky M (4) M (4) M (4) 2(4) 2(4)
sykofice vinoprsa 3 (4) M (4) M (4) 2 (4) M (4)
kos Cerny M (4) 2(4) M (4) M (4) M (4)
timaliovec pruhoktidli M (4) M (4) M (4) M (4) 3(4)
straka americka 24 M (4) 2 (4 M (4) M (4)
popelaé Sedy M (4) M (4) M (4) 2 (4) M (4)
kulik mofsky M (4) M (4) M (4) M (4) M (4)
kolibtik rezavoleskly 2 (6-8) M (4) 4 (4) M (4) M (4)
sova palena M (4) M (4) M (4) M (4) M (4)
agapornis ruzohrdly M (4) M (4) M (4) M (4) M (4)

Testovanim 24 konzervovanych pta¢ich mikrosatelitd u Sesti nepiibuznych jedinci
plamenaka rizového jsem nalezla 6 polymorfnich lokust (viz tabulka ¢. 9). Dawson et
al. (2013) testovali mikrosatelity pti Ta 56 °C u jedinct zebficky pestré a kura
bankivského. Autofi testovali lokus CAM-03 u 12 jedinct zebiic¢ky pestré a nalezli 11
alel a testovanim lokusu u 4 jedinct kura bankivského nalezli 2 alely. Ja jsem téZ nalezla
2 alely amplifikaci lokus CAM-03 u plamenaka rizového, ale pouzila jsem Ta 61 °C.
Autofi testovali druhy lokus CAM-07 u 12 jedinct zebiicky pestré a nalezli 6 alel, a u 3
jedincti kura bankivského, kde byl lokus monomorfni. Ja jsem testovala CAM-07
u plamenaka rizového pii Ta 58 °C a nalezla jsem 3 alely. Tteti lokus CAM-11 testovali
autofi U 12 jedinct zebficky pestré a nalezli 6 alel a u 4 jedinct kura bankivského
vyhodnotili lokus jako monomorfni. Ja jsem amplifikaci lokusu CAM-11 u plamenaka

rizového nalezla 2 alely pii Ta 54 °C. Amplifikaci ctvrtého lokusu CAM-19 nalezli autofi
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u 12 jedinct zebficky pestré 6 alel a u 4 jedinct kura bankivského vyhodnotili lokus jako
monomorfni. Ja jsem testovanim lokusu CAM-19 nalezla u plamenaka rizového 2 alely
pii Ta 66 °C. Dalsi lokus CAM-20 jsem testovala u plamenaka ruzového pii Ta 44 °C
analezla jsem 3 alely. Autofi testovali lokus CAM-20 u 12 jedinct zebficky pestré
analezli 6 alel a u 2 testovanych jedinct kura bankivského byl lokus monomorfni.
Posledni polymorfni lokus CAM-24 jsem testovala u plamenaka rtizového pii Ta 50 °C
a nalezla jsem 6 alel. Autofi testovali lokus CAM-24 u 12 jedincu zebiic¢ky pestré a nalezli
také 6 alel a testovanim lokusu u 4 jedincti kura bankivského vyhodnotili lokus jako
monomorfni.

Autofi testovali téchto 6 polymorfnich mikrosatelitnich lokust cross-species PCR
amplifikaci u dalSich 8 druht ptakt z fadu pévci a u 3 druhti ,,nepéveu‘ (viz tabulka ¢. 12).
U zdrojového druhu zebticky pestré amplifikovalo vSech 6 part primert polymorfni
produkt.

Tabulka ¢. 12: Konzervované pta¢i mikrosatelity polymorfni u plamenaka rizového
(tato prace) a jejich testy u dalSich 12 druht ptakd (Dawson et al., 2013). V tabulce je
zvyraznén pocet alel v pfipad€, kdy byl produkt polymorfni, monomorfni produkt je

znacen pismenem M. Cisla v zdvorkach znaci pocet testovanych jedinct.

Druh Lokus
CAM-03 | CAM-07 | CAM-11 | CAM-19 | CAM-20 | CAM-24

plamenak rizovy 2 (6) 3(6) 2 (6) 2 (6) 3(6) 6 (6)
zebficka pestra 11 (12) 6 (12) 6 (12) 6 (12) 6 (12) 6 (12)
kur bankivsky 2 (4) M (3) M (4) M (4) M (2) M (4)
linduska kanarska 4 (4) M (4) 3(4) 2 (4) M (4) M (4)
vrabec domaci 9(12) 6 (12) 4(12) 5 (12) 4(12) M (12)
pénkava obecna M (4) 3(4) 2(3) 2(2) 4 (3) M (4)
hyl obecny M (4) 3 (4) 3 (4) 2(2) 4(3) M (4)
sykora konadra 34) M (3) M (4) 34) 313 M (4)
kos ¢erny 6 (4) M (3) M (4) 3(4) 3(3) M (4)
sova palend M (4) M (3) 2 (3) 2 (4) M (3) M (4)
poktovnik zeleny M (4) 3(4) 3(4) 2(4) 2(4) 24
e M@ | M@©) | 46 | 40 | 46 | 60
mandelik hajni M (4) M (4) 2 (4) M (4) M (4) 4 (4)

V Laboratoii populacni genetiky Katedry bunécné biologie a genetiky PfF UPOL

byly mikrosatelity od tucnakt a univerzalni ptac¢i mikrosatelity jiz testovany. Metodou
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cross-species PCR amplifikace byly tyto mikrosatelitni lokusy testovany U nesyta
indomalajského (Pechova, 2014), potapky rohace (Filipova, 2016), pelikana
skvrnozobého (Sulakova, 2017), plamefidka karibského (Zlochova, 2017) a plamefika
ruzového (tato prace).

Pechova (2014) testovala u 6 nepiibuznych jedinci nesyta indomalajského 135 part
primerti navrzenych pro mikrosatelity z fadu tuc¢iiaci a univerzalni ptaci mikrosatelity (na
rozdil ode m¢ netestovala mikrosatelity popsané pro tu¢inaka nejmensiho, které popsali
Grosser et Waters (2015), mikrosatelity pro tu¢naka uzdickového (Kang et al., 2015)
a lokusy TG01-086 a TG09-014 amplifikujici EST ptaci mikrosatelity (Dawson et al.,
2010)) a ziskala 14 polymorfnich lokust. Amplifikaci 77 part primerd odvozenych od 7
druhil z fadu tucnéci ziskala 10 polymorfnich lokust u nesyta indomalajského, z nichz
jeden (Man27) jsem u plamenaka razového vyhodnotila také jako polymorfni.
Testovanim 34 part primert EST ptacich mikrosatelitt nalezla u nesyta indomalajského
jeden polymorfni mikrosatelit. Z 24 konzervovanych ptac¢ich mikrosateliti ziskala
u nesyta indomalajského 3 polymorfni lokusy, z nichz 2 (CAM-03 a CAM-11) jsem
u plamenaka riiZového vyhodnotila také jako polymorfni. Lokusy, které byly polymorfni
u 6 nepiibuznych jedincti plamenaka rizového a nesyta indomalajského, jsou vyznacené
Vv tabulce €. 13.

Filipova (2016) testovala u 6 nepiibuznych jedinct potapky rohace celkem 171 part
primert navrzenych pro mikrosatelity z fadu tu¢naci a univerzalni pta¢i mikrosatelity (na
rozdil ode mé& netestovala lokusy TG01-086 a TG09-014) a nalezla 19 polymorfnich
mikrosatelitnich lokust. Ze 113 mikrosateliti od zastupct z fadu tuénaci vyhodnotila
u potapky rohace 6 mikrosatelitt jako polymorfnich, z nichz jeden (Emm5) jsem
u plamenaka rizového vyhodnotila téZ jako polymorfni. Amplifikaci 34 parti primerti pro
EST ptaci mikrosatelity ziskala u potapky rohace 8 polymorfnich lokusii, z nichZ jeden
(TG02-120) jsem u plamenaka ruzového vyhodnotila také jako polymorfni. Testovanim
24 konzervovanych ptacich mikrosatelith ziskala u potapky rohafe 5 polymorfnich
produktd a 3 z nich (CAM-11, CAM-19 a CAM-24) jsem u plamenaka rizového
vyhodnotila také jako polymorfni. Lokusy, které byly polymorfni u 6 nepfibuznych
jedinct plamenaka rizového a potapky rohace, jsou vyznacené v tabulce ¢. 13.

Sulakova (2017) testovala u 6 nepiibuznych jedincti pelikana skvrnozobého celkem
173 part primert navrzenych pro mikrosatelity z fadu tucnaci a univerzalni ptaci
mikrosatelity, a ziskala 14 polymorfnich lokust. Ze 113 mikrosateliti od zastupct z fadu

tucnaci nalezla u pelikana skvrnozobého 8 polymorfnich lokust, z nichz dva (Em8
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a Emmb5) jsem u plamenaka riizového oznacila také jako polymorfni. Testovanim 36 part
primert pro EST ptaci mikrosatelity ziskala u pelikana skvrnozobého jeden polymorfni
produkt. Amplifikaci 24 konzervovanych pta¢ich mikrosatelitd ziskala u pelikana
skvrnozobého 5 polymorfnich lokust a dva z nich (CAM-11 a CAM24) jsem
u plamenaka riizového vyhodnotila také jako polymorfni. Lokusy, které byly polymorfni
u 6 nepiibuznych jedinct plamendka rizového a pelikana skvrnozobého, jsou vyznacené
Vv tabulce €. 13.

Zlochova (2017) testovala u 6 nepiibuznych jedinct plamenaka karibského celkem
171 parG primerd navrzenych pro mikrosatelity z fadu tu¢naci a univerzalni ptaci
mikrosatelity (stejné jako Pechova (2014) a Filipova (2016) netestovala lokusy TGO1-
086 a TG09-14), a ziskala 23 polymorfnich mikrosatelitd. Ze 113 mikrosatelitt
navrzenych pro zastupce fadu tuénaci vyhodnotila u plamenaka karibského 16
polymorfnich lokust, z nichz jsem devét (Ech011, Ech024, Ech030, Em2, Em23, Man27,
Man47, Man55 a PNNO08) oznacila také jako polymorfni u plamendka ruzového.
Testovanim 34 part primertt EST ptacich mikrosateliti ziskala u plamenaka karibského
polymorfni produkt u 3 lokust. Amplifikaci 24 konzervovanych ptacich mikrosatelitt
u plamenéka karibského ziskala 4 polymorfni lokusy, z nichz 3 (CAM-11, CAM-20
a CAM-24) amplifikovaly polymorfni produkt také u plamenaka rizového. Lokusy, které
byly polymorfni u 6 neptibuznych jedincii plamendka rizového a plamenéka karibského,
jsou vyznacené v tabulce €. 13.

Lokus CAM-11 amplifikoval polymorfni produkt u vSech péti testovanych druhii
z kladu Aequorlitornithes, lokus CAM-24 byl polymorfni u 4 z 5 testovanych druhu,
lokusy Man27 a EmmS5 amplifikovaly polymorfni produkt u 3 z 5 testovanych druht
a ostatni lokusy byly polymorfni maximalné u dvou z testovanych druht.

Uspé&snost cross-species PCR amplifikace polymorfniho lokusu z fadu tuéhaci
a univerzalnich ptac¢ich mikrosateliti byla nejvétSi u zastupci z tadu plamenaci,
konkrétn¢ u plamenaka ruzového cinila 13,9 % (tato prace) a u plamenaka karibského

¢inila 13,5 % (Zlochova, 2017).
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Tabulka €. 13: Porovnéani polymorfnich mikrosateliti z fada tu¢niaci a univerzalnich
ptacich mikrosatelitt, které byly pomoci cross-species PCR amplifikovany u plamenaka
ruzového (tato prace) s vysledky amplifikace u nesyta indomalajského (Pechova, 2014),
potapky rohaée (Filipova, 2016), pelikana skvrnozobého (Suldkova, 2017) a plametiaka
karibského (Zlochova, 2017). V tabulce jsou vyznaceny pocty alel v piipade, kdy byl
produkt polymorfni, monomorfni produkt je znaten pismenem M. Cisla v zavorkach

oznacuji pocet testovanych jedinct.

_ Pocet alel daného lokusu u
28] Lokus 175 R (6) NI (6) PR (6) PS (6) PLK (6)
Ech011 3 M M M 3
tuciak zlutorohy Ech024 2 M M M 2
Ech030 3 M M M 3
Em2 2 NA M M 3
tucnak nejmensi Em8 4 NA M 3 M
Em23 4 NA M M 3
Emm5 4 M 2 2 M
Man27 3 2 M M 2
tucnak zlutooky Man47 2 M M M 2
Man55 2 M M M 2
tucnak krouzkovy RM6 3 M M M M
tuchak brylovy PNNO8 2+4 M M M 4
tucnak
Humboldtiy ShiCal2 2 M M M M
TGO01-148 2 M M M M
» TG02-120 2 M 2 M M
nﬁirngﬁftly TG03-035 2 M M M M
TG04-041 2 M M M M
TG05-030 2 M M M M
CAM-03 2 4 M M M
, CAM-07 3 M M M M
konzervgvane CAM-11 5 5 5 5 5
CAM-20 3 M M M 3
CAM-24 6 M 4 2 4

PLR — plamendk rtizovy, NI — nesyt indomalajsky, PR — potapka rohac, PS — pelikan skvrnozoby
a PLK — plamenak karibsky

V ramci Laboratofe populacni genetiky Katedry bunécné biologie a genetiky PiF
UPOL bylo pro plamenaka rtizového testovano celkem 735 part primert (véetné mé
bakalarské prace) pomoci cross-species PCR amplifikace. Jednalo se o mikrosatelity
izolované pro zastupce z tadu brodivi, pévci, potapky, potéplice, trubkonosi, tuciaci,
veslonozi, nékolik malo pro dlouhokiidlé a vrubozobé a univerzalni pta¢i mikrosatelity.
Téchto 735 part primerti amplifikovalo u plamenidka rizového celkem 112 polymorfnich

mikrosatelitnich lokusii a jsou vyjadieny v obrazku ¢. 8.
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Drobek (2008) testoval u 6 nepfibuznych jedinci plamenaka rtizového 70 part
primerQ navrzenych pro zastupce z fadu brodivi, potapky a veslonozi. Analyzu provadél
pomoci cross-species PCR amplifikace a testovanim vSech 70 pard primerd nalezl 7
polymorfnich lokust (3 polymorfni lokusy izolované od zéstupct z fadu brodivi a 4
polymorfni lokusy izolované od zéstupci z fadu veslonozi). Ve své diplomové praci
navézal na svou bakalafskou praci a testoval dal§ich 214 pard primerd navrzenych pro
zastupce z fadu brodivi, dlouhoktidli, potapky, potaplice, tu¢iiaci, veslonozi a vrubozobi
u 6 nepiibuznych jedinci plamenaka razového (Drobek, 2013). Testovanim téchto 214
part primerti nalezl 22 polymorfnich lokust, konkrétné 1 polymorfni lokus izolovany od
zastupce z fadu dlouhoktidli, 9 polymorfnich lokusti navrzenych pro zastupce z fadu
brodivi a 12 polymorfnich lokust od zéstupct z fadu veslonozi.

Manisova (2011) testovala u 6 neptibuznych jedinc plamenaka rizového cross-
species PCR amplifikaci 47 mikrosatelitt odvozenych od zastupct z fadu veslonozi
a brodivi, které Drobek (2010) netestoval. Konkrétné se jednalo o druhy kormoran usaty
a chocholaty, faeton zlutozoby a volavka éervenava. Amplifikaci u 6 nepiibuznych
jedinct plamendaka riZzového nalezla 5 polymorfnich mikrosatelitnich lokusi.

Malkova (2013) testovala cross-species PCR amplifkaci 19 nové popsanych
mikrosatelitnich lokusti od zastupci z fadu brodivi a nalezla 2 polymorfni lokusy
u plamendka rizového. Navic retestovala 9 mikrosatelitnich lokusti izolovanych od
zastupct z fada brodivi, veslonozi a potaplice u 22 jedinct plamenaka riZzového, které jiz
diive Drobek (2010) oznacil u plamenaka rizového za monomorfni, a nalezla 4
polymorfni mikrosatelitni lokusy.

Kirova (2017) testovala u 6 neptibuznych jedinct plamendka riZového 213 pari
primerti, z nichz bylo 207 odvozeno od zastupcii z tfadu trubkonosi, dalSich 5
mikrosatelitli bylo odvozeno od dlouhoktidlych a jeden lokus byl odvozen od zastupce
Z fadu pévci. Z téchto 213 testovanych mikrosatelitnich lokusi ziskala 48 polymortnich,
z nichz 46 bylo popsano pro zastupce z fadu trubkonosi a 2 popsané pro zastupce z fadu
dlouhokfidli.

J4 jsem testovala u 6 neptfibuznych jedincii plameiidka rizového pomoci Ccross-
species PCR amplifikace celkem 173 para primert, které byly izolované pro zastupce
z fadu tucnaci (113 mikrosatelitnich lokusti) a univerzalni ptaci mikrosatelity (36 para
primert pro EST pta¢i mikrosatelity a 24 konzervovanych ptafich mikrosatelit().

Amplifikaci 173 part primert jsem u plamendaka nalezla 13 polymorfnich lokust z fadu
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tuénaci, 5 polymorfnich lokusi navrzenych pro EST ptaci mikrosatelity a 6 polymorfnich
lokust izolovanych pro konzervované ptaci mikrosatelity.

Obrazek ¢. 8: Grafické rozdéleni polymorfnich mikrosatelitnich lokust u plamenaka
razového, které byly ziskany cross-species PCR amplifikaci v Laboratofi popula¢ni
genetiky Katedry bunééné biologie a genetiky P¥F UPOL. Cisla v zavorkach oznaduji

pocet polymorfnich lokust izolovanych od zéstupct jednotlivych skupin.

= brodivi (19)

= dlouhoktidli (3)
/ trubkonosi (46)
= tucnaci (13)

= veslonozi (20)

= EST ptaci mikrosatelity (5)

konzervované ptaci mikrosatelity (6)

Jak bylo uvedeno vySe, v rdmci Laboratofe populacni genetiky Katedry bunééné
biologie a genetiky PfF UPOL, bylo u plamenéka riizového otestovdno celkem 735
mikrosatelitnich lokusii, z nichz 112 bylo polymorfnich. To odpovida Gispés$nosti 15,2 %.
Z celkového poctu otestovanych mikrosatelitnich lokust bylo 660 izolovanych od
zastupci z kladu Aequorlitornithes. Z 660 mikrosateliti jich 101 amplifikovalo
polymorfni mikrosatelitni lokus u plamendka riizového, ¢ili tspésnost byla 15,3 %.

Na zakladé uspésnosti amplifikace polymorfnich mikrosatelitnich lokust, které byly
puvodné izolované pro zastupce z kladu Aequorlitornithes, doporucuji dotestovat nové
publikované mikrosatelity, které zatim nebyly testovany, a dale mikrosatelity od zastupct
z tada slunatci a dlouhoktidli, které Prum et al. (2015) tadi také do kladu
Aequorlitornithes. Dale navrhuji provést u polymorfnich mikrosatelitnich lokust, které
byly nalezené v mé bakalaiské praci, genotypizaci na vétSim poctu jedincti plamenaka
rizového, aby byly zjistény charakteristiky mikrosatelitti, ptipadné vazby mezi lokusy
a nasledn¢ mohly byt tyto lokusy vyuzity naptiklad k determinaci paternity nebo ke studiu

populaci plamendka razovych.
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7 Zavér

V této bakalaiské praci jsem hledala polymorfni mikrosatelity u plamenaka rizového
(Phoenicopterus roseus). Pomoci cross-species PCR amplifikace jsem testovala
mikrosatelitni lokusy odvozené od zastupci z ftadu tucnéaci (Sphenisciformes)
a univerzalni pta¢i mikrosatelity.

Celkem jsem testovala 173 paru primerd cross-species PCR amplifikaci u 6
nepfibuznych jedinci plamenaka rizového. Z doposud zndmych 147 mikrosatelit
navrzenych pro zastupce z fadu tuciiaci jsem testovala 113 mikrosateliti odvozenych od
9 druhti tucnakl (tuénak brylovy, galapazsky, Humboldtiv, krouzkovy, magellansky,
nejmensi, uzdickovy Zlutooky a Zlutorohy). V rameci univerzalnich ptacich mikrosateliti
jsem testovala 35 EST ptadich mikrosatelitl, pro které bylo navrzeno 36 pard primert,
a 24 konzervovanych ptac¢ich mikrosatelita.

Ze 173 testovanych part primert jsem nalezla 24 polymorfnich lokusi, jejichz
amplifikaci jsem ziskala 25 polymorfnich produktt (lokus PNNO8 vykazoval dv€ mista
polymorfismu). Dalsich 148 par primert amplifikovalo monomorfni produkt a jeden
mikrosatelitni lokus se amplifikovat nepodafilo. Celkova tspésnost cross-species PCR
amplifikace od zastupcii z fadu tucnaci a univerzalnich ptac¢ich mikrosatelitli u plamenéaka
rizového Cinila 14,5 %. Ze 113 mikrosateliti od zastupct z fadu tu¢naci jsem nalezla 14
polymorfnich lokust, tedy uspéSnost amplifikace ¢inila 12,4 %. Z 36 pari primerd pro
EST pta¢i mikrosatelity amplifikovalo polymorfni produkt 5 lokust, tedy uspéSnost
amplifikace byla 13,8 %. Amplifikaci 24 konzervovanych ptacich mikrosatelitii jsem
ziskala 6 polymorfnich lokusii. Uspé&$nost amplifikace konzervovanych ptagich
mikrosateliti byla nejvétsi a €inila 25 %. Optimalizaci podminek PCR amplifikace a doby
elektroforetické separace jsem u polymorfnich lokusi vyhodnotila od 2 do 6 alel
u plamenaka rizového.

Nakonec jsem porovnala vysledky pifedchozich praci, které vznikly v ramci
Laboratote populacni genetiky na Katedfe bunééné biologie a genetiky PiF UPOL, kde
jiz testovali cross-species PCR amplifikaci mikrosatelity izolované pro zastupce z kladu
Aequorlitornithes u plamendka rtizového. Vcetné této bakalarské prace bylo doposud
u plamenaka razového testovano 735 parh primerti a bylo nalezeno 112 polymorfnich
mikrosatelitnich lokusi.

Na zéaklad¢ pozadavku Katedry botaniky PiF UPOL jsem zpracovala didaktickou

¢ast, ve které jsem navrhla zafazeni tématu této bakalarské prace do vyuky (viz piiloha).

48



8 Literatura

Ahmed, S., Hart, T., Dawson, D.A., Horsburgh, G.J., Trathan, P.N., Rogers, A.D. (2009):
Isolation and characterization of macaroni penguin (Eudyptes chrysolophus)
microsatellite loci and their utility in other penguin species (Spheniscidae, AVES).

Molecular Ecology Resources, 9, 1530-1535.

Akst, E., Boersma, P., Fleischer, R. (2002): A comparison of genetic diversity between
the Galapagos Penguin and the Magellanic Penguin. Conservation Genetics, 3, 375-383.

Aljanabi, S.M, Martinez, 1. (1997): Universal and rapid salt-extraction of high quality
genomic DNA for PCR-based techniques. Nucleic Acids Research, 25, 4692-4693.

Bhargava, A., Fuentes, F.F. (2010): Mutational dynamics of microsatellites. Molecular
Biotechnology, 44, 250-266.

Billing, T.M., Guay, P.J., Peucker, A.J., Mulder, R.A. (2007): Isolation and
characterization of polymorphic microsatellite loci for the study of paternity and
population structure in the little penguin Eudyptula minor. Molecular Ecology Notes, 7,
425-4217.

Boessenkool, S., King, T.M., Seddon, P.J., Waters, J.M. (2008): Isolation and
characterization of microsatellite loci from the yellow-eyed penguin (Megadyptes
antipodes). Molecular Ecology Resources, 8, 1043—-1045.

Brookfield, J. (2001): Molecular drive. In: Brenner, S., Miller, J. (eds.): Encyclopedia of
genetics. Academic Press, Barkeley, Los Angeles, 1233-1234.

Campbell, N.A., Reece, J.B. (2006): Biologie. Computer Press, Brno.

Carter, R.E. (2000): DNA fingerprinting using minisatellite probes. In: Baker A.J.
(ed.): Molecular Methods in Ecology. Blackwell Science, Toronto, 113-135.

Clark, D.P., Pazdernik, N.J. (2013): Polymerase chain reaction. Molecular biology.
Academic Press, Amsterdam, Boston, Heidelberg, London, New Y ork, Oxford, Paris, San

Diego, San Francisco, Singapore, Sydney, Tokyo, 163-193.

Dawson, D.A., Ball, A.D., Spurgin, L.G., Martin-Gélvez, D., Stewart, [.LR.K., Horsburgh,
G.J., Potter, J., Molina-Morales, M., Bicknell, A.W.J., Preston, S.A.J., Ekblom, R, Slate,
J., Burke, T. (2013): High-utility conserved avian microsatellite markers enable parentage

and population studies across a wide range of species. BMC Genomics, 14, 176.

49



Dawson, D.A., Horsburgh, G.J., Kiipper, C., Stewart, I.R.K., Ball, A.D., Durrant, K.L.,
Hansson, B., Bacon, 1., Bird, S., Klein, A., Krupa, A.P., Lee, J.W., Martin-Gélvez, D.,
Simeoni, M., Smith, G., Spurgin, L.G., Burke, T. (2010): New methods to identify
conserved microsatellite loci and develop primer sets of high cross-species utility — as

demonstrated for birds. Molecular Ecology Resources, 10, 475-494.

del Hoyo, J. (2018): Flamingos (Phoenicopteridae). In: del Hoyo, J., Elliott, A., Sargatal,
J., Christie, D.A., de Juana, E. (eds.): Handbook of the Birds of the world alive. Lynx
Edicions, Barcelona. Navstiveno 19. 3. 2018 na: https://www.hbw.com/node/52208.

del Hoyo, J., Elliott, A., Sargatal, J., Imboden, C. (1992): Handbook of the birds of the
world. Volume 1, Ostrich to ducks. Lynx Edicions, Barcelona.

Drobek, A. (2008): Studium paternity u plamenakt (Phoenicopterus sp.) pomoci analyzy

mikrosatelitové DNA. Bakalaiska prace. Depon in: Knihovna biologickych oborti PfF
UPOL, Olomouc.

Drobek, A. (2010): Analyza mikrosatelitovych lokust pro determinaci paternty
u plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber) a plamenaka rtzového (P. roseus).

Diplomova prace. Depon in: Knihovna biologickych obortt PiF UPOL, Olomouc.

Dumbovic, G., Forcales, S., Perucho, M. (2017): Emerging roles of macrosatellite repeats

in genome organization and disease development. Epigenetics, 12, 515-526.

Ellegren, H. (1992): Polymerace-chain-reaction (PCR) analysis of microsatellites —a new
approach to studies of genetic relationships in birds. The Auk, 109, 886-895.

Faircloth, B.C. (2008): MSATCOMMANDER: detection of microsatellite repeat arrays
and automated, locus-specific primer design. Molecular Ecology Resources, 8, 92-94.

Filipova, K. (2016): Cross-species amplifikace mikrosatelitt z fadu tucnaci
a konzervovanych pta¢ich mikrosateliti u potapky rohace (Podiceps cristatus).

Bakalarska prace. Depon in: Knihovna biologickych obort PiF UPOL, Olomouc.

Flores-Renteria, L., Krohn, A. (2013): Scoring microsatelite loci. In: Kantartzi, S.K.
(ed.): Microsatellites. Methods and Protocols. Human Press, New York, Heidelberg,
Dordrecht, London, 319-336.

Gaisler, J., Zima, J. (2007): Zooogie obratlovci. Academia — nakladatelstvi Akademie

véd Ceské republiky, Praha.

50



Garner, T.W.J., Gautschi, B., Réthlisberger, S., Reyer, H.U. (2000): A set of CA repeat
microsatellite markers derived from the pool frog, Rana lessonae. Molecular Ecology, 9,
2173-2174.

Glenn, T.C., Schable, N.A. (2005): Isolating microsatellite DNA loci. Methods in
Enzymology, 395, 202-222.

Gonzalez, E.G., Zardoya, R. (2013): Microsatellite DNA capture from Enriched
Libraries. In: Kantartzi, S.K. (ed.): Microsatellites. Methods and Protocols. Human Press,
New York, Heidelberg, Dordrecht, London, 67-87.

Grosser, S., Waters, J.M. (2015): Development and characterisation of 20 novel
microsatellite markers for the little blue penguin (Eudyptula minor) using nextgeneration

sequencing. Conservation Genetics Resources, 7, 143-145.

Hackett, S.J., Kimball, R.T., Reddy, S., Bowie, R.C., Braun, E.L., Braun, M.J,,
Chojnowski, J.L., Cox, W.A., Han, K.L., Harshman, J., Huddleston, C.J., Marks,B.D.,
Miglia, K.J., Moore, W.S., Sheldon, F.H., Steadman, D.W., Witt, C.C., Yuri, T. (2008):
A phylogenomic study of birds reveals their evolutionary history. Science, 320,
1763-1767.

Hlasek, J.L., (2011): Phoenicopterus roseus fe6102. Publikovano on-line na:

http://www.hlasek.com/phoenicopterus_roseus_fe6102.html, navstiveno dne 20. 4. 2018.

Jarvis, E.D., Mirarab, S., Aberer, AJ., Li, B., Houde, P., Li, C., Ho, S.Y.W., Faircloth,
B.C., Nabholz, B., Howard, J.T., Suh, A., Weber, C.C., da Fonseca, R.R., Li, J., Zhang,
F., Li, H., Zhou, L., Narula, N., Liu, L., Ganapathy, G., Boussau, B., Bayzid, S.,
Zavidovych, V., Subramanian, S., Gabaldon, T., Capella-Gutiérrez, S., Huerta-Cepas, J.,
Rekepalli, B., Munch, K., Schierup, M., Lindow, B., Warren, W.C., Ray, D., Green, R.E.,
Bruford, M\W., Zhan, X., Dixon, A., Li, S., Li, N., Huang, Y., Derryberry, E.P.,
Bertelsen, M.F., Sheldon, F.H., Brumfield, R.T., Mello, C.V., Lovell, P.V., Wirthlin, M.,
Schneider, M.P.C., Prosdocimi, F., Samaniego, J.A., Velazquez, A.M.V., Alfaro-Nufiez,
A., Campos, P.F., Petersen, B., Sicheritz-Ponten, T., Pas, A., Bailey, T., Scofield, P.,
Bunce, M., Lambert, D.M., Zhou, Q., Perelman, P., Driskell, A.C., Shapiro, B., Xiong,
Z., Zeng, Y., Liu, S., Li, Z,, Liu, B., Wu, K., Xiao, J., Yingi, X., Zheng, Q., Zhang, Y.,
Yang, H., Wang, J., Smeds, L., Rheindt, F.E., Braun, M., Fjeldsa, J., Orlando, L., Barker,
F K., Jonsson, K.A., Johnson, W., Koepfli, K.P., O'Brien, S., Haussler, D., Ryder, O.A.,

o1



Rahbek, C., Willerslev, E., Graves, G.R., Glenn, T.C., McCormack, J., Burt, D., Ellegren,
H., Alstrom, P., Edwards, S.V., Stamatakis, A., Mindell, D.P., Cracraft, J., Braun, E.L.,
Warnow, T., Jun, W., Gilbert, M.T.P., Zhang, G. (2014): Whole-genome analyses resolve
early branches in the tree of life of modern birds. Science, 346, 1320-1331.

Johnson, A., Cézilly, F. (2009): The Greater flamingo. T&AD Poyser, Londyn.

Kang, S., Jung, JW., Ahn, D.H., Lee, J.E., Kim, J.H., Park, H. (2015): Isolation and
characterization of polymorphic microsatellite loci from the chinstrap penguin,
Pygoscelis antarctica. Conservation Genetics Resources, 7, 561-563.

Kumar, S., Tamura, K., Nei, M. (2004): MEGAS: Integrated software for molecular
evolutionary genetics analysis and sequence alignment. Briefings in Bioinformatics, 5,
150-163.

Kurova, V. (2017): Cross-species amplifikace mikrosateliti z fadu trubkonosi
u plamenaka razového (Phoenicopterus roseus). Bakalarska prace. Depon in: Knihovna
biologickych obort PfF UPOL, Olomouc.

Labuschagne, C. van Wyk, A.M., Kotzé, A., Grobler, P., Dalton, D.L. (2013): Isolation
and characterization of species-specific microsatellite loci in African penguin

(Spheniscus demersus). Conservation Genetics Resources, 5, 169-171.

Limborska, S., Khrunin, A., Verbenko, D. (2012): Minisatellite DNA markers in
population studies. In: Fusté, M.C. (ed.): Studies in population genetics. InTech, Rijeka
55-84.

Lovett, S.T. (2001): Tandem repeats. In: Brenner, S., Miller, J. (eds.): Encyclopedia of
genetics. Academic Press, 932—1933.

Martinez, 1., Bonan, A.: (2018): Penguins (Spheniscidae). In: del Hoyo, J., Elliott, A.,
Sargatal, J., Christie, D.A., de Juana, E. (eds.): Handbook of the Birds of the world alive.
Lynx Edicions, Barcelona. Navstiveno 12. 4. 2018 na: https://www.hbw.com/node/52190

Malkova, B. (2013): Analyza a charakteristika polymorfnich cross-species mikrosatelitd
u plamenaka rizového (Phoenicopterus roseus). Diplomova prace. Depon in: Knihovna
biologickych oborta PiF UPOL, Olomouc.

52



Manisova, B. (2011): Analyza vybranych polymorfnich cross-species mikrosatelitii pro
determinaci paternity u plamenaka rizového (Phoenicopterus roseus). Bakalaiska prace.

Depon in: Knihovna biologickych oboru PfF UPOL, Olomouc.

Meglécz, E., Pech, N., Gilles, A., Dubut, V., Hingamp, P., Trilles, A., Grenier, R., Martin,
J.F. (2014): QDD version 3.1: a user-friendly computer program for microsatellite
selection and primer design revisited: experimental validation of variables determining

genotyping success rate. Molecular Ecology Resources, 14, 1302-1313.

Nicholls, J.A., Double, M.C., Rowell, D.M., Magrath, R.D. (2003): The evolution of
cooperative and pair breeding in thornbills Acanthiza (Pardalotidae). Journal of Avian
Biology, 31, 165-176.

Oliveira, E.J., Padua, J.G., Zucchi, M.l., Vencovsky, R., Vieira, L.C. (2006): Origin,
evolution and genome distribution of microsatellites. Genetics and Molecular Biology,
29, 294-307.

Otova, B., Mihalova, R. (2012): Zaklady biologie a genetiky ¢loveéka. Karolinum Press,
Praha.

Pechova, A. (2014): Cross-species amplifikace mikrosatelitt z fadu tucnaci
a konzervovanych ptacich mikrosateliti u nesyta indomalajského (Mycteria
leucocephala). Bakalaiska prace. Depon in: Knihovna biologickych oborid PiF UPOL,

Olomouc.

Perrin, C., Roy, M.S. (2000): Rapid and efficient identification of microsatellite loci from

the sea urchin, Evechinus chloroticus. Molecular Ecology, 9, 2221-2223.

Primmer, C.R., Moller, A.P., Ellegren, H. (1996): A wide-range survey of cross-species

microsatellite amplification in birds. Molecular Ecology, 5, 365-378.

Primmer, C.R., Painter, J.N., Koskinen, M.T., Palo, J.U., Merild, J. (2005): Factors
affecting avian cross-species microsatellite amplification. Journal of Avian Biology, 36,
348-360.

Prum, R.O., Berv, J.S., Dornburg, A., Field, D.J., Townsend, J.P., Lemmon, E.M.,,
Lemmon, A.R. (2015): A comprehensive phylogeny of birds (Aves) using targeted
nextgeneration DNA sequencing. Nature, 526, 569-573.

53



Ravishankar, K.V., Bommisetty, P. (2013): Simple sequence repeats amplification. In:
Kantartzi, S.K. (ed.): Microsatellites. Methods and Protocols. Human Press, New York,
Heidelberg, Dordrecht, London, 133-138.

Roeder, A.D., Marshall, R.K., Mitchelson, A.J., Visagathilagar, T., Ritchie, P.A., Love,
D.R., Pakal, T.J., McPartlan, H.C., Murray, N.D., Robinson, N.A., Kerry, K.R., Lambert,
D.M. (2001): Gene flow on the ice: genetic differentiation among Adélie penguin
colonies around Antarctica. Molecular Ecology, 10, 1645-1656.

Rozen, S., Skaletsky, H. (2000): Primer3 on the WWW for general users and for biologist
programmers. Methods in Molecular Biology, 136, 365-386.

Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T. (1989): Molecular cloning: A laboratory manual.
Cold Spring Harbor Laboratory, NewYork.

Schlosser, J.A., Dubach, J.M., Garner, T.W.J., Aray, B., Bernal, M., Simeone, A., Smith,
K.A., Wallace, R.S. (2008): Evidence for gene flow differs from observed dispersal
patterns in the Humboldt penguin, Spheniscus humboldti. Conservation Genetics, 10,
839-849.

Schlosser, J.A., Garner, T.W.J., Dubach, J.M., McElligott, A.G. (2003): Characterization
of microsatellite loci in Humboldt penguin (Spheniscus humboldti) and cross-

amplification in other penguin species. Molecular Ecology Notes, 3, 62-64.

Sibley, C.G., Ahlquist, J.E., Monroe, B.L. (1988): A classification of the living birds of
the world based on DNA-DNA hybridization studies. The Auk, 105, 409-423.

Sibley, C.G., Monroe, B.L. (1991): Distribution and taxonomy of birds of the world. Yale

University Press, New Haven.

Sulakova, M. (2017): Cross-species amplifikace mikrosatelitt z Fadu tuGhaci
a konzervovanych pta¢ich mikrosatelitt u pelikana skvrnozobého (Pelecanus
philippensis). Bakalaiska prace. Depon in: Knihovna biologickych obort PiF UPOL,

Olomouc.

Toéth, G., Gaspari, Z., Jurka, J. (2000): Microsatellites in different eukaryotic genomes:
Survey and analysis. Genome Research, 10, 967-981.

Trent, R.J. (2012): Molecular medicine Genomics to personalized healthcare. (Fourth
edition). Academic Press, London, Waltham, San Diego.

54



Vianna, J.A., Noll, D., Mura-Jornet, I., Valenzuela-Guerra, P., Gonzalez-Acuiia, D.,
Navarro, C., Loyola, D.E., Dantas, G.P.M. (2017): Comparative genome-wide
polymorphic microsatellite markers in Antarctic penguins through next generation

sequencing. Genetics and Molecular Biology, 40, 676-687.

Wong, H.Y. (2001): Selfish DNA. In: Brenner, S., Miller, J. (eds.): Encyclopedia of
genetics. Academic Press, 1805-1808.

Wyss, F.S., Wenker, C.J. (2014): Phoenicopteriformes. In: Miller, R.E., Fowler, M.
(eds.): Fowler's ZOO and wild animal medicine. Vol. 8. Elsevier Health Science, Londyn.

105-112.

Yang, H., Kang, W., Nahm, S. Kang, B. (2015): Methods for developing molecular
markers. In: Koh, H., Kwon, S., Thomson, M. (eds.): Current technologies in plant
molecular breeding: A guide book of plant molecular breeding for researchers. Springer,
15-50.

Zane, L., Bargelloni, L., Patarnelo, T. (2002): Strategies for microsatellite isolation.

Molecular Ecology, 11, 1-16.

Zlochova, A. (2017): Cross-species amplifikace mikrosatelitt z fadu tucnaci
a konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitti u plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber).

Bakalatska prace. Depon in: Knihovna biologickych obort PiF UPOL, Olomouc.

55



Seznam symbolii a zkratek

A
Bp

C
CAM
cDNA
DNA
dNTPs
EST

LINEs
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SINEs
SSRs
STRs

Ta
VNTRs

adenin

pary bazi

cytozin

konzervované ptaci mikrosatelity (Conserved Avian Microsatellite)
komplementarni deoxyribonukleova kyselina

deoxyribonukleova kyselina

deoxyribonukleosid trifosfaty

exprimované sekvenéni tseky (Expressed Sequence Tag)

guanin

dlouhé rozptylené jaderné repetice (Long Interspersed Nuclear Elements)
polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

kratké rozptylené jaderné repetice (Short Interspersed Nuclear Elements)
opakovani jednoduchych sekvenci (Simple Sequence Repeats)

kratké tandemové repetice (Short Tandem Repeats)

thymin

teplota annealingu

variabilni pocet tandemovych repeticet (Variable Number Of Tandem
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Didakticka ¢ast

1) Zaiazeni tématu do vyuky

Téma mé bakalaiské prace je nad rdmec RVP, proto bych se zaméfila na téma
biologie plamenaki, které je také soucasti této prace. V ramcovém vzdélavacim programu
spada toto téma pod biologii zivo¢ichu. Biologie plamenaku je vhodné téma pro vyuku

na stfedni Skole a gymnaziu.

2) Plan vyuky

Pro téma biologie plamendkd bych vyhradila jednu vyucovaci hodinu. V prvni
poloving hodiny bych sezndmila zaky s tématem vyucovaci hodiny a zeptala se, zdali
vidéli plamendka napiiklad v ZOO a jestli tusi, o jaky druh se jednalo. Déle bych zatadila
rad plamenaci do systému, na map¢ ukazala aredl plamendkd a seznamila zaky
S charakteristickymi anatomickymi a morfologickymi znaky téchto ptakti. Ve druhé
poloviné vyucovaci hodiny bych zakim zadala samostatné cviceni v rdmci opakovani
predeslé hodiny biologie, ve kterém by méli za ukol popsat kostru ptdka a napsat
anatomické znaky, kterymi se lisi kostra plamenakd od kostry z obrazku. Zaci, kteii by
zadanou praci uspeéSné zvladli, bych ohodnotila zndmkou 1. Na zavér hodiny bych

nechala prostor pro dotazy a s Zaky se rozloucila.

3) Vyucovaci text

Taxonomické zatazeni plamenaka:

Rise: Zivo¢ichové (Animalia)

Kmen: strunatci (Chordata)

Podkmen obratlovci (Vertebrata)

Ttida: ptéci (Aves)

Podtrida: letci (Neognathae)

Rad: plamenéci (Phoenicopteriformes)

Rad plamenaci zahrnuje jedinou ¢eled plametidkoviti, kterou tvoti 3 rody. Do téchto
rodii patii 6 druhii plamenaki: plamenak maly, andsky, Jamestv, karibsky, chilsky
a nejzndméjsi plamendk rizovy.

Aredl plamendka zahrnuje stfedoamericky poloostrov Yucatan, sever a jih Jizni
Ameriky a Galapazské souostrovi. V Evropé jsou plamendci rozSifeni na jihu

Portugalska, Spanélska a Francie. Dale se plamenaci vyskytuji téméf ve viech pobieznich



statech Afriky, na Stfednim vychod€ a v Indii. Plameiiaci obyvaji mélké zalivy, laguny
a jezera.

Plamenaci jsou vysokonozi vodni ptaci, vysoci 90—155 cm. Maji dlouhy krk, ktery
je tvofen sedmndcti krénimi obratli. Plamenéci maji zajimaveé utvoreny zobak, ktery je
v puli zalomeny a sméfuje Sikmo doptedu dolii. Pomoci rohovitych lamel, které jsou
umistény na vnitinich stranach celisti a na jazyku, filtruji plamenaci potravu z vody
a bahna. Jejich potravu tvoii ¢lenovei, mékkysi a fytoplankton. Tito monogamni ptaci
hnizdi v koloniich. Hnizdo, kter¢ je tvofeno bahnem, kamenim a rostlinnym materidlem,
ma tvar komolého kuzele. Samice snasi jedno bilé vejce. Mlad’ata jsou krmiva, maji
bilosedou barvu a typické rizové zbarveni ziskdvaji pfijmem karotenoidnich pigmenti,

které jsou obsazené v jejich potrave.

4) Pracovni list

Ukol &. 1: Popiste kostru ptaka.

Obrazek: Kostra ptaka. (Svtiste, 2007, publikovano on-line na:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Bird_squeleton.svg, navstiveno dne 25. 7.
2018. Tento obrazek je licencovan za podminek: http://www.gnu.org/copyleft/fdl.ntml).

Ukol &. 2: Napiste 3 anatomické znaky, kterymi se 1idi kostra plamenakt od kostry

ptaka z ukolu ¢. 1.



