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Souhrn

Tato diplomova prace se zaméfuje na analyzu a charakteristiku polymorfnich

mikrosatelitii u plamenaka razového.

Teoreticka ¢ast prace se vénuje popisu plamenaka rtizového (Phoenicopterus
roseus) a jeho zafazeni do systému, dale se zabyva obecnou charakteristikou
mikrosatelitt, jejich vlastnostmi, strukturou, mutacemi a vyuzitim. Na zavér teoretické
¢asti jsou popsany polymorfni mikrosatelity dosud nalezené u plamenidka rizového a

také nové€ nalezené mikrosatelity vhodné k otestovani u tohoto druhu.

V praktické ¢asti byla provedena PCR amplifikace vybranych mikrosatelitovych
lokust s vyuzitim primert izolovanych jednak pfimo od plamendka rizového a jednak
od ptibuznych druhi z fadu brodivi (Ciconiiformes) a veslonozi (Pelecaniformes). PCR
produkty byly podrobeny elektroforetické separaci v 6% polyakrylamidovém gelu a
vznikly elektroforetogram vyhodnocen. Zjisténé vysledky byly statisticky zpracovany

pomoci programt Cervus 3.0.3 a Genepop 4.2.

Celkem bylo charakterizovano 47 mikrosateliti s poCty alel pohybujicimi se od
2 do 24. Primé&my podet alel na lokus byl 5,9. Ctyfi z téchto mikrosateliti vykazovaly

vazbu na pohlavi.



Summary

This master thesis focuses on the analysis and characterization of polymorphic

microsatellites in Greater Flamingo.

The theoretical part deals with the description of a Greater Flamingo
(Phoenicopterus roseus) and its taxonomy, discusses the general characteristics of
microsatellites, their properties, structure, mutations and applications. At the end of the
theoretical part the polymorphic microsatellites have been found in Greater Flamingo

and newfound microsatellites suitable for testing in this species are described.

In the practical part of this thesis the PCR amplification of specific microsatellite
loci was performed using primers isolated directly from Greater Flamingo and also from
related species belonging to orders Ciconiiformes and Pelecaniformes. PCR products
were electrophoretically separated in 6% polyacrylamide gel and the resulting
elektroforetogram was evaluated. The results were statistically processed using Cervus
3.0.3 and Genepop 4.2.

Totally, 47 of polymorphic microsatellites were characterized with numbers of
alleles moving in range from 2 to 24. The average number of alelles per locus was 5.9.

Four of those microsatellites were sex-linked.
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1. Uvod

Mikrosatelity jsou typem tandemovych repetic o délce zakladni jednotky 1 az
6 bp. Jednotlivé lokusy jsou velmi variabilni co do poctu opakovani zakladni jednotky,
coz spolu sjejich vyskytem po celém genomu vSech eukaryotickych bunék ¢ini

z mikrosatelitd oblibené molekularni markery s Sirokym spektrem vyuziti.

Hlavni nevyhodnou mikrosateliti je jejich ¢asové a financné narocna izolace,
proto se Casto pristupuje ke cross-species PCR amplifikaci, ackoli mezidruhova
pfenositelnost je u mikrosateliti mozna pouze u velmi piibuznych druhli, pfi¢emz

s genetickou vzdalenosti se polymorfismus mikrosatelitii snizuje.

Plamenak rizovy je v systému ptakd obvykle fazen jako skupina ptibuzna
k fadim brodivi (Ciconiiformes) a veslonozi (Pelecaniformes), s nimiz sdili podobnou

télesnou stavbu, ndroky na prostredi i zplsob pfijimani potravy.

Pro plamenaka rtuzového (Phoenicopterus roseus) bylo dosud izolovano 37
polymorfnich mikrosateliti. V této praci se zabyvam jejich charakteristikou a dale
hledanim novych polymorfnich markeri testovanim mikrosatelitii izolovanych pro
druhy z tadt brodivi a veslonozi metodou cross-species PCR. Navazuji pfi tom na
pfedchozi vyzkum provadény v Laboratofi populacni genetiky na Katedfe bunécné

biologie a genetiky PRF UPOL Drobkem (2010) a Maniovou (2011).



2. Cile prace

1. Vypracovani reSerSe na téma diplomové prace
2. Shromazdéni dostupnych literarnich zdroja

3. Amplifikace a charakteristika polymorfnich mikrosatelitovych lokusti na DNA
nepiibuznych jedinct plamendka rtizového. Jedna se o lokusy oznacené jako
polymorfni v bakalaifské praci Barbory ManiSové. Tyto lokusy srovnat

S polymorfnimi lokusy charakterizovanymi v diplomové praci AleSe Drobka.



3. Literarni prehled

3.1. Rad plameniaci

Plamenaci (Phoenicopteriformes) jsou jednou z nejstarS§ich znamych skupin
ptakt. Fosilni zbytky soucasnych rodid jsou dobife zdokumentovéany, nejstarSi jsou

znamy jiz z doby pied 30 miliony lety (Stastny et al., 1998; Burnie et al., 2008).

Postaveni plamenakti v systému ptdki neni navzdory dobrym fosilnim
zdznamim dosud spolehlivé objasnéno (Stastny et al., 1998). Anatomicka podobnost je
tfadi nejspiSe do fadu brodivi (Ciconiiformes), tradicné byli za jejich nejblizsi piibuzné
povazovani c¢api, ibisové a kolpici (Stibley et Corbin, 1969). Molekularni studie
zalozené na DNA-DNA hybridizaci ovSem ukazuji ptfibuznost plamenaki se zastupci
fadu vrubozobi (Anseriformes) (van Tuinen et al., 2001; Hackett et al., 2008), stejné
jako vyskyt parazitd rodu Anaticola v pefi (Johnson et al., 2006). Podle studii
zalozenych na morfologii maji plamenaci nejblize potapkam (Mayr et al., 2004).
Existuji 1 studie, které ukazuji, Ze plamenaci maji velmi blizko k bahnakiim (Olson et
Feduccia, 1980). Nejasnosti ohledné nejblize piibuzné skupiny vedly Kk zatazeni

plamenakid do samostatného radu.

Plameiiaci jsou velci ptaci, mohou byt az 145 cm vysoci. Maji dlouhé, chiidovité
nohy bez opefeni, které jim kromé& béhu umoziuji 1 brodit se v hlubsi vod¢ nez ostatni
druhy ptakt. Pfedni prsty maji spojeny kozovitou blanou, zadni prst je redukovan nebo
chybi (Gosler, 1994; Stastny et al., 1998). Jejich nohy jim neumoziuji usednout na
vétve (Gaisler et Zima, 2007).

V poméru k velikosti t€la maji plamenaci velmi dlouhy krk, ktery tvoii 17
obratlti, zakonéeny pomérné malou hlavou (Stastny et al., 1998; Burnie et al., 2008).
Jejich zobdk je vysoky, od prostfedka zahnuty v tupém thlu dold. U kotene je kryty
mekkou klizi, na Spicce je vSak tvrdy (Hanzdk et Hudec, 1963). Na okrajich obou ¢asti
zobdku maji dvé fady rohovitych lamel, kterymi je pokryt také jazyk a které maji na
povrchu vlasky (Geisler et Zima, 2007). Horni ¢ast zobaku je pohyblivéjsi oproti
masivnéjsi dolni ¢asti, coz plamenaky odliSuje od ostatnich druhd ptakl a souvisi se
specifickym zptsobem ziskavani potravy (Hanzak et Hudec, 1963; Stastny et al.,
1998).



Pii pfijiméni potravy stoji plamenaci ve vodé, hlavu maji sklonénou a zobak
obracen horni stranou dold. Preslapovanim vifi bahno i1 s drobnymi Zivoc¢ichy. Svrchni
¢asti zobaku nasavaji vodu, pfi¢emz pohyby jazyka vpied a vzad funguji jako pumpa.
Vlasky na jazyku a okrajich zobdku zachycuji drobné slozky potravy a vedou je do
jicnu. Prefiltrovanou vodu vypudi pies okraje zobaku ven. Tento ukon dokazou za
minutu zopakovat az dvacetkrat. Uspotadani tohoto filtru je u kazdého druhu odlisné,
takZe druhy se mohou Zivit na stejnych mistech, aniZ by si konkurovaly (Stastny et al.,
1998). Nekteré druhy maji miizky na okrajich zobdku tak husté, Ze zadrzuji i
mikroskopické rozsivky a malé fasy. Vétsi druhy mohou zachycovat vétsi potravu —
korySe, hmyz, mékkyse atd. (Hanzak et Hudec 1963). Pfi vyzkumech krevniho ob¢hu
byla v zobaku plamenaki nalezena topofiva télesa. Protoze topofiva télesa zanechavaji
otisk na kostech, mohl by tento objev pomoci odhalit, jaka evolu¢ni cesta vedla k vyvoji

zvlastniho zptisobu piijimani potravy plamenaka (Holliday et al., 2006).

Barva opefeni plamenakt je bila, pfes intenzivni rizovy nadech az po syté
ervenou. Cervenavé zbarveni je podminéno karotenoidovymi pigmenty ziskavanymi
z fas v potravé pomoci jaternich enzymut (Gosler, 1994; Burnie et al., 2008). Maji
Siroka kiidla, kterd se smérem ke hrotu zeStihluji a na koncich jsou opatfena cernymi
letkami (Stastny et al., 1998). Pii letu maji krk i nohy natazené. Mala délka kiidel jim
neumoziuje plachtit (Hanzak et Hudec, 1963). Jsou dobii plavci, ale plavou jen ziidka

(Burnie et al., 2008).

Charakteristickym znakem plamenakt je odpocivani na jedné noze. Vzhledem
k vysledkiim pozorovani, které ukazuji, ze vice ptaki stoji na jedné noze ve vod¢ nez na
sousi, a Ze s vyS$i teplotou se pocet ptaki stojicich na jedné noze sniZuje, je hlavnim
divodem pravdépodobné snaha zabranit ztraté télesného tepla (Anderson et Williams,
2010).

Pohlavni dvojtvarnost u plamenakd neni vyvinuta (Hanzak et Hudec, 1963).
Jsou monogamni a tvofi stalé pary. Samec a samice spole¢né vytvareji v bahné na biehu
asi 30 cm vysoké kuzelovité hnizdo, do kterého samice snasi nejcastéji jedno, vzacnéji
dvé bila vejce. Na vejcich sedi oba partnefi, a to pfiblizné 30 dni (Gosler, 1994, Stastny
et al., 1998). Po vylihnuti krmi rodi¢e mlad’ata vyméskem z volete, ktery obsahuje asi
8 % bilkovin, 18 % tukd a necelé procento cukri. Diky své vySce mohou rodice
nechavat krmici tekutinu stékat samospadem do otevieného zobdku mladéte

(Veselovsky, 2001). Po né¢kolika dnech stravenych na hnizdé se mlad’ata sdruzuji a



vytvareji tisicihlavé Skolky. Rodi¢e rozpoznavaji své mladeé podle hlasu. Samostatné se
mlad’ata zivi od stafi osmi az jedenacti tydnd (Burnie et al., 2008). Po vylihnuti maji
mléd’ata bilé prachové pefi a rovny zobak, ktery se jim zakiivi az béhem prvnich mésicu
zivota (Hanzak et Hudec, 1963). Uspé&$nost hnizdéni je zavisla na pocasi a zménach
stavu vody, v nékterych letech k hnizdéni nedochazi (Stastny et al., 1998). Plamefiaci
se dozivaji kolem 27 let (Veselovsky, 2001).

Jsou to spolecensti ptaci, ktefi obvykle ziji ve velkych, druhovych nebo
spolecnych koloniich, které mohou c¢itat 1 statisice parti. Pouze populace plamenaka
karibského (Phoenicopterus ruber) obyvajici Galapagy ziji v malych skupinach o 3-50
parech. Tok je velmi vyrazny a je synchronizovan v celé kolonii. Hlasové projevy jsou
hlasité, volani doprovazeji pokyvovanim hlavami. Pfi nedostatku potravy putuji

spole¢né a hledaji vody bohatsi na plankton (St’astny et al., 1998, Burnie et al., 2008).

Ziji v mélkych, brakickych a slanych vodich s bahnitym dnem. Jsou
specializovani i na zivot ve velmi nepfiznivych podminkach, obyvaji laguny s velmi
zasaditou, slanou, nebo velmi horkou vodou snesitelnou pro malo Zivych organismi.
Zije zde vsak velké mnozstvi fas, rozsivek a drobnych bezobratlych, které slouzi
plamendkim jako dostatecny zdroj potravy. Pokud se vSak chemismus vody zméni
natolik, Ze umoziuje Zivot ryb, stavaji se pro plamendky zavaznym konkurentem.
Plameti4ci jsou schopni Zit i ve sladké vodé (Hanzak et Hudec, 1963; Stastny et al.,
1998).

Plamenaci jsou rozSifeni v jizni Evropé, stfedni a jizni Asii po Indicky
poloostrov, v Africe a Stiedni a Jizni Americe. Nékteré druhy jsou tazné, napf.
plamendk riZovy tdhne od Stfedozemniho mofe do tropické Afriky, na slana jezera

Vychodoafrické piikopové propadliny (Stastny et al., 1998; Burnie et al., 2008).

Rad plameiéci zahrnuje jedinou &eled” plamenakoviti (Phoenicopteridae) se
tfemi rody a 5 az 6 druhy (dle autora). Jedna se o plamenaka andského (Phoenicoparrus
andinus), plamenaka chilského (Phoenicopterus chilensis), plamenaka Jamesova
(Phoenicoparrus Jamesi), plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber), plamenaka
malého (Phoeniconaias minor), a plamenaka ridzového (Phoenicopterus roseus).
Neéktefi autofi uvadéji plamendka karibského a plamendka riZového jako poddruhy
téhoz druhu (Phoenicopterus ruber ruber a Phoenicopterus ruber roseus) (del Hoyo et

al., 1992; Stastny et al., 1998). Nicméné slouceni téchto druhii, které se poprvé objevilo
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vroce 1983 v AOU Check-list (The American Ornithologists' Union, Americka
ornitologicka unie), nebylo nikdy podepieno biologickymi dikazy (Banks et al., 2008).
Nyni jsou plamendk karibsky a plamendk rizovy opét povazovéni za samostatné druhy
(Knox et al., 2002). Hlavnimi divody jsou barva pefi, ktera je u plamenaka rizového
bild az nartizovéla, zatimco u plamendka karibského je rtizovo-oranzova po celém téle,
dale rozdily v zabarveni zobédku, odlisné postoje i hlasové projevy — kdy plamendk
rizovy se ozyva kratce a dvouslabicné, zatimco volani plamendka karibského je

ttislabi¢né a dlouhé (Sangster, 1997).

3.2. Plamenak rizovy

Plamenak razovy (Phoenicopterus roseus) je nejvétSsim piedstavitelem fadu.
Byva pfiblizné 120 — 145 cm vysoky s rozpétim kiidel 140 — 170 cm a hmotnosti 3 — 4
kg. Samice je mensi nez samec a ma krat$i nohy (Svensson et Grant, 2004; Burnie et
al., 2008). Barva opefeni je bila s rizovym nadechem, ma cervené kiidelni krovky a
cerné letky. Zobak je svétle Cerveny, pouze na Spicce Cerny, nohy celé rizové (viz
obrazek ¢. 1). Mladi jedinci jsou Sedohnédi az bélavi, bez ¢ervené (Svensson et Grant,
2004).

Obrazek €. 1 — Plamenak rtizovy, dospély jedinec.

Autor: Hans Hillewaert,
zdroj: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Phoenicopterus_roseus_%28Camargue%29.jpg
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Stejné jako ostatni druhy plamendkid ziskava potravu pii brodéni ve vodé.
Krkem doséhne az na dno a mohutnym zahnutym zobdkem filtruje vodu (Svensson et
Grant, 2004). Konzumuje larvy vodniho hmyzu, ¢ervovité zivocCichy, koryse a kousky
vegetace. Je dlouhovéky, nejstarsi znamy jedinec v ptirod¢ se dozil 33 let, v zajeti 44 let

(Burnie et al., 2008).

Plamenak riizovy je vysoce spole¢ensky, hnizdi ve velkych koloniich na nizkych
ostrovech a bfezich, mélkych bahnitych pobiezich slanych jezerech, v moiskych
zalivech apod. Populace z jednotlivych mist jsou schopny velmi dlouhych pteleta,
béhem noci mohou urazit az 600 km. Vyskytuji se na izemi Afriky, v jihozapadni a
jizni Asii (pobfezi Indie, na sever az ke Kazachstanu) a jizni Evropé. Nejznamé;jsi
kolonii je Camargue v delté Rhony ve Francii. Vzacné mohou zalétat i na uzemi Ceské

republiky (Burnie et al., 2008; Anonymous, 2013b). Dle IUCN se jedna o malo dotceny

druh (Anonymous, 2013a).

3.2.1. Zarazeni plamenaka raZového do systému

Zatazeni plamenaka rtizového do systému podle mezinarodni ornitologické unie

(I0C, Gill et Donsker, 2013).

Rige: zivoc¢ichové (Animalia)

Odd¢leni dvoustranné soumérni  (Bilateralia)
Pododdé¢leni: druhousti (Deuterostomia)
Kmen: strunatci (Chordata)

Podkmen: obratlovci (Vertebrata)
Infrakmen: Celistnati (Gnathostomata)
Nadttida: Ctyinozci (Tetrapoda)

Ttida: ptaci (Aves)

Podtfida: pravi ptaci (Ornithurae)
Infratiida: létavi prvoptaci (Neornithes)

Nadrad: letci (Neognathae)

Rad: plamenaci (Phoenicopteriformes)
Celed”: plamenakoviti (Phoenicopteridae)
Rod: plamenak (Phoenicopterus)
Druh: plamenak razovy (Phoenicopterus roseus)
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3.3. Mikrosatelity

Mikrosatelity, nazyvané téz STRs (short tandem repeats) nebo SSRs (simple
sequence repeats) jsou typem repetitivni DNA vyskytujici se v genomech
prokaryontnich i eukaryotnich organismu (To6th et al., 2000). Byly nalezeny i
Vv chloroplastové a mitochondridlni DNA (Powel et al., 1995; Soranzo et al., 1999).
Jedna se o useky DNA tvofené nckolikandsobnym souvislym opakovanim kratkych
nukleotidovych motivi. Délka zakladniho motivu mikrosatelitu se udava obvykle od 1
do 6 bp (Toth et al., 2000; Ellegren, 2004; Oliveira et al., 2005), i kdyZ u rtznych
autorti se tato Cisla mohou liSit. Napiiklad Chambers et MacAvoy (2000) mezi

mikrosatelity nezapocitavaji jednonukleotidova opakovani.

Jako zakladni motivy mikrosatelitii se vyskytuji vSechny permutace mono, di-,
tri- a tetranukleotidovych sekvenci, u delSich pak pouze nékteré kombinace nukleotidi,
napiiklad AAAAC, AAAAT nebo CCCCG u pentanukleotidovych repetic a AACCCT,
AATCCC nebo AGAGCG u hexanukleotidovych repetic (Tautz, 1989; Téth et al.,
2000; Ellegren, 2004).

3.3.1. Déleni mikrosatelitu

Mikrosatelity 1ze kromé délky zakladni jednotky repetice, kdy mikrosatelity
délime na mono-, di-, trinukleotidové, atd., délit také podle struktury. Oliveira et al.

(2006) tak déli mikrosatelitové lokusy do 4 zékladnich kategorii:

1. Dokonalé mikrosatelity jsou takové, jejichZ struktura neni pferuSena, obsahuji
pouze opakujici se motiv, napi. TATATATATATATATA.

2. Nedokonalé mikrosatelity obsahuji par bazi mezi opakujicim se motivem, ktery
je odlisny od sekvence motivu, napi. TATATATACTATATA.

3. U prerusenych mikrosateliti je do opakujictho se motivu vlozena kratka
sekvence, kterd do néj nepatii, napi. TATATACGTGTATATATATA.

4. Slozené mikrosatelity jsou pak tvofeny dvéma typy repetic, které k sobé tésné
ptiléhaji, napt. TATATATATAGTGTGTGTGT.

Tyto typy mikrosateliti mohou byt dale kombinovany, naptiklad sloZeny

mikrosatelit mize byt jak dokonaly, tak i nedokonaly, obsahovat pferusujici sekvenci,

apod.
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3.3.2. Mutace mikrosatelitu

Rychlost mutace mikrosatelitii se uvadi v rozmezi od 10® do 102 na generaci,
coz je rychlost mnohem vyssi, nez je bézna chybovost DNA polymerdzy. Existuji dva
zakladni mechanismy, kterymi se vysvétluje vysoka rychlost mutaci mikrosatelitd, a to

nerovnomérna rekombinace a sklouznuti DNA polymerazy (Schlétterer, 2000).

Levinson et Gutman (1987) ve svych pokusech prokazali, Ze dva kmeny
bakterie Escherichia coli jeden s funkénim a druhy s nefunkénim rekombina¢nim
systémem vykazovaly podobnou mutac¢ni rychlost. To naznacuje, ze rekombinace neni
hlavnim mechanismem, ktery generuje variabilitu mikrosatelitG (Schldtterer, 2000;

Oliveira et al., 2006).

Ke sklouznuti DNA polymerazy dochéazi béhem replikace nebo reparace DNA.
Dochazi k disociaci DNA vlaken a nasledn¢ k jejich opétovné reasociaci, avSak v jiné
pozici. Polymerace pokracuje a vysledkem je vznik fetézce nukleotidi o jednu nebo
vice jednotek repetice kratSiho ¢i del§iho (v zévislosti na tom, na kterém z vlaken DNA
doslo ke vzniku smycky) (Chambers et MacAvoy, 2000; Schlétterer, 2000; Ellegren,
2004). Vétsina takto vzniklych mutaci je opravena pomoci repara¢nich mechanismi
(Ellegren, 2004). Rychlost mutace mikrosatelitd je tedy dana pomérem mezi primarni
rychlosti replika¢niho sklouznuti DNA polymerazy a efektivitou opravy reparacnimi

systémy bunky (Schlétterer, 2000).

Na rychlost mutace mikrosateliti ma vliv celad fada faktort. Mezi nejdulezité;jsi
faktory patti délka mikrosatelitu, pocet jednotek repetice, preruSeni opakujiciho se

motivu, nukleotidové sloZzeni motivu, délka motivu a sekvence obklopujici lokus.

1. Rychlost mutace roste se zvySujicim se poftem opakovani zakladni jednotky.
Cim vyssi poéet opakujicich se jednotek, tim vétsi pravdépodobnost sklouznuti

DNA polymerazy a tedy i moznost vzniku polymorfismu (Ellegren, 2004).

2. Bodové mutace a dal$i preruseni uvniti sekvence mikrosatelitu snizuji mutacni
rychlost. Kazdé pteruSeni rozdéluje origindlni repetici na dvé kratsi jednotky,
coz zvysuje stabilitu lokusu, protoze je snizena délka templatu pro sklouznuti
DNA polymerazy (Bhargava et Fuentes, 2010). Pokud dojde ke vzniku smycky
zahrnujici pferuSeni, mize dojit k eliminaci tohoto pteruseni (Buschiazzo et
Gemmell, 2006).
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3.

3.3.3.

DNA.

Na zékladé nukleotidového slozeni motivu maji nékteré repetice vyssi tendenci
tvofit pfechodné sekundarni struktury DNA. Vznik takovych struktur vede ke
zvysSeni pravdépodobnosti sklouznuti DNA polymerdazy. Nicméné vliv na
mutacni rychlost mtize mit i pfitomnost raznych nukleotidt jako takovych. Bylo
prokazano, ze mikrosatelit Gi7 vykazuje v savCich bunkach vys$si mutacni

rychlost nez Aj7 (Buschiazzo et Gemmell, 2006; Hoshino et al., 2012).

Co se tyka délky motivu, maji nejvyssi mutacni rychlost dinukleotidové
repetice. DelSi motivy maji vyssi disociaéni energii a je tedy méné
pravdépodobné vytvoreni jednofetézcové DNA a vznik smycky. Navic délka
motivu ovliviiuyje efektivitu reparacnich mechanismi (Schlotterer, 2000;

Hoshino et al., 2012).

Na mutacéni rychlost mikrosatelitu mize mit vliv i jeho pozice v genomu, zvIaste
uspotradani obklopujicich sekvenci. Diulezity je obsah CG a blizkost CpG
ostrovil, sekvenc¢ni rozdilnost a ptipadna blizkost DNA vazané ke geniim. To vSe
ovliviiyje efektivitu reparacnich mechanismi. Pokud se jedna o oblasti spojené
sgeny, je nutné zminit také vliv selekce. Velké piestavby Vv oblastech
pfiléhajicich k mikrosatelitu mohou ovlivnit jeho genomicky kontext a tim i
mutaéni rychlost (Buschiazzo et Gemmell, 2006; Bhargava et Fuentes, 2010;
Hoshino et al., 2012).

Dal8imi faktory ovliviiujicimi rychlost mutaci jsou zplsob reprodukce,
rychlost metabolismu, genera¢ni doba, v€ék a pohlavi (Buschiazzo et Gemmell,
2006).

Mikrosatelity jako DNA markery

DNA marker je ur€ita informace o organismu ziskana na zaklad¢ analyzy jeho

Tyto markery jsou zalozeny na pfitomnosti polymorfismu v sekvenci DNA.

Jejich zdrojem jsou mutace, jejichz disledkem je variabilita mezi jedinci, populacemi,

druhy 1 vys$8imi taxonomickymi skupinami. Sdileny marker pak vypovida o pfibuznosti

jedincu, populaci nebo druhti. Na rozdil od fenotypovych znakt nejsou tyto informace

ovlivnény podminkami prostfedi a nemaji vliv na fitness jedince (Liu et Cordes, 2004;

Hoshino et al., 2012).
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DNA markery lze rozdé€lit dvou skupin. Prvni jsou spojeny s geny o znamé
funkci (napf. EST markery nebo izoenzymy), druhy typ je asociovan s anonymnimi
genetickymi segmenty (napt. RAPD nebo AFLP markery). Mikrosatelity jsou zpravidla
fazeny do markera typu II, pokud nejsou odvozeny z exprimovanych sekvenci (Liu et

Cordes, 2004).

Mikrosatelity jsou distribuovany po celém genomu, vyskytuji se predevsim
v nekodujicich oblastech a v intronech (Ellegren, 2004), ale 1ze je nalézt i v oblastech
kodujich, ze kterych jsou velmi dobie prozkoumény zejména mikrosatelity, jejichz
expanze vede ke vzniku neurodegenerativnich chorob u ¢loveéka, jako je Huntingtonova
choroba nebo spinocereblarni dystrofie (Ashley et Waren, 1995; Téth et al., 2000; Li et
al., 2004). Duvodem niz$iho vyskytu mikrosatelitt v kodujicich oblastech je
pravdépodobné selekéni tlak proti mutacim poruSujicim cCteci rdmec, proto jsou
mikrosatelity v téchto oblastech zpravidla trinukleotidové (Asley et Waren, 1995;
Metzgar et al., 2000).

Co se tyka vyskytu, u eukaryot se uvadi ptiblizné 1 mikrosatelit na 10 kb (Tautz,
1989), ovsem toto ¢islo se druh od druhu 1isi. U ¢lovéka se vyskytuje 1 mikrosatelit na
30 kb u ptakt pak 1 mikrosatelit na 20 az 39 kb (Primer et al., 1997). Mikrosatelity maji
pomérné malou velikost lokusu, obvykle kolem 100 bp coz umoziiuje jejich hodnoceni
pomoci PCR a elektroforetické separace (Tautz, 1989; Chambers et MacAvoy, 2000;
Liu et Cordes, 2004).

Vzhledem ktomu, ze vyskyt jednotlivych alel u mikrosateliti neni dan
pritomnosti odlisnych nukleotidd, ale lisSicim se po¢tem zakladnich jednotek repetice,
jsou charakteristické vysokym PIC (polymorphism information content, obsah

polymorfni informace), nejvyssim ze vSech DNA markert (Liu et Cordes, 2004).

Mikrosatelity se dédi mendelisticky jako kodominantni markery, coz je jednou
Z jejich nejvétsich piednosti, spolu s hojnym vyskytem, nahodnou distribuci v genomu,
malou velikosti lokusu a vysokym polymorfismem. Nejvétsi nevyhodou je nutnost
velkych pocatecnich investic do jejich vyvoje. Z toho divodu se Casto pfistupuje ke
cross-species PCR amplifikaci, kdy jsou pro amplifikaci mikrosatelitového lokusu

vyuzity primery puvodné navrzené pro jiny, blizce pfibuzny, druh (Primer et al., 1996).
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3.3.3.1. Aplikace mikrosatelitovych markeri

-----

vyuzivanych v genetickych studiich. Dlivodem je zejména vysoka variabilita, stabilni
dédic¢nost podle Mendelovych zakonti a spojeni jejich analyzy s PCR (Oliveira et al.,
2006). Pouzivaji se v genomice pii vytvareni genetickych rekombina¢nich map,
Vv asocia¢nich studiich pii hledani gent spojenych s chorobami, v pozi¢nim klonovani
pro mapovani kvantitativnich znaki a v MAS (marker assisted selection, markery
asistovana selekce). V populacné genetickych studiich se pouzivaji pti charakterizaci
struktury a dynamiky populaci, genového toku a pfifazovani jedinci ke konkrétnim
populacim a také v ochranaiské genetice. Casto se vyuzivaji k analyze pfibuznosti mezi
jedinci v populaci, zvlasté kuréeni paternity, piipadné maternity a pii studiu
rozmnozovacich systémd. V systematice se vyuzivaji kuréovani fylogenetickych
vztahl. Dalsi dulezitou aplikaci je forenzni analyza (Tautz, 1989; Ellegren, 2004; Zima
et al., 2004; Oliveira et al., 2006).

3.4. Polymorfni mikrosatelitové lokusy u plamenaka rizového

Geraci et al (2010) objevili u plamenaka ruzového 37 polymorfnich
mikrosatelitovych lokusi, u kterych ManiSova (2011) ovétovala polymorfismus a urcila
podminky amplifikace. Jedna se o lokusy PrA2, PrA3, PrA9, PrA102, PrA103, PrA104,
PrA105, PrAl110, PrAl111, PrAl113, PrB1, PrB2, PrB3, PrB102, PrB105, PrB110, PrC1,
PrC6, PrC12, PrC107, PrC109, PrC117, PrC122, PrD3, PrD4, PrD5, PrD7, PrD9,
PrD10, PrD12, PrD102, PrD105, PrD108, PrD117, PrD121, PrD126 a PrD139. Lokus

PrC12 pfi provadénych testech nevykazoval polymorfismus.

Ve dvou disertacnich pracich, Kapil (2005) a Preston (2005), bylo popsano 13
polymorfnich mikrosatelitovych lokusti izolovanych od plamendka karibského ktery je
velmi blizce ptibuzny plamendku rizovému, a ktery je dokonce nékterymi autory
oznacovan za jeho poddruh (napf. del Hoyo, 1992). Do spole¢né publikace (Kapil et al.,
2010) bylo zahrnuto 9 z nich. Drobek (2010) potvrdil, ze vSechny tyto mikrosatelitové
lokusy (Prup 1 az Prup9) a také lokus Prupl3 vykazuji polymorfismus u plamendka
rizového. Nicméné nekteré z téchto lokust se podle jeho vysledkii zdaji byt totozné,

pouze s jinak navrzenymi primery.
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Nadvornik et al. (2008) testovali metodou cross-species PCR 70
mikrosatelitovych lokusti, které byly izolovany od zastupci tadd brodivi
(Ciconiiformes), potapky (Podicipediformes) a veslonozi (Pelecaniformes) a
vykazovaly u nich polymorfismus. U plamenaka razového bylo polymornich 7 lokusii:
Ah 630 izolovany od volavky velké (Ardea herodias) a WSu 17 a WSu 19 izolované od
nesyta lesniho (Mycteria americana) z fadu brodivi a PcD 6 izolovany od kormorana
velkého (Phalacrocorax carbo) a PhB4, PhB2 a PhDI11 izolované od kormorana

galapazského (Phalacrocorax harrisi) z fadu veslonozi.

Drobek (2010) testoval dal§ich 214 parG primert navrzenych pro amplifikaci
polymorfnich mikrosatelitovych lokusi u zastupct ftadi brodivi, dlouhoktidli
(Charadriiformes), potapky, potaplice (Gaviiformes), tuc¢naci (Sphenisciformes),
veslonozi a vrubozobi (Anseriformes). 22 znich amplifikovalo polymorfni
mikrosatelitové lokusy u plamendka rizového. Z mikrosatelitovych lokust izolovanych
od zastupcu fadu brodivi to byly c¢tyfi lokusy izolované od volavky Zlutozobé (Egretta
eulophotes), jeden izolovany od ¢apa bilého (Ciconia ciconia), dva izolované od ibise
¢inského (Nipponia nippon) a ¢tyii izolované od kolpika malého (Platalea minor). Od
zastupcti fadu dlouhokftidli byly testovany pouze dva lokusy, z nichz jeden izolovany od
alkounka drobného (Aethia pygmaea) vykazoval polymorfismus. Z mikrosatelitovych
lokusti odvozenych od zastupcii fadu veslonozi to pak byly tfi lokusy izolované od
tereje modronohého (Sula nebouxii), jeden izolovany od kormorana usatého
(Phalacrocorax auritus), ctyii izolované od fregatky malé (Fregata minor), jeden
izolovany od pelikana severoamerické¢ho (Pelecanus erythrorhynchos), dva izolované
od pelikana bilého (Pelecanus onocrotalus), a jeden izolovany od tereje ¢ervenonohého

(Sula sula).

ManiSovéa (2011) kromé vySe zminénych lokusti izolovanych od plamendka
ruzového testovala dalSich 47 mikrosatelitovych lokust izolovanych od zéastupct fadi
brodivi a veslonozi, z nichZz 5 vykazovalo polymorfismus u plamendka rtzového.
Jednalo se o dva mikrosatelitové lokusy izolované od volavky purpurové (Egretta
rufescens) z fadu brodivi a dale jeden izolovany od faetona zlutozobého (Phaethon
lepturus) a dva izolované od kormorana chocholatého (Phalacrocorax aristotelis)

Z fadu veslonozi.

Shrnuti aspésnosti cross-species PCR amplifikace mikrosatelitovych lokust u

plamendka rGzového pomoci primerd odvozenych od zastupcli tadd brodivi,
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dlouhokfidli, plamenadci, potapky, potaplice, tuciiaci, veslonozi a vrubozobi je uvedeno

Vv tabulce ¢. 1. Za Uspésnou je v tomto piipadé povazovana pouze amplifikace, kterd

vedla ke vzniku polymorfnich produkti.

Tabulka €. 1 — Shrnuti uspé$nosti cross-species PCR amplifikace mikrosatelitovych

lokusti u plamendka razového pomoci primerii odvozenych od zastupct jednotlivych

fada. V tabulce je kromé¢ fadu uveden zdrojovy druh, pocet testovanych lokust, pocet

lokust, které u plamenaka rtzového vykazovaly polymorfismus a procentualni

uspésnost cross-species PCR amplifikace pro dany fad.

(Gaviiformes)

(Gavia immer)

5 Pocet Pocet Celkova
Rad Zdrojovy druh testovanych | polymorfnich | tispéSnost
MS MS [%%0]
Cap bily
(Ciconia ciconia) 13 1
Ibis ¢insky
(Nipponia nippon) 24 2
Ibis rudy
(Eudocimus ruber) 10 0
Kolpik rizovy 6 0
(Ajaia ajaja)
Brodivi Kvakos noc¢ni 11 0 9.4
(Ciconiiformes) (Nycticorax nycticorax) ’
Nesyt lesni 15 1
(Mycteria americana)
Volavka velka 17 1
(Ardea herodias)
Volavka zlutozoba 18 4
(Egretta eulophotes)
Kolpik maly
(Platalea minor) 23 3
Brodivi Volavka purpurova 12 2 94
(Ciconiiformes) (Egretta rufescens) ’
Dlouhokiidli Alkounek dlouhokiidly 5 1 50*
(Charadriiformes) (Aethia pygmea)
Plameiici Plameiidk karibsky 10 10
. . (Phoenicopterus ruber)
(Phoenicopteri- ————— 97,9
formes) Plarpenak razovy 37 36
(Phoenicopterus roseus)
Potapky Potapka rudokrka 7 0 0
(Podicipediformes) (Podiceps grisegena)
Potaplice Potaplice ledni 7 0 0
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Tabulka €. 1 — Pokracovani 1.

(Anseriformes)

(Cairina moschata)

Pocet Pocet Celkova
Rad Zdrojovy druh testovanych | polymorfnich | Gspésnost
MS MS [%%0]
Tucnaci Tuénak krouzkovy 1 0 0
(Sphenisciformes) (Pygoscelis adeliae)
Faeton zlutozoby 11 1
(Phaethon lepturus)
Fregatka obecna 18 4
(Fregata minor)
Kormoran galapazsky 8 3
(Phalacrocorax harrisi)
Kormoran chocholaty
(Phalacrocorax 16 2
aristotelis)
Kormoran usaty 3 1
(Phalacrocorax auritus)
Veslonozi Kormoran velky 7 1 125
(Pelecaniformes) (Phalacrocorax carbo) ’
Pelikan bily 10 2
(Pelecanus onocrotalus)
Pelikan severoamericky
(Pelecanus 9 1
erythrorhynchos)
Terej Cervenonohy
(Sula sula) 5 !
Terej guanovy 9 0
(Sula variegata)
Terej modronohy 17 3
(Sula nebouxii)
Kachna divoka 6 0
(Anas platyrhynchos)
Vrubozobi Kachnice lalo¢nata 3 0 0
(Anseriformes) (Biziura lobata)
Kajka motska 1 0
(Somateria mollissima)
Vrubozobi Pizmovka velka 3 0 0

*Z divodu nizkého poctu testovanych lokusii nema v tomto piipadé procentudlni
uspesnost cross-species PCR amplifikace zadnou vypovidajici hodnotu.

Mikrosatelity popsané v této podkapitole 1ze podle vztahu k mé praci rozdélit do

dvou skupin. Prvni

znich tvoii ty, které jiz byly u plamenaka ruzového

charakterizovany Drobkem (2010). Druhou skupinou jsou pak mikrosatelity které byly
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u plamendka rtzového oznaleny jako polymorfni (ManiSova, 2011), ale jejichz
charakteristika dosud nebyla provedena. Analyzou a charakteristikou mikrosatelitii ze

druh¢ skupiny se zabyva tato prace.

3.5. Nové nalezené mikrosatelity pro zastupce radu brodivi

Uspé$nost  cross-species PCR  amplifikace mikrosatelitovych lokusd u
plamenaka rizového pomoci primeri izolovanych od zastupct fadu brodivi (viz tabulka
¢. 1), ukazuje, ze zastupci fadu brodivi jsou relativné blizce ptibuzni s plamenaky, a ze
od nich odvozené mikrosatelity lze pfiblizné v 9,5 % pftipadl pouzit jako DNA markery
u plameiidka rizového. Ztoho divodu byly vtéto praci otestovany 1 dalsi
mikrosatelitové lokusy odvozené od zastupcl fadu brodivi, které byly publikovany az
po dokonceni bakalafské prace ManiSové (2011). Jednd se o 19 mikrosatelitd
odvozenych od dvou druht - ¢apa vychodniho (Ciconia boyciana) a volavky rusohlavé
(Bubulcus ibis).

Mikrosatelitové markery pro ¢apa vychodniho hledali Wang et al. (2011) a
navrhli 8 part primerd, které amplifikuji polymorfni lokusy. Nalezené mikrosatelity

otestovali na 23 jedincich ¢apa vychodniho a nalezli u nich od 2 do 8 alel.

Campanini et al. (2011) navrhli 11 pard primerd amplifikujicich polymorfni
mikrosatelitové lokusy u volavky rusohlavé. Tyto primery otestovali na vzorcich DNA
35 jedinct volavky rusohlavé z kolonie v jizni Brazilii a nalezli od 2 do 4 alel. Dale
nové nalezené primery testovali na zastupcich dalSich 7 druht z €eledi volavkoviti
(Ardeidae). Pro 7 z 11 otestovanych pard primert byla cross-species PCR amplifikace
uspeésna u vsech sedmi druhii. Pocty alel nalezené na jednotlivych lokusech u téchto

druhti nejsou v publikaci uvedeny.
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4. Material a metody

4.1. Biologicky material

Pro analyzu byla pouzita DNA 22 nepiibuznych jedinct plamenéka rizového
(Phoenicopterus roseus) pochazejicich ze dvou zoologickych zahrad — Zoologické
zahrady v Liberci a Zoologické zahrady v Praze. DNA byla izolovana z krve fenol-
chloroformovou metodou podle Maniatis et al. (1982) upravenou pro podminky
Laboratore popula¢ni genetiky na Katedie bunééné biologie a genetiky PiF UP

v Olomouci.

4.2. PCR amplifikace

Jednotlivé mikrosatelitové lokusy byly amplifikovany pomoci PCR s vyuzitim
primert uvedenych v tabulkach ¢. 2, 3 a 4. PCR premix byl pfipravovan vzdy pro 22
vzorkt najednou do 1,5ml mikrozkumavek. Po zvortexovani a kratkém odstiedéni na
minicentrifuze byl rozpipetovan po 9 ul do 0,2ml mikrozkumavek, do kterych byl
pfedem napipetovan 1 ul genomické DNA o koncentraci 10 — 30 pg/ml.

Slozeni PCR premixu pro 22 vzork:
Deionizovana voda 156,2 ul
Reakéni pufr 10x (50 mmol/l Tris-HCI, pH 8,

100 mmol/l NaCl, 0,1 M EDTA,

1 mmol/I DTT, 50% glycerol, 1% Triton X-100) 23,5 ul
Roztok MgCl; o koncentraci 25 nmol/l 13,9 ul
Roztok dNTPs o koncentraci 20 umol/l 2,5 ul
Primer F o koncentraci 10 pmol/l 11,8 ul
Primer R o koncentraci 10pumol/l 11,8 ul
aTaq DNA polymeraza 5 U/ul 3.4 ul

22



PCR probihala v termocykléru podle nésledujiciho casového a teplotniho profilu:

1. Smin 94 °C

2. 30s 94 °C
35x 30s teplota dle pouzitych primert

30s 72 °C

3. 7min  72°C

Teplota annealingu se liSila v zdvislosti na pouzitych primerech. U
mikrosatelitovych lokusi oznacenych jako polymorfni Manisovou (2011) byly
informace o teploté¢ ziskany z této prace a jsou uvedeny v tabulce ¢. 2. V nékterych
piipadech byla teplota dale upravena, aby dochazelo k co nejlepsi amplifikaci u vSech
jedinct. Nové testované lokusy, jejichZ seznam je v tabulce ¢. 3, byly amplifikovany
nejprve pii 50°C a poté byla teplota dale optimalizovdna, aby byl vysledny
elektroforetogram co nejlépe hodnotitelny. Pro lokusy, které byly uz dfive u plamenaka
riZzového oznaceny jako monomorfni (Drobek, 2010) a které zde byly znovu testovany,
protoze vykazovaly polymorfismus u blizce piibuzného plamenaka karibského
(Phoenicopterus ruber), byla jako vychozi teplota zvolena optimalni teplota pro

amplifikaci zjiSténd pro plamenaka karibského. Tyto lokusy jsou uvedeny v tabulce €. 4.

Tabulka €. 2 — Prehled mikrosatelitovych lokust, které byly ManiSovou (2011)
oznaceny jako polymorfni. V tabulce je uveden zdrojovy druh, od kterého byl
mikrosatelitovy lokus odvozen, ndzev lokusu, optimalni teplota annealingu a cas

elektroforetické separace dle ManiSova (2011) a autor publikace, kde byl lokus popsan.

Nazev Teplota Cas separace Literarni
Zdrojovy druh | mikrosatelitového annealingu [mli)n] zdroi
lokusu [°C] :
PrA2 67 210
PrA3 67 150
Plamenak rizovy PrA9 65 %0 i
: Geraci et al.
(Phoenicopterus | PrA102 65 180 (2010)
roseus) PrA103 68 150
PrA104 66 150
PrA105 65 120
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Tabulka €. 2 — Pokradovani.

Nazev Teplota Cas separace Literarni
Zdrojovy druh | mikrosatelitového annealingu [m[i)n] Zdroi
lokusu [°C] J
PrA110 68 150
PrAlll 66 180
PrAl113 64 150
PrB1 65 180
PrB2 69 180
PrB3 68 150
PrB102 66 150
PrB105 66 180
PrB110 66 150
PrC1 63 150
PrC6 65 90
PrC101 65 150
PrC109 62 150
Plamefidk razovy | Pre1l7 54 180 :
; Geraci et al.
(Phoenicopterus | PrC122 60 150
(2010)
roseus) PrD3 65 90
PrD4 65 120
PrD5 65 240
PrD7 62 240
PrD9 62 180
PrD10 68 120
PrD12 66 180
PrD102 62 150
PrD105 66 120
PrD108 63 90
PrD117 66 210
PrD121 64 150
PrD126 63 180
PrD139 65 180
Kormordn | ppagrio3 52 240
chocholaty Barlow et al.
(Phalacrocorax | ppoaios 50 135 (2010)
aristotelis)
Volavka = | g3 54 180 .
purpurova Hill et Green
(Egretta (2010)
rufescens) Er3l 52 180
Faeton Zlutozoby Humeau et al
(Phaethon P3F7 65 150 '
(2010)
lepturus)
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Tabulka €. 3 — Ptehled nové testovanych mikrosatelitovych lokust. Tabulka obsahuje

zdrojovy druh lokusu, jeho nazev a autora publikace.

Zdrojovy druh

Nazev lokusu

Literarni zdroj

Cap vychodni
(Ciconia boyciana)

Cbo102, Cbho108, Cho109,
Cbo121, Cbo133, Cbol51,
Cbo168, Cho235

Wang et al. (2011)

Volavka rusohlava
(Bubulcus ibis)

Bi30

Bi01, Bi08, Bil3, Bil5, Bil8,
Bi20, Bi22, Bi26, Bi28, Bi29,

Campanini et al. (2012)

Tabulka &. 4 — Prehled mikrosatelitovych lokust, které byly Drobkem (2010) oznaceny

jako monomortfni, a které byly opétovné testovany z divodu vyskytu polymorfismu u

blizce piibuzného plamenidka karibského. V tabulce je uveden zdrojovy druh, od

kterého byl mikrosatelitovy lokus odvozen, ndzev lokusu, teplota annealingu a cas

separace podle Drobka (2010) a autor publikace, kde byl lokus popsan.

Nazev Teplota Cas separace
Zdrojovy druh | mikrosatelitového annealingu [mli)n] Literarni zdroj
lokusu [°C]
Cép &insky
(Nipponia NNnNF5 55 240 Jietal. (2004)
nippon)
Ibis rudy Eru03 55 180
. Santos et al.
(Eudocimus Eru06 64 150 (2006)
ruber) Erull 58 180
Kormoran
galapazsky Duffie et al.
(Phalacrocorax PhG8 52 180 (2008)
harrisi)
van den
) WS2 58 120 Bussche et al.
Nesyt lesni (1999)
(Mycteria
americana) Tomasulo-
WSp20 53 150 Seccomandi et
al. (2003)
Potaplice ledni . McMillan et al.
(Gavia immer) GImeS 52 180 (2004)
Terej modronohy ) i Faircloth et al.
(Sula nebouxii) | BOOB-RM4-A08 59 180 (2009)
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4.3. Zpracovani PCR produkti

Separace PCR produkti probihala v 6% polyakrylamidovém gelu za
denatura¢nich podminek. Postup byl optimalizovan pro pouziti vyhfivané
elektroforetické komutrky S2 Whatman Biometra s tloustkou gelu 0,4 mm a rozméry
skel 330 x 390 mm a 330 x 420 mm.

Ob¢ skla byla nejprve umyta sapondtem pomoci kartdCku a oplachnuta
deionizovanou vodou. Vétsi sklo bylo na plose, ktera se bude dotykat gelu, osetfeno
piipravkem pro odpuzovani vody ze skel automobilii, oplachnuto deionizovanou vodou
a osuSeno. Mensi sklo bylo na plose, ktera se bude dotykat gelu, potieno molekularnim
lepidlem a po zaschnuti ¢tyfikrat oplachnuto ethanolem.

Na okraj vétsiho skla byly vlozeny spacery o tloustce 0,4 mm. Na né¢ bylo
ptilozeno mensi sklo oSetfenou plochou dolii a zajisténo pomoci klipsii.

Do prostoru, ktery vznikl mezi skly, byl nalit roztok 6% polyakrylamidového
gelu. V misté ptesahu vétsiho skla byl vlozen hiebinek (rovnou stranou do gelu) a
zafixovan klipsy.

Po ptiblizné 60 minut trvajici polymerizaci byly klipsy odstranény, skla s gelem
byla omyta od piebyte¢nych kouskid gelu a upevnéna do elektroforetické komdurky.
Katodovy i anodovy prostor byl po rysku naplnén 0,5x TBE pufrem a hiebinek byl
vyjmut ven. Komirka byla pfipojena ke zdroji stejnosmérného proudu (90 W, 3000 V,
150 mA). Gel byl ptedehiivan, dokud nedosahl teploty piiblizné 50 °C.

Po nahtati byl gel odpojen od zdroje proudu, prostor hiebinku byl vyciStén
pomoci injekéni sttikacky od bublin a zbytkii gelu a byl nasazen hiebinek zuby asi
1 mm hluboko do gelu. Vznikly tak jamky, do kterych mohly byt naneseny vzorky.

PCR produkty byly smichany s 5 pl nanaseciho pufru a denaturovany. Po
denaturaci byly ihned vloZeny do ledové tfisté a naneseny po 2 pl (v ptipad€ potieby i
po 0,5 pl) do jamek na gelu.

Nasledné byla elektroforetickd komitirka znovu pfipojena ke zdroji
stejnosmérného proudu. Separace PCR produkti probihala pii 70 W (3000 V/150 mA).
Délka separace zavisela na velikosti amplifikovanych PCR produktti a pohybovala se od
90 do 240 minut.

Béhem doby, kdy probihala separace, byly pfipraveny roztoky pro pozdéjsi
vymyvani gelu a naslednou vizualizaci separovanych PCR produkti. Slozeni

jednotlivych roztokt je popsano v kapitole Pouzité roztoky.
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Po dokonceni separace byla komurka odpojena od zdroje, skla s gelem byla
vyjmuta a rozlepena od sebe. Gel zlstal prilepeny na mensim skle oSetfeném
molekularnim lepidlem. Toto sklo bylo vloZeno nejprve na 20 minut do Fix-stop
roztoku, aby doSlo k zafixovani separované DNA, poté bylo dikladné promyto
deionizovanou vodou a vlozZeno na 5 minut do 1% roztoku kyseliny dusi¢né. Pro lepsi
prunik roztoki do gelu byla miska se sklem béhem fixace i promyvani kyselinou
dusi¢nou umisténa na tiepacce. Fix-stop roztok byl po ukonceni ptisobeni uchovan a
pouzit pozdéji k zastaveni vyvolavani.

Gel byl opét nékolikrat promyt vodou. Nasledovalo umisténi gelu do 0,1%
roztoku dusi¢nanu stfibrného s 1,2 ml formaldehydu, kde byl gel ponechan 30 minut.
Poté byl na nékolik vtefin ponofen do deionizované vody a nasledné vyvolan pomoci
vychlazené vyvojky. Po dostateném obarveni bandii bylo vyvoldvani zastaveno
prilitim Fix-stop roztoku.

Po vysuseni gelu byl elektroforetogram vyhodnocen. Nepotiebny gel byl
odlepen od skla v roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 1 mol/l a sklo bylo umyto

pro dalsi pouziti.

4.4, Statistické hodnoceni

Ziskané genotypy vSech 22 jedinci pro jednotlivé lokusy byly statisticky
zpracovany pomoci programi pro populac¢ni genetiku Cervus 3.0.3 (Kalinowski et al.,
2007) a Genepop 4.2 (Rousset, 2008). Program Cervus 3.0.3 slouzi ke stanoveni
pozorované a ocekavané heterozygotnosti, ptitomnosti nulovych alel a pfipadného
odchyleni od Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Pomoci webové verze programu

Genepop 4.2 pak bylo zjisténo, zda jsou lokusy ve vazbé.

4.5. Chemikalie a roztoky

4.5.1. Pouzité chemikalie

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

Clear Vue, Rain Repellent (Turtle WAX)
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dNTPs (100 mmol/l, 400 pl kazdého), U1240
Deionizovana voda

Dusi¢nan stiibrny

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

Formamid

Hydroxid sodny

Kyselina borita

Kyselina dusi¢na — 65% roztok

Kyselina octova — ledova
3-methakryloxypropyltrimethoxysilan
Mocovina

N, N'- methylenbisakrylamid

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

Thiosiran sodny
Trishydroxymethylaminomethan (Tris)
Uhli¢itan sodny

Xylenova modrt (Xylencyanol FF)

4.5.2. Pouzité roztoky

Akrylamid (6% zdasobni roztok)
420 g mocoviny
484 ml deionizované vody

50 ml 10 x TBE

(Promega)

(Sigma)
(Lihovar Vrbatky)
(Lachema)
(Lachema)
(Lachema)
(Lachema)
(Lachema)
(Lachema)
(Lachema)
(Serva)
(Lachema)
(Applichem)
(Serva)
(Serva)
(Lachema)
(AppliChem)
(Lachema)
(AppliChem)

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

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

Dusicnan stiibrny AgNO3 (0,1% roztok)
800 ml deionizované vody
0,8 g dusi¢nanu stiibrného

- pred pouzitim piidat 1,2 ml formaldehydu
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Fix-stop roztok
800 ml deionizované vody

88 ml ledové kyseliny octové

Hydroxid sodny NaOH (1 mol/l) (roztok)
40 g hydroxidu sodné¢ho

- doplnit deionizovanou vodou do 1 |

Kyselina dusi¢na HNO; (1% roztok)
800 ml deionizované vody

12 ml 65% kyseliny dusi¢né

NandSeci pufr pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu
0,125 g bromfenolové modre
0,125 g xylenové modie
25 ml deionizované vody

100 ml formamidu

Peroxodisiran amonny (NH,),S;0g (10% roztok)
1 g peroxodisiranu amonného

- rozpustit v 10 ml deionizované vody

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

Roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu (molekuldrni lepidlo)
1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu
3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

TBE pufr (zdsobni roztok 10x)
108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
55 g kyseliny borit¢ H3BO3



40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

- doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Vyvojka
800 ml deionizované vody
24 g uhli¢itanu sodného Na,COs

- vychladit na teplotu nizsi nez 10 °C

- pted pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu sodného

Na,S,03

4.6. Vybaveni laboratore

Elektroforeticky zdroj EV232
Chladnicka kombinovana

Laboratorni vahy Mark S622
Mikropipeta Finnpipette 0,5 az 10 pl (osmikanalova)
Mikropipeta Finnpipette 0,3 pl az 1 ml
Mikropipety Nichipet EX 0,5 pl az 1 ml
Minicentrifuga Spectrafuge Mini
Negatoskop NEGA1

Sekvenacni elektroforeticka komirka S2
Susarna CAT 8050

Temperovany blok Dry-block DB-2D
Termocyklér Gene-Pro

Termocyklér PTC 100-96 VHB
Termocyklér XP Thermal Cycler
Ttepacka Orbit 1 900

Vortex MS2

Vyrobnik deionizované vody typ 02
Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact

(Consort)
(Whirlpool)

(BEL Engineering)
(Labsystems)
(Labsystems)
(Nichiryo)

(Cleaver Scientific)
(Maneko)

(Whatman Biometra)
(Contherm)

(Labnet International)
(BIOER technology)
(MJ Research)
(BIOER technology)
(Labnet International)
(1ka)

(AquaOsmotic)
(Castel Mac)
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5. Vysledky
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6. Diskuze
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7. Zavér

V této diplomové praci jsem se zabyvala analyzou a charakteristikou
polymorfnich mikrosatelitovych lokusi u plamenaka razového (Phoenicopterus

roseus).

Nejvétsi skupinu analyzovanych mikrosatelitti tvofily mikrosatelity izolované
piimo od plamenaka rtizového. U vSech 37 jsem potvrdila polymorfismus, pocet alel se
pohyboval od 2 do 24 s praimérem 7,49 alely na lokus. Primérna heterozygotnost byla

0,617 a 2 mikrosatelity byly vdzany na pohlavi.

Dale jsem testovala 19 mikrosatelitii nové izolovanych pro zastupce fadu brodivi
(Ciconiiformes) mezi kterymi jsem nalezla 2 polymorfni. Mezi 9 mikrosatelity, které
jsem retestovala, protoze ackoli byly jiz diive u plamendka rizového oznaleny za
nepolymorfni, u blizce piibuzného plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber)
vykazovaly polymorfismus, jsem nalezla 4 polymorfni. Téchto 6 mikrosatelitd jsem
spolu se 4 dalsimi, které byly oznacené za polymorfni ManiSovou (2011)
charakterizovala stejnym zplUsobem jako mikrosatelity odvozené od plamendka
rizového. Mély od 2 do 6 alel s primérem 3 alely na lokus. Primérna heterozygotnost

byla 0,355 a 2 mikrosatelity byly vazany na pohlavi.
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8. Seznam pouzitych zkratek

A
AOU
bp

C
DNA
dNTP

He
I0C
IUCN
kb
PCR
SSRs

SRTs

Ta

adenin

Americka ornitologicka unie (The American Ornithologists' Union)

par bazi (base pair)

cytozin

deoxyribonukleova kyselina

deoxynukleozid trifosfat

guanin

pozorovana heterozygotnost (observed heterozygosity)

o¢ekavana heterozygotnost (expected heterozygosity)

Mezinarodni  ornitologicka  unie  (International ~ Ornithological
Committee)

Mezinarodni unie pro ochranu pfirody (International Union for
Conservation of Nature)

Kilobaze

polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

repetice jednoduchych sekvenci (Simple Sequence Repeats)

kratké tandemové repetice (Short Tandem Repeats)

tymin

teplota annealingu
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