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Souhrn

V této bakalaiské praci jsem hledala pomoci cross-species PCR amplifikace
polymorfni mikrosatelity, které se vyskytuji u plamenaka karibského (Phoenicopterus
ruber). Byly amplifikovany mikrosatelity ztfadu tuénaci a také univerzalni ptaci

mikrosatelity — EST mikrosatelity a konzervované ptaci mikrosatelity.

V teoretické ¢asti jsem se zabyvala obecnou charakteristikou plamenaka, fesila
jsem problematiku zafazeni plamenakd do systému ptakt a charakterizovala jsem
plamenaka karibského. Dale jsem se zaméftila na obecnou charakteristiku mikrosatelita

a popsala jsem mikrosatelity odvozené z fadu tuc¢naci a univerzalni ptaci mikrosatelity.

V experimentalni ¢asti jsem feSila cross-species PCR amplifikaci 171 part
primerQ pro amplifikaci polymorfnich mikrosatelitii u 6 nepfibuznych jedinct plamenéaka
karibského. Z nich bylo 113 part primerd navrzeno pro mikrosatelity odvozené od 9
druhii z fadu tucnaci a 58 pard primerd bylo pro univerzalni pta¢i mikrosatelity. Nalezla
jsem 23 part primert, které amplifikovaly polymorfni produkt, z nichz bylo 16 part
primer pro mikrosatelity popsané u 6 druhl z fddu tu¢néci, 4 pary primerd byly pro
konzervované ptac¢i mikrosatelity a 3 pary primerd byly navrzeny pro EST mikrosatelity.

U polymorfnich mikrosatelitii jsem detekovala od 2 do 7 alel.



Summary

The aim of my bachelor thesis was to find polymorphic microsatellites using the
cross-species PCR amplification method. In Caribbean flamingo (Phoenicopterus ruber)
tested polymorfic microsatellites from the order Sphenisciformes, conserved avian
microsatellites and EST microsatellites.

In the theoretical part | focused on general characterisation of flamingos, their
phylogenetical position in the avian system and detailed characterisation of the Caribbean
flamingo. | also described general characteristics of microsatellites and those which are

derived from the order Sphenisciformes and universal avian microsatellites.

Experimental part consisted the cross-species PCR amplification of 171 primer
pairs which were used to amplify polymorphic microsatellites in 6 unrelated Caribbean
flamingo individuals. Out of these 171, 113 primer pairs were designed for the
microsatellites derived from 9 species of the order Sphenisciformes and the other
58 primer pairs were designed for the universal avian microsatellites. | found 23 primer
pairs in total which amplified a polymorphic product, out of which 16 primer pairs were
for the microsatellites of the order Sphenisciformes, 4 primer pairs were for the conserved
avian microsatellites and 3 primer pairs were for the EST microsatellites. | detected from

2 to 7 alleles per locus.
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1 Uvod

Mikrosatelity jsou kratké useky DNA, ve kterych se vyskytuje tandemové
uspotadani repetitivnich jednotek, které jsou dlouhé v fadu jednotek bazi. Vyskytuji se
Vv kodujicich 1 nekodujicich oblastech genomu prokaryotnich a eukaryotnich organismd.
Jsou vysoce polymorfni a maji vysSsi mutacni rychlost nez zbytek genomu. Maji velké
vyuziti, jako molekularni markery, ve velkém mnozstvi genetickych studii, jako je

populacni genetika, studium paternity anebo taxonomie.

V ramci této bakalaiské prace bude u 6 nepiibuznych jedinct plamenaka
karibského (Phoenicopterus ruber) pomoci cross-species PCR amplifikace testovano 171
parit primert pro amplifikaci mikrosateliti. Z testovanych part primert bude 113
odvozeno od mikrosateliti z fadu tu¢naci a 58 bude pro univerzalni pta¢i mikrosatelity,
Z nichz 34 part primert bude pro EST mikrosatelity a 24 pro konzervované ptaci

mikrosatelity.



2 Cile prace

1. Vypracovani reSerSe na téma bakalarské prace.

2. Shromazdéni dostupnych literarnich zdroju.

3. PCR amplifikace DNA plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber) s vyuzitim
cross-species primera pro mikrosatelity, které jsou znamé u ptaku z fadu tuénaci a pro

konzervované ptaci mikrosatelity.



3 Literarni prehled

3.1 Plamenaci

Rad plamenaci (Phoenicopteriformes) je podle del Hoyo et al. (1992) jeden
zZ nejstarsich ptacich radi, coz dokazuji fosilie, které pochéazeji z obdobi oligocénu, asi 30
miliéna let nazpét. Nekteré fosilie byly nalezeny i v Evropé ¢i Australii, kde se jiz
plamenaci pfirozené¢ nevyskytuji. To je dikazem zmensSujiciho se poctu a ptirozené¢ho

vyskytu plamenaka na Zemi (del Hoyo et al., 1992).

Do tadu plamenéci patii podle vSech autori pouze jedna Celed’, plamenakoviti
(Phoenicopteridae). V dal§im zafazeni jsou ale rozpory mezi autory. Podle del Hoyo et al.
(1992) tato celed obsahuje tfi rody — Phoeniconaias, Phoenicoparrus, Phoenicopterus.
Rozfazeni do téchto rodi vzniklo na zakladé morfologickych rozdilnosti nohou a zobaku.
Charakteristickym znakem pro rod Phoeniconaias je absence zadniho prstu na nohou,
zatim co u rodu Phoenicoparrus na nohou zadni prst je. Naopak stavba zobaku je u téchto
dvou rodi stejna, ale odlisna od stavby zobaku rodu Phoenicopterus. Do rodu
Phoeniconaias patii druh plamenak maly (P. minor), do rodu Phoenicoparrus se fadi
druhy plamenak andsky (P. andinus) a Jamesuv (P. jamesi). Do tietiho rodu
Phoenicopterus tadi del Hoyo et al. (1992) 2 druhy — plamenaka chilského (P. chilensis)
a velkého (P. ruber), do kterého autofi fadi jako poddruhy plamenaka karibského (P.
ruber ruber) a rizového (P. ruber roseus). Podle Torres et al. (2014) vsak existuji pouze
2 rody — Phoenicoparrus, kam fadi druhy plamenak maly, andsky a Jamesuv,
a Phoenicopterus, kam zatfazuje druhy plamenak chilsky, karibsky a rizovy. Tito autofi
neberou plamendka karibského a rizového, jako poddruhy, ale jako 2 samostatné druhy,

stejné€ jako ja v rdmci této bakalaiské prace.

Plamenaci jsou velci vodni brodivi ptaci nepiehlédnutelni diky jejich
charakteristickému razovému zbarveni pefi, dlouhym noham a krku. Jsou vysoci 80—
155 cm, pfi¢emz samice jsou mensi nez samci. Jejich télo je ovalné s dlouhym krkem
a pomérn¢ malou hlavou, ktera je zakoncena mohutnym zobakem, ktery je v poloving

zahnuty dolu (del Hoyo et al., 1992).
Oproti jinym vodnim ptakiim maji plamendci v poméru k t€lu dlouhé nohy a krk.
Je tomu tak kvili pfizpiisobeni se zpisobu shanéni potravy. Dlouhé nohy jim umoziuji

se krmit ve velkych hloubkach a kviili tomu se i opetfeni na holenich redukovalo az takika



k brichu. Nohy maji ukonceny ¢tyfmi prsty. Tti prsty smétuji dopiedu a jsou opatieny
plovaci blanou, kterd jim poskytuje oporu pfi chizi v bahné¢ a usnadiiuje jim krmeni
ve velkych hloubkach béhem plavani (del Hoyo et al., 1992). Dlouhy krk jim napomaha
pii krmeni v mélkych vodach svou ohebnosti a moznosti SirSiho a rychlejSiho pohybu.
Sklada se ze 17 krénich obratl, které jsou protazené a vytvareji tak charakteristické

postupné ohnuti krku.

Pfijem potravy je unikatni ve filtracni schopnosti zobaku, ktera je podobna jako
u velryb. Horni ¢elist je mensi nez spodni a hrany ¢elisti jsou pokryty velkym mnozstvim
v fadach uspotadanych rohovitych lamel, které maji na povrchu jemné vlasky. Pti krmeni
maji plamendaci zobak ponoieny ve vodé a pootevieny. Mezi Celistmi je mezera po celé
délce téméf stejnd, diky charakteristickému zahnuti zobdku. Jazyk vyuZivaji jako pist,
kterym nasavaji vodu a vytlacuji ji ze zobaku. Pfi nasati vody s bahnem a organickymi
¢astmi do zobaku se vnitini lamely stla¢i a projdou jen casti velké jako Stérbina mezi
Celistmi. Poté béhem vytlaceni vody se lamely narovnaji a za¢nou plnit funkei filtru.
V zobaku zistane pouze potrava, ktera je nasledné posunuta do hltanu masivnim jazykem
s trny (Cramp et Simmons, 1977, del Hoyo et al., 1992). Potrava plamenaka malého se
sklada predevsim ze zelenych fas a rozsivek, zatimco plamenak karibsky se zivi nejen
fasami, rozsivkami a organickymi ¢astmi z bahna, ale pfedevsim bezobratlymi zivoc€ichy,
jako jsou mali mekkysi, korysi a larvy pakomart (Cramp et Simmons, 1977). Jednotlivé
druhy plamendkdi maji riizné tvary, poCty, usporddani a rozméry rohovitych lamel
a vlaskid v zobdku. Diky tomu nevznika kompetice mezi jednotlivymi druhy, i kdyby zily

ve stejném prostiedi, jelikoz pfijimaji riznou potravu (del Hoyo et al., 1992).

Peti mladat je Sedé s hnédym a rizovym nédechem, zatimco u dospélych
plamendkd je rtzové az karminové s Cernymi letkami. Rizové zbarveni pochazi
z karotenoidnich pigmentd, které se vyskytuji v potravé — v fasach ¢i bezobratlych. Tyto
pigmenty jsou pomoci jaternich enzymul zpracovany a vyuzity pro zbarveni téla, které je
nedilnou soucasti namlouvaciho ritudlu. Neopetené Casti téla jsou rizové, cervené nebo

dokonce oranzové (Cramp et Simmons, 1977, del Hoyo et al., 1992).

Plameniaci se vyskytuji na vSech kontinentech, krom& Australie a Antarktidy (del
Hoyo et al., 1992). Obyvaji mélka jezera a laguny, které jsou poloslané, slané ¢i alkalické
(Cramp et Simmons, 1977). Hodnota pH v alkalickych vodach dosahuje nékdy az 10,5
a salinita slanych jezer dosahuje az dvojnasobku salinity mote. Je pozoruhodné, jak

dokézi tito ptaci pfezit drsné podminky, jako je vysoky obsah chloridli, uhli¢itanu
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sodného, siranii a fluoridii ve vodé, ktera dosahuje nékdy teploty az 68 °C (del Hoyo et
al., 1992).

Plamenaci jsou spolecensti ptaci, a proto vytvareji velké a pocetné kolonie. Pary
jsou monogamni a stalé¢. Skupinové ritudly nejsou vazany na urcité izemi ani na obdobi
pateni. Probihaji ve velkych skupinach za doprovodu hlasitého kiiku. Jsou iniciovany
samci, ale Gcastni se jich ob¢ pohlavi. Spole¢ny ritual ve skupiné mize byt povazovan za
prizptisobeni se ménicim se podminkam. Za ptiznivych podminek zahdji intenzivni ritual,
ktery slouzi k vytvoteni skupiny jedinct ve stejném fyziologickém stavu a naslednému
rozmnozovani, a snaseni vajec do hnizd, ve stejném obdobi (Cramp et Simmons, 1977,
del Hoyo et al., 1992). Hnizda stavéji obé pohlavi ptevazné z vihkého bahna, popiipadé
Zpefi a kamenli. Vytvofi malou hromadu, nahote promacklou, kde samice snesou
obvykle 1 velké vejce. Na vejci sedi oba rodi¢e 2731 dni, poté oba krmi potomka, ktery
opousti hnizdo po 7-12 dnech. Jedinec dosahne pohlavni dospélosti ve 2—3 letech (Cramp
et Simmons, 1977).

3.2 Zarazeni plamenaki do systému ptaki

Podle starsi literatury spada tad plamenaci (Phoenicopteriformes), spole¢né
stddem tucnaci (Sphenisciformes) a brodivi (Ciconiiformes), do nadfadu letci

(Neognathae) (Stastny et al., 1998, Veselovsky, 2001, Gaisler et Zima, 2007).

Zésadni krok v zafazeni Neoaves, a tedy i plamenakd, ucinili Jarvis et al. (2014).
Provedli celogenomovou analyzu pro rané rozdéleni vétvi fylogenetického stromu
soucasné zijicich ptakt (Neornithes) a potvrdili rozd€leni na 2 zakladni skupiny —
Palaeognathae a Neognathae. Skupinu Neognathae dale rozdélili na Galloanseres
a Neoaves. Skupinu Neoaves rozdé¢lili na dva sesterské monofyletické klady Passerca
a Columbea. Klad Columbea dale na pevninskou pta¢i skupinu — Columbimorphae
a vodni ptaci skupinu — Phoenicopterimorphae, do které zaradili plamenaky a jako jejich
sestersky klad potapky (Jarvis et al., 2014).

Ve studii Prum et al. (2015) bylo pro fylogenetickou analyzu pouzito vice nez
390000 bazi genomickych sekvencnich dat pochazejicich ze 198 druhii soucasné zijicich
ptakt. Tyto druhy pochazely z 122 ptacich cCeledi, které spadaji pod 40 ptacich rada,
Z nichz bylo 14 celedi pévci a 108 celedi ostatnich ptakd. Fylogeneticka analyza
molekularnich a morfologickych dat potvrdila, Ze klady Palaeognathae (b&Zzci)

a Galloanseres (hrabavi a vrubozobi) jsou monofyletické a Ze jejich sesterska
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monofyletickd skupina Neoaves se rozd€luje na pét hlavnich kladd — Strisores,
Columbaves, Gruiformes, Aequorlitornithes a Inopinaves. Nové vznikly klad
Aequorlitornithes (viz obrazek 1) je souhrnny klad pro vodni ptaky, s vyjimkou
vrubozobych, kteti patii do kladu Galloanseres. Klad Aequorlitornithes se dé€li na 2
skupiny. V prvni skupiné je podskupina Mirandornithes, kam patii plamenaci a potapky,
sesterskou podskupinou Charadriiformes, dlouhok#idlych. Ve druhé skupin¢ Ardeae je
podskupiny Eurypygimorphae, kam patii slunatec, kagu a faenoviti, sesterskou
podskupinou Aequornithes, kam patii napf. potaplice, tuénaci, pelikani, trubkonosi
a brodivi. Studie Prum et al. (2015) tedy vyvraci vysledky studie Jarvis et al. (2014), kde
se klad Neoaves dé¢lil na Columbea a Passerea.

Obrazek 1 - Klad Aequorlitornithes podle Prum et al. (2015)
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3.3 Plamenak karibsky

Plamenak karibsky (P. ruber) je nejvétsim plamenakem. Jeho vySka byva okolo
120-150 cm, ze které pouhé 2/5 tvoti télo a zbytek nohy a krk (Cramp et Simmons, 1977).
Hmotnost dospélych jedinct se pohybuje od 2,1 kg do 4,1 kg a jejich rozpéti kiidel
dosahuje 140-165 cm, pfi¢emz jsou samice asi 0 20 % mensi nez samci a maji krat$i nohy

(del Hoyo et al., 1992).
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Vyskytuje se v Karibiku a na Galapazskych ostrovech (del Hoyo et al., 1992).
Zajimava je geneticka a morfologickd odliSnost populace plamendka karibského na
Galapagach od populace vyskytujici se v Karibiku. Byla prozkoumana mtDNA
a mikrosatelitni lokusy obou populaci. Populace na Galapagach se od populace
v Karibiku lisila jednou nukleotidovou substituci v polymorfni oblasti genu cytochromu b
a také nékolika privatnimi alelami v mikrosatelitnich lokusech v jaderné DNA.
Z morfologického hlediska jsou jedinci pochazejici z populace na Galapagach mensi

(pfedevsim kvuli krat§$im noham) a snaseji mensi vejce (Frias-Soler et al., 2014).

Potrava je variabilni a téméf stejnd, jako u jinych druht plamenaki. Sklada se
z zivoCisné a rostlinné slozky — napt. korysi, mekkysi, krouzkovci, hmyz, seminka
a vyhonky trav, vyjimecné malé ryby a krabi. Soucasti potravy je také blato pro ziskani

mikroorganisma (del Hoyo et al., 1992).

Hnizdo stavi z hliny, popt. z kameni. M4 typicky tvar komolého kuzelu, nahote
s prohloubeninou, kam kladou jedno, vyjimecné dvé vejce (del Hoyo et al., 1992).
Inkubace trvd 27-31 dni. Pohlavné dospivaji v 5 letech a nejstar$i dochovany jedinec

Vv zajeti mél 44 let (Cramp et Simmons, 1977).

3.3.1 Taxonomické zairazeni plamenaka karibského

Zafazeni do systému (Myers et al., 2016):

Rige: Zivo&ichové (Animalia)
Kmen: strunatci (Chordata)

Podkmen: obratlovci (Vertebrata)

Ttida: ptéci (Aves)

Rad: plamenaci (Phoenicopteriformes)

Celed: plamenékoviti (Phoenicopteridae)

Rod: plamenak (Phoenicopterus)

Druh: plamenak karibsky (Phoenicopterus ruber)
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3.4 Mikrosatelity

Mikrosatelity, také oznacované jako SSRs (Simple Sequence repeats) a nebo
STRs (Short Tandem Repeats), jsou tandemové opakujici se useky DNA, které jsou
dlouhé 1-6 bp (Goldstein et Schétterer, 1999, Téth et al., 2000). Vyskytuji v kodujicich
i nekodujicich oblastech genomu vs§ech prokaryotnich i eukaryotnich organismi (T6th et
al., 2000). Hlavnimi vlastnostmi mikrosatelitti, vyskytujicich se v kodujici oblasti, je
exprese genetické informace, veetné transkripce a translace, uml¢ovani genii, alternativni

sestiih a organizace chromatinu (Abdurakhmonov, 2016)

Charakteristickym znakem pro mikrosatelity je vétsi podil polymorfismu a mutaci
nez ve zbytku genomu, a proto maji dtlezitou roli nejen v evoluci genomu a genetické
variabilité, ale také jsou vhodnymi molekularnimi markery pro velké mnoZzstvi
genetickych studii (Tautz et al., 1986, Oliveira et al., 2006). Vyuzivaji se naptiklad pro
studium popula¢ni genetiky, taxonomie, genetického toku a mapovani a také pro urceni
paternity (Oliveira et al., 2006), ale také pro urCeni genetickych neurologickych
onemocnéni, jako je Huntingtonova choroba nebo syndrom fragilniho X, kterd jsou
zpusobena zménou poctu repetitivnich jednotek v trinukleotidovych repeticich (Téth et
al., 2000). Hlavnimi vyhodami pouziti mikrosatelitl, jako molekularnich markert, je to,
ze jsou zalozeny na metodé PCR a pro amplifikaci sta¢i i malé mnozstvi DNA, také to ze
jsou v hojném poétu rozptyleny v genomu, ze jsou kodominantni a multialelické a Ze jsou

pouzitelné napfic¢ piibuznymi taxony (Abdurakhmonov, 2016).

Mikrosatelitni lokusy mohou byt klasifikovany na zékladé repetitivniho motivu
na mono-, di-, tri-, tetranukleotidy (atd.) (Baker, 2000), anebo je lze rozdélit podle typu
repetitivnich jednotek do 4 skupin — dokonalé, nedokonalé, pferuSené¢ a slozené
mikrosatelity. Dokonalé mikrosatelity maji nepferusenou jednotku repetice (napf.
TATATATATA), zatim co nedokonalé mikrosatelity obsahuji v jednotce repetice inzerci
nehodiciho se paru bazi (napt. TATATACTATA). Prerusené mikrosatelity jsou takoveé,
kde vramci repetitivni jednotky je vlozena kratka nerepetitivni sekvence (napf.
TATATACGTGTATA) a slozené mikrosatelity predstavuji spojeni 2 rozdilnych
repetitivnich jednotek (napt. TATATATAGTGTGT) (Oliveira et al., 2006).

Mezi SSRs také patii EST sekvence (Expressed sequence tags), které jsou velké
300-1000 bp. Jedna se o unikatni DNA sekvence, které jsou ziskany sekvenovanim

ndhodnych ¢cDNA kloni zcDNA knihoven. Kazdd ¢cDNA knihovna je vytvofena
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z mRNA odvozené od specifické tkan¢ nebo bunky. cDNA knihovna tedy piedstavuje
geny exprimované pivodni bunéénou populaci (Ju et al., 2010, Jin et al., 2016). EST
sekvence se daji vyuzit jako markery pro genovou identifikaci, genetické mapovani
a nebo pro analyzu populaéni genetiky, protoze jsou pouzitelné nap#i¢ riznymi druhy (Ju

etal., 2010).

Mikrosatelity se sice pouzivaji pro velké mnozstvi studii z riznych oblasti
genetiky, ale dosud neni uplné¢ objasnéna dynamika mutaci téchto sekvenci. Co je ale
jisté, ze mutacni rychlost mikrosatelit je mnohem vyssi nez ve zbytku genomu, a to
vramci 1 generace o 10% az 10° nukleotid na lokus. Mozné mechanismy, které
zpusobuji velké mnozstvi mutaci mikrosatelitti, mohou byt chyba béhem rekombinace,
nerovnomérny crossing-over a nebo sklouznuti DNA polymerazy béhem replikace nebo

reparace (Oliveira et al., 2006).

3.4.1 Mikrosatelity z fadu tu¢naci

Rad tuénaci (Sphenisciformes) zahrnuje 6 rodd, do kterych se fadi celkem 17

druhi, jejichz rozd¢leni je (Davis, 2017):

e rod Aptenodytes
druhy: tuc¢nak cisatsky (A. forsteri) a patagonsky (A. patagonicus)

e rod Eudyptes
druhy: tuc¢nak skalni (E. chrysocome), zlutorohy (E. chrysolophus),
novozélandsky (E. pachyrhynchus), snarsky (E. robustus), chocholaty (E.
sclateri) a kralovsky (E. schlegeli)

e rod Eudyptula
druhy: tu¢nak nejmensi (E. minor)

¢ rod Megadyptes
druhy: tu¢nak zlutooky (M. antipodes)

e rod Pygoscelis
druhy: tu¢nak krouzkovy (P. adeliae), uzdi¢kovy (P. antarctica) a osli (P.
papua)

e rod Spheniscus
druhy: tuénak brylovy (S. demersus), Humboldtiv (S. humboldti),

magellansky (S. magellanicus) a galapazsky (S. mendiculus)
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Dosud bylo celkem v 10 pracich popsano objeveni 113 polymorfnich
mikrosatelitnich lokust odvozenych od 9 druhti tu¢néki. Jednotlivé druhy tucndka budu
fesit v nasledujicim textu a kompletni seznam v8ech mikrosatelitnich lokust odvozenych

od téchto druhti tu¢naku je popsan v kapitole 4 v tabulce 1.

3.4.1.1 Tucnak Zlutorohy

U tu¢naka zlutorohého (Eudyptes chrysolophus) bylo popsano 25 mikrosatelitnich
lokust (Ahmed et al., 2009).

Pro vyzkum mikrosatelitnich lokusit Ahmed et al. (2009) pouzili krev dospélych
jedinct tuciidka zlutorohého z jedné kolonie pochazejici z Ptac¢iho ostrova v soustrovi
Jizni Georgii. Genomickd DNA byla extrahovana octanem amonnym (Nicholls et al.,
2000). Pomoci izolace na magnetické ¢astice byla sestavena DNA knihovna obohacena
o nasledujici mikrosatelitni repetitivni motivy: (GT)n, (CT)n, (GTAA), (TTTC)n,
(GATA) (Glenn et Schable, 2005). Bylo vytvoieno 288 transformovanych bakterialnich
kolonii, které byly obousmérné osekvenovany. Celkem 132 unikatnich sekvenci
obsahovalo mikrosatelitni motivy, zZ nichz bylo vybrano 32 sekvenci, pro které byly
navrzeny pary primeru softwarem PRIMER3 (Rozen et Skaletsky, 2000). Téchto 32 part
primerti bylo testovano na DNA 28 jedinci tu¢ndka zlutorohého pomoci PCR
amplifikace. Poté byly stanoveny velikosti alel u PCR produkti pomoci DNA
sekvenatoru (ABI 3730) (Ahmed et al., 2009).

Z 32 testovanych lokusii bylo 7 vyfazeno kvili selhani PCR amplifikace a 25
zbylych bylo polymorfnich u 28 jedinct tu¢naka zlutorohého. Z téchto polymorfnich
mikrosatelitnich lokust jeden (Ech020) vykazoval vazbu na Z-chromozom. S velkou
pravdépodobnosti na tomto lokusu jsou pfitomny i nulové alely. Odchylka od Hardy-
Weinbergovy rovnovahy byla vyrazna u 6 lokust (Ech005, Ech012, Ech063, Ech091,
Ech113 a Ech130). U nékterych pravdépodobné kvili pfitomnosti nulovych alel, u jinych

kvuli neoptimalnim podminkam béhem PCR.

Byla provedena cross-species PCR amplifikace vsech 25 mikrosatelitnich lokusi
na dalSich 4 druzich tu¢nakt — tuénaku patagonském (Aptenodyptes patagonicus), oslim
(Pygoscelis papua), uzdickovém (P. antarctica) a krouzkovém (P. adeliae). Byla pouzita
DNA vzdy 3 nepiibuznych jedinct od kazdého druhu tuc¢naka. Polymorfnich bylo 17
lokust alespoii u jednoho druhu a 8 bylo polymorfnich alespoii u 3 druhii. Diky témto
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vysledkim byly mikrosatelity tucnaka zlutorohého shledany jako vhodné pro studium

populaci riznych druhd tuénakt (Ahmed et al., 2009).

3.4.1.2 Tucinak nejmensi

Ve dvou studiich bylo u tu¢naka nejmensiho (Eudyptula minor) popsano 28
mikrosatelitu (Billing et al., 2007; Grosser et Waters, 2015).

Prvnich 8 mikrosateliti bylo objeveno pii hledani polymorfnich mikrosatelitnich
lokustt v populaci tu¢ndka nejmensiho (Eudyptula minor) pro studium paternity
a populaéni struktury (Billing et al., 2007). Genomicka DNA byla izolovana vysolovaci
metodou z krve nepiibuznych jedinct tu¢naka nejmensiho pochazejicich z jedné kolonie
na Phillipové ostrové u Australie. Nasledné byly vytvoteny genomické DNA knihovny
obohacené 0 (GA)n a (GAAA)n repetitivni motivy podle protokolu popsaného Gardner et
al. (1999) s modifikaci podle Adcock et Mulder (2002). Byla provedena digesce
genomické DNA, fragmenty byly ligovany do oligonukleotidt a separovany dle velikosti
pomoci elektroforézy v agar6zovém gelu. Poté byly fragmenty o velikosti 400-900 bp
purifikovany z gelu ahybridizovany na GA a GAAA biotinylované oligonukleotidy
pfipojené na streptavidinem pokryté magnetické castice. Nasledovalo promyvani,
amplifikace pomoci PCR a klonovani do pGEM vektoru (Promega). Po transformaci byly
klony tfidény pomoci colony PCR s pouzitim pGEM specifickych primerd a primert pro
detekci mikrosatelit (repetice G(AG)13 nebo (TTTC)7). Nakonec byly pozitivni klony
amplifikovany a PCR produkty byly dale purifikovany pomoci purifika¢niho kitu.

Z genomické DNA knihovny, obohacené o GA repetice, bylo vybrano 192 klont,
z nichz 18 kloni obsahovalo GA repetice. Tyto klony byly osekvenovany a pro 9 z nich
byly navrzeny pary primerti, protoZze obsahovaly 7 a vice repetitivnich jednotek GA.
Nasledné bylo z genomické DNA knihovny, obohacené o GAAA repetice, vybrano 179
klont, z nichz 10 klonti obsahovalo GAAA repetice, avsak pouze pro 1 z nich byl navrzen
par primerd, protoze obsahoval dostate¢né velky pocet repetitivnich jednotek GAAA
(Billing et al., 2007).

Vzdy jeden primer z paru byl znacen M13 sekvenci a dale byla provedena PCR
amplifikace té€chto part primert pro detekci polymorfismu u nejméné 35 nepiibuznych
jedinct pochazejicich ze 2 riznych populaci tu¢naka nejmensiho. Osm mikrosatelitnich
lokusti vykazovalo polymorfismus. Jeden z nich (Emm4) vykazoval polymorfismus

pouze V jedné populaci tucnidka nejmensiho. Z tohoto diivodu ho autofi oznacili jako
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nevhodny pro analyzu paternity, ale vyuzitelny pro studium populacnich charakteristik.
Zbylych 7 mikrosateliti bylo polymorfnich v obou populacich. Dva mikrosatelity (Emm2
a Emm8) vykazovaly odchylku od Hardy-Weinberovy rovnovahy a také
pravdépodobnost piitomnosti nulovych alel. Zbylé mikrosatelity byly v Hardy-

Weinbergove rovnovaze.

Navic Billing et al. (2007) pouzili mikrosatelit B3-2, odvozeny od tu¢naka
brylového (podrobnosti viz kapitola 3.4.1.6), pro cross-species PCR amplifikaci

u tuénaka nejmensiho. Tento lokus mél 8 alel u 47 jedincu.

Dalsich 20 mikrosatelitd, vyskytujicich se u tuctidka nejmensiho, objevili

a popsali Grosser et Waters (2015).

cey

Byla odebrana krev jedinciim zijicim v koloniich na Novém Z¢landu a v Australii.
Genomicka DNA byla izolovana fenol-chloroformovou metodou a osekvenovana
pomoci shotgun sekvenovani. Pomoci softwaru MSATCOMMANDER v1.0.8.
(Faircloth, 2008) bylo vybrano 711 mikrosatelitnich lokusti obsahujicich minimaln¢ 5
repetitivnich jednotek di-, tri- a tetranukleotidovych sekvenci a pro 346 z nich byly
navrhnuty pary primerd. Z téchto bylo vybrano 30 lokust pro PCR amplifikaci. F primery
byly znaceny M13 sekvenci a se vSemi pary primert byla provedena PCR amplifikace.
Pouze 20 part primert amplifikovalo produkt nebo bylo polymorfnich, proto byly dale
pouzity pro vytvoreni 7 multiplexovych PCR mixt a byla provedena PCR amplifikace
s DNA.

PCR produkty byly separovany pomoci ABI 3730x]1 DNA analyzatoru (Thermo
Fisher Scientific) a genotypovany pomoci GeneMapper v4.1 (Applied Biosystems). Dale
byly mikrosatelitni lokusy testovany na odchylku od Hardy-Weinbergovy rovnovéhy.
Lokus Em15 vykazoval odchylku od Hardy-Weinbergovy rovnovahy pouze u populaci
australskych populaci tu¢naka nejmensiho. Také lokusy Em2, Em6 a Em28 vykazovaly
odchylku od Hardy-Weibergovy rovnovahy, ale kazdy jen v jedné populaci. Toto mohlo
byt zaptic¢inéno 1 ptitomnosti nulovych alel. Autofi clanku oznacuji vSech 20 objevenych
mikrosatelitnich lokust za velmi pfinosné pro nasledujici vyzkum rodu Eudiptula

(Grosser et Waters, 2015).

18



3.4.1.3 Tucnak Zlutooky

Boessenkool et al. (2008) popsali 12 mikrosatelitnich lokusi u tuénaka
zlutookého (Megadyptes antipodes).

Byly sestaveny 2 obohacené genomické DNA knihovny, od tu¢idka zlutookého,
dle protokolu popsaného Perrin et Roy (2000). Genomicka DNA byla izolovana pomoci
DNeasy Kit (Qiagen) a $tépena pomoci restrik¢niho enzymu Mbol (Promega). DNA
fragmenty byly ligovany do pUC19 klonovaciho vektoru. Poté byly DNA inzerty
amplifikovany za pouziti M13 primerii a nasledné¢ byly pfipojeny na biotinylované proby
s repeticemi (GT)12 a (GA)12. Produkty obsahujici repetice byly izolovany pomoci
magnetickych ¢astic pokrytych streptavidinem. Nasledn¢ takto izolované produkty byly
opét §tépeny restrikéni endonukleazou Mbol, ligovany do klonovaciho vektoru pUC19
a transformovany do kompetentnich bunék One Shot Top 10 (Invitrogen). Celkem 2976
bakteridlnich klonli bylo pfeneseno na nylonovou membrdnu a znaeno pomoci
[*?PJATP. Nasledné bylo vybrano 159 klont, amplifikovano, a sekvenovano
(Boessenkool et al., 2008).

Jelikoz bylo detekovano malo klont, které by obsahovaly 8 a vice repetitivnich
jednotek, byla sestavena 3. genomicka knihovna dle protokolu Glenn et Schable (2005).
Genomickd DNA byla $tépena restrikéni endonukledzou Rsal a ligovana se SuperSNX
linkery. Tyto fragmenty byly pfipojeny na biotinylované proby s repeticemi (GA)1,
(GT)12, (AAC)s, (AAG)s, (ACT)12 a (ATC)s. Fragmenty obsahujici repetice byly
zachyceny na magnetické ¢astice pokryté streptavidinem. Nasledné byla provedena PCR
amplifikace téchto fragmentt aPCR produkty byly ligovany do plazmidu
a transformovany do One Shot Top 10 kompetentnich bun¢k. Celkem 1920 bakterialnich
klon@ bylo pieneseno na nylonovou membranu a zna¢eno [*?P]JATP znadenymi probami
s repeticemi (GA)12 a (GT)12 a nebo s repeticemi (AAC)s, (AAG)s, (ACT)12 a (ATC)s.
Nasledné bylo vybrano 97 klont, které obsahovaly dané repetice, a tyto klony byly

amplifikovany a sekvenovany (Boessenkool et al., 2008).

Pro sekvence z prvnich dvou knihoven bylo navrzeno 38 part primert a pro
sekvence ze tieti knihovny bylo navrzeno 20 para primerti. PCR amplifikace téchto part
primert byla testovana na DNA 12 jedincl tuc¢naka zlutookého. Bylo nalezeno 12
polymorfnich lokust. Tyto lokusy byly testovany na odchylku od Hardy-Weinbergovy
rovnovahy a pouze jeden lokus (Man47) vykazoval vyraznou odchylku (Boessenkool et
al., 2008).
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3.4.1.4 Tuciak krouzkovy

U tuc¢naka krouzkového (Pygoscelis adeliae) bylo popsano 6 mikrosatelitnich
lokusu (Roeder et al., 2001)

Krevni vzorky byly odebrany 442 dospélym jedinciim ze 13 riznych kolonii.
Genomickd DNA byla extrahovana bud’ fenol-chloroformovou metodou anebo kitem
Progenome Il (Progen Industries). Nasledné byly vzorky rozsuspendovany v destilované

vod¢ anebo v TE pufru a uchovany ve 4 nebo -20 °C.

Byly sestaveny dvé genomické DNA knihovny. Pro prvni knihovnu byly pouzity
DNA fragmenty velké 250-900 bp. Tyto fragmenty byly ligovany do plazmidu pUC18
a transformovany do DH5a kompetentnich bunék, které se nechaly rust na Luria-Bertani
agarovém médiu obsahujicim ampicilin. Narostlé kolonie byly pieneseny na nylonovou
membranu. Nasledng byly jejich DNA fragmenty hybridizovany s [*?P]dCTP
znaCenymi probami, které obsahovaly repetice (AC)n(GT)n. Poté byla provedena detekce
kolonii obsahujicich dané repetice a tyto kolonie se nechaly dale pfes noc rlst na médiu
s ampicilinem. Po inkubaci byly plazmidy purifikovany, DNA fragmenty osekvenovany
a separovany V polyakrylamidovém gelu. Nakonec byly navrhnuty primery pomoci
softwaru PRIMER3 (Rozen et Skaletsky, 2000). Pro sestaveni druhé knihovny byly
pouzity DNA fragmenty velké 300-600 bp. Tyto fragmenty byly ligovany na SAULA
linkery, byla provedena PCR se SAULA primery a poté byly PCR produkty denaturovany
a inkubovany pfes noc na nylonovych membranach obsahujicich (AC)n(GT)n repetice.
Nasledné byly hybridizované fragmenty znovu amplifikovany na SAULA linkery pro
znasobeni poctu fragmenti obsahujicich poZzadované repetice. Poté byly fragmenty
ligovany do plazmidu pUC18, transformovany do MAX Efficiency bun¢k (Gibco BRL)
a inkubovany pfes noc na agarovém médiu obsahujicim ampicilin. Nasledné byly
bunééné kolonie pieneseny a opét pres noc inkubovany na nylonovych membranach
s radioaktivné znacenymi probami s CA repeticemi. Kolonie obsahujici tyto repetice byly
purifikovany, DNA fragmenty byly osekvenovany a byly pro né navrhnuty primery.

Celkove bylo izolovano 6 polymorfnich mikrosatelitnich lokusi (Roeder et al., 2001).

Pro genotypovani jedinct tu¢naka krouzkového Roeder et al. (2001) ve svém
vyzkumu pouzili 6 vySe zminénych izolovanych mikrosateliti, plus jeden navic — HrU2,
pochazejici z vlastovky (Hirundo rustica) (Ellegren, 1992; Primmer et al., 1996). Lokus
HrU2 byl pouzit pro genotypovani jedinct z vychodnich populaci tué¢iaka krouzkového,

jeden ze 6 izolovanych mikrosatelitt (TP500) (Roeder etal., 2001) byl pouzit pro
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genotypovani jedincli ze zépadni populace a zbyvajicich 5 izolovanych mikrosatelitli
u tuénaka krouzkového bylo pouzito pro genotypovani vsech 442 jedinctu z celkem 13
kolonii. Byla provedena PCR anasledné elektroforéza v polyakrylamidovém gelu.
Velikosti alel byly stanoveny dle velikostniho standardu. Nakonec bylo 5 izolovanych
mikrosatelitt, které byly pouzity pro genotypovani v§ech jedinct, testovano na odchylku
od Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Ze 13 kolonii byla u 9 z nich prokazatelna odchylka
od Hardy-Weinbergovy rovnovahy (Roeder et al., 2001).

3.4.1.5 Tucnak uzdickovy

Kang et al. (2015) objevili a popsali 16 mikrosatelitnich lokust u tuénaka

uzdickového (Pygoscelis antarctica).

Genomickd DNA byla izolovana z krve 7 jedinct tu¢ndka uzdi¢kového pomoci
DNeasy blood and tissue Kitu (Quiagen). Nasledné¢ byla provedena izolace
mikrosatelitnich oblasti za pomoci softwaru QDD3 (Meglécz et al., 2014). Bylo vybrano
30 oblasti pro nasledné testovani. Variabilita lokusti byla testovana genotypizaci 23
jedinct tucndka uzdi€kového pochazejicich ze stejné oblasti. Byly navrhnuty primery pro
dané lokusy pomoci softwaru PRIMER3 (Rozen et Skaletsky, 2000). F primery byly na
svém 5° konci znaCeny M13 sekvenci. Nasledné¢ byla provedena multiplex PCR

amplifikace a poté byly PCR produkty genotypovany (Kang et al., 2015).

Z celkem 30 navrzenych primerd bylo uspé$né naamplifikovano 29
mikrosatelitnich lokusti, z nichZ 16 bylo polymorfnich. Mikrosatelitni lokusy byly déle
testovany na odchylku od Hardy-Weinbergovy rovnovahy a pouze 2 lokusy (Pygantarc11
a Pygantarc18) vykazovaly velkou odchylku, ostatni lokusy byly v rovnovaze. Nakonec
byla provedena cross-species PCR amplifikace na 3 dalsich druzich tu¢nakt — tuénakovi
oslim (Pygoscelis papua), krouzkovém (P. adeliae) a Zlutorohém (Eudyptes
chrysolophus). Nicméné autofi uvadéji pouze uspésnost PCR amplifikace, jestli ziskali ¢i
neziskali produkt, ale nezminuji se o piipadném polymorfismu. Jen mikrosatelit
Pygantarc27 se neamplifikoval ani u jednoho ze tfi jinych druhii tu¢nakul, ostatni

mikrosatelity se amplifikovaly alespori u 2 ze 3 druhu (Kang et al., 2015).

3.4.1.6 Tuéisk brylovy

U tucnaka brylového (Spheniscus demersus) bylo ve 2 studiich objeveno
a popsano celkem 9 mikrosatelitnich lokusi (Akst et al., 2002; Labuschagne et al., 2013).
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Prvni mikrosatelitni lokus B3-2, odvozeny od tuc¢naka brylového, popsal Akst et
al. (2002) pii studiu tu¢naka galapazského (Spheniscus mendiculus) a magellanského (S.
magellanicus). Tento mikrosatelitni lokus byl testovan pouze u 46 jedincu tuc¢naka
galapazského, kde byl tento lokus monomorfni a u 46 jedinci tu¢niaka magellanského,

kde byl polymorfni a mé&l 8 alel. Dalsi podrobnosti jsou uvedeny v kapitole 3.4.1.8.

Labuschagne et al. (2013) izolovali a popsali dalsich 8 mikrosatelitnich lokust

u tucnaka brylového.

Krev byla odebrana 25 jedincim tucndka brylového, pochazejicim z jedné
kolonie. Genomicka DNA byla izolovana pomoci DNeasy blood and tissue Kitu
(Quiagen). Byla sestavena DNA knihovna obohacena o mikrosatelitové sekvence.
Nasledné¢ byla tato DNA knihovna osekvenovana ptistrojem Roche 454 GS-FLX
a pomoci programu MSATCOMMANDER v. 0.8.1 (Faircloth, 2008) byly hledany
mikrosatelitni motivy (2-6 bp) Sosmi a vice repeticemi. Bylo nalezeno 12
mikrosatelitnich lokust, pro které byly navrzeny primery pomoci softwaru PRIMER3
(Rozen et Skaletsky, 2000).

Byla provedena multiplex PCR amplifikace vsech 12 lokusi. Nasledné byly PCR
produkty genotypovany pomoci softwaru GeneMapper v. 4.0 (Applied Biosystems)
a nasledné testovany na odchylku od Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Z 12 testovanych
mikrosatelitnich lokust bylo 8 polymorfnich a zadny z nich nevykazoval odchylku od
Hardy-Weinbergovy rovnovahy (Labuschagne et al., 2013).

3.4.1.7 Tucnak Humboldtiv

Ve 3 studiich bylo u tu¢naka Humboldtova (Spheniscus humboldti) objeveno
celkem 13 mikrosatelitnich lokusi (Akst et al., 2002; Schlosser et al., 2003; Schlosser et
al., 2009).

Prvni mikrosatelitni lokus H2-6, vyskytujici se u tu¢naka Humboldtova, objevili
(Akst et al., 2002) pii studiu tucénaka galapazského (Spheniscus mendiculus)
a magellanského (S. magellanicus). Tento mikrosatelitni lokus byl testovan pouze u 46
jedinct tucndka galapazského, kde byl polymorfni a mél 3 alely a u 46 jedinct tucnaka
magellanského byl také polymorfni a mél 6 alel. Dalsi podrobnosti jsou uvedeny
v kapitole 3.4.1.8.
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Dalsich 7 mikrosatelitnich lokusi objevili Schlosser et al. (2003) pii studiu

genetického toku a struktury populace tucnaka Humboldtova ve 4 koloniich.

Genomicka DNA byla izolovana podle protokolu Sambrook et al. (1989) z krve
24 jedincu tu¢naka Humboldtova, ktefi pochazeli ze 4 voln¢ zijicich kolonii, a §tépena
restrikénim enzymem Tsp5091 (New England Biolabs). Fragmenty dlouhé 500-1000 bp
byly izolovany, ligovany do TSPADSHORT/TSPADLONG linkert (Tenzer et al., 1999)
a nasledné byly amplifikovany pomoci PCR. Poté byly PCR fragmenty hybridizovany na
biotinylované proby s repeticemi CA a produkty s danymi repeticemi byly zachyceny na
Castice pokryté streptavidinem. Byla provedena druha PCR. Nasledné byly tyto PCR
produkty klonovany a umistény na selektivni agarové médium (X-gal). Bilé kolonie byly
metodou dot-blot pfeneseny na nylonovou membranu a tfidény podle obsahu
repetitivnich jednotek CA. Sekvence, které obsahovaly tyto repetice, byly osekvenovany
a pomoci softwaru PRIMER3 (Rozen et Skaletsky, 2000) byly pro lokusy navrzeny
primery (Schlosser et al., 2003).

Byla provedena PCR amplifikace mikrosatelitnich lokusti u 24 jedinct tu¢naka
Humboldtova pochazejicich z 4 pfirozené se vyskytujicich kolonii. Sedm
mikrosatelitnich lokusti vykazovalo polymorfismus. Dal byly tyto mikrosatelity
testovany na odchylku od Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Vsechny lokusy byly

v rovnovaze, kromé 1 lokusu (Sh2Ca22), ktery vykazoval velmi malou heterozygotnost.

Tyto primery byly dale testovany pro cross-species PCR amplifikaci u 8 dalsich
druhd tu¢nakt — u tu¢naka magellanského (Spheniscus magellanicus), brylového (S.
demersus), osliho (Pygoscelis papua), uzdickového (P. antarctica), skalniho (Eudyptes
chrysocome), zlutorohého (E. chrysolophus), patagonského (Aptenodytes patagonicus)
anejmensiho (Eudyptula minor). U druhd tu¢nak magellansky, brylovy, osli, skalni
anejmensi vykazovalo vSech 7 mikrosateliti, odvozenych od tu¢iaka Humboldtova,
polymorfismus. U tuc¢naka zlutorohého a patagonského vykazovalo polymorfismus 5 ze
7 mikrosatelitli a u tué¢iaka uzdickového byl polymorfni pouze 1 mikrosatelit (Sh2Ca22)

(Schlosser et al., 2003).

Dalsich 5 mikrosatelitnich lokust, pochazejicich od tu¢ndka Humboldtova,

popsali Schlosser et al. (2009).

Krev byla odebrana jedincim tu¢nidka Humboldtova z celkem 22 riznych kolonii

a byla izolovana dle Sambrook et al. (1989). Pary primera mikrosatelitnich lokusa byly
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navrhnuty stejné, jako bylo popsano ve ¢lanku Schlosser et al. (2003). Bylo vybrano 28
potencidlnich parti primerti, z nichz 12 lokust vykazovalo dinukleotidové repetice (7
Z nich bylo jiz popsano Schlosser et al., 2003). Nasledn¢ byla provedena PCR amplifikace
a genotypizace PCR produktti.

Bylo objeveno 5 novych polymorfnich mikrosatelitnich lokust vyskytujicich se
u tucnidka Humboldtova. Lokusy byly testovany na pritomnost nulovych alel. U 3 lokusti
(Sh1Cal2, Sh2Ca22 a Sh2Ca55) byla prokazana piitomnost nulovych alel v kombinaci

samec/potomci (Schlosser et al., 2009).

3.4.1.8 Tucnak galapazsky a tu¢iiak magellansky

Akst et al. (2002) objevili a popsali celkem 6 mikrosatelitnich lokust, odvozenych
0d 4 druht tu¢nakt z rodu Spheniscus. Lokus B3-2 pochazel od tué¢naka brylového (S.
demersus), lokusy G2-2, G3-6 a G3-11 od galapazského (S. mendiculus), lokus H2-6 od
Humboldtova (S. humboldti) a lokus M1-11 od magellanského (S. magellanicus).

Pro kazdy ze ¢ty druht tuénakd z rodu Spheniscus byly pro mikrosatelitové
lokusy navrzeny pary primeru dle protokolu (Armour et al., 1994; Hamilton et al., 1999).
Bylo optimalizovano celkem 6 lokust, které obsahovaly dinukleotidové repetice, z nichz
5 lokust vykazovalo polymorfismus alespon u 1 z druhti. Byla provedena PCR
amplifikace téchto parti primerti s fluorescenéné znacenymi F primery, anebo jako
alternativa byly do reakce ptidany fluorescencné znacené dNTPS. Nasledné byly PCR
produkty purifikovany na Sephadex koloné¢ (Amersham) a vysuSeny. Takto pfipravené
produkty byly sekvenovany na automatickém DNA sekvenatoru ABI 377 s velikostnim
standardem znacenym ROX (Applied Biosystems). Tyto lokusy byly testovany pouze
u 46 jedinct tuénaka galapazského a u 46 jedincd tuc¢naka magellanského. Jejich DNA
byla izolovana pomoci DNeasy tissue kitu (Quiagen) (Akst et al., 2002).

U tuénaka galapazského z 5 testovanych mikrosatelitnich lokust byly 3 lokusy
polymorfni, znichz jeden lokus (G3-6) vykazoval odchylku od Hardy-Weinbergovy
rovnovahy, ktera byla zptisobena 1 monomorfnim jedincem, diky vzacné alele. Z téchto
polymorfnich mikrosatelitd byly 2 mikrosatelity odvozeny od tuc¢naka galapazského a 1

mikrosatelit od tu¢tidka Humboldtova.

U tu¢naka magellanského z 5 testovanych mikrosatelitnich lokust byly 4 lokusy
polymorfni a stejné¢ jako u tucnaka galapazského lokus G3-6 jako jediny vykazoval

odchylku od Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Z téchto polymorfnich mikrosatelita byl 1
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mikrosatelit odvozen od tuc¢naka brylového, 2 mikrosatelity od tu¢naka galapazského a 1
mikrosatelit od tucnaka Humboldtova. Mikrosatelit, ktery byl odvozen od tu¢naka

magellanského, byl u v8ech testovanych jedincii monomorfni (Akst et al., 2002).

3.4.2 Univerzalni ptaci mikrosatelity

Tym doktorky Deborah A. Dawson z Univerzity v Sheffieldu vyvinul 2 sady
univerzalnich ptac¢ich mikrosatelitti. Jedna byla zalozena na mikrosatelitech vyskytujicich
se v EST sekvencich a druhd na mikrosatelitech vyskytujicich s v celém genomu. Tyto
mikrosatelity maji vyuziti pro Siroké spektrum genetickych studii, jako je napt. studium

patenity, analyza populaci a cross-species analyza napii¢ velkou Skalou druhti ptaka.

3.4.2.1 EST mikrosatelity

Dawson et al. (2010) vyvinuli novy postup vytvofeni part primeri pro
konzervované ptaci mikrosatelity, které jsou polymorfni napii¢ velkou skalou druht
ptaka. EST sekvence byly vybrany z cDNA knihovny, ktera vznikla reverzni transkripci
MRNA. Bylo popsano celkem 35 ptaéich EST (Expressed Sequence Tag) mikrosatelitt,
které mély vysokou homologii mezi sekvencemi vyskytujicimi se u zebficky pestré
(Taeniopygia guttata) a u kura domaciho (Gallus gallus) se 3-15 repetitivnimi
jednotkami (na rozdil od Dawson et al. (2013), kde pouzili vyhradné sekvence s poctem
repetitivnich jednotek >8). Pro tyto mikrosatelity bylo navrzeno celkem 36 pari primeru.
Z 35 mikrosatelitll testovanych u zebficky pestré a kura domaciho bylo polymorfnich 34
mikrosatelitd. Dale bylo téchto 35 ptac¢ich EST mikrosateliti testovano pomoci Cross-
species PCR amplifikace u dalsich druht ptakut, kdy u pévct bylo nalezeno 33 z nich

polymorfnich.

Bylo identifikovano celkem 687 mikrosateliti v EST sekvencich, vyskytujicich
se u zebricky pestré. Nasledné byly tyto sekvence pfifazeny k homolognim sekvencim
vyskytujicim se u kura domaciho a pomoci nastroje BLAST bylo vybrano 135
nejpodobngjsich sekvenci. Tyto homologni sekvence byly dale zpracovany pomoci
softwaru MEGAS3 (Kumar et al., 2004) a softwaru PRIMER3 (Rozen et Skaletsky, 2000).
Bylo vybrano 35 konzervovanych mikrosatelitd, pro které bylo vytvoreno 36 part
primerd (pro lokus TG08-024 byly vytvofeny 2 pary primerti). Z nich bylo 34 para
primerti navrZeno tak, aby byly 100% homologni u kura domaciho a u zebficky pestré,
azbylé 2 pary primerit obsahovaly v F primerech 1 degenerovanou bazi. Pismena

V nazvech primert byla odvozena od nazvu ptivodnich druht (TG — Taeniopygia guttata
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a Gallus gallus) a ¢isla v nazvech byla odvozena od polohy lokusu v genomu kura
doméciho. Dvojcisli zna¢i chromozom, na kterém je lokus lokalizovan, a troj¢isli znaci
polohu na chromozomu (v megabazich). VSechny F primery byly znaceny HEX nebo 6-

FAM fluorescenénimi barvami. Nasledn¢ byly provedeny multiplex PCR.

Z 35 testovanych EST mikrosatelitii, pro které bylo navrzeno 36 parti primerd,
bylo 34 mikrosatelitd polymorfnich (tedy bylo amplifikovano 35 pard primera) U jedinct
zebiicky pestré a kura domaciho. Jediny lokus TG01-086 nemél zadny produkt (Dawson
etal., 2010).

Vytvotené pary primert byly pouzity pro genotypovani jedincti 52 riznych druhi
ptaku patiicich do 15 riznych fadu (klasifikace dle Simbley et Monroe (1990)). Pomoci
34 konzervovanych ptacich EST mikrosatelitl byl genotypovan vzdy 1 jedinec z kazdého
Z 21 druhti ptaki (8 druht pévct a 13 ostatnich druhit). Poté genotypovali vzdy 4 jedince
z kazdého z 22 druhti (17 pévct a 5 ostatnich druhti ptaki), kde v ramci téchto druhti byly
zafazeny na pietestovani 4 druhy z predeslych 21 testovanych druhi. Nasledné byly
udélany testy na 13 doplikovych druzich dlouhokiidlych, kde byla provedena
amplifikace 9 mikrosatelity. Genomicka DNA jedincti byla extrahovana octanem
amonnym (Nicholls et al., 2000) nebo pomoci Chelex-100 (Ceo et al., 1993).

Pii testovani vzdy 1 jedince z 21 druht ptakt poskytlo 70 % testovanych
mikrosateliti produkt u kazdého druhu pévci a primémé 67 % testovanych mikrosatelitl
u ostatnich druhd. Pfi testovani vzdy minimalné 4 jedinct z 22 druht ptaka poskytlo
u druhti pévet produkt 100 % testovanych mikrosatelitil, z nichz bylo 48 % polymorfnich
a u ostatnich druhti ptakd poskytlo produkt 99 % testovanych mikrosatelitti, z nichz bylo
polymorfnich 21 %. Bylo objeveno 33 polymorfnich lokust z 35 testovanych. Lokus
TGO01-086 se neamplifikoval u zadného jedince a lokus TG09-014 byl monomorfni
u vSech testovanych druhii ptakt. U pévci klesal polymorfismus s rostouci genetickou
vzdalenosti testovaného druhu od zebticky pestré. Vétsina lokust byla polymorfni u 8
a vice druhti. U 17 testovanych druhli pévcti mélo minimalné 50 % druhd polymorfnich
17 lokusti a nejucinngjsi lokusy byly TGO01-040, TG02-088, TG04-012, TG11-011
a TG12-015, které byly polymorfni u 13—16 druht z 17 testovanych druhti pévcu. Tyto
nove popsané mikrosatelity jsou velmi uzite¢né pro velkou Skalu aplikaci, jako je studium
paternity a populaci. Také velmi usnadnily porovnani ptaciho genomu, jako je napf.
mapovani genomu, a poskytly moZnost porovnani genetické variability mezi druhy

(Dawson et al., 2010).
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3.4.2.2 Konzervované ptaci mikrosatelity

Dawson et al. (2013) vyvinuli nové pary primeri pro pta¢i mikrosatelity, které
maji vyss$i uziti pro cross-species studie. Bylo nalezeno 24 konzervovanych ptacich
mikrosatelitli, oznacenych jako CAM (conserved avian microsatellite), které byly

izolovany od zebficky pestré (Taeniopygia guttata) a kura domaciho (Gallus gallus).

Pro nalezeni konzervovanych ptacich mikrosatelitii bylo tfeba srovnat homologni
useky dvou geneticky vzdalenych druhti ptaka. Byl vyuzit postup, jaky pouzili Dawson
et al. (2010), a byly hledany vysoce homologni sekvence vyskytujici se u zebticky pestré
a kura domaciho. Konzervované mikrosatelitni lokusy byly hledany v celém genomu
apodminka byla, ze lokus musi obsahovat minimaln¢ 8 repetitivnich jednotek.
U mikrosatelitii s vétSim poctem repetic je vyssi pravdépodobnost mutaci a tim padem
pravdépodobnost vyssi variability. Byly nalezeny konzervované mikrosatelity u zebticky
pestré, poté byly pfifazeny k homolognim sekvencim pochazejicim z kura domaciho
a nasledné pomoci nastroje BLAST byly vybrany nejvice homologni oblasti. Néasledné
byly tyto homologni sekvence zarovnany pomoci softwaru MEGA3 (Kumar et al., 2004)
a nekomplementarni baze nebo mezery byly nahrazeny pismenem ,,n“. Bylo nalezeno 48
vysoce homolognich sekvenci a pro 24 z nich byly pomoci softwaru PRIMER3 (Rozen
et Skaletsky, 2000) navrzeny pary primert. Na rozdil od studie (Dawson et al., 2010)
nebyly navrzeny primery pouze pro 100% homologni sekvence, ale homologie sekvenci
mohla dosahovat jen 86 %. Pouze 6 sekvenci bylo 100% homolognich se sekvencemi
kura domaciho. Nasledné byla provedena PCR amplifikace téchto parG primert s F

primerem zna¢enym HEX nebo 6-FAM fluorescenéni barvou.

Vsech 24 testovanych ptacich mikrosatelitd bylo amplifikovano u zebficky pestré

a kura domaciho.

Téchto 24 parh primerd bylo pouzito pro cross-species PCR amplifikaci vzdy 4
jedinct z kazdého z 8 druhii pévci a vzdy 1 jedince ze 4 ostatnich druhli ptaki.
Genomicka DNA byla izolovana z krve jedinci octanem amonnym (Nicholls et al., 2000)
a nebo vysolovaci metodou (Bruford et al., 1998). Byla provedena PCR a poté byly PCR
produkty separovany pomoci DNA analyzatoru. Kazdy druh byl hodnocen samostatné.
Nasledné bylo porovnano zastoupeni polymorfnich CAM a TG lokust (Dawson et al.,

2010) u pévci a ostatnich druhi ptakda.
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Ze 24 testovanych CAM mikrosatelitt poskytlo produkt v praméru 94 %
mikrosatelitti u péveu, z nichz bylo polymorfni 68 %. U ostatnich druhti ptakt poskytlo
produkt pramérné 95 % mikrosatelitti, z nichz bylo 42 % polymorfni. Oproti dfive
popsanym TG lokusim (Dawson et al., 2010) bylo v této studii vét$i procento
naamplifikovanych lokust polymorfnich. U pévcii bylo testovano na 8 druzich 24 lokust,
z nichz bylo 19 lokust polymorfnich alesponn u 50 % druhti. Nejucinnéj§imi lokusy
u pévca byly CAM-13 a CAM-19, které byly polymorfni u vSech 8 testovanych druha
a nejméné ucinny byl lokus CAM-22, ktery se amplifikoval pouze u 3 druhd.

Z 24 objevenych konzervovanych ptacich mikrosateliti (CAM) bylo 17
homolognich s EST sekvencemi popsanymi Dawson et al. (2010). CAM lokusy
homologni s EST sekvencemi jsou mnohem vice polymorfni, napfi¢ $kalou druhd ptaka

a CAM lokusy, které nejsou homologni s EST sekvencemi, jsou vice variabilni.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Biologicky material (krev) pro analytickou ¢ast této bakalaiské prace, pochazejici
ze Sesti nepfibuznym jedincim plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber), byl
odebran a poskytnut pracovniky Zoologické zahrady Dvur Kralové. Z krve byla
izolovana genomicka DNA fenol-chloroformovou metodou, kterou provedl vedouci
bakalarské prace. Izolovana DNA byla rozpusténa v TE pufru a jeji koncentrace byla 10—

50 pg/ml.

4.2 Chemikalie

Akrylamid (Sigma)

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

Deionizovana voda

dNTPs (100 mmol/l, 400 ul od kazdého), U1240 (Promega)
Dusic¢nan sttibrny (Sigma)

Ethanol 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
Ethylendiaminotetraoctan sodny — Na2EDTA (Lachner)
Formaldehyd (Lachema)

Formamid (Lachema)

Hydroxid sodny (Lachner)

Chlorid sodny (Lachema)

Kyselina boritd (Lachner)

Kyselina dusi¢na 65% roztok (Lachner)

Kyselina octova (Lachner)

Mocovina (Lachner)

N, N’-methylenbisakrylamid (Serva)

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

Rain-off — tekuté stérace (Sheran)

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

Xylenova modf — Xylenecyanol FF (AppliChem)
3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

4.3 Roztoky

Molekularni lepidlo

1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu
3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

TBE pufr, 10x zasobni roztok

55 g kyseliny borité (H3BO3)
108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
40 ml roztoku Na2EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

doplnit do 1 I deionizovanou vodou

Akrylamid, 6% zasobni roztok
150 ml 40% zasobniho roztoku — akrylamid : N, N"-methylenbisakrylamid (19:1)

420 g mocoviny
50 ml 10x TBE
484 ml deionizované vody

po rozpusténi vSech slozek zfiltrovat a ulozit v temné lahvi v lednici

Peroxodisiran amonny, 10% roztok

1 g peroxodisiranu amonného
10 ml deionizované vody

rozpustit ve vodé a roztok uchovavat v lednici

Polvyakrylamidovy gel, 6% roztok

60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného

40 ul N, N, N, N'-tetramethylethylendiaminu

Nanéaseci roztok

0,125 g xylenové modie

0,125 g bromfenolové modre
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100 ml formamidu

25 ml deioniziované vody

Fix/stop roztok

800 ml deionizované vody

88 ml ledové kyseliny octové

Kyselina dusi¢na, 1% roztok

12 ml 65% kyseliny dusi¢né

800 ml deionizované vody

Dusic¢nan stfibrny, 0,1% roztok

0,8 g dusi¢nanu sttibrného

800 ml deionizované vody

pted pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu
Vyvojka

24 g uhli¢itanu sodného

800 ml deionizované vody

vychladit na teplotu nizsi nez 10 °C

pied pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl roztoku thiosiranu sodné¢ho

Hydroxid sodny., 1mol/l roztok

40 g hydroxidu sodné¢ho

deionizovanou vodou doplnitdo 1 |

4.4 Laboratorni pristroje

Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

Hybridiza¢ni pec HB-2D (Techne)

Chladnicka kombinovana (Whirlpool)

Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)

Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)

Mikropipety Finnpipette 0,5-10 pl (osmikanalova), 0,3 pul-1 ml (ThermoLabsystem)
Mikropipety Nichipet EX 0,5 pl-1 ml (Nichiryo)

Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)

Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)
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Negatoskop NEGA1 (Maneko)

Sekvenacni elektroforetickd komurka S2 (Whatman Biometra)
Susarna CAT 8050 (Contherm)

Termocykler GenePro (BIOER Technology)

Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

Ttepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

Vortex mixer (Labnet International)

Vortex MS2 (Ika)

Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 01 (AquaOsmotic)
Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)

4.5 PCR amplifikace

Byla provedena cross-species PCR amplifikaci genomické DNA 6 nepiibuznych
jedinct plamendaka karibského pomoci 171 par primerd pro amplifikaci mikrosatelitt.
Z celkového poctu 171 testovanych pard primert je 113 part primertt znamych pro
mikrosatelitni lokusy zftadu tu¢naci (viz tabulka 1), 34 part primera pro EST
mikrosatelitni lokusy (ale objeveno jich bylo 36, ze kterych 2 nebyly v laboratofi
k dispozici béhem mé bakalatrské prace) a zbylych 24 part primert pro konzervované
ptaci mikrosatelitni lokusy (viz tabulka 2).

Tabulka 1 - Pfehled mikrosatelitnich lokusti pochazejicich od zastupci fadu tucnaci,

které byly testovany na polymorfismus u plamenaka karibského. Je uveden zdrojovy
druh, nazev mikrosatelitniho lokusu a literarni zdroj.

Zdrojovy druh Nazev lokusu ;;treoliarm
Ech003, Ech005, Ech007, Ech008,
Ech009, Ech010, Ech011, Ech012,
ey o1 v , Ech014, Ech020, Ech024, Ech029,
(Té‘:é‘;;;ezslgaﬁ‘;gg%phus) Ech030, Ech036, Ech039, Ech050, (Azgrgg)d etal
Ech051, Ech060, Ech063, Ech065,
Ech071, Ech081, Ech091, Ech113,
Ech130
Emm1, Emm2, Emm3, Emm4, Emmb5, Billing et al.
Emm6, Emm7, Emm8 (2007)
Tuéinak nejmensi Em1, Em2, Em4, Em5, Em6.2, EmS, Grosser et
(Eudyptula minor) Em9, Em12.2, Em13, Em14, Em15, Waters
Em21, Em22, Em23, Em24, Em26, (2015)

Em27,Em28, Em29.2, Em30

32



Tabulka 1 — Pokrac¢ovani.

Zdrojovy druh Nazev lokusu ther.arm
zdroj
Nx s , Man03, Man08, Man13, Man21, Man22,
(Tl\l/llg;l:(lj(y;ltgzo;rll(t)i’po des) Man27, Man39, Man47, Man50, Man51, (Iio:lss(eznOIBoBo)l
Man54, Man55 '
Tuénak krouzkovy Roeder et al.
(Pygoscelis adeliag) AM3, AM12, AM13, TP500, RM3, RM6 (2001)
Pygantarc02, Pygantarc03, Pygantarc06,
Pygantarc07, Pygantarcll, Pygantarcl5,
Tucnak uzdickovy Pygantarc16, Pygantarc18, Pygantarc19, @ Kang et al.
(Pygoscelis antarctica) Pygantarc22, Pygantarc24, Pygantarc25, @ (2015)
Pygantarc26, Pygantarc27, Pygantarc28,
Pygantarc29
Akst et al.
Tuéiiak brylovy B3-2 (2002)
(Spheniscus demersus) PNNO1, PNNO3, PNNO5, PNNO6, Labuschagne
PNNO7, PNNO8, PNN09, PNN12 et al. (2013)
Akst et al.
H2-6 (2002)
Tuétiak Humboldtay Sh1Ca9, ShiCal2, ShiCal6, Sh1Cal7, Schlosser et
(Spheniscus humboldti) | Sh2Cal2, Sh2Ca21, Sh2Ca22 al. (2003)
Sh2Ca31, Sh2Ca40, Sh2Ca49, Sh2Ca55, | Schlosser et
Sh2Ca58 al. (2009)
Tuénak magellansky
(Spheniscus G3-11, G3-6, G2-2
magellanicus) Akst et al.
Tuénak galapazsky (2002)
(Spheniscus M1-11
mendiculus)

Tabulka 2 - Ptehled ptacich EST mikrosatelitt a konzervovanych ptacich mikrosatelitti
pouzitych pro testovani polymorfismu u plameniaka karibského. Je uveden zdroj
mikrosatelitli, nazev lokusu a literarni zdroj. Dva mikrosatelity ozna¢ené hvézdickou
nebyly testovany, protoze nebyly béhem mé bakalaiské prace k dispozici.

Zdroje

Nazev lokusu

Literarni
zdroj

Konzervované ptaci
mikrosatelity

CAM-01, CAM-02, CAM-03, CAM-04,
CAM-05, CAM-06, CAM-07, CAM-08,
CAM-09, CAM-10, CAM-11, CAM-12,
CAM-13, CAM-14, CAM-15, CAM-16,
CAM-17, CAM-18, CAM-19, CAM-20,
CAM-21, CAM-22, CAM-23, CAM-24

Dawson et al.
(2013)
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Tabulka 2 — Pokrac¢ovani.

Zdroj

Nazev lokusu

Literarni
zdroj

Ptaci EST mikrosatelity

Postup:

TG01-000, TG01-040, TG01-077,
*TG01-086, TG01-092, TG01-114,
TGO01-124, TG01-147, TGO1-148, TGO2-
078, TG02-088, TG02-120, TG03-002,
TG03-031, TG03-034, TG03-035, TGO3-
098, TG04-004, TG04-012, TG04-012A,
TG04-041, TG04-061, TG05-030, TGO5-
046, TG05-053, TG06-009, TG07-022,
TG08-024 (1), TG08-024 (2), *TGO9-
014, TG11-011, TG12-015, TG13-009,
TG13-016, TG13-017, TG22-001

Dawson et al.
(2010)

1. Rozmrazeni, zvortexovani a zcentrifugovani slozek PCR mixu (viz tabulka 3).

2. Pro 1 reakci do stojanku pfichystat 6 PCR mikrozkumavek a jednu 1,5ml

mikrozkumavku.

3. Do 1,5ml mikrozkumavky napipetovat slozky PCR mixu podle tabulky 3. Smés

zvortexovat a zcentrifugovat.

Tabulka 3 - Slozeni PCR mixu pro 6 vzorki.

Slozky PCR mixu Objem (ul)
Deionizovana voda 44.4
Reaction Buffer 10x 6,7

Roztok MgCl2 (25 mmol/l) 4,0

Roztok dNTPs (20 mmol/l) 0,7

Primer F (10 umol/l) 3,3

Primer R (10 pmol/l) 3,3

aTaq DNA polymeraza (5 U/ul) 1,0

4. Do PCR mikrozkumavek multikanalovou pipetou napipetovat 1 pl genomické DNA

plamendka karibského (kazda ze 6 zkumavek obsahuje genomickou DNA jiného

jedince).

5. Ke genomické DNA piipipetovat vzdy 9 pul PCR reakéni smési a zcentrifugovat.
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6. PCR mikrozkumavky dobie uzavtit, vlozit do termocykleru a nastavit teplotni

program dle schématu 1. Teplota annealingu 50 °C byla zaladni teplota, ktera byla

pouzita u vSech vzorkli béhem 1. testovani. V ramci optimalizace podminek PCR

amplifikace nékterych vzorkl byla teplotu snizena nebo zvySena. Vse je vysvétleno

v kapitole ¢. 5 vysledky.

Schéma 1 — Zakladni teplotni a ¢asovy rozpis PCR reakce

1. 94°C...
2. 94°C..
50°C...
72°C ...
3. 72°C...

5 min

30s

30s 35X
30s

7 min

4.6 Elektroforeticka separace

Nasledujici postup byl optimalizovan pro elektroforetickou separaci pobihajici za

denaturujicich podminek, pii pouziti vyhiivané sekvenac¢ni elektroforetické komurky S2

Whatman Biometra, rozméry skel 330 x 390 mm a 330 x 420 mm, s tloustkou gelu 0,4

mm.

1. Ptiprava mensiho skla:

a. omyt vodou a saponatem pomoci kartacku,

b. utfit plochu skla papirovymi ubrousky do sucha a 2x omyt 96% ethanolem,

C. pripravit si molekularni lepidlo, protfepat a aplikovat na plochu skla, ktera piijde

do styku s gelem, pomoci papirového ubrousku,

d. 4x omyt plochu skla 96% ethanolem.

2. Ptiprava vétsiho skla:

a. omyt deionizovanou vodou s pomoci kartacku,

b. uttit plochu skla papirovymi ubrousky,

c. nanést Rain off pfipravek na plochu skla, ktera pfijde do styku s gelem, a rozetfit

ubrouskem,

d. 2x omyt deionizovanou vodou.

3. Polozit vétsi sklo oSetfenou plochou nahoru na polystyren v digestofi.

4. Na delsi okraje vétsiho skla polozit 0,4mm spacery gumami nahoru a na né poloZit

mensi sklo osetfenou plochou dold. Spacery zarovnat Kk okrajim, mensi sklo tésné

pfitisknout ke guméam a na kazdou delsi stranu skla pfipevnit vzdy 2 klipsy.
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10.

11.

12.
13.

14.

Do kadinky ptipravit 6% roztok polyakrylamidového gelu. Opatrné promichat roztok
krouzivymi pohyby kadinky a pomalu nalévat do prostoru mezi skla, az do Gplného
vyplnéni prostoru mezi nimi. Druhou rukou jemné poklepavat na horni sklo, aby se
zabranilo vzniku vzduchovych bublin v gelu.

Po vyplnéni prostoru mezi skly gelem, na strané mezi gumami spaceru zasunout
hiebinek rovnou stranou do gelu (asi 0,5 cm). Opatrné pfipevnit 4 klipsy a nechat
alespon 60 min polymerizovat.

Po zatuhnuti gelu odstranit klipsy a pod tekouci vodou odstranit piebytky gelu
pomoci kartacku.

Plochu malého skla utfit papirovymi ubrousky do sucha. Skla s gelem upevnit do
elektroforetické komurky tak, aby malé sklo smétovalo k hlinikové desce a hiebinek
byl nahote. Radné ptitahnout uchyty pro drZeni skla.

Do anodového a katodového prostoru nalit 0,5x TBE pufr, vytdhnout hiebinek
a vznikly prostor peclivé promyt proudem 0,5x TBE pufru z injekéni stiikacky.
Zaviit vika, ptipojit zdroj stejnosmérného elektrického proudu a nastavit hodnotu
vykonu na 90 W (hodnoty elektrického napéti a proudu nechat nastaveny na
maximum 3000 V/150 mA). Nechat gel 30 min nahfat.

Béhem nahfivani gelu pfipravit vzorky: do kazdé zkumavky se vzorkem ptidat 5 pl
nana$eciho pufru. Tésné pied nanesenim vzord na gel dat takto ptipravené vzorky na
3 min do denatura¢nich podminek do termocykleru vytemperovaném na 96 °C. Poté
vzorky umistit ihned do ledové tfisté, pro zabranéni renaturace.

V pribéhu denaturace piipravit elektroforézu pro naneseni vzorkt. Odpojit
elektroforetickou komtirku od zdroje stejnosmérného elektrického proudu, odklopit
viko katodového prostoru a opét procistit mezeru mezi skly proudem pufru ze
stiikacky, aby byly odstranény pfipadné zbytky polyakrylamidového gelu
a mocoviny. Do mezery opatrné zasunout hiebinek tak, aby zoubky hiebinku byly
v gelu asi 1 mm hluboko.

Pomoci pipety nanést vzorky po 2 pl.

Zaviit viko katodového prostoru, pfipojit zdroj stejnosmérného elektrického proudu
a nastavit hodnotu vykonu na 70 W (hodnoty elektrického napéti a proudu nechat
nastaveny na maximum 3000 /150 mA).

Vzorky separovat 1,5-3 hod.
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.
24.

Béhem elektroforetické separace nachystat fix/stop roztok, 1% roztok kyseliny
dusi¢né a vyvojku. Vyvojku pfipravit prozatim bez formaldehydu a thiosiranu
sodného a umistit do chladnicky.

Po uplynuti pozadované doby separace vzorkli vypnout zdroj stejnosmerného
elektrického proudu a odpojit elektrody z elektroforetické komirky. Pomoci otoceni
Sroubku na pravé stran¢ elektroforetické komirky se otevie kanalek pro odteceni
pufru z katodového do sbérného prostoru. Povolit Gchyty pro drzeni skel, a skla
s gelem opatrn¢ vytahnout a polozit mensim sklem nahoru na vodorovnou plochu.
Vytahnout hiebinek a oba spacery z prostoru mezi skly a pomoci noze oddélit od
sebe skla tak, aby nebyl gel poskozen.

Mensi sklo s gelem umistit gelem nahoru do fotomisky, umistit na ttepacku a zalit
fix/stop roztokem. Nechat pasobit alespont 20 min. Po uplynuti doby fix/stop roztok
nalit zpét do banky (uchovat pro zastaveni vyvolavani barvy) a sklo s gelem promyt
3x deionizovanou vodou.

Fotomisku s gelem umistit zpét na tfepacku a zalit 1% roztokem HNOgz. Nechat
pisobit 5 min, roztok vylit do odpadu a sklo s gelem promyt 4x deionizovanou
vodou.

Bezprostiedné pted pouzitim do baniky s AgNOs ptidat 1,2 ml formaldehydu. Prenést
promyté sklo s gelem ve fotomisce na tiepacku a ihned zalit timto roztokem. Nechat
pusobit alespont 30 min.

Pfed skoncenim doby barveni gelu je tfeba ptidat do banky s vyvojkou 1,2 ml
formaldehydu a 160 pl thiosiranu sodného a ptipravit si fotomisku s deionizovanou
vodou.

Po uplynuti doby barveni nalit roztok AgNOs zpét do barnky a sklo s gelem asi na
5 sekund ponofit do piipravené deionizované vody. Sklo nechat trochu okapat
a prenést do fotomisky na tiepacce. Sklo s gelem zalit vyvojkou a sledovat vyvijeni
hnédocernych pruhti PCR produkth. Jakmile jsou pruhy dostatec¢né viditelné a nez
zacne tmavnout pozadi, pfilit do fotomisky fix/stop roztok, ktery zastavi vyvijeni
zbarveni. Takto nechat roztok plisobit jesté 2 min a poté vylit roztok do odpadu.
Sklo s gelem a vyvolanymi pruhy ponofit asi na 2 min do deionizované vody, poté
podepsat a nechat 30 min susit v susarné pii 90 °C.

Po ususeni gel vyhodnotit na negatoskopu.

Nepotiebny gel namocit na nékolik hod do roztoku NaOH o koncentraci 1 mol/l a tim

ho odlepit od skla. Poté sklo umyt a takto je pfipraveno k opétovnému pouZiti.
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5 Vysledky

V ramci mé bakalarské prace jsem na 6 neptibuznych jedincich plamenaka
karibského (Phoenicopterus ruber) testovala cross-species PCR amplifikaci 171 para
primeru pro amplifikaci mikosatelitd. Ze 171 para primeru bylo 113 dosud popsano pro
mikrosatelity izolované od zéastupcti z fadu tucnaci a 58 pro univerzalni ptaci
mikrosatelity, které zahrnovaly 24 part primert pro konzervované ptac¢i mikrosatelity
a 34 pari primert pro EST mikrosateliti. EST mikrosatelitii bylo objeveno celkem 35,
pro které bylo navrzeno 36 parti primerd, ale v ramci této bakalaiské prace jsem testovala
33 mikrosatelitl, pro které¢ bylo navrzeno 34 part primert. Netestované mikrosatelity,

které nebyly v dob¢ testovani k dispozici, byly TG01-086 a TG09-014.

Se vSemi mikrosatelity jsem provedla cross-species PCR amplifikaci, se zakladni
teplotou annealingu 50 °C. Poté jsem PCR produkty délila v 6% polyakrylamidovém gelu
za denaturujicich podminek po dobu 90 minut. Nasledn¢ jsem provedla optimalizaci
podminek PCR reakce mikrosatelitii, které mély nepriikazny produkt po elektroforetické
separaci. V piipadé, ze byl PCR produkt malo zfetelny, anebo nebyl viditelny zadny
produkt, postupn¢ jsem sniZzovala teplotu annealingu, vV n¢kterych ptipadech az na 46 °C.
Pokud vSak byl produkt velmi intenzivni, zvySovala jsem teplotu annealingu, v nékterych
ptipadech az na 70 °C, aby bylo mozné mikrosatelity vyhodnotit a provést jejich
genotypizaci. Optimalizace podminek PCR reakce u jednoho mikrosatelitu zahrnovala
snizeni koncentrace hofe¢natych ionti v PCR mixu z puvodnich 1,6 nmol/l na
tii¢tvrtinovou koncentraci 1,2 nmol/l a také na poloviéni koncentraci 0,8 nmol/l. Nékteré
produkty mély vyssi relativni molekulovou hmotnost, a proto jsem musela v téchto
ptipadech prodlouzit dobu elektroforetické separace az na 3 hodiny, aby bylo mozné

rozeznat jednotlivé alely mikrosatelitniho lokusu.

U vsech 170 mikrosatelitd testovanych u 6 jedinct plamenaka karibského se mi
podatilo ziskat produkt PCR. 147 mikrosateliti bylo monomorfnich. Jeden mikrosatelit,
Emmb, ktery byl izolovan u tu¢naka nejmensiho (Eudyptula minor), byl homozygotni,
ale bylo by lepsi tento lokus otestovat na dal$ich jedincich, u kterych by mohl byt
heterozygotni. Déle mikrosatelit Ech020, ktery byl izolovan u tucndka Zlutorohého
(Eudyptes chrysolophus), vysel taktéz monomorfni, ale je u néj pravdépodobna vazba na
W chromozom, jelikoz se amplifikoval pouze u samic. Polymorfnich bylo 23

mikrosatelitt, jejichz charakteristiky uvadim v tabulce 4.
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Tabulka 4 - Charakteristika 23 nalezenych polymorfnich mikrosatelitii testovanych u 6 nepiibuznych jedincti plamenaka karibského. V tabulce jsou
uvedeny nazvy mikrosatelitnich lokusu, véetné koédu uvedeného v databazi GenBank (Accession number), sekvence primerd, jednotky repetice,
zdrojového druhu, teploty annealingu, délky elektroforetické separace a poctu alel.

Lokus . o «
(GenBank — Se‘kvenfe primertd Jednotka repetice Zdrojovy druh -I;a EL_FO O
Accession no) & 39 PEL i) @l
Ech005 F: GCCTTATGCAGGTACAGATGTCTTCTC | L1117 |10 s
(FM878336)  R: TGCTGAAGGTAAAGAGCAGTGAAATC

Ech009 F: CCTCTGTTGTACAAGCTGGATGC Ac o lwo s
(FM878340) | R: GCAATTCTGCTTGCCTCTGC

Echo11 F: CACAGCACTGTGACAGAAGCA - s oo s
(FM878342) | R: TTAACTGGTTCGATTTGTCAGTCTTT R

Ech024 F: TGTTTCTTGCTTGCTACTTCCACAG or y U ,
(FM878355) | R: CCAAATATGTTGTGGTCGACAGTG

Ech030 F: TGACGCCGCAGGGACTTC

(FM878361) | R: GCTCAGCTCTTGCTCACAGTTTCAG CTAT 68 120 3
Ech039 F: TCTTCCCAGGCAAGGAATAAC et o |10 |+
(FM878370) | R: CTCTGACTAATTGCTAAGAAATACTCCTG

Em2 F: GGCACTGGGATCTTTCTTCC

(KM272222)  R: GACCATGCTGCAGGTTCTTG AGAT 67 120 |3
Emg* F: TTCACCACAACTCTCTGGGC o

(KM272227) | R: CTACCCACCCACCCACTG GATA Tuchak nejmensi 53 |90 2
Em23 F: GATGCATGTGGAGGAAGTGC A U ;
(KM272234) | R: GGCAACATGGTAGCTGACAC

B3-2 F: GGTGGTTATAGATGCACGAC o e |0 s
(neuvedeno) R: ACGTGCCCAGGAATCCAGTT Tuiiak brilove

PNNOS F: GGAAATGCCACTGAAAACCTAA ATAG rylovy I .
(JX494408) | R: GATAGATGGGGAACTGGAAACA

* mikrosatelit vykazoval navic nulovou alelu, kterd neni zapocitana do poctu alel
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Tabulka 4 — Pokrac¢ovani.

Lokus . o &

(GenBank — Se‘kvenfe primert Jednotka repetice Zdrojovy druh U EL.FO Pocet
: (5°— 39 [°C]  [min]  alel

Accession no.)

Pygantarc07 | F: CCCATCAGAGTGACGTTCAA oy

(KP316214) | R: TATTTGACAGCCTTCCTGCC AAGG Tuchk uzdickovy > 150 2

Man27 F: GATCCTGAGAAGAGAGACAG

(EU267114)  R: GGCTGTTCATTTTGTCAC GAGTICAITG/GCA 60 %0 2

Man47 F: ATACCTCCAGAATGGCTG . ,

(EU267116)  R: CACTAAGGGTGACCAAGG TGA Tuéhék Zlutooky 4 |% 2

Man55 F: TTGAACTAGCAAGCAGTGTAG TG 61 %0 )

(EU267120) | R: AAGGGCATTTCCATTCTG

sh2ca21 F: AAAATAAAGCCTATACACAACAGG e o

(AF540011)  R: GTGCACTTAATGGGGTGTATG CA Tuéhdk Humboldthv | 53 ) 90 2

TG03-002 F: TCTTGCCTTTTTGGTATGAGTATAG AT 62 %0 5

(DV575298) | R: TACAAAGCACTGTGGAGCAG

TG04-061 F: GACAATGGCTATGAAATAAATTAGGC . .

(CK235034)  R: AGAAGGGCATTGAAGCACAC AIGA EST mikrosatelity 64 1150 4

TG22-001 F: TTGGATTTCAGAACATGTAGC

(CK317333)  R: TCTGATGCAAGCAAACAA ATIAT % |10 2

CAM-06 F: GTGATGGTCCAGGTCTTGC AT 6 120 )

(neuvedeno) R: CAAGAGGAACAGATGAGGGTC

CAM-11 F: TGGTACAGGGACAGCAAACC oT 6 % )

(neuvedeno) R: AGATGCTGAGAGCGGATG Konzervované ptaci

CAM-20 F: TAACAGGCAGGAATGCAGG AT mikrosatelity 5 150 ,

(neuvedeno) R: TCAGCCAGTGTTGGAGGTC

CAM-24 F: CCCACTTCAGTCTTCAGAGC CA - %0 A

(neuvedeno) R: TGGAGTATTTGGGATTGGAG
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Testovala jsem cross-species PCR amplifikaci 170 mikrosatelitd u 6 nepiibuznych
jedincti plamendka karibského. Z celkového poctu testovanych mikrosatelit bylo 23
mikrosateliti polymorfnich. Stanovila jsem celkovou tspésnost nalezeni polymorfnich
mikrosatelitii na 13,5 %. Z 23 mikrosatelitl, které byly polymorfni, bylo 16 mikrosateliti
odvozenych od zastupcti z fadu tucnaci a 7 bylo univerzalnich ptac¢i mikrosateliti. Bylo
testovano celkem 113 mikrosateliti pochazejicich z fadu tu¢néci, ze kterych bylo 16
mikrosatelitd polymorfnich. Usp&$nost nalezeni polymorfnich lokust tedy byla 14,16 %.
Nejvétsi uspéSnost cross-species PCR amplifikace mikrosatelitt z fadu tuc¢naci byla
U mikrosatelitli odvozenych od tucnéka zlutookého, kdy z 12 testovanych mikrosatelitti
byly 3 polymorfni, a tedy Gspésnost byla 25 %. Univerzalnich ptacich mikrosatelitti bylo
testovano 57, polymorfnich bylo 7, celkova tspésnost cross-species PCR amplifikace
byla 12,28 %. Do univerzalnich ptacich mikrosatelitd patiti EST mikrosatelity
akonzervované pta¢i mikrosatelity. Usp&snost amplifikace EST mikrosatelitil
u plamenaka karibského byla 8,82 %, protoze z 33 testovanych mikrosateliti byly
polymorfni 3. Konzervovanych ptac¢ich mikrosateliti bylo testovano 24, z nichZ byly 4
mikrosatelity polymorfni. Uspé$nost tedy ¢inila 16,6 %. Polymorfni mikrosatelity
rozdelené dle jejich pivodu, véetné poctem polymortnich lokust u jednotlivych druh,

jsou znazornény Vv grafu 1.

Graf 1 — Rozdéleni 23 mikrosateliti polymorfnich u 6 nepfibuznych jedinct plamenaka
karibského podle zdroje ze kterého byly odvozeny. Odstiny modré barvy znaci
mikrosatelity odvozené z tadu tucnaci a odstiny Cervené znaci univerzalni ptaci
mikrosatelity. V zavorkach jsou uvedeny pocty jednotlivych polymorfnich lokusi
z daného zdroje.

» Tuénak zlutorohy (6)
= Tucnak nejmensi (3)
= Tucnak brylovy (2)

= Tucnak uzdickovy (1)

» Tuc¢nak zlutooky (3)
Tu¢nak Humboldtav (1)
= EST mikrosatelity (3)

= Konzervované ptaci mikrosatelity (4)
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Pocet alel, ktery byl zjistény u 23 polymorfnich mikrosatelitd, byl v rozpéti 2—7.
Nejvice mikrosateliti mélo 2 alely, které byly detekovany u 12 mikrosatelitd z 23
polymorfnich. Tti alely byly zjistény u 6 mikrosatelitd, 4 alely u 3 mikrosatelitt, 5 alel
u 1 mikrosatelitu, a stejné tak 7 alel bylo detekovano pouze u 1 mikrosatelitu. V Grafu 2

je znazornéno rozdéleni mikrosatelitti dle poctu detekovanych alel.

Graf 2 — Rozdéleni 23 mikrosateliti odvozenych z fadu tuénaci a univerzalni ptaci
mikrosatelity, které byly polymorfni u 6 neptibuznych jedincii plamenaka karibského,
podle poctu alel, které¢ byly detekovany v jednotlivych mikrosatelitech. V zavorce jsou
uvedeny pocty mikrosatelitl, které obsahovaly dany pocet alel.

= 2 alely (12)

3 alely (6)
= 4 alely (3)
= 5 alel (1)

=7 alel (1)

)

Genotypy 23 polymorfnich mikrosatelitd nalezenym u 6 nepiibuznych jedinci

plamendka karibského byly vyhodnoceny po optimalizaci podminek PCR a také po
optimalizaci délky elektroforetické separace (viz tabulka 5). U mikrosatelitu Em9 byla
VvV genotypu 2 ze 6 jedincl plamendka karibského ptitomna nulova alela, kterd neni

zapocitana v poctu alel vyskytujicich se u tohoto mikrosatelitu.
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Tabulka 5 — Genotypy 23 mikrosateliti polymorfnich u 6 nepfibuznych jedinct
plamenaka karibského. V tabulce jsou uvedeny ndzvy mikrosatelitnich lokust, zdrojové
druhy, pocty alel a genotypy.

Nazev lokusu Zdrojovy druh Pocet alel = Genotypy

Ech005 5 1/4, 414, 3/4, 2/4, 4/4, 415
Ech009 2 1/1, 1/1, 1/1, 2/2, 1/1, 1/1
Ech011 3 213, 1/2, 213, 2/3, 2/3, 2/3

Tucnék zlutorohy
Ech024 2 1/2, 212, 212, 1/1, 2/2, 2/2
Ech030 3 1/2, 2/3, 1/3, 2/3, 2/2, 2/2
Ech039 7 4/5, 416, 212, 1/3, 316, 6/7
Em2 3 213, 3/3, 3/3, 1/3, 3/3, 2/3
Em9* Tucnak nejmensi 2 0/0, 1/1, 0/0, 1/2, 212, 1/2
Em23 3 3/3,3/3, 213, 1/3, 3/3, 3/3
Man27 2 1/1, 1/1, 1/2, 1/2, 112, 2/2
Man47 Tucnak zlutooky 2 1/1, 1/1, 212, 1/2, 2/2, 1/2
Man55 2 212,112,112, 212, 1/2, 1/2
Pygantarc07 Tucnak uzdickovy 2 212,112,212, 112, 1/2, 1/2
B3-2 3 1/2,1/1,1/3, 1/2, 1/1, 1/1
Tuénak brylovy

PNNO8 4 214, 213, 2/3, 2/3, 3/3, 1/3
Sh2Ca21 Tuc¢nak Humboldtav 2 1/1, 1/1, 2/2, 1/1, 1/2, 1/1
TG03-002 2 212, 112, 212, 212, 212, 2/2
TG04-061 EST mikrosatelity 4 3/3, 214, 213, 1/3, 3/3, 2/3
TG22-001 2 1/1, 1/1, 1/1, 1/1, 1/2, 1/2
CAM-06 2 212,212,112, 2/2,1/2, 1/1
CAM-11 Konzervované ptadi 2 212,212,212, 212, 212, 1/1
CAM-20 mikrosatelity 3 212,213, 212, 213, 2/2, 112
CAM-24 4 313, 214, 2/3, 3/4, 1/4, 1/1

* mikrosatelit vykazoval navic nulovou alelu, kterd neni zapocitana do poctu alel

Na nasledujicich obrazcich jsou vybrané useky fotografii elektroforetogrami, na
kterych Ize vidét separované PCR produkty ziskané cross-species PCR amplifikaci u 6
nepiibuznych jedinci plamendka karibského. Na obrazku 2 je separovany mikrosatelitni
lokus PNNOS, ktery byl pivodné izolovan od tu¢naka brylového a na obrazku 3 je
separovany mikrosatelitni lokus TG04-061, ktery patii mezi EST mikrosatelity.
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Obrazek 2 — Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitniho lokusu PNNO8 u 6
neptibuznych jedinct plamendka karibského. U tohoto lokusu byly detekovany 4 alely,
které jsou oznaceny Sipkami v obrazku. Teplota annealingu byla 59 °C a elektroforeticka
separace trvala 90 minut.

- <« alelal

- . bl «— alela2

- - ; el re. «alela3

<« alela 4

Obrazek 3 — Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitniho lokusu TG04-061 u 6
nepiibuznych jedincii plamenéka karibského. U tohoto lokusu byly detekovany 4 alely,
které jsou oznaceny Sipkami v obrazku. Teplota annealingu byla 64 °C a elektroforeticka
separace trvala 150 minut.

<« alelal
<« alela2
«—alela3

«—alela4

Polymorfni mikrosatelity nalezené v ramci této bakalaiské prace byly testovany
na 6 neptibuznych jedincich plamendka karibského. Je to dostacujici pocet jedinct pro
nalezeni polymorfism, ale bylo by vhodné do budoucna tyto mikrosatelity otestovat na
vice nepiibuznych jedincich, aby bylo moZzné stanovit dal§i charakteristiky, jako je

heterozygotnost, odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy anebo vazba lokust.

44



6 Diskuze

V ramci této prace jsem se zabyvala cross-species PCR amplifikaci celkem 170
mikrosatelitli, pro které¢ bylo navrzeno 171 pard primert, u 6 neptibuznych jedincii
plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber), kde jsem detekovala polymorfismus.
Testovala jsem 113 parii primerii navrzenych pro mikrosatelity vyskytujici se u 9 druht
ztadu tucnaci analezla jsem 16 polymorfnich mikrosatelitnich lokust. Dale jsem
testovala 58 part primert pro univerzalni ptaci mikrosatelity, do kterych se fadi EST
mikrosatelity a konzervované ptaci mikrosatelity, kde bylo polymorfnich 7
mikrosatelitnich lokusti. Celkem tedy bylo polymorfnich 23 mikrosatelitt ze 170

testovanych.

Ziadu tucnaci jsem testovala 113 part primerd, které amplifikovaly 16
polymorfnich lokusti u 6 neptibuznych jedincti plamenédka karibského. Tyto nalezené
polymorfni lokusy byly odvozeny od tuc¢iaka zlutorohého (Eudyptes chrysolophus),
nejmensiho (Eudyptula minor), Zlutookého (Megadyptes antipodes), uzdi¢kového

(Pygoscelis antarctica), brylového (Spheniscus demersus) a Humboldtova (S. humboldti).

U tuc¢naka zlutorohého Ahmed et al. (2009) popsali 25 mikrosatelitnich lokusi,
které amplifikovali u tu¢idka Zlutorohého. Ja jsem pouZila téchto 25 mikrosateliti pro
testovani cross-species PCR amplifikace u 6 neptibuznych jedinct plamenaka karibského
a objevila jsem 6 polymorfnich lokusti. Autofi pouzili u vSech mikrosatelitd teplotu
annealingu (dale jiz Ta) 60 °C. U lokusu Ech005 autofi testovali 27 jedinci, u kterych
nasli 33 alel. J4 jsem u tohoto lokusu pfi Ta 67 °C objevila 5 alel. Lokus Ech009 autofti
testovali na 28 jedincich a pocet alel byl 8, kdeZto ja jsem detekovala 2 alely pti Ta 69 °C.
U lokusu Ech011 autofi nalezli 8 alel u 27 jedinct a ja jsem nalezla 3 alely pii Ta 53 °C.
Lokus Ech024 autofi amplifikovali u 28 jedinct, kde nalezli 5 alel, ja jsem detekovala 2
alely pti Ta 63 °C. Autofi u lokusu Ech030 nalezli 11 alel u 28 jedincd, ja jsem nalezla
jen 3 alely, Ta byla 68 °C. U lokusu Ech039 autofi detekovali u 22 jedinct 25 alel a ja
jsem objevila u 6 jedinct plamenidka karibského celkem 7 alel pii Ta 64 °C, coz byl
nejvyssi pocet detekovanych alel u plamenaka karibského v ramci této bakalarské prace.
V ramci vyzkumu Ahmed et al. (2009) pouzili 25 popsanych mikrosatelitti pro Cross-
species PCR amplifikaci u 4 dalSich druht tu¢naku, kde lokusy Ech005 a Ech039 nebyly
mikrosatelity u testovanych druhu, lokus Ech009 byl polymorfni u 3 druhd tu¢naku, lokus
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Ech011 byl polymorfni u 2 druhti tucnéki, lokus Ech024 u 1 a lokus Ech030 u 3 druht
tucnaki.

Grosser et Waters (2015) popsali u tu¢naka nejmensiho 20 mikrosatelita, které
testovali na polymorfismus pii Ta 60 °C, ale autofi dale neuvadi, na kolika jedincich byl
testovany. J& jsem na 6 nepiibuznych jedincich plamendka karibského testovala na
polymorfismus vSech 20 mikrosatelitnich lokust, z nichz polymorfni byly 3. Autofi
u lokusu Em2 detekovali 17 alel a ja jsem objevila 3 pii Ta 67 °C. Lokus Em9 dle autort
mél 22 alel. Ja jsem u tohoto lokusu nalezla jen 2 alely pii Ta 53 °C. U lokusu Em23

autofi nalezli 9 alel, ja jsem nalezla 3 alely u plamenaka karibského pti Ta 69 °C.

Boessenkool et al. (2008) ve svém vyzkumu popsali 12 mikrosatelitii odvozenych
od tu¢naka zlutookého, které byly polymorfni u 43 jedincii. Ja jsem u 6 nepiibuznych
jedincti plamendka karibského testovala na polymorfismus vSech 12 mikrosatelitd,
z nichz jsem detekovala 3 polymorfni mikrosatelity. U lokusu Man27 autofi nalezli 2
alely, kdyz provadéli PCR pii Ta 48 °C, ja jsem pii Ta 60 °C nalezla 2 alely. Dle autort
mél lokus Man47 4 alely, pti Ta 48 °C, ja jsem detekovala 2 alely pti Ta 54 °C. U lokusu
Man 55 autofi detekovali 2 alely, stejné jako j4, ale pouZili Ta 48 °C a ja je pouzila 61 °C.

U tuc¢naka uzdickového Kang et al. (2015) popsali 16 polymorfnich mikrosatelitt
testovanych na 23 jedincich. Ta se béhem 42 cyklt PCR amplifikace ménila — 7 cykla
meélo teplotu 65 °C, dalsi 7 cykld mélo teplotu 61 °C, dalSich 7 cykli mélo teplotu 58 °C
a poslednich 21 cykli mélo teplotu 55 °C. J4 jsem testovala u 6 nepiibuznych jedinct
plamenaka karibského vSech 16 mikrosatelitnich lokusli, ale nalezla jsem pouze 1
polymorfni lokus, a to Pygantarc07, ktery mél pii Ta 56 °C alely 2, stejné tak, jako uvadéji
1 autofi.

Mikrosatelity odvozené od tuciidka brylového, které mi vysly polymorfni pfi
testovani u 6 neptibuznych jedincii plamenaka karibského, byly popsany celkem ve 2
studiich. Labuschagne et al. (2013) popsali 8 mikrosatelitnich lokust, odvozenych od
tu¢naka brylového, které byly testovany u 25 jedinct. Ta vSech testovanych lokusti byla
50-60 °C, ale autofi neuvadi, ktera teplota patii ke kterému lokusu. Lokus PNNO8 m¢l
dle autorti 4 alely a ja jsem nalezla, pii Ta 59 °C, také 4 alely. Lokus B3-2 nalezli a popsali
Akst et al. (2002) pro studiu tu¢hidka magellanského a galapazského. Tento lokus mél Ta
50 °C a byl testovan u 46 jedinc, ale autofi neuvadi, jaky mél pocet alel. Dale tento lokus

autori testovali pomoci cross-species PCR amplifikace u tu¢naka galapazského
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a magellanského, kde byl tento lokus testovan na 46 jedincich z kazdého druhu. Lokus
B3-2 byl u tucnéka galapazského monomorfni a u tuc¢iidka magellanského mél 8 alel. Ja

jsem u lokusu B3-2 detekoval 3 alely u plamenaka karibského pii Ta 66 °C.

Schlosser et al. (2003) detekovali u 24 zastupcti tuénaka Humboldtova 7
polymorfnich mikrosatelitnich lokust. VSechny lokusy jsem pouzila pro Cross-species
PCR amplifikaci 6 neptibuznych jedincti plamendka karibského. Ja jsem nalezla 1
polymorfni lokus, Sh2Ca21, ktery mél u plamenaka karibského 2 alely. Pouzila jsem Ta
53 °C, stejné jako autofi, ale ti objevili u tohoto lokusu 6 alel. Dale Schlosser et al. (2003)
testovali vSech 7 popsanych mikrosateliti pomoci cross-species PCR amplifikace u 8

jinych druht tu¢nakt. Lokus Sh2Ca21 byl polymorfni u 7 z nich.

Testovala jsem 57 univerzalnich pta¢ich mikrosatelitt, pro které bylo navrzeno 58
parii primerti. Podaftilo se mi amplifikovat 7 polymorfnich mikrosatelitnich lokust u 6
nepiibuznych jedincti plameiidka karibského. Do univerzalnich ptacich mikrosatelitt

patii EST mikrosatelity a konzervované ptaci mikrosatelity.

EST mikrosatelity byly popsany Dawson et al. (2010). Bylo objeveno celkem 35
mikrosatelitll, pro které bylo navrzeno 36 par primerti. Z nich jsem testovala 34 part
primert pro 33 mikrosatelitnich lokust, ze kterych byly polymorfni u 6 neptibuznych
jedinct plamenaka karibského celkem 3 mikrosatelity. Autofi amplifikovali vSechny
popsané EST mikrosatelity u 4 jedinci zebficky pestré (Taeniopygia guttata), u 1 jedince
kura domaciho (Gallus gallus) a u 4 jedinct divoké formy kura domaciho pii Ta 56 °C.
U lokusu TG03-002 autoti detekovali 2 alely u zebficky pestré, 1 alelu u kura domaciho
a u jeho divoké formy nalezli alely 2. Ja jsem u tohoto lokusu nalezla 2 alely, které¢ méli
Ta 62 °C. U dalsiho lokusu TG04-061 autofi detekovali 2 alely u zebticky pestré a u kura
domaciho, 1 u jeho divoké formy, bylo objeveno po 1 alele. Ja jsem po amplifikaci tohoto
lokusu u plamenéka karibského nalezla 4 alely, Ta byla 64 °C. Lokus TG22-001 dle autort
obsahoval 3 alely u zebficky pestré a u kura domaciho, i u jeho divoké formy, bylo
nalezeno po 1 alele. Ja jsem detekovala u tohoto lokusu 2 alely a Ta byla 59 °C. Autofi
dale testovali vSech 35 EST mikrosateliti pomoci cross-species PCR amplifikace vzdy
U minimaln€ 4 jedincti Z kazdého ze 17 druhli pévcil a 5 ostatnich druhti ptaka. U téchto
druhti bylo polymorfnich 33 mikrosatelitti, ale autofi jiz neuvadéji pocty alel u téchto

lokust.
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Dawson et al. (2013) popsali 24 konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitt. Tyto
mikrosatelity autoti amplifikovali vzdy minimalné u 4 jedinct zebficky pestré a kura
domaciho a Ta byla vzdy 56 °C. Ja jsem pomoci cross-species PCR amplifikace testovala
vSech 24 konzervovanych ptacCich mikrosatelitii u 6 nepfibuznych jedincti plamenaka
karibského a nalezla jsem 4 polymorfni lokusy. Lokus CAM-06 autofi testovali na 8
jedincich zebticky pestré, kde nalezli 5 alel a u 4 jedinct kura domaciho nalezli 1 alelu.
Ja jsem nalezla u plamenaka karibského 2 alely a Ta jsem optimalizovala na 62 °C.
Lokusu CAM-11 autofi testovali na 12 jedincich zebficky pestré, a nalezli 6 alel a u 4
jedinct kura domaciho nalezli 1 alelu. Mné¢ se podatilo najit 2 alely, ktery méli Ta 63 °C.
Dale jsem méla polymorfni lokus CAM-20, u kterého jsem detekovala 3 alely, Ta byla
53 °C. Autofi tento lokus testovali na 12 jedincich zebfticky pestré, kde nalezli 6 alel, a pii
testovani na 2 jedincich kura domaciho ziskali jen 1 alelu. U lokusu CAM-24 autofi
nalezli 6 alel u 12 jedinct zebficky pestré a u 4 jedinct kura doméaciho nalezli 1 alelu. Ja
jsem detekovala u tohoto lokusu amplifikovaného u 6 jedinci plamendka karibského
celkem 4 alely a Ta byla 52 °C. Dawson et al. (2013) testovali vSech 24 konzervovanych
ptacich mikrosateliti pomoci cross-species PCR amplifikace u 4 jedinct kazdého z 8
druhii pévet a 1 jedince kazdého ze 4 ostatnich druht ptakt. U pévceil bylo detekovano
19 polymorfnich lokust alespon u 4 z 8§ testovanych druhii ptakt, coz vypovida o velké
univerzalnosti téchto mikrosatelitd, jelikoZ genetickd vzdalenost mezi zebiiCkou pestrou
(ktera je jeden ze 2 zdrojovych druhli konzervovanych ptacich mikrosatelitl) a pévci je
hodn¢ velkd. Tyto mikrosatelity maji byt univerzalngjsi nez EST mikrosatelity, jelikoz
jsou izolovany z celého genomu a ne jen z EST sekvenci (jak je tomu u EST
mikrosatelitil), coz se mi taky podafilo prokazat diky takika dvojnasobné hodnoté
uspéSnosti  nalezeni polymorfnich lokusti konzervovanych ptadich mikrosateliti

amplifikovanych u plamenaka karibského.

Dosud popsané mikrosatelity odvozené od 9 druht z fadu tuénaci a univerzalni
ptaci mikrosatelity byly testovany v ramci Laboratofe populacni genetiky Katedry
bunécné biologie a genetiky PfF UPOL 1 na jinychdruzich ptaki kladu Aequorlitornithes.
Pechova (2014) pomoci cross-species PCR amplifikace testovala 77 pari primert
odvozenych z fadu tu¢naci (netestovala mikrosatelity odvozené od tu¢naka nejmensiho
a tu¢naka uzdi¢kového), 34 para primert pro EST mikrosatelity a 24 part primeri pro
konzervované ptac¢i mikrosatelity u 6 nepiibuznych jedinci nesyta indomalajského

(Mycteria leucocephala). Nalezla 5 polymorfnich mikrosateliti odvozenych ztadu
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tuénaci, 1 EST mikrosatelit a 3 konzervované ptaci mikrosatelity. Ty, které byly
polymorfni u 6 neptibuznych jedinct plamenaka karibského, a souc¢asné byly polymorfni

u 6 nepiibuznych jedinct nesyta indomalajského, jsou uvedeny v tabulce 6.

Filipova (2016) pomoci cross-species PCR amplifikace u 6 nepiibuznych jedinct
potapky rohace (Podiceps cristatus) amplifikovala celkem 171 part primerti navrzenych
pro mikrosatelity z fadu tuénaci a univerzalni ptac¢i mikrosatelity a nalezla 19
polymorfnich lokust. Sest polymorfnich mikrosatelitnich lokusti bylo odvozeno z fadu
tuénaci, 7 bylo EST mikrosateliti a 5 bylo konzervovanych ptacich mikrosatelitti.
Lokusy, které byly polymorfni u 6 nepiibuznych jedinci plamendka karibského,
a soucasné byly polymorfni u 6 nepfibuznych jedinct potapky rohace, jsou uvedeny

v tabulce 6.

Sulakova (2017) ve své praci testovala cross-species PCR amplifikaci
mikrosateliti z fadu tucnaci a univerzalnich ptacich mikrosateliti u 6 nepfibuznych
jedinci pelikana skvrnozobého (Pelecanus philippensis). Pouzila celkem 173 paru
primerQ a detekovala 14 polymorfnich lokust, z nichz 8 bylo odvozeno z fadu tu¢naci, 1
byl EST mikrosatelit a 5 bylo konzervovanych ptacich mikrosatelitti. Do tabulky 6 jsem
zaznacila lokusy, které byly polymorfni u 6 neptibuznych jedincii plamenéka karibského,

a soucasn¢ byly polymorfni u 6 neptibuznych jedinct pelikana skvrnozobého.

Srovnala jsem polymorfni lokusy, které byly nalezeny v této bakalafské
préci, v pracich Pechova (2014), Filipova (2016) a Sulakova (2017) a zjistila jsem, Ze
u vSech testovanych druhd ptakti — u plamendka karibského, nesyta indomalajského,
potapky rohafe a pelikana skvrnozobého, byl pouze 1 polymorfni lokus spole¢ny pro

vSechny druhy, a to CAM-11, ktery patii do konzervovanych ptac¢ich mikrosateliti.
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Tabulka 6 — Piehled polymorfnich mikrosateliti z fadu tucnaci a univerzalni ptaci
mikrosatelity, které byly pomoci cross-species PCR amplifikovany u 6 nepiibuznych
jedinct plamenidka karibského (tato prace) a soucasné byly polymorfni u 6 neptibuznych
jedinci nesyta indomalajského (Pechova, 2014), potapky rohace (Filipova, 2016)
a pelikéna skvrnozobého (Sulakova, 2017). V tabulce uvadim nazvy lokusii a poéty alel
nalezené u jednotlivych druhii, monomorfni lokus je oznacen M a netestovana lokus je
oznacen NT.

Nazev " Plamenak = Nesyt Potapka Pelikan
lokusu ALEE D77 A karibsky indomalajsky | rohac skvrnozoby
Ech005 5 4 6 M
Ech009 2 M 2 M
Ech011 Tuénak 3 M M M
Ech024 Zlutorohy 2 M M M
Ech030 3 M M M
Ech039 7 M M M
Em2 - 3 NT M M
Emg* Tuchdk 2 NT M M
ncymensi
Em23 3 NT M M
Man27 2 2 M M
Man47 Tuc¢nak Zlutooky | 2 M M M
Man55 2 M M M
Tucnak
Pygantarc07 uzdickovy 2 NT M M
B3-2 Tugiiak brélove 3 M M M
PNNO8 HERAR BIYIOVY 1y M M M
Tucnak
Sh2Ca21 Humboldtiy 2 M M M
TG03-002 2 M 3 M
TGO4-061 | EoT 4 M 5 M
mikrosatelity
TG22-001 2 M M M
CAM-06 2 M M M
CAM-11 Korvl’zervované 2 5 5 2
ptaci
CAM-20 mikrosatelity 3 M M M
CAM-24 4 M 4 2

Cross-species PCR amplifikaci u plamenaka karibského bylo jiz testovano
v Laboratofi popula¢ni genetiky Katedry bunéc¢né biologie a genetiky PfF UPOL celkem
748 part primera ve 4 pracich (Drobek, 2010, Burzakové, 2013, Strejckova, 2016, tato
bakalaiska prace). Z nich bylo 690 pari primerd navrzeno pro mikrosatelity ptakt z kladu
Aequorlitornithes (z tadu plamenaci, brodivi, veslonozi, dlouhokfidli, potaplice,

trubkonosi a tu¢naci) a 58 pard primert bylo pro univerzalni pta¢i mikrosatelity.
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U plamenaka karibského bylo nalezeno celkem 156 mikrosatelitovych lokust, které
poskytly polymorfni produkt (viz graf 3). Usp&$nost nalezeni polymorfnich lokusi je
20,85 %.

Graf 3 — Rozdéleni 156 polymorfnich mikrosatelitt, které byly nalezeny u plamenaka
karibského pomoci cross-species PCR amplifikace, dle jejich zdrojového fadu, od kterého
byly odvozeny (fady veslonozi a brodivi jsou zde chapany v tradi¢nim pojeti). Jedna se o
mikrosatelity odvozené od tadi zkladu Aequorlitornithes a univerzalni ptaci
mikrosatelity. V zavorce je uveden pocet polymorfnich lokust od daného fadu.

= Plamenaci (41)
= Brodivi (23)
Veslonozi (17)
m Dlouhokridli (2)
m Potdplice (1)
= Trubkonosi (49)
= Tuénaci (16)
EST mikrosatelity (3)
= Konzervované ptaci

mikrosatelity (4)

Az na vyjimky univerzalnich ptacich mikrosateliti, polymorfni produkt
u plamenaka karibského pfedev§im poskytly mikrosatelity, které byly odvozeny od
zastupct kladu Aequorlitornithes, kam patfi 1 fad dlouhoktidli (Charadriiformes), ktery
byl u tohoto druhu velmi malo testovan. Drobek (2010) a Strejckova (2016) testovali
dohromady u plamenaka karibského 7 mikrosatelitli, ze kterych byly polymorfni 2 —
APYO06 (Drobek, 2010) a RBG29 (Strejckova, 2016). U ptakt z fadu dlouhoktidli bylo
nalezeno zatim asi 350-400 mikrosateliti, které by bylo vhodné otestovat pomoci Cross-
species PCR amplifikace na polymorfismus u plamenaka karibského, jelikoz je velka
pravdépodobnost nalezeni dalSich polymorfnich lokusi. Protoze uspéSnost nalezeni
polymorfnich lokusti u plamendka karibského dosud ¢ini primérmé 20,85 %,
ptedpokladam, ze pii stejné GspéSnosti mikrosatelitl z fadu dlouhoktidli by mohlo byt

celkové nalezeno asi 70—80 mikrosateliti.
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r 4
[ Zavér

V této bakalaiské praci jsem pomoci cross-species PCR amplifikovala
mikrosatelitni lokusy, odvozené od druhti z fadu tuciiaci a univerzalni ptaci mikrosatelity,

u 6 nepiibuznych jedinct plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber) a hledala jsem

polymorfni lokusy.

Testovala jsem celkem 171 pari primerti, navrzenych pro 170 mikrosatelitl, ze
kterych bylo 113 mikrosateliti odvozeno od 9 druht tu¢naka — od tucnédka Zlutorohého
(Eudyptes chrysolophus), nejmensiho (Eudyptula minor), zlutookého (Megadyptes
antipodes), krouzkového (Pygoscelis adeliae), uzdickového (P. antarctica), brylového
(Spheniscus demersus), Humboldtova (S. humboldti), galapazského (S. mendiculus)
a magellanského (S. magellanicus). Zbylych 57 mikrosatelitii, pro které bylo navrzeno 58
pard primerd, bylo univerzalnich ptacich mikrosatelitd, ze kterych bylo 33 EST
mikrosatelitii (pro které bylo navrzeno 34 pard primerd) a 24 konzervovanych ptacich

mikrosatelitu.

Pomoci cross-species PCR amplifikace jsem u plamenaka karibského nalezla 23
polymorfnich mikrosatelitd, z nichz 16 pochazelo od 6 druhi tu¢naki, konkrétné od
tuénaka zlutorohého 6 mikrosatelitl, od tu¢inaka nejmensiho 3 mikrosatelity, od tu¢naka
Zlutookého 3 mikrosatelity, od tu¢naka uzdickového 1 mikrosatelit, od tu¢naka brylového
2 mikrosatelity a od tu¢naka Humboldtova 1 mikrosatelit. Z univerzalnich ptacich
mikrosatelitli bylo polymorfnich 7 mikrosatelit, z nichz 3 byly EST mikrosatelity a 4
byly konzervované ptaci mikrosatelity. Teplotu annealingu u polymorfnich lokust jsem
a nejvyssi byl 7 alel. Dobu elektroforetické separace jsem optimalizovala od 90 minut do

180 minut.

Celkova uspésnost cross-species PCR amplifikace a nalezeni polymorfnich
lokust byla 13,5 %. Pro mikrosatelity z fadu tu¢naci Cinila uspésnost 14,16 % a pro
univerzalni pta¢i mikrosatelity byla tspéSnost 12,28 %. Nejvyssi tispéSnost Cross-species
PCR amplifikace jsem stanovila u mikrosatelitii odvozenych od druhu tu¢nédk zlutooky,

ktera byla 25 %.
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8 Seznam pouzitych zkratek

bp

DNA
dNTPs
MtDNA
nDNA
PCR
[*2P]dATP

[*2P]dCTP

pary bazi

deoxyribonukleova kyselina

deoxynukleosidtrifosfaty

mitochondrialni DNA

jadernda DNA

polymerazova fetézova reakce

deoxyriboadenintrifosfat znaceny radioaktivnim izotopem 32P

deoxyribocytidintrifosfat zna¢eny radioaktivnim izotopem 32P
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