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Souhrn

V této diplomové praci se zabyvam analyzou a charakteristikou polymorfnich
mikrosatelitovych lokust u plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber), které by
mohly byt vyuZzity jako markery pro populacni i paternitni studie.

V teoretické Casti diplomové prace feSim problematiku systematického zatazeni
plamenakd, vénuji se popisu jejich zivota a ochrany, dale se zabyvam charakteristikou
mikrosatelitii a jejich vyuzitim v ornitologickych studiich a nakonec se zamétuji
na rizné metody ziskavani mikrosatelitii od plamenaku a jim ptibuznych druhti ptaki.

V praktické ¢asti prace jsem testovala a charakterizovala mikrosatelity pomoci
polymerdzové fetézové reakce s vyzitim cross-species primerit odvozenych z DNA
druhti z fa4du Phoenicopteriformes, Ciconiiformes a Pelecaniformes. PCR produkty jsem
podrobila separaci v polyakrylamidové gelu a z vyslednych elektroforetogramii jsem
odecetla alelové konstituce, které jsem nakonec podrobila statistické analyze.

Celkové jsem pro plamendka karibského charakterizovala 42 novych
polymorfnich mikrosatelitovych lokust s poctem alel od 2 do 25. Pét z téchto lokusi

jsem doporucila pro paternitni studie.



Summary

In this master thesis I deal with the analysis and characterization of polymorphic
microsatellite loci in Caribbean flamingo (Phoenicopterus ruber), which could be used
as markers for population and paternity studies.

In the theoretical part of the thesis I solve the issue of systematic inclusion of
flamingos, I deal with the description of their life and protection, further I deal with the
characteristics of microsatellites and their usage in ornithological studies, and finally I
focuse on the various methods of obtaining microsatellites from flamingos and their
related species of birds.

In the practical part of the thesis I tested and characterized microsatellites by
polymerase chain reaction using cross-species primers derived from the DNA of species
from the order of Phoenicopteriformes, Ciconiiformes and Pelecaniformes. I
electrophoretically separated PCR products in a polyacrylamide gel and I set allele
constitutions from resulting electrophoretograms, which I finally statistically analysed.

Overall, I characterized 42 new polymorphic microsatellite loci for Caribbean
flamingo with the number of alleles from 2 to 25. I recommended five of these loci for

paternity studies.
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1 Uvod

Mikrosatelity jsou kratké tandemové repetice s repetitivni jednotkou dlouhou
pouze nékolik part bazi. Jejich casty vyskyt v nekodujicich i1 kodujicich sekvencich
genomi prokaryotickych i eukaryotickych organismii, kodominance a vysoky alelovy
polymorfismus z nich délaji jedny z nejpouzivangjSich genetickych markeri. Uplatnéni
maji nejen v evolucnich a populaénich studiich, ale pouzivaji se i pfi ur€ovani paternity,
v kriminalistice a pfi genetickém mapovani.

U plamendka karibského byly jiz popsdny mikrosatelitové lokusy pomoci
metody cross-species PCR amplifikace ve dvou bakalarskych a jedné diplomové praci.
Drobek (2008) testoval mikrosatelitové lokusy odvozené z DNA vybranych druhii
z tadu veslonozi, brodivi a potdpky a nalezl 10 polymorfnich lokusi pro plamendka
karibského. Drobek (2010) u plamenaka karibského testoval mikrosatelitové lokusy
odvozené z dal§ich druht z fadt veslonozi, brodivi, potapky, potéplice, dlouhoktidli,
vrubozobi a tucnéci. Nalezl 25 polymorfnich mikrosatelitovych lokust. Matoskova
(2011) testovala u plamenaka karibského mikrosatelitové lokusy odvozené z DNA
vybranych druhl z fadid plamendci, veslonozi a brodivi a nalezla 35 polymorfnich
mikrosatelitovych lokust.

Tato diplomova prace se bude zabyvat analyzou a charakteristikou 35
mikrosatelitovych lokusli oznacenych jako polymorfni u plamendka karibského v praci
Matoskova (2011). U kazdého polymorfniho lokusu bude stanoven pocet alel
a provedena genotypizace na 30 nepiibuznych jedincich plamenaka karibského. Data
budou vyhodnocena na PC pomoci populaéné genetickych programti. Také bude
provedena cross-species PCR amplifikace DNA plamenidka karibského pomoci primerii
odvozenych od volavky rusohlavé a ¢apa vychodniho, druhii, jejichz mikrosatelity
dosud nebyly na polymorfismus u plamenakt testovany. Ziskané polymorfni lokusy

budou podrobeny genotypizaci a téz vyhodnoceny.



2 Cile prace

I. Vypracovani reSerSe na téma diplomové prace.
2. Shromazdéni dostupnych literarnich zdroju.
3. Amplifikace a charakteristika polymorfnich mikrosatelitovych lokust

na DNA nepiibuznych jedinct plamenaka karibského. Jedna se o lokusy

oznacené jako polymorfni v bakaladiské praci Terezy Matoskové (2011).
4. Zjistit, zda mezi témito lokusy, které jsem popsala jako polymorfni, neni

vazba a zda neni vazba mezi nékterymi témito lokusy a lokusy

popsanymi jako polymorfni v diplomové praci Alese Drobka (2010).



3 Literarni prehled

3.1 Problematika taxonomického zarazeni plamenaki

Plamenéci tvofi jeden z nejstarSich tadu tfidy ptaka. Ttetihorni fosilie z obdobi
oligocénu star¢ 30 milionh let jsou shodné s dneSnimi druhy plamendka (del Hoyo
etal., 1992; Stastny et al., 1998). Tyto fosilie byly nalezeny v Americe, Evropé a
dokonce 1 v Australii, kde dnes plamenaci neziji (del Hoyo et al., 1992; Alderton,
1995). Gaisler (1983) dokonce uvadi, ze fad Phoenicopteriformes je dolozen jiz od
spodni kiidy.

Taxonomické zatazeni plamendki je stile nejisté. Pohledy na jejich fylogenezi
jsou rozmanité a stale neni k dispozici systematické zatazeni, které by bylo ustalené
(Gaisler et Zima, 2007).

Podle Gaislera (1983) byli plameniaci diive fazeni mezi brodivé 1 mezi
vrubozobé. Del Hoyo et al. (1992) zase uvadéji, ze plamendaci by méli pattit do podiadu
radu brodivi (Ciconiiformes), jelikoz jsou v jistych ohledech brodivym ptakiim podobni.
S ¢apy sdileji plameniaci podobnou anatomii jako je tvar panve a zeber, s volavkami
maji shodné proteiny vajecného bilku (del Hoyo ef al., 1992; Alderton, 1995). Naopak
muzeme také pozorovat podobnost mezi plamenaky a fadem vrubozobi (Anseriformes).
Jde obzvlast’ o podobnost s husami, které maji stejné jako plamenaci plovaci blany,
podobnou strukturu zobdku, chovani a hlas mlad’at (del Hoyo ef al., 1992). S husami
a kachnami sdileji také spolecné parazity a kejhdni za letu (Alderton, 1995). Kvuli
témto divodim dnes plameiaci tvofi samostatny tad Phoenicopteriformes s jedinou
¢eledi Phoenicopteridae. Studie z osmdesatych let ale zacaly poukazovat na moznou
podobnost plamenakti s ustfi¢niky, tenkozobci a pisilami, druhy z fadu dlouhoktidli
(Charadriiformes). Tyto studie jsou zaloZeny na fosilnich dikazech i na podobnosti
v anatomii a v chovani plamendkl a pisily australské. To vedlo k navrhu, aby se
plamenaci stali celedi fadu dlouhokiidli. Podobnost sitadem brodivi zacala byt
pripisovana konvergenéni evoluci (del Hoyo et al., 1992). Podle paleontologickych
nalezi (Veselovsky, 2001) jsou plamenaci ptfibuzni bahnakiim, podiadu fadu
dlouhoktidli.

Del Hoyo et al. (1992) také uvadéji, ze studie ptibuznosti plamenaku s ostatnimi
druhy ptakt vyuzivaly molekuldrnich metod zalozenych napf. na DNA-DNA

hybridizaci. Takto byla potvrzena piibuznost plamendkd s ¢apy a ibisy, ale také



s pelikdny a dokonce i s kondory. Podobnost s fadem vrubozobi se zaCala ptipisovat
vice analogii nez ptibuznosti. Proti tomuto faktu staly vysledky z analyzy Zlucovych
kyselin, které tadily plamenaky spiSe k vrubozobym, z nichZ jsou jim nejpiibuznéjsi
berneSky. Podobnost ve struktuie zlucovych kyselin byla povazovéna za dilezité
kritérium pro posouzeni evolucné biologickych vztahli mezi obratlovci. Vysledky
analyzy zluCovych kyselin vylucuji moznost fazeni plamendkit do fadu brodivi nebo
dlouhoktidli (del Hoyo ef al., 1992). Tyto nazory jsou dnes jiz vyvraceny diky novym
metoddm analyz mitochondridlnich genomua ptdk. Autofi Morgan-Richards et al.
(2008) a Hackett ef al. (2008) povazuji plamenaky za sesterskou skupinu potapek
(Podicipediformes). Za jejich dals$i nejblizsi pribuzny tad uvadéji dlouhokiidlé, kam
patifi druhy jako racek, bahiidk apod. a dale konglomerdt fadi brodivi, veslonozi,

potéplice, tucnaci a trubkonosi (viz Obrazek 1) (Morgan-Richards et al., 2008).

1stiicndici
hahfidci
racci

—@ plamefiaci
& potipka australska

& potipkarohad

Sap vychodnd
solavkyr
peliidrn
fregathyr

potaplice

tuéfidk nejmensi
tuitidk skalnd
albatrosi

buifiaci

Obrazek 1: Kladogram zahrnujici nejpiibuznéjsi druhy plamendkt. Evolu¢ni vztahy
jsou zalozeny na maximalni pravdépodobnostni analyze mitochondridlnich sekvenci.
Cernymi teckami jsou oznaCeni plamenaci a jejich nejpiibuznéjsi druhy (Morgan-
Richards et al., 2008).
3.2 Rad plameiiaci

Plameniaci (Phoenicopteriformes) jsou velci vodni ptaci typicti svou rizovou

barvou, velkym zahnutym zobakem, dlouhyma nohama a krkem, ktery tvoti 17 obratla.
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Neopetené dlouhé nohy maji mezi tfemi prsty plovaci blanu, coz umoziuje
plametiakim nejen béh a chiizi v hluboké vodg, ale i plavani (Stastny et al., 1998).
Jejich zobak s malou horni a velkou dolni Celisti je adaptovany na filtrovani potravy
(del Hoyo et al., 1992; Alderton, 1995). Je zahnuty dold v tupém Uhlu a jeho okraje
lemuji rohovité desticky neboli lamely s vlaskovitym povrchem, kterymi si plamenaci
cedi potravu (Alderton, 1995; Stastny et al., 1998). Tyto rohovité lamely se nachazeji
na horni i dolni Celisti, kde tvoti dvé fady (Gaisler e Zima, 2007). Pfi cezeni potravy si
kromé lamel pomahaji 1 jazykem s masitymi vyb&zky. Potravu ziskdvaji z bahnitého dna
tak, ze horni stranou zobaku jezdi po dn¢ a vifi bahno. Zvifenou vodu procedi mezerami
rohovitych desticek (Hanzak e Hudec, 1963). Pohyb jazyka vpied a vzad funguje jako
pumpa pro vytlaceni vody a na vlaskovitém povrchu lamel se zachyti slozky potravy,
které nasledné plametidk spolkne (Stastny et al., 1998). Zobak je u kazdého druhu
plamendki adaptovany jinak. VéEtsi druhy jim zachycuji vétsi potravu jako koryse,
mekkyse ahmyz, mens$i druhy diky hust§im lameldm dokonce i plankton a
mikroskopické fasy. Potravu sbiraji vétSinou na mél¢inéch, ale nékteti plamendci za ni i
plavou (Hanzdk et Hudec, 1963). Odlisné uspotadani filtru je pro druhy vyhodou,
jelikoz se mohou Zivit na stejnych mistech a nekonkurovat si (Stastny et al., 1998).
Z potravy ziskavaji karotenoidy, diky nimz jsou zbarveni razove. Jde o alfa a beta
karotenoidni pigmenty, napf. canthaxanthin, které pochazeji hlavné ze zelenych fas,
hmyzu a korysu (Kapil, 2005).

Obyvaji vSechny kontinenty az na Australii a Antarktidu (del Hoyo ef al., 1992).
V Evropé vytvaieji kolonie ve Spanélsku a ve Francii (Stastny, 1998). Obéas zavitaji
ido Ceské republiky (Hanzak er Hudec, 1963). Vsichni plamenaci se ale piirozend
vyskytuji v tropickych a subtropickych oblastech. VétSinou jde o nepfiiliS migrujici
ptaky, hnizdi§té¢ mohou ovsem zménit v disledku zmén klimatu (Kapil, 2005). Ziji
ve velkych koloniich u brakickych a slanych vod (Svensson et Grant, 2004). Obyvaji
jak moftska pobiezi, tak i horské oblasti s nadmotskou vyskou 5 000 metrti (del Hoyo et
al., 1992). Zajimavosti je, Ze mohou obyvat nejen siln€¢ zasadita a sland jezera, ale i
jezera s horkou az skoro vatici vodou, kterd jsou bohata na fasy a rozsivky a poskytuji
tak plamenakam zasobu potravy (Stastny ef al., 1998). Plametiaci nehnizdi kazdy rok.
Hnizdo si stavéji z blata do tvaru homole (Svensson etf Grant, 2004) na bahnitych
bfezich popfipadé v mélké vodé. Na 1 vzacnéji na 2 vejcich se stfidaji oba rodice.
Mléd’ata se lihnou po 30 dnech a po 4 dnech opoustéji hnizdo (Hanzdk et Hudec, 1963),
aby vytvorili skupinky mlad’at, o které se dospéli staraji spolecné (Alderton, 1995).
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Nizky pocet mlad’at je pro rodice vyhodou, jelikoz zajistuje vétSi Sanci na preziti
mlad’at i rodic¢i (Geraci et al., 2012). Mlad’ata maji zprvu rovny zobak, ktery se jim
zacne zakiivovat az po tfech tydnech. Rodice je zivi po dobu 14 dnd vyvrhovanym
sekretem (viz Obrazek 2), poté zacnou sama shanét potravu (Hanzék et Hudec, 1963).
Tento sekret se produkuje ve voleti rodici a spoustécim podnétem pro jeho tvorbu

mohou byt hlasy mlad’at.

Obrazek 2: Plamendk karibsky (Phoeniciopterus ruber) krmici mladé vyvrhovanym
sektretem, fotografie potizena v ZOO Ostrava, autor Tomas Krajca.

Zajimavosti je, ze sekret mohou produkovat také star$i i mladsi ptaci, kteti
nejsou rodici, a prikrmovat tak sousedni mlad’ata (Alderton, 1995). Sekret je Cerveny,
obsahuje 8 % bilkovin, 18 % tukd, 1 % cukrl, 2-3 % Cervenych krvinek (Veselovsky,
2001) a jeho barviva se ukladaji v jatrech mlad’at (Alderton, 1995). Jeho produkei tidi
hormon prolaktin, stejny hormon, ktery ovliviiuje produkci sav¢iho mléka (Anonymous,
2012).

Podle Aldertona (1995) jeden par plamenaka spolu muze zit cely Zivot. Naopak Geraci
et al. (2012) uvadeji, ze druh plamendk rGzovy (Phoenicopterus roseus) se béhem

jednoho hnizdniho obdobi pafi jen sjednim partnerem, v dal$im hnizdnim obdobi
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partnera stiida. Ve volné prirod¢ se plamenaci mohou dozit az 40 let, ov§em jsou znamy
pripady ze zajeti, kdy se nektefi jednici dozili az 70 let (Geraci et al., 2012). Nejstarsi
plamenak na sveét€¢ pochazi z australské ZOO v Adelaide a piesahl veék 75 let
(Anonymous, 2012).

V dobéch antiky byli plamenaci Casto loveni kvuli jejich jazyku, ktery byl
povazovan za pochoutku (Alderton, 1995).

3.3 Celed’ plameiakoviti

Celed’ plamenakoviti (Phoenicopteridae) je jedinou &eledi fadu plamefiaci, do
které patii 3 rody plamendka: Phoenicopterus, Phoeniconaias a Phoenicoparrus, které
tvofi celkem 5 druhti plamendkt. Rod Phoenicopterus piedstavuje 2 druhy. Prvnim je
plamendk rtzovy (Phoenicopterus ruber), ktery tvoii 2 geograficky separované
poddruhy: plamendka rtzového (Phoenicopterus ruber roseus), ktery zije v jizni
Evropé, Africe a Asii a plamendka karibského (Phoenicopterus ruber ruber), ktery
obyva stfedni Ameriku a Galapagy. Populace plamenaka karibského Zijici
na Galapagach je obcas oznaCovéana jako samostatny poddruh s nazvem plamenak
galapazsky (Phoenicopterus ruber glyphorhynchus). Je tak oznaCovan na zaklade
velikosti, zbarveni a hnizdéni v malych koloniich. Dal§im druhem rodu Phoenicopterus
je plamenak chilsky (Phoenicopterus chilensis) Zijici v Jizni Americe. Plamenak chilsky
ma odlisnéjsi chovani oproti ttem zminénym poddruhiim rodu Phoenicopterus, a proto
je povazovan za plnohodnotny druh (del Hoyo et al., 1992). Starsi literatura ovSem
plamenidka chilského povazuje za poddruh plamenidka rtzového (Phoenicopterus
ruber), ktery tvofi tfi vyhranéné zemépisné rasy neboli poddruhy: plamenaka rizového
starosvétského  (Phoenicopterus ruber roseus), plamendka rizového tmavého
(Phoenicopterus ruber ruber) a zminéného plamendka rtizového chilského
(Phoenicopterus ruber chilensis) (Hanzak et Hudec, 1963). Do rodu Phoeniconaias
patii jen jeden druh sndzvem plamendk maly (Phoeniconaias minor) obyvajici
vychodni Afriku a severozapadni Indii. Do rodu Phoenicoparrus patii dva druhy,

ey

plamendk andsky (Phoenicoparrus andinus) Zijici ve vysokohorskych oblastech JiZni
Ameriky a plamendk Jamesiv (Phoenicoparrus jamesi) zijici na malém uwzemi
v Andach. Del Hoyo et al. (1992) dale plamenaky rozdéluje do dvou skupin podle
struktury zobdku. Do jedné skupiny patii plamendk rtizovy a plamenak chilsky, kteti
maji relativn€ primitivni Ustroji pro pfijiméani potravy. Do druhé skupiny patii plamenak

maly, plameinidk andsky a plamendk Jamesiv, jejichZ ustroji je vice specializované.
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Zakladnim rozdilem mezi rody Phoeniconaias a Phoenicoparrus je piitomnost nebo

nepiitomnost zadniho prstu.

3.3.1 Plamenak karibsky (Phoenicopterus ruber)

Podle del Hoyo et al. (1992) a Svensson et Grant (2004) je Phoenicopterus ruber
Cesky oznaCovan za plameiidka rGzového. Phoenicopterus ruber roseus je bran jako
jeho evropsky poddruh a Phoenicopterus ruber ruber za jeho karibsky poddruh. Nékteti
autori se spise priklanéji k tomu, aby byli plamenak rtzovy (Phoenicopterus roseus)
a plamendk karibsky (Phoenicopterus ruber) brani za samostatné druhy (Anonymous,
2012; Geraci et al., 2012).

Systematické zarazeni druhu plamenak karibsky (Anonymous, 2013a)

fise: zivoCi$na (Animalia)

oddéleni: dvoustrann¢é soumérni (Bilateria)
pododdéleni: druhousti (Deuterostomia)

kmen: strunatci (Chordata)

podkmen: obratlovci (Vertebrata)

nadttida: ¢tyfnozcei (Tetrapoda)

tiida: ptaci (Aves)

podtiida: pravi ptaci (Ornithurae)

nadiad: letci (Neognathace)

rad: plamendci (Phoenicopteriformes)
Celed”: plamenakoviti (Phoenicopteridae)
rod: plamenak (Phoenicopterus)

druh: plamenak karibsky (Phoenicopterus ruber)

Plamendk karibsky je ze vSech plamenakii nejvyraznéji zbarveny, na rozdil
od svétle zbarveného plamendka rizového ma plamendk karibsky jasné rizovou barvu.
Za letu je jeho krk lehce prohnuty az skoro natazeny. Vydava hlasité skiechotavé zvuky
(Svensson et Grant, 2004). Je nejvétsim ze vSech druhti plamenakt. Dortsta vysky
az 145 cm, vazi 2-4 kg, rozpéti kiidel se pohybuje od 140 do 165 cm. Samice je mensi
ama krat$i nohy neZ samec (del Hoyo et al., 1992). Samec typické riiZové zbarveni
ziskdva pozd€ji nez samice. Ob& pohlavi jsou v dospélosti zbarvena stejné jasné

rizovou barvou. Cerné zbarvené letky jsou viditelné pouze za letu (Anonymous, 2012).
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Obrézek 3: Plovouci plamenaci karibsti (Phoenicopterus ruber).
Zdroj: http://www.flickr.com/photos/sexecutioner/3447751747/

Zije v Karibiku a na Galapagach. Hnizdi v koloniich &itajicich kolem 20 000 pard,
naopak na Galapagach tvoii plamenéci malé kolonie o 100 jedincich. Hnizdi v kvétnu
nejcastéji u usti fek, na ostrivcich vodnich ploch, obcas na skalnatych nebo pisecnych
ostrovech. Hnizdo stavi z blata do tvaru komolého jehlanu, na skalnatych ostrovech ho
stavi z kament a suté¢ (del Hoyo et al, 1992). Aby byla hnizda chrdnéna pted
zaplavenim, jsou az 30 cm vysoka (Alderton, 1995). Na stavbé hnizda i na zahfivani
vajec, kterd velikosti odpovidaji grapefruitu a jsou bilé barvy, se podili par spole¢né
(Anonymous, 2012). Z jednoho, vzacnéji ze dvou vajec se po 32 dnech klubou Seda
mlad’ata, kterd ve véku 5-6 let sexualné dospivaji (del Hoyo ef al., 1992). Mlad’ata se
nelihnou slepd, ale prvnich 8 dni jsou plné€ zavisla na rodi¢ich, kteti je krmi. Po té
zafnou vytvaret s ostatnimi mlad’aty v kolonii "ptaci jesle". Ve véku dvou tydnl se
mlad’atim zacne vyvijet specializovany zobdk a ve véku dvou az tif mésicii uz mohou
1état. Plamendci karib$ti jsou monogamni ptaci. Vyména partnera probihd az po smrti
jednoho z paru (Anonymous, 2012).

Jejich potrava je velice riiznoroda. Zivi se vodnimi korysi, mékkysi, krouzkovci,
larvami nebo kuklami hmyzu. Z rostlinné stravy konzumuji seminka nebo vyhonky

bahennich rostlin, tlejici listy, vodni fasy nebo rozsivky. Jidelni¢ek si pftilezitostné
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mohou zpestfit dospélym hmyzem, napt. mravenci nebo brouky, dale kraby a dokonce
irybami. Aby ziskali bakterie, polykaji bahno. Krmi se s hlavou ponofenou, potravu
filtruji z povrchu vody jen obcas (del Hoyo et al., 1992). Za potravou dokézi i plavat
(viz Obrazek 3).

Patfi mezi c¢astené migrujici druhy. Pokud se vyrazné zméni klimatické
podminky, mohou za noc uletét az 600 km. Béhem hnizdéni pielétavaji pouze
v piipad¢, aby sehnali potravu. Mald populace plamendkii na Galapagich je
nestéhovava (del Hoyo et al., 1992).

Plameniak karibsky ma jen nckolik pfirozenych predatord. Jsou jimi kondofi,
divoka prasata, liSky a jezevci. Plamendk je také loven lidmi pro maso a vejce

(Anonymous, 2012).

3.4 OhrozZeni a ochrana plamenaki

Podle mezinarodni unie pro ochranu ptirody (IUCN) maji populace vétSiny druhii
plamenaki klesajici tendenci a jsou tak nachylné k ohrozeni a situace druhu plamenak
andsky (Phoenicoparrus andinus) vzhledem k pokracujicimu prudkému poklesu
populace a kvality jejich stanovist' je znich nejhorsi, stav Phoenicopterus ruber

a Phoenicopterus roseus je pomérné dobry (Anonymous, 2013b) (viz Tabulka 1).

Tabulka 1: Stav ohrozeni plamenakt podle [IUCN (Anonymous, 2013b).

Druh Kategorie podle IUCN Trend zmény poctu
Phoenicopterus ruber Malo dotéeny Rostouci
Phoenicopterus roseus Malo dotéeny Rostouci

Phoenicopterus chilensis Néchylny k ohrozeni Klesajici
Phoeniconaias minor Néchylny k ohrozeni Klesajici
Phoenicoparrus andinus Zranitelny Klesajici
Phoenicoparrus jamesi Néchylny k ohrozeni Klesajici

Podle del Hoya et al. (1992) zadny zpéti druhii plamenakti neni globalné

ohrozeny. Muize ale dochazet k ohrozeni jednotlivych kolonii. Plamenaci jsou citlivi
na znedidténi zdrojii potravy. Je znam piipad ze Spanélska, kdy byli plamefiaci
vystaveni pusobeni toxickych sinic, které se nachéazely v jejich potravé. V disledku
toho doslo k ithynu mnoha dospélych jedincii (Anonymous, 2012).

Podle del Hoya et al. (1992) se v Karibské oblasti nachazeji 4 velké chranéné
kolonie plamendka karibského, a to v Mexiku, na Kubé, Bahamach a Holandskych

Antilach. Populace ¢itajici 80 000 az 90 000 jedincii zna¢né klesla kviili t€zbé€ soli, ktera
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se rozsitfila v Mexiku v osmdesatych letech 20. stoleti. Vznikaly tak solné panve hlavné
v oblasti Yucatanu, coZ mélo za nasledek eliminaci dvou ze tfi hnizdni oblasti
plamenaki. K ¢astecné redukci ptirozeného prostiedi doslo i na ostrové Bonaire, coz je
jeden z ostrovit Holandskych Antil, kde bylo znemoZznéno plameiidkiim hnizdit.
Organizace IUCN uvadi, Ze populace plamenaka karibského v dneSni dobé roste
(Anonymous, 2013b). Podle Wiedenfeld et Jiménez-Uzcategui (2008) je plamenak
karibsky v Ekvadoru povaZzovan za ohroZeny druh, i kdyz globaln€ ohroZen neni.
Galapéazskd populace plamendki, ktera dle del Hoya et al. (1992) celkem citala 500
jedincti, mize byt ohrozena ptirodnimi katastrofami. Autofi Wiedenfeld et Jiménez-
Uzcategui (2008) uvadéji celkovy pocet plamenakt na Galapagach mezi 320 az 550
jedinci, jejichz predatory jsou zejména prasata.

Plamendk rGzovy vytvatel celkové 25 Siroce oddélenych kolonii. V Indii byl
podet plamefidkt odhadovan na 500 000. V roce 1990 bylo v franu napoéitano 65 000
téchto ptakt. Populace plamenaka rizového v zapadnim stfedomoti v roce 1983 Citala
80 000 jedinch a diky ochrané¢ se znacné zvySovala (del Hoyo et al, 1992).
hnizdici kolonie se nachazi v Camargue v jizni Francii u velké solné¢ panve, kde
od Sedesatych let hnizdi na 10 000 part plamendkd. Zména tohoto prostiedi miize
negativné ovlivnit celou kolonii (Béchet et al., 2009). Celkova velikost populace je dnes
odhadovéna na 500 000 jedinct (Geraci ef al., 2010).

Plamenak chilsky je rozsiteny nejen v Chile, ale i v Argentiné, Peru a Bolivii.
Pocty téchto ptakli se ovSem rapidné snizuji z divodu sbéru vajec. V Bolivii sbéraci
vajec Castecné nebo Upln€¢ zodpovidaji za hnizdni neuspéchy kolonii plamenaki
chilskych. V 70. letech se na Uzemi jizni Ameriky nachazelo 500 000 téchto ptak,
v 90. letech uz jen 200 000. Znacny pokles plamendki byl zaznamendn také v Chile
a Argentiné kvili zménam Zivotniho prostiedi. V kordobské laguné Mar Chiquita pred
zaplavenim dfive hnizdilo kolem 30 000 ptakt (del Hoyo ef al., 1992).

Plamendk maly patfil mezi nejpocetnéjsi druh plamendka, jeho celkova populace
zahrnovala kolem 4 000 000 az 6 000 000 jedinct zijicich v Africe 1 v Asii (del Hoyo
etal., 1992). Dnes v Africe vytvari tfi velké kolonie, které vyzaduji ochranu
(Anonymous, 2013c). Na jezefe Natron se nachazi jedind vychodoafrickd kolonie
Citajici az 1 000 000 ptakd, kterd dnes tvoii 75 % svétové populace. Jezeru Natron

hrozi vystavba zdvodu pro téZzbu sody, coz by naruSilo pfirozené Zivotni prostiedi
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pro plamenaky. Nasledkem by byl ubytek sinic, hlavni potravy plamenakt malych, ktefi
by kvili ztraté zdroje potravy opustili sva hnizdisté (Rands, 2007).

Plamenidk andsky a plamendk Jamestv jsou dle del Hoyo er al (1992)
klasifikovani jako témét ohroZené druhy. IUCN ale plamenédka andského jiZz fadi mezi
zranitelné druhy (Anonymous, 2013b). Oba druhy ziji v Chile, Argentiné€ a Bolivii, kde
kazdy tvoii populaci asi 50 000 jedincti. Kolonie jsou ohrozeny jak pfirozenymi
predatory napf. liSkami, tak i lidmi, ktefi sbiraji vejce a ni¢i okolni prostfedi vystavbou

cest pro tézbu ropy v Bolivii a Chile (del Hoyo et al., 1992).

3.5 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou DNA sekvence tvofené kratkymi repeticemi o velikosti
repetitivni jednotky 1-5 nukleotidii, jejichz celkova délka se pohybuje od desitek
po stovky part bazi (Bennett, 2000). Zane et al. (2002) mikrosatelity oznacuji
za jednoduché repetitivni sekvence (simple sequence repeats, SSRs) s repetitivnim
motivem o velikosti jednotky repetice 1-6 para bazi. Chambers et McAvoy (2000) je
krom¢ SSRs oznacuji i za kratké tandemové repetice (short tandem repeats STRs) nebo
také za jednoduché sekvence délkového polymorfismu (simple sequence length
polymorphisms, SSLPs). Mikrosatelity se podle velikosti repetitivni jednotky déli
na mononukleotidové, dinukleotidové, trinukleotidové, tretranukleotidové,
pentanukleotidové a hexanukleotidové, znichz trinukleotidové jsou nejcastéjsi
v exonech vSech biologickych druhii (Toth et al., 2000).

Patfi mezi idedlni genetické markery, protoze jsou v euchromatinu hojné
rozsifené, jsou vysoce polymorfni a kodominantni. Nachazeji se u prokaryot i eukaryot,
u clovéka jsou roztrouseny po celém genomu (Bennett, 2000) v kodujicich
1 nekodujicich sekvencich (Zane ef al., 2002). Jejich role u eukaryot je méné znama nez
u prokaryot, ale predpokldda se, Ze nckteré mikrosatelity mohou mit jisty vliv
na regulaci genové exprese, coz muze byt vyhodou pro celou populaci. Naopak expanze
trinukleotidovych repetic je v nékterych ptipadech pro lidsky organismus fatalni
(Bennett, 2000) Ptikladem jsou degenerativni onemocnéni jako Huntingtonova choroba
nebo myoticka dystrofie (Toth et al., 2000). U clovéka tedy mohou byt uzZite¢né
v oblastech genetické analyzy, kde se pouzivaji k hledani genti souvisejicich s chorobou
(Bennett, 2000). Pivod délkového polymorfismu u mikrosateliti je pfi¢itin dvéma
mutaénim mechanismiim. Prvni je sklouznuti DNA polymerazy v prubéhu replikace

buiiky (Zane et al., 2002), druhym je rekombinace (Li et al., 2002).
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3.6 Vyuziti mikrosateliti

Od osmdesatych let srozvojem PCR reakce se mikrosatelity staly hojné
vyuzivanymi markery v mnoha oblastech biologického vyzkumu (Jarne et Lagoda,
1996). Mikrosatelity mohou mit velky pocet alel, coz je ¢ini vyhodnéjSimi markery
pro genetické mapovani oproti RFLP markertim, které maji pouze dvé¢ alely (Brown,
2007).

Jsou vyuzivany pii studiu velkého poctu biologickych druhd, od hub, ptes
rostliny aZz po Zivo€ichy (Zane et al., 2002). V kriminalistice jsou dulezité
pfi identifikaci podezielych osob, mohou byt vyuzity pii vyzkumu vyvoje Elovéka
a vytvafeni evoluCnich stromd (Koreth er al, 1996), pro genetické mapovani
hospodartskych zvitat i rostlin (Chambers ez McAvoy, 2000) a pii pozi¢nim klonovani
(Koreth et al., 1996). V oblasti humanni mediciny jsou studovany ve spojitosti
s genetickymi chorobami. V populaéni genetice se vyuZzivaji pro studium struktury
populaci (Jarne et Lagoda, 1996) a Casté je jejich vyuziti i pfi paternitnich sporech

(Oliveira et al., 2006).

3.6.1 Vyuziti mikrosatelitii v ornitologickych studiich

Mikrosatelity jsou castymi molekuldrnimi markery v ornitologii, pfestoze je
jejich frekvence v genomu ptakl nizkd (Zane ef al., 2002). Béhem devadesatych let se
staly  nejpouzivanéj§imi  molekularnimi  markery v populacné¢  genetickych
ornitologickych studiich, pfestoze je jejich $ir§i aplikace znemoznéna nedostatkem
univerzalnich PCR primert, které¢ by byly schopny amplifikovat homologni produkty
u vétstho poctu druhl ptdkd. Tento problém fesi cross-species PCR amplifikace
mikrosatelitlh mezi pfibuznymi druhy ptakt. Mikrosatelit izolovany z DNA donorového
druhu ptaka je pouzit k amplifikaci DNA cilového druhu ptaka, ktery je donorovému
druhu piibuzny. Pozitivni amplifikace daného mikrosatelitového lokusu vykazujici
polymorfismus u cilového druhu poukazuje na fylogenetickou pfibuznost mezi obéma
druhy. Pokud cross-species PCR amplifikace mezi druhy Gspés$na neni, lze tyto druhy
povazovat za fylogeneticky méné ptibuzné (Primmer et al., 2005). Prvnimi primery,
které byly vyuzity pii cross-species PCR amplifikaci, byly primery odvozené z DNA
vlaStovky obecné a lejska cernohlavého (Primmer et al., 1996). Cross-species PCR
amplifikaci ovliviluje pozitivné snizeni teploty annealingu, coz je teplota nasedani
primert pii PCR reakci. Snizenim této teploty se Sance na uspéSnou cross-species PCR

amplifikaci zySuje (Primmer et al., 2005).
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3.6.2 Studium polymorfnich mikrosateliti u plameniaki pomoci cross-

species PCR amplifikace

Analyzou polymorfnich mikrosatelitd u plameiidkii pomoci cross-species PCR
amplifikace se jako svétove prvni zabyvala bakalaiska prace Drobek (2008), kterd byla
vypracovana v Laboratofi populac¢ni genetiky na Katedife bunécné biologie a genetiky
Univerzity Palackého v Olomouci pod vedenim RNDr. Petra Nadvornika, Ph.D.
Od tohoto roku se studenti zapojeni do bakaldiskych a diplomovych praci intenzivné
zabyvaji touto tématikou a hledaji nové mikrosatelitové lokusy od ptibuznych druht
ptaki, které by mohly byt polymorfni u plamenak a néasledné vyuzitelné pro populaéni

a paternitni studie.

3.6.2.1 Studium polymorfnich mikrosatelitii u plamenaka riZového

Drobek (2008) testoval mikrosatelitové lokusy odvozené z DNA ptibuznych
druhii plamendkt ztadd brodivi, veslonozi a potipky na 6 nepiibuznych jedincich
plamenidka rizového (Phoenicopterus roseus). Bylo nalezeno 7 polymorfnich lokusi,
znichz 2 byly odvozeny z DNA nesyta lesniho (Mycteria americana), 3 z DNA
kormorédna galapazského (Phalacrocorax harrisi) a po 1 z DNA kormorana velkého
(Phalacrocorax carbo) a volavky velké (Ardea herodias). Drobek (2010) se kromé
genotypizace mikrosateliti oznaenych za polymorfni v praci Drobek (2008) také
zaméfil na dalsi ptibuzné druhy plamendki. Testoval 214 novych markerti odvozenych
z DNA zastupct tada brodivi, veslonozi, potapky, vrubozobi, potaplice, dlouhoktidli
atuciaci. Z téchto testovanych markerti bylo u plamendka rizového polymorfnich
dalSich 23 mikrosatelitd. 4 z nich byly odvozeny z DNA volavky Zlutozobé (Egretta
eulophotes), 4 z DNA fregatky obecné (Fregata minor), 3 z DNA kolpika malého
(Platalea minor), 3 zDNA tereje modronohého (Sula nebouxii), 2 z DNA ibise
¢inského (Nipponia nippon), 2 z DNA pelikdna bilého (Pelecanus onocrotalus) a po 1
z DNA alkounka drobného (4ethia pygmaea), ¢apa bilého (Ciconia ciconia), kormorana
usatého  (Phalacrocorax  auritus), pelikdna  severoamerického  (Pelecanus
erythrorhynchos) atereje C¢ervenonohého (Sula sula). Jeden lokus odvozeny z DNA
nesyta lesniho, ktery Drobek (2008) u plamenidka rizového oznacuje s dalSimi Sesti
lokusy jako polymorfni, byl po genotypizaci provedené na 22 neptibuznych jedincich
plamendka rizového vyloucen jako monomorfni. Drobek (2010) také na DNA

plamendka rdzového testoval 10 mikrosateliti odvozenych z DNA plameiaka
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karibského. Jednalo se o 10 lokusi publikovanych ve dvou dizerta¢nich pracech (Kapil,
2005; Preston, 2005). Pro n€které ztéchto lokusti zjistil odlisné charakteristiky a
poukézal na mozné chyby. Z jeho vysledkl vyplyva, Ze lokusy Prup7, Prup8 a Prup9
oznacené v praci Preston (2005) za samostatné lokusy pfedstavuji ve skute¢nosti jeden
lokus, pro ktery byly navrzeny tii rizné pary primert a autorka je brala omylem jako tfi
nezavislé genetické markery (Drobek, 2010). S témito osmi lokusy tak celkové Drobek
(2010) popisuje 37 novych polymorfnich mikrosatelitii u plamenidka rizového.

ManiSova (2011) ovéfovala 37 mikrosatelitovych lokusii odvozenych z DNA
plamendka rtzového (Geraci et al., 2010) na 6 nepfibuznych jedincich plameniaka
razového, jehoz DNA byla ziskdna ze ZOO Dvur Kralové nad Labem a ze ZOO
Liberec. Ztéchto 37 mikrosateliti jich bylo polymorfnich 36, lokus PrC12
polymorfismus nevykazoval a procentudlni uspésnost amplifikace byla 97,3 %. Autorka
dale testovala 47 parti novych mikrosatelitii, které byly polymorfni u ptibuznych tada
a dosud nebyly na plamendku rizovém testovany. 12 znich bylo odvozeno z tadu
brodivi a 35 z f4du veslonozi. Z f4du brodivi byly polymorfni 2 mikrosatelity odvozené
z DNA volavky cervenavé (Egretta rufescens), ztadu veslonozi byly polymorfni 2
mikrosatelity odvozené z DNA kormorana chocholatého (Phalacrocorax aristotelis) a 1
mikrosatelit z DNA faetona zlutozobého (Phaethon lepturus). ManiSova (2011) tak
popisuje 41 novych polymorfnich mikrosatelitii pro plamenidka rdzového.

Drobek (2010) a Manisova (2011) nalezli celkem pro plamenaka razového 78
polymorfnich mikrosatelitovych lokust.

3.6.2.2 Studium polymorfnich mikrosatelitii u plamenaka karibského

U plamendka karibského Drobek (2008) nalezl 10 polymorfnich
mikrosatelitovych lokusi. 4 byly odvozeny z DNA nesyta lesniho, 2 z DNA ibise
rudého (Eudocimus ruber) a po 1 odvozeném z DNA kormorana velkého, kormorana
galapazského, volavky velké a kolpika rizového (4jaia ajaja).

Drobek (2010) popisuje 25 nové nalezenych lokusti u plamenaka karibského, 4
odvozené z DNA volavky zlutozobé, 4 z DNA fregatky obecné, 3 z DNA ibise
¢inského, 3 z DNA tereje modronohého, 2 z DNA pelikéna bilého, 2 z DNA kolpika
malého, po 1 z DNA alkounka drobného (4ethia pygmaea), kormoréna usatého, ibise
rudého, potéplice ledni (Gavia immer), ¢apa bilého, pelikdna severoamerického a tereje
cervenonohého. 2 mikrosatelity, které oznacil Drobek (2008) ve své préci spolecné

s dalS§imi osmi jako polymorfni, byly po genotypizaci na 30 nepiibuznych jedincich
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plamendka karibského oznaceny za monomorfni (Drobek, 2010). Jednalo se
o mikrosatelity odvozené z DNA kolpika riizového a nesyta lesniho. Celkové je tedy
v praci Drobek (2010) popsano 33 polymorfnich mikrosatelitt pro plamendka
karibského odvozenych z DNA ptibuznych druhti. Drobek (2010) se také zabyval
amplifikaci a charakterizaci lokusti odvozenych ptimo z DNA plamenaka karibského.
Jednalo se o 10 lokusti publikovanych ve dvou dizerta¢nich pracech (Kapil, 2005;
Preston, 2005), které testoval i na plamendku rtiZzovém. VSech 10 lokust bylo u
plamenidka karibského polymorfnich, ale kvili zminéné chybé autorky, kterou uvadim
v kapitoly 3.6.2.1, je téchto 10 lokust ve skute¢nosti povazovano za 8. S t€émito osmi
lokusy izolovanymi z DNA plamendka karibského je podle Drobka (2010) k dispozi
celkem 41 polymorfnich lokust pro plamenaka karibského.

Matoskova (2011) se zabyvala hleddnim dalSich polymorfnich mikrosatelitii pro
plamenaka karibského. Na 6 neptibuznych jedincich plamenaka karibského testovala 78
pard primert, které byly polymorfni u ptibuznych druhti z tadi plamenaci, veslonozi
a brodivi. Z fadu plamenici tak bylo testovano 37 lokust, z fadu veslonozi 29 lokust
a z fadu brodivi 12 lokusti. Polymorfismus u plamendka karibského vykazovalo z téchto
tii fadt celkem 35 lokust. 31 bylo odvozeno z DNA plamenédka rizového, 2 z DNA
faetona zlutozobého a po 1 z DNA kormorana usatého a volavky cervenavé.

Drobek (2010) a Matoskova (2011) pro plamenaka karibského celkem nalezli 76
polymorfnich mikrosatelitovych lokusii. Tabulka 2 uvadi fady, zdrojové druhy a pocty
polymorfnich mikrosatelitd u plamenaka karibského, izolovanych ze zdrojovych druht

ptakd.
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Tabulka 2: Piehled celkového poctu 76 polymorfnich mikrosatelitovych lokust
u plamenaka karibského nalezenych od zdrojovych druhti zatfazenych do tadia (Drobek,
2008; Drobek, 2010; Matoskova, 2011).

> Qe Pocet
Rad Zdrojovy druh lokusi
M v e 1
Cap bily (Ciconia ciconia)
Ibis Cinsky (Nipponia nippon) 3
Ibis rudy (Eudocimus ruber) 3
Brodivi 2
(Ciconiiformes) Kolpik maly (Platalea minor)
Nesyt lesni (Mycteria americana) 3
Volavka Cervenava (Egretta rufescens) !
Volavka velka (Ardea herodias) !
Volavka zlutozobd (Egretta eulophotes) 4
Dlouhoktidli 1
(Charadriiformes) Alkounek drobny (Aethia pygmaea)
Potaplice 1
(Gaviiformes) Potaplice ledni (Gavia immer)
Plamenéci Plamenak karibsky (Phoenicopterus ruber) 8
Phoenicopteriformes
P 31
Plamendk rizovy (Phoenicopterus roseus)
Faeton Zlutozoby (Phaethon lepturus) 2
Fregatka obecna (Fregata minor) 4
Kormoran galapazsky (Phalacrocorax harrisi) !
Kormoran usaty (Phalacrocorax auritus) 2
Veslonozi |
(Pelecaniformes) Kormoran velky (Phalacrocorax carbo)
Pelikan bily (Pelecanus onocrotalus) 2
Pelikan severoamericky (Pelecanus erythrorhynchos) !
Terej Cervenonohy (Sula sula) !
Terej modronohy (Sula nebouxi) 3
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3.6.3 Analyza a charakteristika mikrosateliti u plamenaku de novo

Autofti ¢lanku Kapil et al. (2010), ktery je dostupny pouze ve formé preprintu,
popisuji 9 polymorfnich mikrosatelitovych lokust ziskanych z parcidlni genomické
knihovny plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber). DNA byla izolovdna pomoci
chloroformové extrakce ze vzorkd krve 60 jedinci plamendka karibského Zijicich
v kolonii na poloostrové Yucatan v Mexiku. Vyizolovand DNA byla pouzita pro
vytvofeni parcialni mikrosatelitové knihovny. DNA byla nasledné nastipana enzymem
Tsp 5091 a fragmetny byly elektroforeticky separovany. Poté byly k vybranym
fragmentim o velikosti 400-1000 bp pfidany /linkery, které obsahovaly vazebné misto
dilezité pro PCR amplifikaci. Pomoci T4 DNA ligazy byly pfipojeny k fragmentiim
DNA. Konstrukty DNA s napojenymi /inkery byly podrobeny polymerazové fetézové
reakci, kterd obsahovala kromé hlavnich komponenti 7ag DNA polymerazy,
hotecnatych iontd, ptislusného pufru, deoxyribonukleosidtrifosfatt a vody také forward
linker jako amplifikacni primer. Po PCR amplifikaci byly PCR produkty denaturovany
a inkubovany s magnetickymi kulickami - oligonukleotidy biotynylovanymi na 5’
konci, které se na mikrosatelity navazaly. Takto obohacenda DNA o mikrosatelitové
lokusy byla néasledn¢ amplifikovdna pomoci PCR reakce, poté naStipana enzymem 7sp
5091, ligovana do vektoru a transformovana do kompetentnich bunek bakterie
Escherichia coli. Kolonie byly pfeneseny na specidlni membrany, které byly
hybridizovany specialnimi sondami navrzenymi pro rtizné mikrosatelitové sekvence.
Autoradiografie byla provedena pomoci vysokorychlostniho autoradiografického filmu
a pomoci izolaéniho protokolu byly ziskdny pozitivni klony. Nasledné byla
osekvenovana plazmidovda DNA se standartnimi primery pro plazmid. Po ziskédni
sekvenci klonti obsahujicich mikrosatelity byly programem PRIMER3 navrzeny
primery ke kazdému mikrosatelitu. Nakonec byla provedena PCR s pouzitim takto
navrzenych primert a PCR produkty byly separovany v nedenaturujicim
polyakramidovém gelu a vizualizovany pomoci ethidium bromidu. Takto bylo podle
Kapil et al. (2010) ziskédno 9 polymorfnich lokust pro plamendka karibského. 7 téchto
lokust se skladd z uniformnich trinukleotidovych repetic, zbylé 2 lokusy jsou sloZzeny
ze dvou repetic jiného nukleotidového sloZeni. VSechny lokusy se podle autorti
nachdzely v Hardy-Weinbergové rovnovdze a analyza vazebné nerovnovahy
neprokazala vazbu uzadného zpart lokusid. Drobek (2010) uvadi, ze vysledky

dizertani prace Preston (2005) zaznamenané v preprintu (Kapil et al., 2010) jsou
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nepiesné a z Casti chybné. Preston (2005) chybné popsala tii jednotlivé lokusy, které
ve skuteCnosti predstavovaly jeden a tentyz lokus s jinak navrzenymi primery. Tvrzeni
autorl, Ze tyto lokusy nejsou ve vazbé, je proto chybné (Drobek, 2010). Dale jeden
z lokusti obsahoval podle Drobka (2010) velky pocet nulovych alel, jejichZ distribuce se
lisila od Hardy-Weinbergovy rovnovahy na hladiné vyznamnosti 1 %. Tvrzeni autort
(Kapil et al., 2010), ze se vSechny lokusy nachazely v Hardy-Weinbergové rovnovaze,
je také chybné (Drobek, 2010).

Studiem mikrosateliti u plamenakti se nezavisle na vyzkumech provadénych
v Laboratofi populacni genetiky zabyval tym védct z Francie, ktery izoloval 37
polymorfnich lokust z DNA plameniaka razového (Phoenicopterus roseus) metodou
de novo. Vysledky publikovali Geraci ef al. (2010). Autofi hledali molekularni
mikrosatelitové markery za ucelem studia populacni struktury plamendaki, genetické
diverzity populace a genového toku. Cilem jejich laboratorni prace bylo zkonstruovat 4
parcidlni genomické knihovny pro mikrosatelitové sekvence. Z krve 10 mlad’at jedné
hnizdici kolonie ve Francii byla fenol-chloroformovou metodou vyizolovéana
vysokomolekularni DNA, kter4 byla ¢aste¢né Stépena smési sedmi restrikénich enzymi
na fragmenty s tupymi konci. Tyto fragmenty byly nésledné¢ pfipojeny k adaptoriim,
které obsahovaly na 5'konci restrikéni misto pro endonukledzu Hindlll. K témto
fragmentim byly pfiddny magnetické kulicky s biotinylovanym mikrosatelitovym
oligonukleotidem na 5’konci, ktery mél fragmenty vychytat. Fragmenty obohacené
o mikrosatelity byly nésledné¢ amplifikovany pomoci PCR za pouziti primert
komplementarnich k adaptorim. Po amplifikaci byly adaptory pomoci Hindlll z PCR
produktu odstranény a produkt mohl byt ligaci vloZen do plazmidi pUC19, které byly
poté za pomoci elektroporace vlozeny do kmene DH5 o bakterie Escherichia coli.
Modrobilou selekci byly vybrany rekombinantni klony a podrobeny néhodnému
sekvenovani. Nakonec miktosatelity obsahovalo 86,17 % pozitivnich kloni. Pro 60
mikrosateliti byly navrzeny primery programem Designer PCR a syntetizovany.
Navrzené primery byly na 5’konci fluorescenéné oznaceny, podrobeny PCR reakci
a elektroforetické separaci v agard6zovém gelu. Pozitivni produkty byly poté separovany
na automatickém sekvenatoru, kdy vhodny vysledek poskytovalo 37 part primert

pouzitelnych pro dalsi populaéni studie (Geraci et al., 2010).
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3.6.4 De novo izolace a cross-species PCR amplifikace mikrosatelitovych

lokusti u druhi z fadu brodivych

Ptaci z tadu brodivi jsou plamendkiim velice ptibuzni. Podle Gaislera (1983)
ncktefi autofi dokonce plamendky do brodivych diive zatfazovali, nebo je m¢li v umyslu
zatadit do podiadu fadu brodivi (del Hoyo et al., 1992). Podle zjisténi Drobka (2010)
jsou mikrosatelity odvozené z DNA druhi ztadu brodivi velmi UspéSné pii cross-
species PCR amplifikaci u obou testovanych druht plamenakt. U plamendka rizového
byla uspéSnost cross-species PCR amplifikace testovanych mikrosatelitl odvozenych
z DNA druhti z fadu brodivi 8,75% a u plamenaka karibského 12,40%. Z tohoto diivodu
jsou primery odvozené z DNA druhtl z fadu brodivi jedny z nejdtlezitéjsich pro cross-
species PCR amplifikaci u plamenak, protoze se od nich o¢ekava polymorfni produkt.
Ztohoto divodu se ma diplomova price také zabyvda nové nalezenymi
mikrosatelitovymi lokusy, které byly de novo odvozeny od volavky rusohlavé
(Bubulcus ibis) (Campanini et al., 2012) a ¢apa vychodniho (Ciconia boyciana) (Wang

et al.,2011). Prehled téchto nove izolovanych mikrosatelitd je uveden v Tabulce 3.

Tabulka 3: Mikrosatelitové lokusy odvozené z DNA volavky rusohlavé a capa
vychodniho. Sloupce tabulky wuvadéji: tad; zdrojovy druh, ze kterého byl
mikrosatelitovy lokus izolovan; nazev mikrosatelitového lokusu; autora a rok publikace.

- S Mikrosatelitovy Autor, rok
Rac R lokus publikace
Volavka B%O 1, B@O8, B% 13, ..
rusohlavé B¥15, B¥1 8, B%20, Campanini et al.,
(Bubulcus ibis) B122,. B126,. Bi28, 2012
Bi29, Bi30
Brodivi
(Ciconiiformes)
Cép vichodni Cbo102, Cbo108,
(Ciconia Cbo109, Cbol21, Wang et al.,
boyciana) Cbol133, Cbol51, 2011
Cbol168, Cbo235
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3.6.4.1 De novo izolace a cross-species PCR amplifikace mikrosatelitii u volavky
rusohlavé

Campanini et al. (2012) de novo izolovali 11 polymorfnich mikrosatelitovych
lokusti odvozenych z DNA volavky rusohlavé (Bubulcus ibis). Pro praci pouzili DNA
ze dvou jedincii volavky rusohlavé z Brazilie pouzitim fenol-chloroformové izolace.
Byly vytvofeny dvé parcidlni genomické knihovny obohacené biotinylovanymi
sondami. Fragmenty, které s biotinylovanymi sondami hybridizovaly, byly vychytany
na streptavidinové paramagnetické kulicky. Nasledné byla provedena PCR s primery
komplementarnimi k sonddm. VSechny rekombinantni klony byly osekvenovany.
Mikrosatelity byly ziskany pomoci CID softwaru a primery navrhnuty programem Gene
Runner 3.05.

Charakterizace mikrosatelith byla provedena pomoci PCR s vyuzitim
navrzenych primeri. Byla vyuzita DNA izolovana z krve 35 jedinct volavky rusohlavé,
zijicich v kolonii v jihovychodni Brazilii. Z 32 testovanych lokusi bylo 11
polymorfnich. Lokusy mély od 2 do 4 alel a nachazely se v Hardy-Weinbergové
rovnovaze. U zadného lokusu nebyly zaznamenany nulové alely. Tyto lokusy byly také
testovany pomoci metody cross-species PCR amplifikace na dalSich 8 druzich ptaki
z ¢eledi volavkovitych. 7 z nich bylo polymorfnich u jinych druhd volavek a byly pro
tyto druhy navrZeny jako markery pro genetické a populaéni studie.

Volavka rusohlava piivodné pochazi z Afriky a Asie a v Americe je invazivnim
druhem. Tyto nové ziskané markery mohou tak slouzit ke studiu jeji populacni
struktury. Vysoky amplifikaéni uspéch u ptibuznych druht volavek poukazuje na
moznou vyuzitelnost markerti pomoci cross-species PCR amplifikace 1 u jinych druht

ptaki (Campanini ef al., 2012).

3.6.4.2 De novo izolace a cross-species PCR amplifikace mikrosatelitovych
lokusi u ¢apa vychodniho

Wang et al. (2011) de novo izolovali 8 polymorfnich mikrosateliti u ¢apa
vychodniho (Ciconia boyciana). Tento druh &apa patii mezi ohrozené druhy. Zije na
severu Ciny a jihovychodé Ruska a jeho poéty rok od roku klesaji. V roce 2001 byly
jeho poéty odhadovany pouze na 3 000 jedinci. Huang et Zhou (2011) pokles populace
prisuzuji hlavné znecisténému prosttedi a lovu. Je proto dualezité znat genetickou

diverzitu, kterd napomiiZe strategii ochrany téchto vzacnych ptakti (Wang et al., 2011).
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Tato diplomova prace mimo jiné testuje také 8 markerd odvozenych de novo
zDNA c¢apa vychodniho na DNA plamendka karibského. Nékteré znich byly
u plamendka karibského oznaceny jako polymorfni a nasledné podrobeny genotypingu
a statistickému vyhodnoceni.

Biologicky material, tkan nebo krev, byl odebran z 23 jedinci ¢apa vychodniho.
Byla provedena fenol-chloroformova izolace DNA. DNA jednoho jedince byla
naStipana restrikéni endonukledzou a k fragmentim byly pfipojeny AFLP adaptory.
Nésledné byly ptfidany primery komplementirni k adaptorim a byla provedena
amplifikace. Produkty byly hybridizovany k oligonukleotidim znaenym biotinem a
vychytany streptavidinovymi magnetickymi kulickami. Nasledn¢ byla opét provedena
amplifikace a PCR produkty byly ligaci vlozeny do vektoru, ktery byl nésledné
transformovan do kompetentnich bakteridlnich bun¢k. Modrobilou selekci byly vybrany
bilé klony pro vytvoreni mikrosatelitové knihovny. Klony byly skrinovany pouzitim tii
primeri. Produkty byly nanaseny na gelovou elektroforézu, kde pozitivnim vysledkem
byly dva prouzky na gelu, coZ znacilo, ze dany klon obsahuje mikrosatelit. Celkem bylo
osekvenovano 110 pozitivnich klonl, ale primerd pro mikrosatelity bylo navrzeno
pouze 14 parti pomoci CID softwaru. Z téchto 14 pouzitelny polymorfni produkt na 23

jedincich davalo pouze 8 part primera (Wang et al., 2011).
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4 Material a metody

4.1 Material

V laboratofi jsem pracovala s DNA vyizolovanou z krve 30 jedinct plamenéaka
karibského. Vzorky téchto jedincti pochazeji ze Zoologickych zahrad Praha a Liberec.
Krev odebrana pracovniky ZOO ztarzalni zily byla nasledné¢ umisténa v lyzacnim
Queen’s pufru. DNA byla zkrve ziskdna za pomoci fenol-chloroformové izolace
s predpliisobenim proteindzou K, ktera byla provedena vedoucim prace RNDr. Petrem

Nadvornikem, Ph.D.

4.2 PCR amplifikace mikrosatelitovych lokusi

Slozeni PCR reak¢ni smési pro 30 vzork:

Deionizovana voda 209,5 ul
Reaction Buffer A 10x 31,5 ul
Roztok MgCl, (25 nmol/l) 18,75 ul
Roztok dNTPs (20 mmol/l) 3,25 ul
Primer F (10 pmol/l) 15,5 ul
Primer R (10 umol/I) 15,5 ul
aTaq DNA polymeraza 5U/ul 5ul

Vsechny vyse uvedené slozky PCR reakéni smési jsem napipetovala do 1,5ml
mikrozkumavky, tu jsem zvortexovala a zcentrifugovala. Do 30 PCR mikrozkumavek
jsem napipetovala po 1 mikrolitru roztoku DNA o koncentraci 10-20 ng/pul od kazdého
jedince a nasledné jsem do vSech pfidala 9 mikrolitri reakéni smési. Zkumavky jsem
uzaviela vickem, zvortexovala, zcentrifugovala a nakonec vlozila do termocykléru,

jehoz casovy a teplotni profil je zndzornén na nasledujicim schématu.

94 °C 5 minut
94 °C 30s
35 cykla 50 °C 30s

72 °C 30s
72 °C 7 minut
10 °C neomezené
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4.3 Zpracovani PCR produkti

Tento postup je optimalizovan pro pouziti vyhfivané sekvenacni
elektroforetické komirky S2 Whatman Biometra, s rozméry skel 330 x 390 mm

a 330 x 420 mm a tloustkou gelu 0, 4 mm.

1. Malé sklo jsem kartaCem s pomoci saponatu vydrhla pod tekouci vodou,
opléachla deionizovanou vodou a osusila papirovym ubrouskem. Plochu, ktera se
bude dotykat gelu, jsem dvakrat oSetfila ethanolem a poté na ni nanesla
molekularni lepidlo, tj. roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu. Po péti
minutach jsem plochu Ctytikrat osetfila ethanolem.

2. Velké sklo jsem omyla z obou stran deionizovanou vodou, vydrhla ho kartdcem
a osusila. Plochu, které se bude dotykat gel, jsem oSetfila ethanolem a nanesla
na ni pfipravek pro odpuzovani vody ze skel. Po péti minutadch jsem plochu
opléachla deionizovanou vodou ze stficky, osusila ji a umistila na ni po stranach
dva spacery. Malé sklo jsem oSetfenou stranou doll polozila na velké sklo a ob¢
k sob¢ pripevnila pomoci klipst.

3.V kédince jsem si pfipravila 60 ml 6% polyakrylamidového gelu. Roztok jsem
promichala a zacala jej opatrné nalévat mezi skla, dokud se cely prostor mezi
nimi nevyplnil.

4.  V misté, kde jsem nalévala gel, jsem vlozila hfebinek rovnou stranou asi 0,7 cm
hluboko, aby po zaschnuti gelu vznikla rovna hrana pro pozdéjsi aplikaci
hiebinku. V misté hiebinku jsem skla sepnula klipsy a gel nechala hodinu
tuhnout.

5. Po hodin¢ jsem ze skel sundala klipsy, kartdiCem je ocistila od zbytk
polyakrylamidu, osuSila je a vertikaln€ upevnila do elektroforetické komurky
tak, aby se malé sklo dotykalo hlinikové desky. Aby neodtékal pufr, utahla jsem
bocni uzaver.

6. Katodovy a anodovy prostor jsem naplnila 0,5x TBE pufrem, vytahla hiebinek,
volny prostor mezi skly profoukla stfikackou a nakonec zapojila kabely ke kazdé
elektrod€. Nastavila jsem vykon na 90 W, elektricky proud na 150 mA, napéti
na 3000 V a pfi tomto nastaveni jsem nechala sklo ptl hodiny nahtivat.

7. Mezitim jsem do zkumavek k PCR produktim pfidala 5 pl nanasSeciho pufru.

Po piill hodiné jsem vypnula zdroj, profoukla prostor mezi skly stfikackou
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avlozila hiebinek asi 1 mm hluboko do gelu. PCR produkty po ptedesié
denaturaci jsem umistila do ledu a nasledné je nanesla na gel.

8. Po naneseni jsem op¢t zapojila elektrody, hodnoty elektrického proudu a napéti
jsem neménila, ale vykon jsem nastavila na 70 W. PCR produkty se tak délily
pfi stejnosmérném elektrickém proudu. Po ubchnuti doby elektroforetické
separace, kterd se u analyzy mikrosateliti pohybovala v priméru kolem tfi
hodin, jsem vypnula zdroj, nechala odtéct pufr a vyjmula skla z komurky.

9.  Malé sklo jsem noZzem oddélila od velkého a umistila ho na tfepacku do misky
s predem pfipravenym fix/stop roztokem 10% kyseliny octové, kterda ma za ukol
produkty v gelu zafixovat a odstranit zbytky mocoviny. Po dvaceti minutach
jsem roztok kyseliny octové slila zpatky do Erlenmayerovy baiiky a sklo s gelem
promyla deionizovanou vodou. Poté jsem ho na tfepacce zalila 1% roztokem
kyseliny dusi¢né, aby se odstranilo nespecifické pozadi.

10. Po péti minutdch jsem roztok kyseliny dusi¢né vylila do diezu a sklo opét
promyla deionizovanou vodou. Poté jsem sklo zalila roztokem 0,1% dusi¢nanu
sttibrného, do kterého jsem tésné pted tim napipetovala 1,2 ml formaldehydu.
Gel jsem vtomto roztoku ponechala na tiepatce po dobu tficeti minut. Po
uplynuté dobé jsem roztok dusi¢nanu stfibrného vratila zpatky do lahve, sklo
s gelem kratce oplachla v deionizované vodé a nakonec ho zalila vychlazenou
vyvojkou. Postupné se zacaly objevovat tmavé hnédé prouzky PCR produktu.
Az byly dostatecné zfetelné, reakci jsem zastavila fix/stop roztokem kyseliny
octove.

11. Po dvou minutach jsem roztok vylila a sklo ponofila na minutu do deionizované
vody. Po té jsem sklo dala do susarny, kde se gel pii 80 stupnich za 30 minut
ususil. Suché sklo bylo vyhodnoceno na negatoskopu a u kazdého ze tficeti
jedinct byl urcen genotyp, pocet alel v populaci, kone¢na teplota annealingu a
Cas elektroforetické separace.

12.  Sklo s gelem bylo naskenovano a nasledné vloZeno do roztoku NaOH, kde se

gel od skla kompletné¢ odlepil. Sklo tak mohlo byt pouzito znovu.

4.4 Statistické vyhodnoceni mikrosateliti a analyza vazby

U 42 ziskanych polymorfnich mikrosateliti amplifikovanych na DNA 30 jedincii
plamenidka karibského jsem urcila alelové konstituce a podrobila je statistickému

vyhodnoceni v programu Cervus 3.0.3 (Kalinowski et al., 2007). Tento software
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spocital u kazdého mikrosatelitového lokusu pozorovanou heterozygotnost (Ho),
oc¢ekavanou heterozygotnost (Hg) a zjistil, zda jsou lokusy v Hardy-Weinbergoveé
rovnovaze. Program spocital i polymorfni informa¢ni obsah (PIC), jehoZ hodnotou je
&islo pohybujici se od 0 do 1. Cim je toto &islo vyssi, tim je dany mikrosatelit vhodngjsi
pro popsani populacnich charakteristik. Program také urcil u kazdého mikrosatelitu
pravdépodobnosti chyb v urovani rodi¢ovstvi a frekvenci nulovych alel. Pro praxi se
daji pouzit mikrosatelity s frekvenci alel od 5 do 10 %, ale idedlni je, kdyz se u
mikrosatelitu nevyskytuji zddné nulové alely.

Program GenePop (Rousset, 2008) jsem pouzila pro analyzu vazby mezi v§emi
charakterizovanymi dvojicemi mikrosateliti oznaCenymi za polymorfni v mé

diplomov¢ praci a v diplomové praci Alese Drobka (2010).

4.5 Pouzité chemikalie

e Akrylamid (Serva)

e aTaq DNA polymeraza (5U/ul), M1241 (Promega)

e Bromfenolova modrf (Serva)

e C(Clear Vue, Rain Repellent (Turtle WAX)

e Deionizovana voda

e Deoxyribonukleosid trifosfaty (100 mmol/l, 400 pl kazdého), U1240
(Promega)

e Dusicnan sttibrny (Lachema)

e Ethanol — 96% roztok (Lihovar Vrbatky)

e Ethylendiaminotetraoctan sodny (Na,EDTA) (Lachema)

e Ethylendiaminotetraoctova kyselina (Lachema)

e Fenol (Sigma)

e Formaldehyd (Lachema)

e Formamid (Lachema)

e Hydroxid sodny (Lachema)

e Chlorid sodny (Lachema)

e Chloroform (Lachema)

e Kyselina borita (Lachema)

e Kyselina dusi¢na — 65% roztok (Lachema)

e Kyselina octova — ledova (Lachema)
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Laurylsiran sodny (SDS) (Lachema)
3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)
Mocovina (Lachema)

N-lauroylsarkosin (Sigma)

N, N’- methylenbisakrylamid (Serva)

N, N, N’, N’- tetramethylethylendiamin (TEMED) (Serva)
Octan sodny (Lachema)

Peroxodisiran amonny (Serva)

Proteinaza K (Sigma)

Thiosiran sodny (Lachema)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)
Uhli¢itan sodny (Lachema)

Xylenova modf (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.6 Pouzité roztoky

Zasobni roztok 6% akrylamidu:

420 g mocoviny

484 ml deionizované vody

50 ml 10 x TBE

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

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

Zasobni roztok 10x TBE pufru:

108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
55 g kyseliny borité H;BO;

40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
rozpustit v 800 ml deionizované vody

doplnit deionizovanou vodou na 1 1

Roztok 10% peroxodisiranu amonného (NHy),S,0s:

1 g (NH4)28208

rozpustit v 10 ml deionizované vody
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e uchovavat v chladniéce

Roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu:
e 1 ml0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu

¢ 3 pl 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

Polyakrylamidovy 6% gel:
e 60 ml 6% zéasobniho roztoku akrylamidu
e 40 ul N, N, N’, N’- tetramethylethylendiaminu
e 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NH4),S,0g

Nanaseci pufr pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu:
e 0,125 g bromfenolové modie
e 0,125 g xylenové modfe
e 25 ml deionizované vody

e 100 ml formamidu

Fix/stop roztok:
e 800 ml deionizované vody

e 88 ml ledové kyseliny octové

Roztok 1% kyseliny dusi¢né HNO;:
e 800 ml deionizované vody

e 12 ml65% HNO;

Roztok 0,1% dusi¢nanu stfibrného AgNO;:
e 0,8gAgNO;
e objem doplnit deionizovanou vodou na 800 ml

e pied pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu

Vyvojka:
e 800 ml deionizované vody

e 24 guhli¢itanu sodného Na,CO;
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e umistit do chladnicky, aby se vychladil na teplotu nizsi nez 10 °C
e pfed pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu
sodného Na,S,0;

Roztok hydroxidu sodného NaOH 1 mol/l:
¢ 40 g hydroxidu sodné¢ho
e rozpustit v 800 ml deionizované vody

e doplnit deionizovanou vodouna 1 1

Queen’s pufr:
e 10 ml zasobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,8
e 2 ml zésobniho roztoku NaCl (5 mol/l)

2,92 g ethylendiaminotetraoctové kyseliny (EDTA)

10 g N-lauroylsarkosinu

rozpustit v 900 ml deionizované vody

e pH upravitna 7,5

doplnit deionizovanou vodou na 1 1

TE pufr:
e 10 ml zasobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,0
e 200 pl zasobniho roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
e rozpustit v 900 ml deionizované vody

e doplnit deionizovanou vodou na 1 I a zfiltrovat

4.7 Pouzité laboratorni pristroje

o Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

e (Chladnicka kombinovana Infiniti (Whirlpool)

e Laboratorni vahy MARKS G22, Elektronic (Belengineering)

e Magneticka michacka MR Hei-Standard (Heidolph)

e Mikropipety Finnpipette 0,5 az 10 pl (osmikandlovd) a 0,3 ul az 1 ml
(Labsystems)

e Mikropipety Nichipet EX 0,5 ul az 1 ml (Nichiryo)

e Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific Ltd)
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Negatoskop NEGA1 (Maneko)

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

Temperovany blok Dry-block DB-2D (Techne)
Termocyklér PTC 100-96 VHB (MJ Scientific)
Termocyklér XP Thermal Cycler (BIOER technology)
Termocyklér Gene-Pro (BIOER technology)

Ttepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

Vortex MS2 (Ika)

Vyrobnik deionizované vody typ 02 (AquaOsmotic)
Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)
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7 Zavér

Ve své diplomové praci jsem genotypizovala 35 mikrosatelitovych lokusti na
DNA 30 neptibuznych jedinct plamenaka karibského, které Matoskova (2011) oznacila
ve své praci jako polymorfni. Po genotypizaci jsem jeden z 35 lokusi vyloucila jako
monomorfni a druhy jako nehodnotitelny.

Pro plamendka karibského jsem nalezla 5 novych polymorfnich
mikrosatelitovych lokusiti od dosud netestovanych druhii. 2 z nich pochazely z DNA
volavky rusohlavé (Bubulcus ibis) a 3 z DNA ¢apa vychodniho (Ciconia boyciana).

Ovéiovanim mikrosatelitovych lokusti oznacenych za polymorfni u plamenaka
ruzového (Phoenicopterus roseus) (Drobek, 2010; Manisova, 2011), ale za monomorfni
u plamendka karibského (Drobek, 2010; MatoSkova, 2011) jsem nalezla dalsi 4
polymorfni mikrosatelity pro plamenidka karibského. Dva z nich byly odvozeny z DNA
plamendka rtizového a po jednom z DNA tereje modronohého (Sula nebouxii) a
kormorana galapazského (Phalacrocorax harissi).

Pro plamenidka karibského jsem tak celkem charakterizovala 42 polymorfnich
mikrosatelitil, jejichz primérny pocet alel na lokus byl 5,57. Z téchto 42 mikrosateliti
jsem vybrala 5 lokust, které doporucuji pro paternitni studie. S 41 nalezenymi
polymorfnimi mikrosatelity, které uvadi Drobek (2010), je nyni k dipozici pro

plamenidka karibského celkem 83 polymorfnich mikrosatelitt.
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8 Seznam zkratek

AFLP

bp
DNA
dNTPs
Hg

IUCN

NS
ND

PAA
PIC
PCR
RFLP

SSLPs

SSRs
STRs

te

polymorfizmus délky amplifikovanych fragmentt (amplified
fragment lenght polymorphism)

par bazi (base pair)

deoxyribunukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
2’-deoxyribonukleosid-5"-trifosfaty

ocekavana heterozygotnost (expected heterozygosity)

pozorovana heterozygotnost (observed heterozygosity)
mezinarodni unie pro ochranu ptirody (international union for
conservation of nature)

lokus je v Hardy-Weinbergovy rovnovaze (not significant)
odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy nebyla spocitana
(not done)

polyakrylamidovy gel (polyacrylamide gel)

polymorfni informaéni obsah (polymorphic information content)
polymerézova tetézova reakce (polymerase chain reaction)
délkovy polymorfismus restrikénich fragmentl (restriction
fragment lenght polymorphism)

jednoduché sekvence délkového polymorfismu (simple sequence
length polymorphisms)

repetice jednoduchych sekvenci (simple sequence repeats)

kratké tandemové repetice (short tandem repeats)

teplota nasedani primeri (annealing temperature)

¢as separace PCR produktu v 6% polyakrylamidovém gelu
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