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Souhrn

Vypracovala jsem bakaigkou praci na témeross-species amplifikace mikrosatelit
z fadu veslonozi a plaméci u nesyta africkéhaMycteria ibis), ve které jsem se snazZila
o nalezeni polymorfnich mikrosatelitovych marker

V teoretickécasti své bakal&ké prace jsem se zabyvala popigédu brodivi a jeho 5
celedi. Podrohji jsem se ¥novalaceledi ¢apoviti (Ciconiidae), kam pati nesyt africky.
Zpracovala jsem informace o Zi¥ota chovani tohoto druhu. Déle jsem se zabyvala
repetitivnimi sekvencemi, jejich strukturou, viasstmi a moznosti vyuZziti pro poputd
studie. V poslednim oddile teoretickésti jsem popsala navrhovani mikrosatetie novo
a metodou cross-species PCR amplifikace, také jsem shromazdila informace
o mikrosatelitovych lokusech navrzenych pro plaaikgy (Phoenicopteriformes) a veslonohé
(Pelecaniformes).

Praktickoucast bakalgské prace jseménovala hledani polymorfnich lokiusi nesyta
afrického metodouwcross-species PCR amplifikace mikrosatelitovych pringer Otestovala

jsem vSechny pary primiodvozené od druhz fadu plameaci a veslonozi.

Z celkového p&tu 207 péit primett jsem nalezla 37 polymorfnich u nesyta afrického.
8 pai primeit pochazelo od 2 druihplameiaki a 29 pai primeri od druhi z fadu veslonozi.
Celkem jsem nalezla 38 polymorfnich lokuprotoze 1 par primérodvozeny od kormorana
galapazskehoPhalacrocorax harrisi) amplifikoval 2 polymorfni lokusy. Ret alel na lokus

se pohyboval od 2 do 7.



Summary

| worked out a bachelor thesis on the topic Creesies amplification of
microsatellites from Pelecaniformes and Phoenigdptenes in yellow-billed storkNlycteria

ibis). I tried to find out polymorphic microsatelliteankers.

In the theoretical part of mybachelor thesis | tewth description of the order
Ciconiiformes and its 5 families. In great detaitiealt with family Ciconiidae where yellow-
billed stork belong. | compiled informations abdife and behavior of this species. Further
| dealt with repeat sequences its structure, ptseand utilization in population studies. In
a last chapter of theoretical part | describedsagieof primergle novo and cross-speciesPCR
amplification | also compiled informations aboute®@hicopteriformes and Pelecaniformes

microsatellite loci.

In the experimental part, | looked for polymorphiicrosatellite loci by cross-species
PCR amplification of microsatellite primers. | wedtall primer pairs derived from species

belonging to orders Pheonicopteriformes and Peifrares.

| found 37 polymorphic microsatellite primer paws the total 207 tested.8 primer
pairs derived from 2 species of the order Pheom&dprmes and 29 primer pairs derived
from Pelecaniformes. | found 38 polymorphic locechuse one primer pair derived from
flightless cormorantRhalacrocorax harrisi) amplified 2 polymorphic loci. Number of alleles

per locus ranged from 2 to 7.
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1 Uvod

Nesyt africky Mycteria ibis) je brodivy ptak Zeledi ¢apovitych (Ciconiidae). Je to
stredrgé velky ptak s miré zahnutym zobakem. Hege prevazr bilé s fizovym nadechem,
zobéak je Zluty a neopena hlavacervend. Nesyt africky je spélensky druh a ve volné
piirodé se pohybuje v mensich skupinach. K Zivotu preéempkady a nglké vodni plochy,
kde lovi potravu. Tento druh obyva rozsahla Uzembsaharské Afriky, Madagaskar aize

se objevit i v Maroku, Tunisk&éi Egypkt.

K ochrarg a studiu struktury populace tohoto druhu by maghbglouzit polymorfni
mikrosatelitové markery. Dosud pro tento druh ngldddné nalezeny. V této praci se budu
zabyvat hledanim polymorfnich mikrosatelitovychuek u nesyta afrického pomoci metody
cross-species PCR amplifikace. K tomutodeélu pouziji 47 pak primeii navrzenych fivodne
pro 2 druhy plamgaki (Phoenicopteriformes) a 160 pdorimerti pavodné navrzenych pro
12 druhi veslonohych (Pelecaniformes).



2 Cile prace

1.

Shromézdit literarni zdroje obsahujteSenou problematiku.

2. Sepsat literarni reSersi na zadané téma biskaiorace.

3. Metodoucross-species PCR amplifikace otestovat vSechny dosud publikévan

mikrosatelity z fadu veslonozi (Pecelaniformes) a fadu plam&aci
(Phoenicopteriformes) na genomické DNA nesyta kdtio Mycteria ibis).

U polymorfnich mikrosatelit optimalizovat teplotiannealingu a ukit pocet
alel.



3 Literarni p iehled

3.1 Rad brodivi

Rad brodivi (Ciconiiformes) je twen 5 eledmi, které ¢itaji 115 druli ptaki
(Stastny et al., 1998). Casto se objevuji nazory, Ze se nejedna o monafigetiaxon.
Molekularni studie ukazalytfipuznost brodivych s kondory, kigsoutazeni dofadu dravéa
(Falconiformes) (Burnie, 2008). Podle aktudlnicifoimaci lze v nasi volné fjpodk
spatitdewt druhi brodivych ptak: ¢apa bilého Ciconia ciconia), ¢apacerného Ciconia
nigra), volavku bilou Ardea alba), volavku ¢ervenavou Kgretta rufescens), volavku
stiibfitou (Egretta garzetta), buka&e velkého Botaurus stellaris), buk&ka malého
(Ixobrychus minutus), kvakoSe néniho (Nycticorax nycticorax) a kolpika bilého Rlatalea
leucorodia).

Radime zde stdré velké az velké ptaky s dlouhyma nohama, krkem lzakem.
Jejich Elo je anatomicky pzpusobeno k ctizi v mélké vod nag. v bazinatych biotopech,
kde ziskavaji potravu (Gaislet Zima, 2007). Velikostda se pohybuje od 30 do 150 cm
a hmotnost od 100 g do 9 kg (BohetdMatis, 2009). VSichni brodivi jsou vybornymi letci.
Nad pevninou vyuzivaji termické vzdus$né proudydchni (Sastnyet al., 1998). Tito ptaci
obyvaji vSechny kontinenty krafmAntarktidy (Bohust Matis, 2009).

Spoleénym znakem brodivych je tvar zobaku, ktery j&Sinou dlouhy a Spaty
(Hanzaket Hudec, 1963). Takovyto zobak mafepdevsim druhy, které se Zivi rybami. Druhy,
které se Zivi korySi nebéervy, maji zobak zahnuty nebo IzicavibzSteny, uzmsobeny ke
hmatani (Hanzak, 1974). Brodivi se Zivi hlavhvociSnou potravou. Lovi malé i velké
obratlovce nafiklad ryby, obojzivelniky, plazy, ale i malé sa @»huSet Matis,2009). Mezi
brodivymi se nachazeji i mrchozravi ptaci, tktenaji lysy krk a hlavu. Krk je dlouhy
a tenky, tvéi ho 16-20 k&nich obrath, takZze je velmi ohebny (Hanzak, 1974). Volavky imaj
typicky esovit stateny krk (Hanzéket Hudec, 1963). Zaludek jegidilny a vole obvykle
chybi.

Nohy brodivych jsou dlouhé, k&é ¢i brodivé. Palec je ddb vytvaeny a nizko
nasazeny (Gaislaat Zima, 2007). Aby se ptaci mohli v bahpohybovat jist, maji rékteré
druhy mezi prsty plovaci blany, které jim pomohoalozit hmotnost na&si plochu (Burnie,

2008). Druhy, které maji kratSi nohy, se nebrodiotg alecihaji na potravu v bezprdstni



blizkosti vodni hladiny. Nagle se mohou vyskytovat mistoipéoZovitad hola mistaCasta
jsou i ozdobna pera v tylu. Celkové opei je pordrné ifidké. Zbarveni obou pohlavi je
vétSinou stejné, samice byvaji ménapadné. Mladi ptaci mohou vypadat odiig&astnyet
al., 1998).

Vétsina brodivych hnizdi v koloniich, které mohitat aZ tisice pér(Stastnyet al.,
1998). Kolonidlni druhy hnizdi na stromech neboangrovovych porostech (Burnie, 2008).
Hnizda jsou umigha zpravidla na ostrovech upriest vodnich ploch, nebo nedaleko nich,
nejastji na stromech, kéch, v porostech bazinatych rostlintéStnyet al., 1998). Bukai
hnizdi v rdkosinach a jejich hnizda jsou perfékiraskovana (Burnie, 2008). Brodivi mivaji
2-10 vajec, jejich vysezovani trva 16-38 dni. #éa jsou krmiva a potravu jintipaseji oba
rodice (Sastnyet al., 1998). Volavky vkladaji potravu mié@tim piimo do zobakug¢api ji
vyvrhuji do hnizda (Bohu& Matis, 2009). Mld’ata zistavaji v hnizd nékolik tydna (Burnie,
2008). Pohlavni dosjosti dosahuji mezi 1. aZ 5. rokenyéStnyet al., 1998). KdyZ hnizdni
sezoOna skati, mnohé druhy tahnou zimovat do teplejSich obl@siinie, 2008).

Nekteré druhy tohotdaddu se ocitly na seznamu ohrozenych dr(Burnie, 2008).
Nékteré jsou az kriticky ohrozené a existuji jen Ménapaitu (Sastnyet al., 1998). Nktefi
se vSak fizpusobili zasaim do girody a napiklad volavka rusohlavaB{bulcus ibis) nasla
na roz&ienych ryzovych polich nové lovi(Burnie, 2008).

3.1.1Celed’ volavkoviti

Celed” volavkoviti (Ardeidae) zahrnuje isdrs velké az velké ptaky s klinovitym
zobakem. Jejich krk je itpletu esovié prohnuty.Radi se zde celkem 65 diuiGaisleret
Zima, 2007). Volavky maji Stihl&lb, nohy a zobak jsou dlouhé. KvakoSi maji nohyk k
kratSi. U volavkovitych se nevyskytuje pohlavni dinfismus. Samci i samice maji stejnou
velikost €la (del Hoyoet al., 1992). V obdobi toku jsou kvakoSi pegit zbarveni (Felix,
1976). Volavky dokazou nehriustat a trplivé ¢ekaji na kaist (Hanzak, 1974). Svou ket
lovi tzv. harpunovanim. Jakmile je ikt v dostatené blizkosti, vymrsti se steny krk
a zobak kést zasadhne. Volavkoviti stg¥ sva hnizda na stromech, wokinach nebo
v porostech vodniho rostlinstva. Hnizdi v koloniidWivaji 3-6 vajec, menSi druhy 7-8
(Hanzaket Hudec, 1963).
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3.1.2Celed kladivousoviti

Celed” kladivousoviti (Scopidae) zahrnuje jen jediny drtim je kladivous africky
(Scopus umbretta). Je to gedre velky ptak, ktery je cely hily. Jeho zobak je u kene
vysoky a ze stran zplady. Na hlav¥ ma Sirokou dozadu sifujici chocholku. Za letu ma krk
jen lehce ohnuty (Hanzak Hudec, 1963). Kladivousi Ziji v maé&dech, kde lovi Zaby, malé
rybky, ¢ervy, hmyz i malé savce (del Hogbal., 1992).

Kladivousi jsou zajimavi i proto, Ze si stfivelmi svérazné a napadné hnizdo, které je
kulaté o paméru 1,5 az 2 m a byva umésb v nizkych kovinach, nebo na stromech ve
vidlici vétvi. Stavebnim materialem jsou kosti, hadry, kusiek \tve, rakos i drny.
KladivouSi mivaji 4 az 6 vajec (Hanzé&k Hudec, 1963). Kladivousi se vyskytuji na jih od

Sahary, na Madagaskaru a v jihozapadni Araliagsyet al., 1998).

3.1.3Celed’ &lunozobcoviti

Jedinym zastupcenteledi ¢lunozobcoviti (Balaenicipitidae) j&lunozobec velky
(Balaeniceps rex). Tento ptak je asi 115 cm vysoky a &etharveny. Jeho hlava je vzhledem
k t¢lu velka (Montgomery, 2013). Jeho zobak ma zajimiaey, je na Febeni lehce prohnut
a vpredu vybiha v silny hak. Zobak je dlouhy 19 cnig8nyet al., 1998) a je uzjsobeny
k lovu potravy, kterou jsou hlagrryby, ale i Zaby, Zelvy a mali krokodyli (HanzékHudec,
1963). Hnizdo mize byt az metr vysoké a je vytemé z ¥tvi a rakosu. Hnizdo si zakladaji
v bazinach (Montgomery, 2013). Snasi 2 zelenavéevdedinci se na hnizddravi klapanim
zobaku, podobhjako ¢api (Hanzaket Hudec, 1963).

3.1.4Celad ibisoviti
Do ¢&eledi ibisoviti (Threskiornithidae) jsou izzeni stedrt velci ptaci.Celed’ se d@li

na d¥ podieledi ibisové a kolpici. Ibisové maji zobak dlouhysrpovié zahnuty. Kolpici

maji zobak rovny, nizky a vedu zplosily a rozsteny.

Ibisové maji dlouhé nohy s#&yimi prsty. T piedni prsty jsou u Kene spojeny
blankou (Hanzaket Hudec, 1963). Bkteti maji na hlag nebo na krku lysd mista nebo
kozovité zahyby. Ob pohlavi jsou stegh zbarvena, samci byvajiétéi nez samice. Mladi
jedinci maji matné e (Stastnyet al., 1998). Potravu ve védzobakem sbiraji (Hanzadt
Hudec, 1963). Zivi seipdevsdim korysi, #kkysi, vodnim hmyzem, rybkamii zabami
(Stastnyet al., 1998). Jsou to ptaci bazin a ¥ath (Hanzéket Hudec, 1963).

11



Kolpici jsou WtSi ptaci podobniapaim. Potravu ziskavaji tak, Ze svym IZicovitym
zobakem pohybuji ve védze strany na stranu. Potravou jsou jim drobni vailocichové
(Stastnyet al., 1998).

3.1.5Celad’ ¢apoviti

Do celedi ¢apoviti (Ciconiidae¥adime 19 druin ptaki, které @lime do 3 trilii. Trib
Mycteriini zahrnuje dva rody nesyMfcteria) a zejozob Anastomus). Ptaci zé&azeni do
tohoto tribu jsou mensi a Ziji v koloniich. Tribd@Gniini zahrnuje jeden rodap Ciconia).
VétSina druli roducap jsou sedre velci ptaci, kté maji zobak univerzatnstavny a zivi se
tak riznymi druhy potravy. Trib Leptoptilini zahrnuj& tody. Rod¢ap Ephippiorhynchus),
jabiru @abiru) a marabu l(eptoptilos). Do tohoto tribu jsoudazeni velcicapi s masivnimi

zobaky.

Capoviti jsou velci ptaci, mohulj§i stavby &la. Maji dlouhé zobaky, krk i nohy.
NejvetSi ptaci tétaceledi seradi k nejétSim létavym ptakm na s¥été. Samcicdpa marabu
mohou dosdhnout vysky az jedentd metru a vahy tégi 9 kg. Obec# jsou samci o &co
VEtSi neZz samice, aletkieré druhy se liSi minimatn(del Hoyoet al., 1992). \&tSina druli je
zbarvenacerno-bile, samci i samice jsou zbarveni stefStastny et al., 1998). Velikost
zobéaku se u ptdikz celedicapovitych pilis nelisi, az na zobakapa marabu. Tvar zobaku je
promenlivy a gizpisobeny potra¥, kterou se ptaci zivi (del Hoyet al., 1992). Potravu si
ptaci sbiraji fi chazi v melké vods nebo na suchu (Sstnyet al., 1998).

Capoviti maji dlouha, Sirokéatidla, ktera jsou ifizpisobena k plachhi. Fi letu ve
skupirg nelétaji ve formaci. Rozg kiidel u rodu marabu dosahuje 320 cri.|€u maji krk
natazeny dofedu a lze je tak snadno rozpoznat od volavek. Gcpema jsou kratka
a nohy jsou P letu natazenéCéap bily (Ciconia ciconia) léta rychlosti az 45 km/h

(Veselovsky, 2001). Réo pei stravicapoviti hod® ¢asu.

s s

i tam, kde je voda vzacna. Sva hnizda sigtana stromech¢api bili se dote adaptovali na
lidska obydli a stayji si hnizdaieba na sechach, nebo kominech. Ptéci tribu Mycteriini jsou

spole&ensti a hnizdi v koloniich, ostatf@ipoviti jsou spiSe samaiia

| kdyz ¢api nezpivaji, nejsou ugimémi. Dosgli jedinci syi, houkaji, skehotaji nebo

klapaji zobaky. Klapani fite byt slysitelné v Sirokém okolfapi pii ném zaklawji hlavu na
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z&da, aby zvuk mohl rezonovat a nést se (del Heyal., 1992). Klapani zobaku je
pozdravnym signalem,i¢i partnerovi nebo mladym, nebo varovnym signaleii izim
c¢apim (Hanzak, 1974).

3.1.5.1 Rod nesyt

Zastupci rodu nesyMycteria) pati do ¢eledicapoviti.Radi se zde #gdrg velci ptaci
s neop&enou hlavou, nebo jefiasti. Barva pié je bila s¢ervenymi, tizovymi acernymi
skvrnami. Charakteristicky pro rod nesyt je vysgpecializovany zobak. Na bazi je zobak
zdurely, ve stednicasti vice kruhovity nez u ostatni¢pi a na konci je mighzahnuty dai.
Na zob&ku se nachazeji senzitivni oblasti, kterégji rychlému sklapnuti zobakii pvu
v bahnitych vodach (Browet al., 1993).

Mezi zastupce rodu nesyt piatesyt africky Klycteria ibis), nesyt americkyNlycteria

americana), nesyt bily Mycteria cinerea) a nesyt indickyNlycteria leucocephala).

Nesyt americky jako jediny z negyma neopieny krk. Steji jako nesyt bily Zije na
polieznich stanovistich. Obyva rozsahlé Gzemi, ktergéa sad jihu Spojenych stat

americkych, az po Argentinu (del Hogbal., 1992).

Nesyt bily Zije v Kambodzi, Malajzii a Indonézii {K, 2000). V sotasné dob je na
seznamu ohroZzenych driuhprotoze u & doslo k rychlému uUbytku populace usledku
intenzivniho odlovu a ztrat péd¥nich stanovi§(lgbalet al., 2008).

Nesyt indicky ma dlouhy, Zluty zobak, hlava je zlmara do oranZzova a nohy jsou
rizové. Vyraze rizoveé je i p& na ocasu (Anonymous, 2014). Tento druh obyva iihedne,
Sri Lanky a Indéiny aZ po jizniCinu (del Hoycet al., 1992).

3.1.5.1.1 Nesyt africky

Nesyt africky Mycteria ibis), viz obrazeke. 1, je zastupcenseledi ¢apovitych, tribu
Mycteriini. Je 95-105 cm vysoky, ro&p kiidel je az 165 cm. Dominantni barvou je bila,
¢ernd barva se objevuje na letkdch a océ®lo a hlava jsou neopené a majiervenou
barvu (Brownet al., 1993). V obdobi géni secervena barva na hlawzjasiuje a bilé ps
dostava #zovy nadech (Burnie, 2008). Dlouhé nohy jsdervené. Zobak je dlouhy,
zasSptatly a mirre zahnuty srrem dofi. Ma jasnou Zlutou barvu (Browe al., 1993).
Mladi ptaci jsou Sedokdi (Sastnyet al., 1998).
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Obrazeke.1: Nesyt africky, Foto Milan Kignek.

Nesyt africky je spok&ensky druh. Hnizdi v malych koloniich na skalacstramech.
Casto ve spolmosti volavek a kormordn(Brown et al., 1993). V zapadni Africe 3kdy
hnizdi i ve mistech. Hnizdo stavi samec se samici gpola kazdy rok jej opravuiji.

Prirozenym prodtedim nesyt jsou ma@aly, kiehyiek a jezer, ptdny, ryZova pol€&i
moiské nelciny (del Hoyoet al., 1992). Potravou nesyjsou malé rybky, Zaby, korySiervi
a hmyz (Burnie, 2008). &Sinu potravy si nesyt ulovi ve védHi lovu se prochazi, jeha@lo
je predklorené a zobak, ¢kdy i cela hlava jsou poiiené pod hladinou. Zobak je mérn
pooteveny, kdyZz ptak narazi na #st, zobak okamzit sklapne. Pomoci si @ie nesyt
i nohou, kteroweti bahno.

Hodre ¢asu stravi nesyti odpmkem. Odpdgivaji v depu na Bhacich. Jejich pohyby
jsou pomalé a klidné (Browst al., 1993). Malokt#& jedinci jsou stali, &Sinou dochazi
k migrasnim pohylim (Sastnyet al., 1998). Nesyt africky se vyskytuje v Africe na jpd
Sahary, na Madagaskaru, rozpty@emaky v Maroku, Egygt a v Tunisku (del Hoyat al.,
1992).
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3.2 Repetitivni sekvence DNA

V eukaryotickych genomechetgina DNA nekdduje proteiny ani RNA. Mimo intripn
regulujicich sekvenci aj. je nekddujici DNA tena hlava repetitivnimi sekvencemi.
Repetitivni sekvence jsou takové, které se v genoauhazeji v mnoha kopiich&i&inou se
nenachazeji uvritsekvence genh(Campbellet Reece, 2006). Genomy mnohobémych
eukaryot obsahuji mnoho repetitivni DNA (15-80 %) naozstvi tohoto genetického
materialu je ve &Sir¢ pipadi v piimém vztahu k velikosti genomu (Snusti&dSimmons,
2009). Repetitivni sekvence mohou byt réedy do dvou typ v zavislosti na tom, zda jsou
repetitivni jednotky v genomu usf@many rozptyletinebo tandemav(Bennett, 2000).

3.2.1 Rozptylena repetitivni DNA

Opakované jednotky rozptylené repetitivni DNA nejsazeny jedna za druhou, jsou
roztroudeny po genomu. Jeden Usek je obvykle distiyaz tisic pdir bazi. Useky jsou si
podobné, ale atSinou nejsou vzajemdnidentické (Campbellet Reece, 2006). &tSina
rozptylenych repetic vznika procesem transpozidenetrotranspozice (Seahal., 2005).
Sekvence DNA se mohouigmig’ovat z jednoho mista chromozomu na jiné misto, nebo
dokonce na jiny chromozom. Transponovatelné eleynesattli na DNA transpozony

a retrotranspozony.

Podle délky nmizeme rozptylené repeticesld na dw velké skupiny rozptylenych
jadernych elemefit— LINEs a SINEs (Bennett, 2000). LINEs (long isg@rsed nuclear
elements) zahrnuji transponovatelny element zvahyQely L1 element je dlouhy asi 6 kb.
Lidsky genom obsahuje 3000 az 5000 kompletnichlefenti (Snustadt Simmons, 2009).
SINEs (short interspersed nuclear elements) jsquicky kratsi nez 500 par bazi
a nemaji zadny kodujici potencial (Sedaal., 2005). Hlavni rodinou SINEs jsou Alu
elementy. Tyto elementy jsou dlouhé asi 300 nuideotch pati (Campbellet Reece.,
2006). Alu element je nejhajjsi lidskd sekvence (Bennett, 2000). Vice nez JiomiAlu

element tvori 11 % lidského genomu.

3.2.2 Tandemov¥ repetitivni DNA

Tandemové repetice jsou temy za sebou jdoucimi identickymi nebo #m
identickymi jednotkami (Sedat al., 2005). Nukleotidové sloZeni jesto dosti odlisné od
zbytku bur¢né DNA (Campbellet Reece., 2006). Sekvence s nejvysSinitgra kopii

nekoduji bilkoviny, ani nepodléhaji transkripci.k8ence s menSim ptem kopii proteiny
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koduji. Jedna se o proteiny, které musi Htopnny ve velkém mnozstvi, jako jsou iidgad
ribozomalni proteiny nebo svalové proteiny. Cenedoké a telomerické oblasti jsou feny

repetitivnimi sekvencemi (SnustaedSimmons, 2009).

Rada genetickych poruch je igpbena abnormaindlouhymi Useky tandemeév
repetitivnich nukleotidovych triplét které se nachazeji uvhigenu. Syndrom fragilniho X je
zpasoben opakovanim tripletu CGG. V normalni aleleejeto triplet opakovan asi 30krét,
v alele fragilniho X je triplet opakovan stokrat @&ickrat a vytvé fragilni (kiehké) misto.
Huntingtonova choroba je také spojena s opakovanjieti, a to CAG, které se prodluzuji
pies fadu generaci. VSechny z dosud stanovenych porudjersch s tripletovym
opakovanim zasahuji nervovy systém (Campiidleece, 2006).

Podle velikosti opakujici se jednotky a celkovékgétepetice nizeme tandemové

repetice rozdit na satelity, minisatelity a mikrosatelity (Beztt, 2000).

3.2.2.1 Satelity

Nazev satelity je odvozen od latinskébatelles, které znamené doprovodny. v
nazev satelity dostaly pré&wkvili tomu, Ze @i centrifugaci v hustotnim gradientu chloridu
cesného,vytviji jednu, nebo vice menSich frakci vedle hlavakde DNA (Snustackt
Simmons, 2009).

Zakladni jednotka satelitni DNA iwie byt dlouhd od g pami bazi az po &kolik
stovek péit bazi. Velikost celé repetice na jednom lokusu séenpohybovat od 100 kb az
n¢kolika Mb.

3.2.2.2 Minisatelity

Minisatelitni DNA zahrnuje $édre dlouhé repetice o celkové délce 100upbazi az
20 kb (Bennett, 2000). Délka repetitivni jednotleymohybuje od 10-60 paibazi, zpravidla
15-35 pafi bazi. Jednotky jsou tveny vlastnim minisatelitem obklopenym lemujicimi
sekvencemi DNA. Sekvence minisatelitniho jadra jselmi konzervativni a bohaté na

guanin. Lemujici sekvence se mezi jednotlivymi Bkisi (Zimaet al., 2004).

Minisatelitni DNA miZe byt rozdlena do dvou tyfp — telomerick& a hypervariabilni.
Useky telomerické DNA jsou dlouhé 10-15 kb, jsoaiéné jednotkami TTAGGG. Enzym

telomeraza fipojuje sekvence k telomeram vSech chromozom
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Hypervariabilni minisatelitni DNA ma repetitivnideotku o tizné délce (Bennett,
2000). Repetice jsou obvykle vysoce polymorfni @opidétu opakovani jednotky repetice
(Sedaet al., 2005). Proto se minisatelitykdy ozn&uiji jako variabilni péet tandemovych
repetic neboli VNTRs (variable number of tandemeadp). Mutani rychlost je vé&chto
oblastech obrovska, takze v populaci se objevujeiveelké mnoZstvi alel (Zimaet al.,
2004). Vysoka mira polymorfismu jerqmukila k tomu, aby mohly slouZzit jako genetické

markery na poli DNA profilovani znamého pod pojmBMNA fingerprinting (Bennett, 2000).

3.2.2.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity se oznauji jako repetice jednoduchych sekvenci (SSRs) rightké
tandemové repetice (STRs) (Oliveigh al., 2006). Jsou to tandemové repetice o délce
jednotky 1-6 nukleotidl. Nachazeji se v genomu prokaryot i eukaryot (Bizado et
Gemmell, 2006). Nachazeji se dokonce i v nejmenSattierialnich genomech (Gur-Arat
al., 2000). Celkovéa délka sekvence mikrosatelituct®eypuje od 20 az poekolik stovek bazi
(Beckmannet Weber, 1992). Mikrosatelity t¥63 % lidského genomu (Ellegren, 2004), kde
se objevuji €etnosti jeden mikrosatelit na 6 kb (Beckmahieber, 1992).

Mikrosatelity se nachazeji jak v nekddujicich, tak<odujicich oblastech genomu
(Toth et al., 2000). Jejich fitomnost v kddujicich oblastech je ndgfasta nez v nekddujicich
oblastech. Je to nejspiBsiiedek negativni selekce proti posunovym mutaciraetgifaret al.,
2000).

Svou c¢etnosti  dominuji  dinukleotidové  repetice  nasled@&anmono-
a tetranukleotidovymi. Trinukleotidové repeticeysmejmért ¢asté. Najastji se objevuji CA
repetice nasledované AT, GA a GC repeticemi (Eeg2004). Mikrosatelity sest i podle
typu opakujici se sekvence a to na dokonalé, neddé&pgeruSované a slozené. Dokonalé
sekvence nejsourprusované bazemi, které do motivu népgia. TATATATATATATA).
U nedokonalych sekvenci se uwmipakujiciho motivu objevi baze, ktera do motivypai
(napr. TATATATCTATATA). PreruSované mikrosatelity jsougyusené kratkou sekvenci,
kterd se neshoduje s opakujicim se motivem i(NAATATACGTGTATATA). Slozené
mikrosatelity jsou tvieny dv¥ma, Kk sob prilehlymi sekvencemi (ndap
TATATATAGTGTGTGT) (Oliveiraet al., 2006).
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3.2.2.4 Mutace mikrosateliti

Mnoho mikrosatelit je nestabilnich, zejména CA dinukleotidy a na C@hdié
trinukleotidy, jsou variabil§Si, nez jiné repetice (Ramel, 1997). Vznik a ewedlu
mikrosatelii  mohou vys¥tlit dva modely — sklouznuti nukleotidovéhdetézce

a nerovnorarny crossing-over (Chistiakaost al., 2006).

Pti procesu vzniku mikrosatelitu dojde ke sklouzruikleotidovéhdettzce. Nejprve
dojde k lokalni kratkodobé denaturaci diettizcové molekuly DNA a nasledné renaturaci
useku s jinou filehlou oblasti obsahujici komplementarni bazéz&dochazet ke zmnozeni

i deleci utitého useku. Ke sklouznutithe dochézet i v ibechu samotné replikace.

Nerovnongrny crossing-over nastava tehdy, kdyz dojde k pé@mov dvou
komplementarnich, aletippm nehomologickych UsékDNA a naslednému crossing-overu

mezi nimi (Flegr, 2009). ¥Sina takovych mutaci je opravena regarmi mechanismy.

Mutacni rychlost je odhadovana na%@0° na lokus a generaci (Ellegren, 2004).
Analyza (AC), mikrosateliti u sav@, ptéki, plazi, obojzivelniki a ryb ukazala, Ze délka

sekvence je hlavni faktor ovhivjici muta&ni rychlost (Neffet Gross, 2001).

3.2.2.5 Funkce a moznosti vyuZziti mikrosateli

Mikrosatelity pispivaji k tvorkg struktury DNA, organizaci chromatinu, regulaci
DNA rekombinace, transkripci a translaci. Ovilijyi genovou expresi a dynamiku ktného
cyklu (Chistiakovet al., 2006). AvSak velké zmnoZeni repetice ditém Useku mze vyvolat
neurodegenerativni onemaen. Onemoc#éni vyvolana timto zfisobem jsou povazovana za

pozistatky evoldnich proces, které formovaly modernihdoveéka (Moxonet Wills, 1999).

Mikrosatelity se ukazaly byt idealnimi genetickymarkery a to diky vysokému
polymorfismu, kodominanci, kratké délce &tnosti s jakou se objevuji vgenomu.
Mikrosatelity 1ze jednoduSe detekovat a to pouzpecifickych primat, které mikrosatelity
ohrantuji (Powelet al., 1996). JelikoZ jsou mikrosatelity dostai& malé useky, lze s nimi
provést PCR amplifikaci a nasleglje separovat pomoci elektroforézy v polyakrylamigio
gelu. V gelu Ize jednozia¢ rozlisit alelovy polymorfismus (Bennett, 2000)oBtednictvim

analyzy mikrosatelit Ize u€ovat paternitu i vnini strukturu populaci (Flegr, 2009).

Mikrosatelity mohou byt vyuzity v mediafn kriminalistice, molekularni epidemiologii,
parazitologii, populéni genetice aipgenetickém mapovani (Chistiakewal., 2006).
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3.3Hledani mikrosatelitovych lokudgi

U druhi, kde jsou mikrosatelity zkoumany poprvé, musi fojkrosatelity izolovany
de novo. To je zfisobeno tim, Ze mikrosatelity sét$inou nachazeji v nekddujici DNA, kde
jsou nukleotidové zadmy casgjSi nez v kédujici DNA. V tisledku toho nelze pro PCR
amplifikaci pouzit univerzalni primery. Na druhotrasiu tzv. “flanking” regiony, které
obklopuji mikrosatelity jsou uffbuznych drufi vysoce konzervativni. Izolace mikrosatielit

je nar@na nacas i usili, které je péeba pro jejich ziskani vynaloZit.

Tradiéni postup izolace z#&a rozStipanim kvalitni genomické DNA pomoci
restrikinich endonukleaz, nebo pomoci ultrazvuku. Fragm@&mA jsou poté rozéleny
podle velikosti. Preferované jsou fragmenty, kterai délku 300-700 bazi. Fragmenty jsou
naligovany do plazmidového vektoru a téinpo, nebo po fidani adaptar. Provede se
transformace bakterii a naslédselekce klofi obsahujich repetitivni sekvence. Selekce se
provadi pomoci Southernova blottingu a néaslednéritiiylace se sondou, ktera obsahuje
repetitivni motiv. Sekvence obsahujici repetitidNA se osekvenuji a navrhnou se primery
pro PCR amplifikaci &chto lokusi. Optimalizuji se podminky PCR reakce. Nezbytnou
souwasti je i statistické zhodnoceni nalezenych mikedgavych lokus, které zahrnuje
zkouSku polymorfismu, vypmt paramefr mikrosatelitového lokusu a jeho vypovidaci

hodnoty.

Tradicni postupy jsou usné pouze u druhs vysokou frekvenci mikrosatelitPro
druhy s nizsi frekvenci mikrosat@éljtkam paiti i ptaci, byly vytvdeny tizné postupy, které
zahrnuji vytvdeni genomické knihovny obohacené o repetitivni eeke. Nové postupy

izolace mikrosatelitovych lokisSeti cas a zvySuji efektivitu izolace (Zaeeal., 2002).

Skute&nost, Ze neexistuji univerzalni primery pro amkdfii mikrosatelit a Ze je
potieba nejdive mikrosatelity izolovatle novo, miZe byt gek&zkou pro jejich Siroké vyuZiti
v laboratorni praxiRedenim riZe bytcross-species PCR amplifikace, ktera vyuziva primery
jiz navrzené pro jiny druh. Primmet al. (1996) ve své studii provediross-species PCR
amplifikaci s primery navrzenymi pro vilastovku obea Hirundo rustica) a lejska
¢ernohlavého Kicedula hypoleuca). Cross-species PCR amplifikace byla provéda na
devatendcti ptdch druzich nepéicich mezi gvce a na dvaceti deviti druzickven. Autori
zZjistili, Ze usgsSnost amplifikace negatigrkoreluje se v4rstajici fylogenetickou vzdalenosti
druhi.
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3.4 Mikrosatelitové lokusy navrzené pro druhy z*adu plameaiaci

Pro ptaky zifadu plamaaci (Phoenicopteriformes) byly dosud publikovanyager
zabyvajici se izolaci mikrosatélitu dvou druli plameiaki. Jedna se o mikrosatelity
navrzené pro plani@ka karibského a plaméka Gzového.

Kapil (2005) a Preston (2005) se ve svych dizeith pracech zabyvali
mikrosatelitovymi lokusy u plantéka karibskéhoRhoenicopterus ruber). Jejich vysledky
jsou shrnuty v publikaci Kapilet al. (2010). Autdéi izolovali a charakterizovali 9
polymorfnich mikrosatelitovych lokidsu plam&aka karibského. Na poloostrowucatan
odebrali 60 vzork krve, po izolaci DNA vytvéali genomickou knihovnu, kterou obohatili
o repetitivni sekvence. Pozitivni klony byly osekgeany a byly navzeny primery pro PCR
amplifikaci mikrosatelitovychlokus Hledani polymorfnich lokusprobihalo vyuzitim PCR
amplifikace 5-10 vzonk DNA, produkty reakce byly separovany v polyakryldavém gelu.
Dewt lokusi vykazovalo polymorfismus a byly dale charakterémoy. To zahrnovalo
genotypizaci 60 jediric divoké populace plamiéka karibského. Dale vypet alelovych
frekvenci, stanoveni Hardy-Weinbergovy rovnovalsgamoveni vazebné nerovnovahycéto
alel na lokus se pohyboval od 3 do 14. Z 9 polymictf mikrosatelitovych lokus2 byly
vytvareny sloZzenou repetici a 7 repetici dokonalou. Tgkosy byly dopordeny jako nastroj

pro popul&ni studie jak dadu plameaka tak u blizce fibuznych druh.

Geraciet al. (2010) popsali 37 polymorfnich mikrosatelitovyidkusi u plameéaka
raizoveho P. roseus). DNA pro tvorbu genomické knihovny vyizolovali aezorki krve
jedinai hnizdicich ve Francii. 81 klérobsahovalo mikrosatelity a primery byly navzeng pr
60 lokusi. Po PCR amplifikaci DNA 8 jediric37 pafi primeri poskytovalo polymorfni
produkt. Tyto pary primér byly dale pouzity pro charakterizaci mikrosatelifoh lokusi.
Patet alel na lokus se pohyboval od 2 do 33. Jedensldky/l mimo Hardy-Weinbergovu
rovnovahu, zbyvajicich 36 lokiuvy mohlo slouzit jako &inny nastroj pro studium genetické

diverzity a struktury populace.

3.5 Mikrosatelitove lokusy navrzené pro druhy z*adu veslonozi

Pro ptaky Z4du veslonozi (Pelecaniformes) byly dosud publikgvarace zabyvajici
se izolaci mikrosatefit u fregatkovitych (Fregatidae), pelikdnovitych @nidae),

terejovitych (Sulidae), kormoranovitych (Phalacn@midae) a featonovitych (Phaethontidae).
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Mikrosatelitové lokusy navrzené pro fregatkovité

Dosud byla publikovana jedna prace zabyvajici séacd mikrosatelitovych lokus

u fregatkovitych, jedna se o mikrosatelitové lokéregatky obecné.

Dearbornet al. (2008) izolovali a charakterizovali 18 polymordhimikrosatelitovych
lokusi u fregatky obecnéfegata minor). Vytvorili genomickou knihovnu s pouzitim DNA
vyizolované z jednoho samce a jedné samice. Pospmgiifickych primek byla provedena
PCR reakce a produkty byly separovany na agarozay@dm Produkty o velikosti 350-900
bazi byly nasledh osekvenovany. Primery byly navrzeny pro 28 ldkus téchto 28 pai
primeri jeden neamplifikoval DNA, dalSi ¢hnespecificky produkt a osm gaprimerti mélo
monomorfni produkt. Zbyvajicich 18 mgaprimeri bylo testovano na 23 jedincich. Aiito
nalezli od 2 do 12 alel na lokus. Testovani ukdzaé 3 lokusy mohou obsahovat nulové
alely, jeden lokus vykazoval gametickou nerovnova@habyvajicich 14 pérprimefi by

mohlo slouzit ke studiim zabyvajicim sélquznosti mezi jedinci.

Mikrosatelitové lokusy navrzené pro pelikanovité

Pro ptaky zeledi pelikanoviti byly publikovany prace zabyvage izolaci a vyuzitim

mikrosatelitovych lokus u pelikana severoamerického a pelikana bilého.

Hickman et al. (2009) izolovali a charakterizovali d#gvmikrosatelitovych lokus
pelikAna severoamerickéh®. (erythrorhynchos). DNA pro vytvaeni genomické knihovny
byla vyizolovana z krveri jedinai. Bylo vybrano 25 pdr primetit, které byly otestovany na
vzorku 23 jeding. Dewt par primefi amplifikovalo velmi kvalitni polymorfni PCR produk
Patet alel na lokus se pohyboval od 2 do 8. Tyto nlokéisy gredstavuji nastroj pro popis
struktury populaci a mohou bytiposem pro planovani jejich ochrany.

U pelikdna bilého K. onocrolatus) nalezli de Ponte Machadet al. (2009) 10
mikrosatelitovych lokus, za &elem uteni stupd genového toku mezi populacemi.
Z genomické knihovny vyizolovali 10 polymorfnichklasi, které otestovali na 46 jedincich
pelikdna bilého. Ret alel se pohyboval od 2 do 19. Primery navrZzewétyghto 10 lokud
pouzili ke cross-species PCR amplifikaci iti dalSich druh pelikani — pelikana afrického
(P. rufescens), pelikana severoamerickéhdP.( erythrorhynchos) a pelikana h&dého
(P. occidentalis). Z deseti pouzitych parprimeri pouze osm amplifikovalo DNA. Zthto
osmi 4 pary primer poskytovaly monomorfni produkt a 4 polymorfni pukt u kazdého

Z testovanych druh
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Mikrosatelitové lokusy navrzené pro terejovité

Dosud byly publikovany prace zabyvajici se navrhaikrosatelifi de novo utereje

modronohého, tereje guanového a tetejgenonohého.

Faircloth et al. (2009) izolovali a popsali prvni mikrosatelityoprod terej fula).
Izolovali 11 mikrosatelitovych lokus které otestovali na 31 jedincich tereje modrohohé
(S nebouxii). Celkem otestovali 60 paprimer, ze kterych pro genotypizaci vybrali 18 par
11 péaf, po amplifikaci DNA 31 jedinit, vykazovalo polymorfni produkt. et alel na lokus
se pohyboval od 3 do 22.

Izolaci mikrosatelii pro tereje modronohého a tereje guanovéhuafiegata) se dale
zabyvali Tayloret al. (2010). Pro izolaci mikrosatelitovych lokubyla pouzita DNA odit
terepi modronohych aft terefi guanovych. Pro kazdy druh byla vyteoa genomicka
knihovna obohacena o repetitivni sekvence. 42 wklorytvorenych z DNA tereje
modronohého obsahovalo mikrosatelity. Primery hyéyrZzeny pro deset lokius49 kloni
vytvoienych z DNA tereje guanového obsahovalo mikroggiteli pro deset z nich byly
navrzeny primery. VSech 20 @idprimeii bylo otestovano na 24 terejich modronohych a 27
terejich guanovych. VSech 20 prrimeri bylo také otestovano na tereji Zlutonohémald
leucogaster) pro owieni UsgSnosti cross-species PCR amplifikace. Osm pérprimefi
poskytovalo polymorfni produkt u tereje modronohé&halevt pari primeti poskytovalo

polymorfni produkt u tereje guanového.

Morris-Pococket al. (2010) izolovali a charakterizovali 15 novych moigatelitovych
lokusi u terejecervenonohého§ sula). DNA pro vytvaeni genomické knihovny ziskali
z per 15 jeding. 155 klori obsahovalo mikrosatelity, primery byly navrzeny A8 lokus.
Primery byly poté testovany veeth fazich. V prvni fazi otestovali primery na Jaor4
jedinai terejecervenonohého, kiepochézeli ziznych mist, kde se tento druh vyskytuje.
Jeden par priméramplifikoval DNA pouze u jednoho jedince a byl fwreyfazen. Ve druhé
fazi byla provedena genotypizace 14 jedirse zbyvajicimi 17 pary primi&r Dva pary
primeri amplifikovaly u \&tSi skupiny monomorfni produkt a byly tak&ageny. Veiteti fazi
byla se zbyvajicimi 15 pary primeprovedena genotypizace 30 jedin®aet alel na lokus

se pohyboval od 2 do 11.
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Mikrosatelitové lokusy navrZzené pro kormoranovité

NejvétSi paet praci publikujicich mikrosatelity, v rAm&adu veslonozi, se zabyva
mikrosatelity u kormoranovitych. Byly publikovanyrgee zabyvajici se mikrosatelity
u kormorana velkého, kormorana galapazského, k@naousatého, kormorana chocholatého

a kormoréana tasmanského.

Piertneyet al. (1998) se zabyvali izolaci polymorfnich lokus kormorana velkého
(Phalacrocorax carbo) za Welem studia genového toku a struktury populace. Difa
ziskadna vysolovaci metodou ze svalové &an poté fragmentovana pomoci restnik
endonukleazy. Z jednotlivych fragméntbyla vytvdena genomova knihovna. Po
vyselektovani pozitivnich klanbylo 13 klori osekvenovano a bylo navZzeno 7tpgrimert.
Pro dalSi praci byla vyizolovana DNA 100 tigquznych jediné kormorana velkého. Po
provedni PCR amplifikace byly produkty separovanyolyakrylamidovém gelu. Kazdy ze
sedmi lokug se ukazal byt extrémdrmpolymorfni. Pget alel na lokus se pohyboval od 9 do
49. Lokusy byly také testovany na kormoranu usaf@nauritus), kormoranu modronohém
(P. articeps), kormoranu chocholaténP(aristotelis) a na poddruhu kormorana velkéRo
c. novahollandiae. U prvnich fi jmenovanych 6 ze 7 navrzenych pg@rimerti amplifikovalo
polymorfni produkt. U poddruhu kormorana velkéhoealiny navrzené pary printer
amplifikovaly polymorfni produkt se 4 aZ 9 alelanai lokus.

Duffie et al. (2008) se zabyvali popisem a izolaci osmi mikrelgat/ych lokus
kormorana galapazskéh®.(harrisi). Genomicka knihovna byla vytiena z DNA jeding
Zijicich v koloniich na ostrovech Isabela a Fermamdlezicich v Galapazském souostrovi.
Byly vyselektovany pozitivni klony a inzerty v plarech byly osekvenovany. Celkem bylo
navrzeno 24 parprimera. Pro PCR reakci byla pouzita genomicka DNA 4-8rjeidl z kazdé
kolonie a podminky PCR reakce byly optimalizova8@ypag primeri po PCR amplifikaci
poskytovalo polymorfni produkt. Po provedeni gepasce byly vypéteny alelové&etnosti
a paet alel na lokus se pohyboval od 3 do 9.

Fike et al. (2009) se zabyvali hledanim mikrosatelitovych kear pro kormorana
uSatého R. auritus). K vytvoreni genomické knihovny slouzila DNA vyizolovanasealovée
tkarg. Po osekvenovani pozitivnich kkbnbylo navrzeno 51 par primei pro PCR

amplifikaci. 46 péit primeta amplifikovalo produkt o poZadované velikosti aledss byly
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tyto pary primet pouzity pro testovani polymorfismu jednotlivychkimi. 24 lokusi bylo
polymorfnich a péet alel na lokus se pohyboval od 2 do 13.

DalSich osm novych mikrosatéliu kormorana uSatého popsali Mereeal. (2010).
Izolovali a charakterizovali osm variabilnich dimedtidovych a tetranukleotidovych
mikrosatelitovych markér Pro poteby izolace byla vyti@na genomicka knihovna
obohacena o repetitivni sekvence. Vyiloprimery pro 40 mikrosatelitovych lokds
Primery byly testovany na 60 n@puznych jedincich. Osm parprimeri poskytovalo
polymorfnich produkt. Raet alel na lokus se pohyboval od 2 do 17. Tyto prympouZili
i pro cross-species amplifikaci u dvou dalSich drihkormoran a to u kormorana zdpadniho
(P. penicillatus) a kormorana mského P. pelagicus). VSechny pary primérposkytovaly u

obou druli polymorfni produkt.

Barlow et al. (2010) se #&novali izolaci mikrosatelitovych lokdsu kormorana
chocholatého R. aristotelis). Vytvoiili genomickou knihovnu obohacenou o repetitivni
sekvence. Osekvenovali 48 kiona navrhli primery pro 17 mikrosatelit 1zolovali
a charakterizovali @ dinukleotidovych a & tetranukleotidovych mikrosatelitovych lokus
Genotypizace byla provedena na 20 jedincich z kakd#ské a korsické populace.debalel
na lokus se pohyboval od 2 do 15.

Riordan et al. (2012) izolovali a charakterizovali mikrosateligyo kormorana
tasmanskehoR fuscescens). DNA, kterou vyizolovali z jaterni tka@n byla osekvenovana
pomoci shot-gun sekvenovani. Data byla analyzo@dbgly vyhledavany di, tri, tetra, penta
a hexanukleotidové mikrosatelity. VSechny poten&inh mikrosatelity byly analyzovany
a byly vyloweny ty, jejichz “flanking” regiony byly podobné.oRtalsi praci bylo vybrano 31
lokusi. Tyto lokusy byly testovany na DNA 5 jedinZ 31 lokust 16 bylo polymorfnich, 13
monomorfnich a 2 neamplifikovaly DNA spolehdivSedm z 16 polymorfnich loktisylo
pouZzito pro genotypizaci 42 niépuznych jedin@ a byla vypditana alelovacetnost
a provedeny dalSi analyzy. &b alel se pohyboval od 3 do 8.

Mikrosatelitové lokusy navrzené pro faetonovité

V ramciceledi faetonoviti byla publikovana prace zabyvagieinavrhem mikrosatalit

u faetona zlutozobého.
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Humeauet al. (2011) vyizolovali a charakterizovali 11 mikrosibvych markeit
u faetona ZlutozobéhoPlaethon lepturus). DNA pro tvorbu genomické knihovny byla
vyizolovana z tka& mrtvého jedince nalezeného na osér&®eunion. 180 pozitivnich kldin
bylo osekvenovano a byly navrzeny primery. 11 nenyzh pai primetti poskytovalo
vyhovujici produkt. DalSi testovani priniebylo provedeno na 55 jedincich. @b alel na

lokus se pohyboval od 2 do 38.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Biologickym materialem, ze kterého byla ziskana Dfla krev Sesti jediricnesyta
afrického. Krev byla ptdkm odebrana jejich oSetvateli v ZOO Zlin-LeSna, kde je nesyt
africky usgsre chovan. Odebrand krev byla odeslana do Labi@gtopul&ni genetiky na
Katede buré¢né biologie a genetiky rRodowdecké fakulty Univerzity Palackého

v Olomouci. Krev byla uchovavana v Iyzdam pufru v lednici i teplot 4 °C.

4.2 1zolace genomické DNA z pié krve

Postup izolace genomické DNA z pitkrve pro polymerazovoietzovou reakci byl
pievzat podle Maniatigt al. (1982) a byl upraven pro technické a materialodminky
Laboratde populéni genetiky na Katge burécné biologie a genetiky ifodowdecké

fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Izolacioped! vedouci bakatakeé prace.

1. Do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml bylo napipetovat@® pl roztoku krve
v Queen’s pufru.

2. Kroztoku krve bylo pipipetovano 100 pl roztoku proteinazy K (10 mg/ml)
a preklapEnim byla snds promichana. Po promichani bykiddno 100 pl 10%
roztoku SDS.

3. Snxs byla v termostaturpklapgna ges noc do druhého dné 87 °C.

4. Druhy den bylo fidano 350 ul fenolu a 350 pl chloroformu. Mikrozkavka
byla nésled& zvortexovana a zcentrifugovanai 2000 g 5 minut. Po
centrifugaci byla vrchni faze odpipetovana fidsihou Spikou do nové
zkumavky tak, aby nedoSlo knasati vidken DNA seytkgb fenolu
a chloroformu.

5. K odebranému roztoku byl@igano 700 ul chloroformu, mikrozkumavka byla
zvortexovana a zcentrifugovani p000 g 5 minut. Po centrifugaci byla vrchni
faze odebrana ustenou Spikou do nové mikrozkumavky, tak aby nedoslo
k nasati bilého zakalu protéiz mezifaze. Krok 5 byl je§fednou zopakovan.

6. K odebranému roztoku bylofidano 180 ul vychlazeného octanu sodného
o koncentraci 3 mol/l a objem byl dopm vychlazenym 96% ethanolem.
Zkumavka byla promichanagklagnim a uloZzena na 2 hodiny do -20 °C.
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7. Mikrozkumavky byly centrifugovanyip13 000 g 30 minut.

8. Po centrifugaci byl ethanol opatrrslit tak, aby nedoSlo k vyliti srazeniny
DNA. Ke srazenin byl napipetovan 1 ml vychlazeného 70% ethanolu.

9. Mikrozkumavky byly centrifugovanyip13 000 g po dobu 10 minut.

10.Po centrifugaci byl ethanol opatrrslit tak, aby nedoslo k vyliti sraZzeniny
DNA a obsah zkumavky byl vysuSen v termobloku.

11.K vysusSené DNA bylo fipipetovano 500 pl TE pufru.

12.DNA byla pres noc peklagnim v termostatu rozpousta @i 40 °C.

13.Po stanoveni koncentrace DNA na nanodropu kst obsahu odebrana
a Zedna na koncentraci 10-50 pg/ml pro pouziti v PCRoTa#edna DNA
byla uchovavana v lednici. Zbytek koncentrované DINA uchovavan $ -20
°C.

4.3 PCR amplifikace

Genomicka DNA 6 jedinc nesyta afrického byla amplifikovana pary prifhekteré
byly ptidany do PCR mixu. Kompletni sloZzeni PCR mixujedeso v tabulce¢. 1. PCR mix

byl pripravovan pro 6 vzork

Tabulka 1: SloZeni PCR mixu pro 6 vzark

Slozky PCR mixu Objem (pl)
Deionizovana voda 44,4
Reaction buffer 10x 6,7
MgCl, (25 mmol/l) 4,0
dNTPs (20 pumol/) 0,7
Primer F (10 pmol/l) 3,3
Primer R(10 pmol/l) 3,3
aTagq DNA polymeraza (5U/ul) 1,0

Jednotlivé slozky péici do PCR mixu byly uchovavany v mrazakiiteplot -20 °C.
Pfred samotnym pipetovanim byly rozmrazeny pokojové teplot a poté zvortexovany
a zcentrifugovany. PCR mix byfipravovan do zkumavek o objemu 1,5 ml. Rim@ni vSech
slozek byl PCR mix zvortexovan a zcentrifugovan.ixech Sesti PCR mikrozkumavek

o objemu 0,2 ml byl napipetovan 1 ul genomické DAIA pl PCR mixu. Taktofjpravené
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mikrozkumavky byly umighy do termocykléru.Casovy a teplotni profil byl zvolen

nasledovs:
SMIN....i i, 94 °C
30 S 94 °C
30 S zvolena teplotannealingu 35 cykh
30 St 72 °C
TMIN. ., 72 °C

PCR amplifikace genomické DNA 6 jedinnesyta afrického byla provedena se vSemi
dosud publikovanymi pary prim&amplifikujicimi mikrosatelity u plam&ki a veslonohych.
Celkem bylo otestovano 207 gaprimefi (viz tabulka 2). Bylo pouzito 47 parprimefi
puvodré navrzenych pro planiéka karibského Rhoenicopterus ruber) a plamaéaka
razového P. roseus), kteri paki dofadu plamaéaci (Phoenicopteriformes).

Zbyvajicich 160 pdr primeri bylo pivodré navrzeno pro druhy #du veslonozi
(Pelecaniformes). Konkrétrbyly pouzity primery navrzené pro fregatku obecriBregata
minor), kormorana galapdZzskéhoPh@lacrocorax harrisi), kormordna chocholatého
(P. aristotelis), kormorana usatéhdP( auritus), kormorana tasmanskéh®. (fuscescens)
kormorana velkého R. carbo), pelikana bilého Relecanus onocrotalus), pelikana
severoamerického P( erythrorhynchos), tereje guanového Sfla variegata), tereje
modronohého & nebouxii), terejecervenonohéhoS sula) a faetona Zlutozobéh®lfaethon
lepturus).
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Tabulka 2: Prehled mikrosatelitovych lokuigestovanych u nesyta afrického. Tabulka uvadi

fad, zdrojovy druh, ndzev lokusu, autora a rok fxaick.

5 Autor
Rad Zdrojovy druh Testované lokusy e
Prup 1, Prup 2, Prup 3, Prup 4, Prup 5, Prup 4 RruKapil et
Plameaiak karibsky
Y17, Prup 8, Prup 9 al., 2010
— (Phoenicopterus
v Preston,
c ruber) Prup 13
5 2005
=
‘g %J_ PrA2, PrA3, PrA9, PrA102, PrA103, PrA104,
% 8 o PrA105, PrA110, PrA111, PrA113, PrB1, PrB2,
a5 Plameiak riZzovy Geraciet
o _ PrB3, PrB102, PrB105, PrB110, PrC1, PrC6, PrC12;
£ (Phoenicopterus al. 2010
= ) PrC101, PrC109, PrC117, PrC122, PrD3, PrD4, "
roseus
PrD5, PrD7, PrD9, PrD10, PrD12, PrD102, PrD105,
PrD108, PrD117, PrD121, PrD126, PrD139
| Fmin01, Fmin02, FMIin03, FMin04, FMIin05, FminQ6Pearborn
Fregatka obecna _ _ _ ) _ _
_ Fmin07, Fmin08, FMin09, FMin10, Fminll, Fmin12, etal.,
(Fregata minor) ) ) ) ) ) )
Fminl13, Fmin14, Fminl15, Fminl6, Fminl7, Fminl8 2008
Kormoran
%\ galapazsky PhB2, PhB4, PhB11, PhC11, PhD11, PhF12, PhG8Duffie et
= E
© & | (Phalacrocoraxharri | PhG12 al., 2008
c =
(O]
- E PhaariO1, Phaari02, PhaariO3, Phaari05, PhaariO6, Barlow et
- Kormoran Phaari08, Phaarill, Phaari12, Phaaril4, Phaaril al., 2010
chocholaty
: : : . : podle
(Phalacrocorax PhaariO4, PhaariO7, Phaari09, Phaaril0, Phaaril3,
, , _ _ Barlow et
aristotelis) Phaaril5, Phaaril7
al., 2010
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Tabulka 2: Pokra&ovani 1.

o i Autor
Rad Zdrojovy druh Testované lokusy _
publikace
Kormoran tasmansky _
Riordanet
(Phalacrocorax Pf7, Pf11, Pf13, Pf33, P35, Pf36, Pf39
al., 2012
fuscescens)
Dcco-01, Dcco-02, Decco-03, Dcco-04, Dcco-05, | Merceret
Dcco-06, Dcco-07, Dcco-08 al., 2010
Kormorén usaty ["coOR 01, COR 03, COR 05, COR 06, COR 07, COR
(Phalacrocorax | 15 CcOR 15, COR 17, COR 19, COR 20, COR 21}
auritus) Fike et
COR 22, COR 23, COR 26, COR 28, COR 30, COR 2009
al.,
31, COR 35, COR 38, COR 40, COR 41, COR 43
COR 45, COR 47
Kormoréan velky Piertney
- (Phalacrocorax PcD2, PcD4, PcD5, PcD6, PcT1, PcT3, PcT4 etal.,
n
— g carbo) 1998
N <
g L o de Ponte
o5 Pelikan bily
o 3 PELO86, PEL149, PEL175, PEL185, PEL188, Machado
> ¢ | (Pelecanusonocrotal
a ) PEL190, PEL207, PEL221, PEL265, PEL304 etal.,
~ us
2009
Pelikan ,
o Hickman
severoamericky | PeEr 01, PeEr 02, PeEr 03, PeEr 04, PeEr 05, PeEr ot sl
(Pelecanus 06, PeEr 07, PeEr 08, PeEr 09 200;
erythrorhynchos)
Terej guanovy Sv2A-2, SV2A-26, SV2A-47, SVv2A-50, Sv2A-53, | Tayloret
(Sula variegata) Sv2A-95, Sv2A-152, Sv2B-27, Sv2B-138 al., 2010
Boob-RM2-F07, Boob-RM3-D07, Boob-RM3-F11, Eaircloth
airclo
Terej modronohy | Boob-RM4-A08, Boob-RM4-B03, Boob-RM4-C03 ot 2l
(Sula nebouxii) Boob-RM4-D07, Boob-RM4-E03, Boob-RM4-E10 200;

Boob-RM4-F11, Boob-RM4-G03
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Tabulka 2: Pokra&ovani 2.

Rad

Zdrojovy druh Testované lokusy

Autor
publikace

Veslonozi
(Pelecaniformes)

(Sulanebouxii) | SN2B-100 al., 2010

Terejcervenonovy

Ss1b-16, Ss1b-51, Ss1b-57, Ss1b-98, Ss1b-106, | Morris-
Ss1b-142, Ss2b-2, Ss2b-35, Ss2b-48, Ss2b-71, SsHAwncocket

(Sulasula)
88, Ss2b-92, Ss2b-110, Ss2b-138, Ss2b-153 al., 2010
Humeau
P3A3, P3D7, P3C1, P4F2, P3F3, P3F5, P3A4,
Faeton Zlutozoby etal.,
P3G12, P3F7, PAG1, P3H10
(Phaethon lepturus) 2011

4.4 Zpracovani PCR produkii

gelu 0,4 mm.
1.

Tento postup je optimalizovan pro pouZziti vigané sekvertmi elektroforetické
komarky S2 Whatman Biometra, s ro2ny skel 330 x 390 mm a 330 x 420 mm a tkkot

4.

Nejdrive byla ol skla dikladn® umyta kartdkem a poté byla oplachnuta
deionizovanou vodou. Naslefirbyla skla osuSena papirovym ubrouskem
a dvakrat vyisténa 96% ethanolem.

Ocistena plocha wtsSiho skla byla oSgtna gipravkem na odpuzovani vody,
ktery se pouziva na skla automdbiPripravek byl nanesen na tu plochu, ktera
se dotykd gelu. Po zaschnuttigsavku (5 min) bylo sklo oplachnuto
deionizovanou vodou a osuSeno papirovyimikem.

MensSi sklo bylo oS&no molekularnim lepidlem. Lepidlo bylo nanesenduna
plochu, ktera se dotyka gelu. Lepidlo bylo rovriond rozeteno po celé ploSe
skla. Potddném zaschnuti lepidla (5 min) bylo skityiikrat omyto 96%
ethanolem a pokazdé debosuseno.

VeétSi sklo bylo poloZzeno na polystyrenovou podlozkietenou plochou
nahoru. Na delSi okrajest&iho skla byly poloZzeny 0,4 mm silné spacery. Na
spacery bylo poloZzeno mensi sklo #8abu plochou s#rem dofi. V misg
spacei byla skla zaji&na pomoci klipg, na kazdé strandvéma.
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5. Polyakrylamidovy 6% gel bylifpraven v kadince. Pou#lladném promichani
byl gel opatrg vlit mezi ok skla.

6. Jakmile byl cely prostor mezi skly vygim gelem, byl do gelu, do hloubky 1
cm, vlioZen bkebinek, a to rovnou stranou. Po vioZetdhinku byla skla je8t
zajisSenactyimi klipsy. Gel se nechal minim&rb0 minut polymerizovat.

7. Po ztuhnuti gelu byly sundany Klipsy a skla, s getaezi nimi, byla pomoci
kart&ku omyta od zbytk zpolymerizovaného gelu. dRladné bylo ctisténo
hlavre okoli hrebinku.

8. Takto gipravend skla s gelem byla vioZzena do elektrofokétikontirky a to
hiebinkem nahoru. Katodovy i anodovy prostor byltz@Jb x TBE pufrem
a hrebinek byl opatfvyjmut z gelu. Prostor pro nanaseni Wgddtery vznikl
po vyjmuti Kebinku, byl vg¢iSttn proudem pufru z injeki stikacky. Po
vycisteni byl katodovy i anodovy prostor uzawn a elektroforeticka kofinka
byla pripojena ke zdroji stejnoskfmého napti. Na zdroji byl nastaven vykon
90 W (hodnota elektrického proudu 150 mA a hodmageti 3 000 V). Skla
s gelem byla takto n@ivana po dobu 30 minut.

9. Béhem nakivani skel s gelem, byly v digestopiipraveny vzorky a to
piidanim 5 ul nanaSeciho pufru k 10 pl PCR produRtakto gipravené
vzorky byly tsné pred koncem nativani skel s gelem vlozeny do
termocykléru, kde byly po dobu 3 minut denaturovghy4 °C. Po denaturaci
byly vzorky okamzi umisgny do ledovéiise, aby nedoslo k renaturaci.

10.Be¢hem denaturace vzarkyl vypnut zdroj stejnosénného napti. Znovu byla
peclivé vycisSttna mezera mezi skly. Po &igténi byl do této mezery vlozen
hiebinek, ten byl orientovan zoubky do gelu. Hloubk#erou Hebinek
zasahoval do gelu, byla asi 1 mm.

11.Pomoci osmikanalové pipety byly do prostoru mezibiky postupt naneseny
vSechny vzorky. Po naneseni vzbrkyl katodovy i anodovy prostor znovu
uzawen a na zdroji byl nastaven vykon 70 W (elektripkgud 150 mA, nafii
3000V). Cas separace byl ¢en na 1,5 hodiny. U gkterych polymorfnich
vzorki byl cas separace prodlouzen.

12.Béhem elektroforetické separace bwyippaven fix/stop roztok, roztok 1%
kyseliny dusiné a vyvojka, ktera byla uloZena do |eikyi.

13.Po ukthnuti doby elektroforetické separace, byl vypnuibgdtejnosmirného
napiti a odpojeny elektrody. Byl otéen kanalek, aby mohl pufr z katodového
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prostoru vytéct. Uchyty pro zajiti skel s gelem byly odSroubovany
a skla, s gelem mezi nimi, byla vyjmuta z elektrefacké konirky. Po
vyjmuti byly odebrany spacery a skla byla od set@lena pomoci noze. Gel
zastal @ilepeny na mensim skle.

14.Malé sklo s gelem bylo umisto do fotomisky narépaku, gelem nahoru. Gel
na skle bylzalit fix/stop roztokemiiBobeni fix/stop roztoku bylo 20 minut.

15.Po ukkhnuti doby jisobeni byl fix/stop roztok slit do by a uchovan pro
pozckjSi pouziti. Gel na skle bylfikrat po dvou minutach promyt
deionizovanou vodou a umdst na tepaku, kdy byl zalit roztokem kyseliny
dusiné. Risobeni roztokem kyseliny ddsé bylo 4 minuty. Poté byl roztok
kyseliny duséné vylit a gel na skle byitytikrat po dvou minutach promyvan
deionizovanou vodou.

16.Sklo s gelem bylo umigto do fotomisky a zalito 0,1% roztokem dunmgnu
sttibrného. Do roztoku dusianu stibrného bylo &sns pied pouZzitim fidano
1,2 ml formaldehydu. V tomto roztoku bylo sklo pohéno 30 minut.

17.Po vyjmuti z roztoku dusnanu stibrného bylo sklo na 5 sekund pdeno do
misky s deionizovanou vodou. Po vyjmuti z vody bskdo s gelem umisho
do misky naitepaku, kde bylo zalito vyvojkou. Vyvijeni bylo sledavé a ve
chvili, kdy byly obarvené PCR produkty j&sreretelné, bylo vyvijeni
zastaveno ffilitim fix/stop roztoku.

18.Po vyvijeni bylo sklo s gelem umiab na 2 minuty do deionizované vody
a poté asi na 30 minut do suSarny. VysusSeny gelpby® vyhodnocen na
negatoskopu a naskenovan pro gg&idkontrolu. Po vyhodnoceni bylo sklo
s gelem umisho do roztoku NaOH o koncentraci 1 mol/l, kde skeaghepil
od skla. Sklo bylo nasledrmikladn® umyto a pipraveno pro dalSi pouZiti.

19.U vSech mikrosatelitovych loktsu vSech 6 jedint nesyta afrického byly
z gelu vgteny genotypy. Pomoci programu Cervus 3.0.6 (Kalslo et al.,
2007) byly mikrosatelitové lokusy charakterizovang pouzitim webové verze

programu Genepop 4.2(Rousset, 2008) bytdena vazba mezi lokusy.

4.5 Pouzité chemikalie
Akrylamid (Sigma)
araq DNA polymeraza (5U/ul), M1241 (Promega)
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Bromfenolova motl(Serva)

Deionizovana voda

Deoxyribonukleosid trifosfaty (100 mmol/l, 400 d4dého), U 1240 (Promega)
Duskcnan stibrny (Lachema)

Ethanol-96% roztok (Lihovar Vrbatky)
Ethylendiaminotetraoctan sodny (D TA) (Lachema)
Ethylendiaminotetraoctova kyselina (Lachema)
Formaldehyd (Lachema)

Formamid (Lachema)

Hydroxid sodny (Lachema)

Chlorid sodny (Lachema)

Chloroform (Lachema)

Kyselina borita (Lachema)

Kyselina dusina-65% roztok (Lachema)

Kyselina octova-ledova (Lachema)

Laurylsiran sodny (SDS) (Lachema)
3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)
Mocovina (Lachema)

N-lauroylsarkosin (Sigma)

N, N"-methylenbisakrylamid (AppliChem)

N, N, N’, N"-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Sajv
Octan sodny (Lachema)

Peroxodisiran amonny (Serva)

Proteinaza K (Sigma)

Clear Vue, Rain Repellent (Turtle WAX)

Thiosiran sodny (Lachema)

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

Xylenova mod (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.6 Pouzité roztoky

Z&sobni roztok 6% akrylamidu:

420 g m@oviny

484 ml deionizované vody

50 ml 10x TBE

150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamid:N, N"-me#imgisakrylamid 19:1 po

rozpuséni vSech slozek Zzfiltrovat a ulozit v temné lahgi4/ °C

Polyakrylamidovy 6% gel:
60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu

400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného {NE40s
40 ul N, N, N°, N'-tetramethylethylendiaminu

Zasobni roztok 10x TBE pufru:

108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
55 g kyseliny borité EBO;

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

doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Fix/stop roztok:

88 ml ledoveé kyseliny octové

800 ml deionizované vody

Nandaseci pufr pro elektroforézu:

0,125 g bromfenolové moel
0,125 g xylenové mad
25 ml deionizované vody

100 ml formamidu
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Roztok 1% kysliny dusiéné HNOs:

12 ml 65% HNQ
800 ml deionizované vody

Roztok 0,1% dusinanu sttibrného AgNOs:

0,8 g AgNQ
doplnit objem na 800 ml deionizovanou vodou

pied pouzitim fdat 1,2 ml formaldehydu

Vyvojka:

24 g uhlgitanu sodného N&O;

800 ml deionizované vody

umistit do chladriky, aby se vychladil na teplotu nizsi nez 10 °C

pied pouZzitim fidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiasiu sodného
NapS05

Roztok 10% peroxodisiranu amonného (Nk),S,;Os:

1 g peroxodisiranu amonného (5,03
rozpustit v 10 ml deionizované vody

uchovavat v chladice

Roztok hydroxidu sodného NaOH 1 mol/l:

40 g hydroxidu sodného NaOH
rozpustit v 800 ml deionizované vody

doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Molekularni lepidlo:

1 ml 0,5% kyseliny octove v 96% ethanolu

3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

Queen’s pufr:

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

2,92 g ethylendiaminotetraoctové kyseliny (EDTA)
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10 g N-lauroylsarkosinu

rozpustit v 900 ml deionizované vody
pH upravit na 7,5

doplnit deionizovanou vodou na 1 |

TE pufr:

10 ml zasobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,0
200 pl z&sobniho roztoku pEEDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
rozpustit v 900 ml deionizované vody

doplnit deionizovanou vodou na 1 | a zfiltrovat

4.7 Laboratorni pristroje

Elektroforeticky zdroj EV 232 (Consort)

Chladnika kombinovana (Whirlpool)

Laboratorni vahy MARK S 622 (BEL Engeneering)
Magneticka miché&a MR Hei-Standard (Heidolph)
Mikropipety Finnpipette 0,5 pl az 10 pl (osmikanéid (Labsystems)
Mikropipety Finnpipette 0,3 pul az 1 ml (Labsystems)
Mikropipety Nichipet EX 0,5 pl az 1 ml (Nichiryo)
Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)

Stolni centrifuga Prism Mini (Labnet International)
Negatoskop NEGA 1 (Maneko)

Sekvenani elektroforetické korirka S2 (Whatman Biometra)
Susarna-sterilizator CAT 8050 (Contherm)

Temperovany blok Dry-block DB-2D (Labnet Internaib)
Termocyklér GenePro (BIOER Technology)

Termocyklér PTC 100-96 VHB (MJ Research)
Termocyklér XP Thermal Cycler (BIOER Technology)

Trepaka Orbit 1 900 (Labnet International)
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Vortex Mixer (Labnet International)
Vortex MS2 (lka)
Vyrobnik deionizované a ulttssté vody typ 02 (AquaOsmotic)

Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)
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5 Vysledky
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6 Diskuze
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7 Zavér

Cilem této bakakské prace bylo metodoaross-species PCR amplifikace nalézt
polymorfni mikrosatelitové lokusy u nesyta africkélDNA 6 jediné tohoto druhu byla
amplifikovana vSemi existujicimi pary printerpavodné navrzenymi pro plamgky
a veslonohé. Celkem jsem otestovala 207 péimeri. 47 paéi primeri bylo navrZzeno pro
plameiaky, zbyvajicich 160 pro veslonohé. Celkem jsemezial 37 pér primer

amplifikujicich polymorfni produkt. 36 paprimeri amplifikovalo jeden polymorfni produkt

a 1 par primer amplifikoval 2 polymorfni oblasti.

Otestovanim pdr primemi od plam@aki jsem nalezla 8, které amplifikovaly
polymorfni produkt u nesyta afrického. 1 polymorfokus byl amplifikovan parem priméer
od plam@éaka karibského a 7 polymorfnich lokusmplifikovaly primery od plame&ka

razoveého.

29 paih primeri navrzenych pro veslonohé u nesyta afrického arkplidlo 30
polymorfnich lokuf, protoZze jeden par primeramplifikoval produkt se 2 oblastmi
polymorfismu. Polymorfni produkt amplifikovalo 5 gé&primefii od fregatky obecné, 4 péry
primeri od pelikana bileho, 3 pary printelod kormorana uSatého, 3 pary pritherd
kormorana velkého, 3 pary prinieod tereje modronohého, 2 pary prifnerd kormorana
galapazského, 2 pary prinierod kormorana chocholatého, 2 pary pritnesd tereje
guanového, 2 pary primerod faetona Zlutozobého a 1 par pritheod pelikdna

severoamerického.

Nejvice polymorfnich lokus u nesyta afrického jsem nalezla pouzitimapdrmert
prokehla s pouzitim pdr primei od veslonohych, kdy 29 parprimeri amplifikovalo
polymorfni produkt, tj. 17,9 %. Otestovanim pasrimeti od plaméaki jsem nalezla 8

polymorfnich loku§, tj. 17 %.

Celkem u osmi lokus jsem objevila mozZznou vazbu na pohlavi. U 7 ldkby se
mohlo jednat o vazbu na pohlavni chromozom Z, zjigvdokus Sn2A-36 se chova jako
pohlavni marker. Aby mohlo byt sditosti feceno, Ze se opravdu jedna o vazbu na pohlavi,

bylo by poteba otestovatétSi patet samé a samic.
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8 Seznam zkratek

A
C
DNA

dNTP

kb

LINEs

Mb

PCR

RNA

SINEs

SSRs

STRs

Ta

VNTRs

adenin
cytozin
deoxyribonukleova kyselinaléoxyribonucleic acid)
deoxynukleotid trifosfat
forward primer
guanin
kilobaze
lower primer
dlouhé rozptylené jaderné elemerion@ inter spersed nuclear elements)
megabéaze
polymerazoviéettzova reakcepolymerase chain reaction)
reverse primer
ribonukleova kyselinari{bonucleic acid)
kratké rozptylené jaderné elemerstyo(t interspersed nuclear elements)
repetice jednoduchych sekverdiengle sequence repeats)
kratké tandemové repetishqrt tandem repeats)
tymin
teplotaannealingu
upper primer

variabilni poet tandemovych repetigdriable number of tandem repeats)
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