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Souhrn

V teoretické ¢asti jsem se nejprve vénovala taxonomickému zafazenim fadu
brodivi do systému ptaki a jak se tento systém v minulosti vyvijel. Uvedla jsem blizsi
charakteristiku fadu brodivi, ¢eledi ¢apoviti a ¢apa bilého jako testovaného druhu. Déle
jsem se vénovala obecné charakteristice mikrosatelitd jako takovych, mikrosatelitim
z tadu tucndci a univerzalnim pta¢im mikrosatelitim. V posledni Casti jsem popsala
zpusoby hledani mikrosatelitovych lokusi se zaméfenim na cross-species PCR
amplifikaci.

V praktické c¢asti jsem testovala polymorfismus mikrosatelitovych lokust
na genomické DNA 6 nepiibuznych jedincii ¢apa bilého s vyuzitim 173 part primert,
z nichz 113 bylo od zastupcl z fadu tuctéci, 36 part primerit bylo navrZenych
pro amplifikaci EST ptac¢ich mikrosatelitl a 24 part primerti navrZzenych pro amplifikaci
konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitli. Témito pary primerd jsem u 6 nepiibuznych
jedincti ¢apa bilého detekovala celkem 19 polymorfnich lokust, z toho 9 polymorfnich
mikrosatelitli bylo navrZzeno pro mikrosatelity 6 druhti tu¢nak a po 5 polymorfnich
mikrosatelitech navrZzenych pro EST ptaci mikrosatelity a pro konzervované ptaci

mikrosatelity.
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Summary

In the Theoretical Part, I commenced with the taxonomic categorization
of the order Ciconiiformes into the avian system and its historical development.
The closer characterisations of the order Ciconiiformes, Ciconiidac and White Stork
respectively were provided. Furthermore, microsatellites in general, microsatellites
in Sphenisciformes and universal avian microsatellites were characterised. In the last
chapter, the methods for finding polymorphic microsatellite loci with the focus
on cross-species PCR amplification were described.

In the Practical Part, I examined the polymorphism of microsatellite loci
on genome DNA of 6 non-relative White Storks using 173 pairs of primers. Out of the 173
primers, 113 pairs were extracted from the order of Sphenisciformes, 36 pairs were
intended for the amplification of EST avian microsatellites and 24 pairs were intended
for the amplification of conserved avian microsatellites. Using the aforementioned pairs
of primers, I detected an overall 19 polymorphic loci in 6 non-related White Storks.
The 19 identified polymorphic loci consisted of 9 polymorphic microsatellites from
the group of microsatellites of 6 Penguin species, 5 polymorphic microsatellites designed
for EST avian microsatellites and 5 polymorphic microsatellites designed for conserved

avian microsatellites.
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1 Uvod

Mikrosatelity jsou sekvence repetitivni DNA, které¢ se skladdaji z kratkych,
tandemové se opakujicich jednotek mnohokrat za sebou. Ackoliv se mikrosatelity bézné
vyskytuji v genomech prokaryot i eukaryot ve velkém mnozstvi, jejich biologicka funkce
je v mnoha ohledech nejasnd. Nicmén¢ pro své unikatni vlastnosti, jako jsou zejména
pomérné snadna detekce s vyuZitim PCR techniky, vysoka variabilita v poctu a délce
opakujicich se jednotek a z toho vyplyvajici vysoky stupent polymorfismu, jsou ¢asto
vyhleddvanymi nastroji pro molekularné-biologické studie.

Cép bily (Ciconia ciconia) je jednim z nejznaméjsich zastupct fadu brodivych
na naSem uUzemi. Je typicky svym cerno-bilym zbarvenim a kazdému se dostava
do povédomi uz od utlého détstvi. Doposud vysly dvé publikace, které popsaly nové
mikrosatelitové lokusy pro tento druh. V Laboratofi populac¢ni genetiky na Katedie
bunécné biologie a genetiky Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci je
tento druh jiz mnoho let studovén a tato prace by v budoucnu mohla ptispét k dalsimu
nalezeni mikrosatelitli pro tento druh, které by bylo ddle mozné vyuzit jako genetické

markery nejen pro studium ptibuzenskych vztaht.

V této bakalarské praci budu s vyuZitim metody cross-species PCR amplifikace
testovat mikrosatelitové lokusy u Sesti nepiibuznych jedincii ¢épa bilého. Bude
otestovano 36 pard primer navrZenych pro amplifikaci EST ptacich mikrosatelit, 24
parii primertd navrzenych pro amplifikaci konzervovanych ptacich mikrosateliti a 113
parit primeri navrZzenych pro amplifikaci mikrosateliti 9 druht z fadu tuénaci

(Sphenisciformes).



2 Cile prace

1. Shromazdéni dostupnych literarnich zdrojt.

2. Vypracovani reSerSe na téma bakalarské prace.

3. PCR amplifikace DNA ¢4pa bilého s vyuzitim cross-species primerl pro ptaky z fadu

tucnaci a konzervovanych ptac¢ich mikrosatelit.



3 Literarni piehled

3.1 Systém a fylogeneze Fadu brodivi

Rad brodivi (Ciconiiformes) neni neménnou skupinou. V poslednich piiblizné
50 letech je tento tad tradicné vniman jako skupina ptakd zahrnujici ¢eledi volavkoviti
(Ardeidae), capoviti (Ciconiidae), ibisoviti (Threskiornithidae), ¢lunozobcoviti
(Balaenicipitidae) a kladivouSoviti (Scopidae). Nicméné v poslednich 30 letech doslo
ke kompletni zméné taxonomického zatazeni velkych vodnich ptakt. Nejvétsi zmény
nastaly v kompletni pfestavbé a vzajemném promichani ¢eledi fddu brodivi a veslonozi

(Pelecaniformes).

Konstrukce a pochopeni ptibuzenskych vztahli je obecné pro evolu¢ni biology
od dob Darwina hlavni vyzvou. Ve schopnostech odvodit strukturu fylogenetickych
stromll byly v prubchu ¢asu zaznamenéany pokroky v technologii sekvenovani DNA,
fylogenetickych algoritmech a vysoce vykonném pocitaCovém zpracovani (Delsuc et al.,
2005), které umoznily generovani rozsahlych fylogenetickych studii (Soltis ef al., 2013).
Zdokonalovani fylogenetickych stromi z pifedeslych fylogenetickych stromi,
aby nedoslo ke ztraté presnosti nebo kvality odhadovanych fylogenetickych stromii, vSak

ptedstavuje pro evoluéni biology stale velkou vyzvu.

Ahlquist et Sibley (1987) publikovali molekularné-biologickou klasifikaci fadu
brodivi zaloZenou na DNA-DNA hybridizaci. Studie pfinesla dal$i zptsob, jak pfistoupit
ke klasifikaci tfidy ptaki, nebot’ vychazela z porovnani DNA jednotlivych druhi ptaki.
V tomto pojeti je na ad brodivi chépan jako soucast nadiadu Passerimorphae, do kterého
patii podfady Charadrii (bahiidci) a Ciconii (Eapi).

Proctor et Lynch (1993) také zvetejnili dal$i studii zalozenou na DNA-DNA
hybridizaci. Jimi vytvofeny systém vznikl na zdkladé zkoumani podobnosti genomu
jednotlivych ptaki. Podle tohoto pojeti je na zastupce z fadu brodivych nahlizeno jako
na soucast nadiadu Passerimorphae, stejné jako predpokladali Ahlquist ef Sibley (1987).
Rad brodivi byl ale znaéné rozsifen o celou fadu stavajicich fadd, které se timto zrusily
a tim se odliSily od systéml zalozenych na morfologickych znacich. Ke stavajicim
zastupcim ftadu brodivi bylo pfidano mnoho jiz existujicich tada, jako jsou
Charadriiformes (dlouhoktidli), Gaviiformes (potaplice), Falconiformes (dravci),
Pelecaniformes (veslonozi), Podicipediformes (potapky), Procellariiformes (trubkonosi),

Phoenicopteriformes (plamenidci) a Sphenisciformes (tu¢iaci) (Proctor et Lynch,1993).



Ptibuznost brodivych, na =zakladé anatomickych znakl, se zastupci
Pelecaniformes (veslonozi), Falconiformes (dravci) a Phoenicopteriformes (plameniaci)

predpokladali i Hudec er Stastny (1994).

Rad brodivi byl ptivodné po dlouhou dobu povaZzovéan za monofyletickou skupinu.
Od roku 1987 se zacalo uvaZovat o polyfyletickém charakteru, nebot’ od té¢ doby bylo
publikovano nékolik studii (Bledsoe 1987; Ahlquist ef Sibley, 1987; Sibley et al., 1987;
Sheldon et Slikas, 1997 atd.). Polyfyleticky charakter pfedpoklada i studie z nedavné
doby. Podle tymu Zhang et al. (2012) tad brodivi (Ciconiiformes) obsahuje jedinou ¢eled’
apoviti (Ciconiidae). Celedi pelikanoviti (Pelecanidae), volavkoviti (Ardeidae), ibisoviti
(Threskiornithidae), ¢lunozobcoviti (Balaenicipitidae) a kladivouSoviti (Scopidae) byly
oddéleny a staly se soucasti fadu veslonozi (Pelecaniformes). Kromé toho byli
fregatkoviti (Fregatidae), terejoviti (Sulidae), anhingoviti (Anhingidae) a kormoranoviti
(Phalacrocoracidae) odstranéni z Pelecaniformes a umisténi do nového fadu Suliformes,

zatimco faetonoviti (Phaethontidae) byli pfesunuti do nového fddu Phaethontiformes

(Obrazek 1).

Obrazek 1: Zatazeni fadu brodivi do systému dle Zhang et al. (2012).

— Pelecanidae
—— Ardeidae
Threskiornithidae

Pelecaniformes

— Balaenicipidae

— Scopidae

Ciconiiformes

Ciconiidae

— Fregatidae

Suliformes — Sulidae

—— Anhingidae

—— Phalacrocoracidae
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Prum et al. (2015) shromazdili data pro sestaveni fylogenetického stromu kladu
Neoaves, ktery dnes zahrnuje vSechny moderni ptdky kromé Palacognathae (bé&Zci)
a Galloanserae (hrabavi a vrubozubi). V tomto pojeti vymezuji fad brodivi jako soucast
kladu vodnich ptakd Aequorlitornithes, ktery se déli na dvé sesterské skupiny
(Obrazek 2). Prvni skupinou jsou plamenaci (Phoenicopteriformes), potapky
(Podicipediformes) a dlouhokiidli (Charadriiformes). Do druhé skupiny patii slunatci
(Eurypygiformes), faetoni (Phaenthontiformes), potaplice (Gaviiformes), tuchéci
(Shphenisciformes), trubkonosi (Procellariiformes), veslonozi (Pelecaniformes) a brodivi

(Ciconiiformes).

Obrazek 2: Klad Aequorlitornithes dle Prum et al. (2015).
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Tym Burleigh et al. (2015) vytvofil fylogeneticky strom, ktery by mél slouZzit
pro budouci srovnavaci analyzy. Shromézdili dostupnd molekularni data od ptakd,
aby odvodili novy systém. Toto pojeti déli Aequorlitornithes taktéZ na dvé sesterské
skupiny. Jednou skupinou jsou potéaplice (Gaviiformes) a druhd skupina zahrnuje
Austrodyptornithe, kam patii trubkonosi (Procellariiformes), tu¢iiaci (Sphenisciformes),

brodivi (Ciconiiformes), terejové (Suliformes) a veslonozi (Pelecaniformes) (Obrazek 3).



Obrazek 3: Zatazeni fadu brodivi do systému dle Burleigh ez al. (2015).
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Studie Royara de Souza Oliviera ef al. (2019) poskytla pohled na systematiku
Ciconiidae (¢apoviti). V rdmci stude byl proveden rozsahly vyzkum, jehoz cilem bylo
podrobné porovnat a popsat kranialni osteologii vybranych druht: marabu indicky
(Leptoptilus dubius), marabu africky (L. crumeniferus) a marabu indomalajsky
(L. javanicus). Tato studie podpofila diivéjsi hypotézu (Kahl, 1979) o rozdéleni celedi
¢apovitych na tfi podceledi: Mycteriini, Ciconiini a Leptoptilini. Tyto tfi skupiny dnes

tvori fad Ciconiiformes.

3.2 Rad brodivi

Rad brodivi (Ciconiiformes) zahrnuje vesmés velké ptaky s dlouhyma nohama
a vyraznym dlouhym zobdkem. VétSina druhti mé protahly, Stihly a velmi ohebny krk
(Hanzak, 1974). Tito ptaci se vyskytuji hlavné ve sladkovodnim prostfedi s teplym
klimatem, ale protoze jsou vazani k vodnimu prostfedi, zimuji v mistech, kde nedochazi
k zamrzéani vodnich ploch. Jejich télesna ptizplisobeni jim vSak nebrani Zit i v jinych
podminkach neZ vodnich, jako jsou suché stepi nebo lesy (Stastny et al., 1998). Jejich
roz$ifeni je kosmopolitni s vyjimkou polarnich oblasti (Hanzak e Hudec, 1963). Spousta
zastupcu tohoto fadu se ocitla na seznamu kriticky ohroZenych druhi. Jen nékteré druhy

se dokazaly ptizpisobit zménam, které v krajin€ zpiisobil clovek (Hoare ef Burnie, 2008).



Dlouh¢ nohy nevyuzivaji jen k ziskdvani potravy z vody nebo bazinatych biotop,
ale také jim umoznuji udrzovat opeteni v suchu, zatimco natahuji sviij ohebny krk a hlavu
k vodé. Nekteti z nich maji dokonce mezi prsty plovaci blany, které jim slouzi k rozlozeni
hmotnosti, kdyz kraceji po bahnitém dné nebo ve vegetaci mokiin (Burnie, 2002).
Pohybuji se pomalu a rozvazné. Jestlize potiebuji prchat, vzlétnou. VéEtSina brodivych tak
vyborné 1ét4, hlavné plachti (statické plachténi) (Gaisler et Zima, 2018). Podle polohy
krku béhem letu se mohou rozpoznat volavky, které¢ za letu maji krk esovité slozen,
naopak ¢apoviti drzi krk nataZeny doptedu (Svensson et Grant, 2004). K vyhledavani
potravy vyuzivaji hlavné vyborny zrak, kterym prozkoumavaji vodu a hledaji znamky
pohybu pod hladinou. K lovu vyuzivaji dlouhy zobdk, jimz provedou rychly vypad
a kofist tak ulovi, jen zfidkakdy nabodnou. Nékteré druhy svou techniku lovu zlepsuji.
Naptiklad volavka ¢ernd vyuziva stinu svych roztazenych kiidel, do kterého 1aka ryby.
Jejich nejcastéj$i potravou jsou zejména ryby, obojZivelnici, mekkysi ¢i krabi. Ne
vSechny druhy vSak lovi Zivou kofist, naptiklad ¢ap marabu se zivi zdechlinami. Lovi

pfevazné samotarsky, aby si vzajemné neplasSily potencidlni kofisti (Burnie, 2002).

Obvykle Ziji v monogamii (Hudec et Stastny, 2016), nicméné ke spanku
se shromazd'uji do skupin a mnohé druhy hnizdi v koloniich (Burnie, 2002). Stavi
zpravidla velkd hnizda z vétvi a klackl,, na stromech nebo v rakosinach, jednotlivé
nebo v koloniich. Pak v nich hnizdi i fadu let a stale je pfistavuji (Gaisler et Zima, 2018).
Mléd’ata se lihnou vidouci, vyznacuji se rychlym ristem, ale nikoliv schopnosti letu,

v hnizdé& zfistavaji nékolik tydnii a staraji se 0 n& oba rodi¢e (Hudec et Stastny, 2016).

3.3 Celed &apoviti

Zastupci Celedi Capoviti (Ciconiidae) jsou vétSinou ptaci mohutnéjsi postavy
s dlouhyma nohama, pomérné kratkymi prsty, esovité¢ stocenym, dlouhym krkem
a silnym, klinovitym, na Spicce ze stran zplostélym zobakem. Nékterym druhtim se zobak
uprostfed nedovirad. Maji dlouhd, Siroka kiidla a jsou vytrvali letci. Jejich hlasové ustroji
je zakrnélé, bez hlasovych svalii. Proto vétSina zéastupct této celedi nevydava zvuky.
Projevuji se pouze chraplavym syéenim nebo &astéji klapanim zobaku (Stastny et Hudec,
2016). Pro capy plati, ze jsou v ¢ekani na svou kofist neobycejné trpélivi a vytrvali.
Potravu sbiraji pii volné chiizi na suchu nebo v mélké vodé. Zivi se hlavné Zivo&isnou
potravou. Nékteré druhy si zvykly na ¢lovéka a svd hnizda proto stavéji v blizkosti
lidskych obydli. Mezi nejznaméjsi zastupce Zzijici v CR patii &ap bily (Ciconia

ciconia) a ¢ap cerny (C. nigra).



3.4 Cap bily

Cép bily (Ciconia ciconia) je snad nejpopularngjsi divoce Zijici evropsky ptak.
Typické je pro néj bilé zbarveni téla, Cerné zbarvené konce kiidel, Cerveny zobak a nohy.
Ob& pohlavi jsou stejné¢ zbarvena, samice vSak byvaji zpravidla menSi. Se svou
primérnou hmotnosti okolo 3,5 kg a rozpétim kiidel az 2,2 m patii k nejvetSim zastupciim
z fadu brodivych. Typickym zvukovym projevem je klapani zobdku, kterym se ozyva

hlavné pfi setkani partnerii v hnizd¢ (Svensson et Grant, 2004).

3.4.1 Vyskyt ¢apa bilého

Vyskytuje se hlavné v Evropé. Je rozsifen zejména ve stfedni a vychodni Evropé,
na Balkané a ve Spanélsku (Kotoug, 2004). Ve vychodni Evropé je zatim hojny, v zdpadni
Evropé ubyva (Svensson et Grant, 2004). Také u nas pocetnost hnizdicich para poklesla
(Gaisler et Zima, 2018). Na nasem Uzemi hnizdi pfedev§im v niZinach a ve stfednich
polohach, zejména potom v rybni¢natych a baZinatych oblastech. Jeho nejcastéjSimi
misty vyskytu jsou vyvysené body v udoli obklopené otevienou krajinou (Stastny et

Hudec, 2016).

3.4.2 RozmnoZovani a hnizdéni ¢apa bilého

Cép bily pohlavné dospivéa az tietim rokem Zivota, hnizdit zagina viak ve véku
4 a7 6 let a ve volné pfirodé se doziva 8 az 14 let. Samice snasi do hnizda 3-5 ¢isté bilych
vajec, ze kterych se po mésici lihnou mlad’ata (Kotou¢, 2004). Stavbu i1 opravu hnizda
realizuje samec, kazdym rokem ho zdokonaluje, takze mize dosahovat zna¢nych rozmért
(az vice nez 2 m na vySku s hmotnosti az 2 tuny). Mohutna hnizda (Obréazek 4) capa
bilého s oblibou vyuzivaji k hnizdéni 1 jini ptaci. Nejcastéji jsou zde k spatfeni kolonie
vrabcil polnich a domacich nebo kolonie Spackli obecnych (Cepék et al., 2014). Sva
hnizda stavi z klacikd, hliny a travy v blizkosti lidskych obydli, zejména na stfechéch,
kostelnich vézich, kominech a elektrickych sloupech (Svensson et Grant, 2004).
V poslednich desetiletich se vSak strategie hnizdéni ¢apa bilého drasticky zménila: klesa
pocet jedincl hnizdicich na tradi¢nich lokalitdch, zatimco preference hnizdéni
na elektrickych sloupech vyrazné stoupa. Podle vyzkumu Gyalus et al. (2018),
proveden¢ho v Mad’arsku, byl od roku 2000 vyrazny posun k preferenci hnizdéni
na elektrickych stozarech, navzdory hojnosti prazdnych potencidlnich stanovist
k hnizdéni mimo elektrické vedeni. Osidlovéani sloupil s elektrickym vedenim bylo

prokazano stejnym tempem v kazdém kraji, nezavisle na podilu plvodnich lokalit



k hnizdéni. S tim se vSak poji fakt vysokého procenta tthynil ¢apt z diivodu narazu prave

na draty elektrického vedeni (Cepak et al., 2014).

Obrazek 4: Hnizdici par ¢apa bilého. (Foto: Tomas Bélka)

3.4.3 Péce o mlad’ata a potrava ¢apa bilého

Po vylihnuti rodic¢e na svych mladd’atech jesté po urcitou dobu sedi a chrani je tak
pred pfimy sluncem i pfed deStém. Jeden z rodich vyseddva na hnizd€, druhy shani
potravu. Pfinesenou potravu rodi¢e vyvrhuji do hnizda a mlad’ata si ji sama berou. Toto
sttidani probiha o frekvenci co dvé hodiny a trva obvykle 17 dni. Po zhruba 22 dnech
od vylihnuti mlad’at samec hnizdo opousti. Samice tak ¢ini aZ po mésici (Hanzak
et Hudec, 1963). Ptiblizné po 65 dnech se mlad’ata osamostatiiuji. V obdobi sucha mohou
¢apata v hnizdech hladovét. Nejmladsi mlade, které byva zpravidla nejmensi, pfestane
loudit potravu od rodicii a zeslabne. Rodice takové mlade, které se nechové jako ostatni,
pfestanou povazovat za své. Zivé nebo mrtvé jej vyhodi z hnizda

(Hanzak et Hudec, 1963).

Nejcastéjsi slozkou potravy jsou zaby, ptilezitostné lovi mloky, colky, hady,
jestérky, mladé ptaky, krtky, ryby a velky hmyz (Hanzak et Hudec, 1963). Casto hledaji
potravu na oranych polich (Dungel et Hudec, 2001), takze vyznamnou sloZkou potravy
jsou i hrabodi. SestiClenna &api rodina spotiebuje denné asi 4 kg potravy

(Hanzak et Hudec, 1963).



3.4.4 Migrace ¢apa bilého

Jedna se o typicky st€hovavého ptika, ktery je dennim migrantem tahnoucim
ve vétsich skupinéch, Citajicich az stovky ptakl. Po zavedeni krouzkovani toho vime
o jeho migrac¢nich trasach mnohem vice nez o st€éhovani ostatnich ptakt. Evropsti ptaci
migruji dvéma hlavnimi tahovymi cestami: zapadni a vychodni trasou. Capi hnizdici
v zdpadni Evropé nejéastéji tahnou pies Francii, Spanélsko, pielétaji Gibraltarskou Gizinu
a Sirokou frontou tdhnou pies Maroko, Alzirsko nebo Tunisko do zapadni Afriky.
Vychodni migraéni trasa, pro ¢apy hnizdici naopak ve vychodni Evropé, sméfuje
z Evropy ptes Turecku, Syrii, Jordansko, prelétaji pfes Rudé mote, odkud tdhnou
do vychodni a jithovychodni Afriky (Cepak ef al., 2014). Sva sezonni utocisté¢ obvykle
zaCinaji opoustét koncem l1éta (Kotou€, 2004) a vraceji se zacatkem jara (Hanzak
et Hudec, 1963). Pti piekonavani velkych vzdélenosti se pohybuji pfedev§im pomoci
plachténi za vyuziti stoupavych teplych proudit vzduchu nad pevninou. Nad moiem tyto
vzdusné proudy chybi, proto ptiaci mote oblétaji nad pevninou, i kdyZ to ¢asto znaéné

prodluzuje jejich trasu.

V poslednich letech neni vyjimkou zimovani v Evropé, napf. ve Spanélsku,
Francii, Bulharsku ¢i na Blizkém vychod€ (pfevazné Izrael). Divodem CcastéjsSiho
zimovani mimo Afriku mize byt jak globalni oteplovani (mirn€jsi zimy), tak vyssi
potravni nabidka v mistech zimovani. Nekteti ¢api uz dokonce neodlétaji do zimovist’

vibec a uspésné prezimuji u nas (Cepak et al, 2014).

3.4.5 Ochrana ¢apa bilého

V Ceské republice je ¢ap bily (Ciconia ciconia) chranénym druhem (Formének,
1994). Negativni vliv na jeho vyskyt ma stale vétsi tlak ze strany ¢loveéka na vyuzivani
krajiny na hnizdiStich, migracnich trasdch a zimovistich. Z mnoha divodi je tak
modelovym druhem pro studium migrace, chovani ptakd, studium variability

nebo genetické struktury populaci.

3.5 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou sekvence repetitivni DNA (Toth ef al., 2000), které se skladaji
z tandemov¢ se opakujicich jednotek. Riizni autofi uvadéji riznou velikost repetitivnich
jednotek: 2—8 bp (Goldstein et al., 1997) nebo 1-5 bp (Schldtterer, 1998). Mnohdy se
v jednom mikrosatelitu tato kratka sekvence za sebou mnohokrat opakuje a tvofi tak

fetézec o délce az nékolik stovek bp. Nejcastéjsimi repetitivnimi jednotkami jsou
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dinukleotid (AC), a (AT),, kde n se vztahuje k celkovému poctu opakovani, obvykle
v rozsahu 10-100 (Queller, 1993). Avsak vyskytuji se 1 repetice mono-, tri-, tetra-, penta-
a hexanukleotidové (Toth et al., 2000). Mikrosatelity jsou rozptylené po celém genomu.
Vyskytuji se u prokaryot (Zane et al., 2002) i eukaryot (Tautz et Renz, 1984). Lze je
nalézt jak v nekddujicich, tak kodujicich oblastech genomu (Toth et al., 2000), pfi¢emz
mnozstvi mikrosatelitnich repetic v exonovych tsecich je mensi nez v intronovych (Tautz

et al., 1986).

Variabilita mikrosatelitii je zpisobena mutacemi v poctu a délce opakujicich se
jednotek (Ellegren, 1992) a mlze byt detekovana s pouzitim techniky PCR. Jakmile je
PCR reakce dokoncena, je nutno vzniklé PCR produkty néjak analyzovat. K tomu slouzi

elektroforetické separace.

Mikrosatelity maji vSestranné vyuziti. Jsou Siroce vyuZzivany pro studium rostlin
1 Zivo€ichid, vcetné Cloveka. Jsou populdrné vyuZivanymi molekularnimi markery
pro populacné genetické, ekologické i fylogenetické studie (Primmer et al., 2005). Tyto
markery mohou byt pouzZity pro individualni identifikaci, vylouceni a potvrzeni
rodiCovstvi i dalSich forem ptibuzenstvi (Parker et al., 1998). Pro zachovéni stavajicich
populaci je nezbytné znat genetickou strukturu, jeji dynamiku ¢i jednotlivé piibuzenské
vztahy mezi jedinci. Mikrosatelity se zdaji byt nejvhodnéjSimi dosud dostupnymi

genetickymi markery pro tento ucel (Zhang et Hewitt, 2003).

3.6 Ptaci mikrosatelity

Obecné Ize fict, Ze genomy ptaki patii mezi genomy s malou velikosti a frekvence
vyskytu mikrosatelitnich repetic tak je mnohem niz$i nez u jinych obratlovel (Primmer
et al., 1997). B&hem poslednich dvaceti let se i tak u nich mikrosatelity staly jedny
z nejastéji pouzivanych genetickych markerti ve studiich popula¢ni biologie. Jednim
z primarnich faktori omezujicich jejich jest¢ S§irSi aplikaci je vSak nedostatek
univerzalnich PCR primert, které by Gspé$né¢ amplifikovaly homologni produkty napfi¢
celou fadou druht. Ackoliv mikrosatelitni primery nelze obecné pouzit univerzalné,
je moznd urcita troven jejich amplifikace mezi Gzce ptibuznymi druhy, tzv. cross-species

PCR amplifikace (Moore et al., 1991, Schlobtterer et al., 1991).

3.6.1 Mikrosatelity od druhii z Fadu tuc¢iaci
Podle Beattie ef al., 2019 jsou tucnaci (Sphenisciformes) nelétavi, mofsti ptaci,

kteti se vyskytuji podél pobtezi Antarktidy, Australie, Nového Zélandu, Jihoafrické
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republiky, Chile, Peru, Argentiny a ostrovii Galapagy. VéEtSinu €asu travi v oceanech,
na sou$§ pfichdzeji hlavné kvili rozmnozovani. VSichni disponuji Cerno-bilym
zbarvenim, které jim slouzi jako kamuflaz. Kdyz plavou, jejich bilé bficho splyva s jasnou
vodni hladinou, naopak ¢erny hibet je nerozeznatelny od temné vody. VSichni tuéniaci
maji pevné, t¢zké kosti, které jim pomahaji ponofit se hluboko do vody. Jsou schopni
zadrzet dech az na nékolik minut. Primérnd délka Zivota je 20 az 30 let. Existuje 18 druhti
tucnaka, kteti se rozde€luji do 6 rodi.

U 10 druhdt z 5 rodd bylo v 11 pracich popsano celkem 147 polymorfnich

mikrosatelitovych lokust (Tabulka 1).

Tabulka 1: Klasifikace fadu tuciidci do jednotlivych rodi podle Bradford (2014)

s popsanymi mikrosatelitovymi lokusy vcetné citace.

pocet .
rod druh mikrosateliti citace
tucnak cisatsky }
Aptenodytes (A. forsteri)
tucnak patagonsky }
(A. patagonicus)
s L 8 Billing et al. (2007)
Eudyptula tuc?;kn?f,ignrjm 20 Grosser et Waters (2015)
tuénak krouzkovy 6 Roeder et al. (2001)
(P. adeliae) 14
Pygoscelis tuchdk osli 11 Vianna et al. (2017)
(P. papua)
oy o 9
tucnak uzdickovy
(P anarcﬁcus) 16 Kang et al. (2015)
Megadyptes tuchidk zlutooky 12 Boessenkool et al. (2008)
(M. antipodes)
« Humbold 7 Schlosser et al. (2003)
tuc¢nak Humboldtav
(S. humboldti) T Schlosser et al. (2009)
tucnak magellansky 1
Spheniscus (S. magellaniscus) Aks et al. (2002)
tucndk galapazsky 3
(S. mendiculus)
oy , , 1
tucnak brylovy
(S. demersus) 8 Labuschagne et al. (2013)
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Tabulka 1: Pokrac¢ovani.

pocet

rod druh mikrosatelitd

citace

tucnak chocholaty
(E. sclateri)

tucnak novozélandsky

Eudyptes
(E. pachyrhynchus)

tucnak kralovsky
(E. schlegeli)

tucnak jizni skalni
(E. chrysocome)

tucndk snarsky
(E. robustus)

Eudyptes

tuciidk zlutorohy 25 Ahmed et al.(2009)
(E. chrysolophus)

tucnak severni
(E. moseleyi)

Tuénak nejmensi je jedinym zastupcem rodu Eudyptula, u kterého bylo v pracich

Billing et al. (2007) a Grosser et Waters (2015) popséano 28 polymorfnich lokust.

Ve tiech pracich (Roeder ef al., 2001, Kang et al., 2015, Vianna et al., 2017) bylo
u 3 druht, konkrétné u tucnaka krouzkového, tu¢naka osliho a tu¢naka uzdickového,

z rodu Pygoscelis nalezeno celkem 56 polymorfnich lokusii.

12 mikrosatelitovych lokust bylo popséno u jediného druhu (tucnék zlutooky)
rodu Megadyptes (Boessenkool et al., 2008).

Rod Spheniscus zahrnuje 4 druhy, tucidka Humboldtova, tucndka
magellanského, tucnaka galapazského a tuciidka brylového. U téchto zastupcli bylo
popsano celkem 26 mikrosatelitovych lokusi ve 4 pracich (Aks et al., 2002, Schlosser
et al., 2003, Schlosser ef al., 2009, Labusechagne ef al., 2013).

Rod Eudyptes zahrnuje podle Bradford (2014) 7 druht, nicméné celkem 25
mikrosatelitovych lokust bylo izolovano pouze od jediného druhu tuéiidka Zlutorohého

(Ahmed et al., 2009).

3.6.2 Univerzalni pta¢i mikrosatelity
Pro mikrosatelity obecné plati, Ze je problém najit univerzalni primery, které by

fungovaly u vétSiho spektra druhii (Primmer ef al., 2005). Dawson et al. (2010 a 2013)
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ptaki. V obou ptipadech vychdzeli z homolognich sekvenci dvou druhi, zastupce fadu
pévcet zebticky pestré (Taeniopygia guttata) a zastupce fadu hrabavych kura bankivského
(Gallus gallus). Na zdkladé€ toho ve dvou pracich popsali charakteristiku 36 paru primert
pro amplifikaci EST ptacich mikrosatelith a 24 pard primerd pro amplifikaci

konzervovanych ptacich mikrosatelitil.

3.7 Hledani polymorfnich mikrosatelitovych lokust
Mikrosatelitové lokusy se nej€astéji studuji pomoci techniky PCR amplifikace.
Obecné existuji tfi zakladni zplsoby, jak ziskat nové mikrosatelitové lokusy

v organismech, ve kterych jesté nebyly testovany.

3.7.1 Hledani mikrosatelitovych lokusi de novo

U druhd, u kterych dosud nebyly nalezeny mikrosatelity, je nutné je izolovat
de novo. Dlivodem je skuteCnost, ze se mikrosatelity nachazeji obvykle v nekodujicich
oblastech, kde je mira nukleotidové substituce vysS§i nez v kddujicich oblastech.
V dusledku toho je strategie navrhovani konzervovanych sekvenci univerzalnich primert
pro mikrosatelity problemati¢téjsi. Tento zplsob izolace mikrosatelitl mize byt narocny
vhodnymi sondami (Rassmann ef al., 1991). Navzdory ¢asové naro¢nosti se pii ném ziska
jen maly podil, pfiblizné¢ 0,04—12 %, pozitivnich klonti obsahujicich mikrosatelitové
lokusy. Takova izolacni strategie mize byt i€inna pouze u taxond s vysokou frekvenci
mikrosatelitll, jako u nékterych obratlovct, a kdykoli je potfeba pouze relativné nizky
pocet mikrosatelitli (Zane et al., 2002). To mize byt piipad rodiCovstvi, kde vzhledem
k dostate¢né alelické rozmanitosti miize byt pro dosazeni vysoké spravnosti pfifazeni
dostatecny relativné nizky pocet lokusti (Bernatchez et Duchesne, 2000). Celkova
vypovidajici hodnota mikrosatelitu vSak nezavisi jen na poctu nalezenych lokusi, ale také
na dalSich faktorech, jako je napftiklad stupenn polymorfismu kazdého lokusu. Tyto
strategie jsou tak mén¢ uZzitecné, pokud se zabyvaji taxony s velmi nizkou frekvenci

mikrosatelitll, jako jsou mimo jiné i ptéci.

3.7.2 Cross-species PCR amplifikace
Nejen z asovych ditvodi, se ¢asto pristupuje ke cross-species PCR amplifikaci.
Tato metoda spociva v hledani mikrosatelitovych lokust s vyuzitim primert, které jiz

byly v minulosti odvozeny od jinych ptibuznych druhi (Primmer et al., 1996). V praxi to

14



tedy znamend pouZziti genetickych markera, které jiz byly diive zoptimalizovany u jiné¢ho,
co nejvice ptibuzného druhu. Vyznamnou vyhoodu této metody je to, Ze je Casové
1 finan¢ne mén¢ narocna.

Mikrosatelitové primery nemohou byt univerzalné pouzity u rozdilnych druht
diky nakumulovanym mutacim v oblastech flanking regions, ale u blizce ptibuznych
druhti je cross-species PCR amplifikace relativné GspéSna (Primmer ef al., 2005). Bylo
prokazano, Ze uspéSnost amplifikace klesa s fylogenetickou vzdalenosti zdrojového
a testované¢ho druhu (Scribner ef Pearce, 2000). Vztah mezi ispéchem cross-species PCR
amplifikace a fylogenetickou vzdalenosti mezi druhy byl nejrozsahleji studovan praveé
u ptakil (Hughes et al., 1998, Dawson et al., 2000, Galbusera et al., 2000). Tyto studie
béZné pozorovaly negativni vztah mezi cross-species PCR amplifikaci a evolucni
vzdalenosti od zdrojového druhu. Nicméné mira, s jakou je cross-species PCR

amplifikace uspésna, se mezi jednotlivymi studiemi zna¢né 1isi.

Velkym omezenim dosud provedenych studii, je to, Ze i1 ty nejrozsahlejsi studie
byly zaméteny bud’ na testovani uspéchu lokusti z malého poctu zdrojovych druhti
na velkém poctu testovanych druhli (napt. Primmer et al., 1996, Dawson et al., 2000,
Galbulsera et al., 2000) nebo naopak (Dallimer, 1999). Tuto skute¢nost mize vysvétlovat
nedostatek shod v jiz popsanych studiich, pro¢ dosud nebylo mozné identifikovat obecné
rysy nebo analytické metody, které by poskytovaly uspéch cross-species PCR
amplifikace. Identifikace takovych obecnych ryst, pokud existuji, by neposkytla pouze
dilezité informace o vyvoji oblasti genomu, které obsahuji mikrosatelity, ale mohla by
mit také prakticky vyznam pro zvySeni ucinnosti polymorfni cross-species mikrosatelitni

identifikace (Primmer et al., 2005).

Zkoumani cross-species PCR amplifikace u ptakl bylo podpofeno dostupnosti
fady fylogenetickych stromi ptaku. Je vSak nepravdépodobné, ze by odhad miry uspéchu
cross-species PCR amplifikace, o¢ekavany na konkrétnich taxonomickych trovnich,
odhalil jakékoliv obecné trendy, protoze vétSina fylogenetickych stromi piesné neodrazi

genetickou divergenci (Avise ef Johns, 1999).
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4
4.1

krve od 6 nepiibuznych jedinct ¢apa bilého (Ciconia ciconia). Kazdy vzorek pochazel
od mlad’at z jiného hnizda. Ze vzorkl krve byla vedoucim bakaléiské prace izolovana

genomickd DNA pomoci fenol - chloroformové metody. DNA po rozpusSténi dosahovala

Materialy a metody

Biologicky material

Pro genetické analyzy praktické Casti této bakalarské prace byly pouzity vzorky

koncentrace 5-20 pg-ml™

4.2

Pouzité chemikalie a roztoky

Pouzité chemikalie

o

3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)
akrylamid (Sigma)

aTaq DNA polymeraza (5 U-ul™"), M1241 (Promega)
bromfenolova modi (Serva)

deionizovand voda

dNTPs (100 mmol-1", 400 pl od kazdého), U1240 (Promega)
dusi¢nan stfibrny (Sigma)

ethanol 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
ethylendiaminotetraoctan sodny (Na,EDTA) (Lachner)
formaldehyl (Lachner)

formamid (Lachner)

hydroxid sodny (Lachner)

chlorid sodny (Lachema)

kyselina boritd (Lachner)

kyselina dusi¢na 65% roztok (Lachner)

kyselina octova (Lachner)

mocovina (Lachner)

N, N, N, N’- tetramethylethylendiamin (TEMED) (AppliChem)
N, N’- methylenbisakrylamid (AppliChem)
peroxodisiran amonny (Lachner)

Rain off - tekuté stérace (Sheron)

thiosiran sodny (Lachema)
trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)

uhli¢itan sodny (Lachner)
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o xylenova modf (xylen kyanol FF) (AppliChem)

Pouzité roztoky
o 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan - pracovni roztok

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

o Akrylamid - 6% zasobni roztok
420 g mocoviny, 484 ml deionizované vody, 50 ml 10x TBE, 150 ml 40% zasobniho
roztoku akrylamid - N, N” - methylenbisakrylamid (19:1).

o Dusi¢nan stfibrny - 0,1% roztok
800 ml deionizované vody, 0,8 g dusi¢nanu stiibrného, uchovavat v chladnic¢ce (4 °C).

Pted pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu.

o Fix/stop
80 ml kyseliny octové, doplnit deionizovanou vodou na 800 ml, po prvnim pouziti slit

nazpét do Erlenmayerovy baiiky.

o Hydroxid sodny - roztok 1 mol-1"
40 g hydroxidu sodného rozpustit v 800 ml vody, doplnit objem na 1 1.

o MgCl, pro Taqg DNA polymerazu - 25 mmol-I"'
90 ml deionizované vody, 0,508 g MgCl,-6 H,O, po rozpusténi doplnit na 100 ml.

o NanaSeci pufr pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu
0,125 g bromfenolové modii, 0,125 g xylenové modfi, 25 ml deionizované vody, 100 ml

formamidu.

o Peroxodisiran amonny - 10% roztok
1 g peroxodisiranu amonného, rozpustit v 10 ml deionizované vody, uchovavat

v chladnicce.

o Polyakrylamidovy gel - 6% roztok
60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu, 40 pl N, N, N’, N’- tetramethylethylendiaminu,

400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného.

o Reakéni pufr pro Tag DNA polymerazu — 10x
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80 ml deionizované vody, 1,211 g trishydroxymethylaminomethanu, 3,73 g KCI, 1 ml

Triton X-100, 80 ml deionizované vody, pH upravit pomoci HCI na hodnotu 9,0.

Rozpustit a doplnit na 100 ml.

o Vyvojka

800 ml deionizované vody, 24 g uhli¢inanu sodného, uchovéavat v lednicce (4 °C).

Pted pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu a 160 ul 1% roztoku thiosiranu sodného.

o Zasobni roztok TBE - 10x

108 g trishydroxymethylaminomethanu, 55 g kyseliny borité rozpustit v 800 ml

deionizované vody, 40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol-1" (pH 8,0) , doplnit objem na 1 1.

4.3

o

Seznam pouzitych pristroji a zarizeni
elektroforeticky zdroj EV 232 (Consort)

hybridizaéni pec HB-2D (Techne)

chladnicka kombinovana (Whirlpool)

laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)

magnetickd michacka MRHei-Combi (Heidolph)

mikropipety Finnpipette 0,3 pl-1 ml (Thermo Labsystems)
mikropipety Finnpipette 0,510 pl (osmikandlové) (Thermo Labsystems)
mikropipety Nichipet EX 0,5 pl-1 ml

minicentrifuga CLE CSQSP (Clevaer Scientific)
minicentrifuga Prism mini (Labnet International)

negatoskop NEGA1 (Maneko)

sekvenacni elektroforetickd komurka S2 (Whatman Biometra)
spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)
suSarna CAT 8050 (Contherm)

termocykler GenePro (BIOER Technology)

termocykler XP cycler (BIOER Technology)

termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

ttepacka Orbit 1900 (Labnet International)

vortex mixer (Labnet International)

vortex MS2 (Ika)

vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)

vyrobnik Supinkového ledu IceMaker (Brema)
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4.4 PCR amplifikace mikrosatelitovych lokusi

Genomickd DNA 6 neptibuznych jedincii ¢apa bilého byla postupné testovana

se 173 pary primert amplifikujicimi ptislusné mikrosatelitové lokusy. 113 parti primeri

bylo primarné navrzeno pro amplifikaci mikrosatelitovych lokust u 9 druhii z fadu

tucnaci (Sphenisciformes) (Tabulka 2). 60 part primerti bylo navrZzeno pro amplifikaci

univerzalnich ptacich mikrosatelitii (Tabulka 3).

Tabulka 2: Seznam testovanych mikrosatelitovych lokusiti pochazejicich z fadu tucnaci.

mikrosatelitovy lokus

zdrojovy druh literarni zdroj

Ech003, Ech005, Ech007, Ech008,

Ech009, Ech010, Ech011, Ech012,

Ech014, Ech020, Ech024, Ech029,

Ech030, Ech036, Ech039, Ech050,

Ech051, Ech060, Ech063, Ech065,

Ech071, Ech081, Ech091, Ech113,
Ech130

tucnak zlutorohy

Eudyptes chrysolophus Ahmed ef al. (2009)

Emm1, Emm2, Emm3, Emm4,
Emm5, Emm6, Emm7, Emm8

Eml, Em2, Em4, Em5, Em6.2,
EmS8, Em9, Em12.2, Em13, Em14,
Eml5, Em21, Em22, Em23, Em24,

Em26, Em27, Em28, Em29.2,

Em30

Biling et al. (2007)

tucnak nejmensi
Eudyptula minor
Grosser et Waters (2015)

Man03, Man08, Man13, Man21,
Man22, Man27, Man39, Man47,
Man50, Man51, Man54, Man55

Boessenkool et al.
(2008)

tucnak Zlutooky
Megadyptes antipodes

Sh1Ca9, Sh1Cal2, Sh1Calé,
Sh1Cal7, Sh2Cal2, Sh2Ca2l,
Sh2Ca22

Sh2Ca31, Sh2Ca40, Sh2Ca49,
Sh2Ca55, Sh2Ca58

H2-6

Schlosser et al. (2003)

tuénak Humboldtuv

Spheniscus humboldi Schlosser et al. (2009)

Ml-11

tucnak magellansky
S. magellanicus

G2-2, G3-6, G3-11

Akst et al. (2002)
tucnak galapazsky
S. mendiculus

B2-2

PNNO1, PNNO03, PNN05, PNNO6,
PNNO7, PNNOS, PNN09, PNN12

tucnak brylovy

S. demersus Labuschagne et al.

(2013)
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Tabulka 2: Pokracovani.

mikrosatelitovy lokus zdrojovy druh literarni zdroj

Pygantarc02, Pygantarc03,

Pygantarc06, Pygantarc07,

Pygantarcl1, PygantarclS5,

Pygantarc16, Pygantarcl8, tucnak uzdickovy
Pygantarc19, Pygantarc22, Pygocelis antarctica
Pygantarc24, Pygantarc25,

Pygantarc26, Pygantarc27,

Pygantarc28, Pygantarc29

Kang et al. (2015)

AM3, AM12, AM13, TP500, RM3, tucnak krouzkovy

RM6 P. adeliae Roeder et al. (2001)

Tabulka 3: Seznam testovanych EST ptacich mikrosateliti a konzervovanych ptacich
mikrosatelitl.

mikrosatelitovy lokus zdroj literarni zdroj

TGO01-000, TGO1-040, TGO1-077,
TGO01-086, TG01-092, TGO1-114,
TGO1-124, TGO1-147, TGO01-148,
TG02-078, TG02-088, TG02-120,
TG03-002, TG03-031, TG03-034,
TG03-035, TG03-098, TG04-004,
TG04-012, TG04-012A, EST ptaci mikrosatelity ~ Dawson ef al. (2010)
TG04-041, TG04-061, TG05-030,
TG05-046, TG05-053, TG06-009,
TG07-022, TG08-024(1),
TG08-024(2), TG09-014,
TG11-011, TG12-015, TG13-009,
TG13-016, TG13-017, TG22-001

CAM-01, CAM-02, CAM-03,

CAM-04, CAM-05, CAM-06,

CAM-07, CAM-08, CAM-09,

CAM-10, CAM-11, CAM-12, konzervované ptaci
CAM-13, CAM-14, CAM-15, mikrosatelity
CAM-16, CAM-17, CAM-18,

CAM-19, CAM-20, CAM-21,

CAM-22, CAM-23, CAM-24

Dawson et al. (2013)

Postup PCR amplifikace
1. Nechat rozmrznout jednotlivé slozky PCR mixu (Tabulka 4), zvortexovat
a zcentrifugovat.
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Tabulka 4: SloZeni PCR mixu pro 6 vzork.

sloZky PCR mixu objem [ul]
deionizovana voda 444
reakéni pufr 10x 6,7
roztok MgCl, (25 mmol-1™) 4,0
roztok dNTPs (20 pmol-1™) 0,7
primer F (10 pmol-17) 33
primer R (10 pmol-1™") 33
aTaq polymeraza (5 U-pl™) 1,0

2. Na jednu reakci pfipravit Sest 0,2ml PCR mikrozkumavek a jednu 1,5ml
mikrozkumavku.

3. Do 0,2ml PCR mikrozkumavek napipetovat multikandlovou pipetou po 1 pl
genomické DNA Sesti nepfibuznych jedincti ¢apa bilého.

4. Do 1,5ml mikrozkumavky napipetovat vSechny slozky PCR mixu podle
Tabulky 4. Smés zvortexovat a zcentrifugovat.

5. Ke genomické DNA pfipipetovat po 9 ul PCR mixu.

6. Dobfe uzaviit 0,2ml PCR mikrozkumavky, vloZit do termocykleru a nastavit
zakladni teplotni program podle Tabulky 5. Pro prvni testovani byla pouzita
zakladni teplota annealingu Ta 50 °C u vSech vzork. Pro naslednou optimalizaci
PCR podminek tuto teplotu upravit sniZenim nebo zvySenim. Postup zmény

teploty annealingu je vysvétlen v kapitole Vysledky.

Tabulka 5: Zakladni teplotni a casovy program PCR reakce.

1 94 °C 5 min 1x
2 94 °C 30s
50 °C 30s 35x
72 °C 30s
3 72 °C 7 min 1x

4.5 Elektroforeticka separace

Naésledujici postup byl optimalizovéan pro elektroforetickou separaci probihajici
za denaturujicich podminek. Separace probihda za pouziti vyhfivané sekvenacni
elektroforetické komlrky S2 Whatman Biometra s rozméry skel (330 x 390 mm)
a (330 x 420 mm), s tloustkou gelu 0,4 mm.
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Piiprava 6% polyakrylamidového gelu

1. Velké i malé sklo umistit na polystyrenové podlozky do digestote.

2. Velké sklo dikladné omyt deionizovanou vodou, osusit do sucha papirovymi
utérkami a dvakrat omyt 96% ethanolem, znova osusit do sucha. Aby nedoslo
k pfilepeni gelu na ob¢ skla, nutno velké sklo oSettit ptipravkem odpuzujicim
vodu, bézné¢ pouzivanym na skla automobild, Rain-off - tekuté stérace.
Po 5 minutéch sklo znova dvakrat omyt deionizovanou vodou a utfit do sucha
papirovymi utérkami.

3. Malé sklo oplachnout dvakrat deioizovanou vodou, dvakrat 96% ethanolem
a osusit do sucha, stejné jako velké sklo. Aby doslo k dokonalému ptilepeni gelu,
nutno sklo oSetfit 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanem (molekularni lepidlo).
Po 5 minutach ctytikrat sklo omyt 96% ethanolem a utfit papirovymi utérkami.

4. Na velké sklo pfipravit dva 0,4 mm silné spacery. Na spacery poloZzit malé sklo.
Spacery upravit tak, aby byly umistény t€sné podél delSich stran skel a jejich
gumové ¢asti tésné€ priléhaly ke kratsi strané malého skla. Takto pfipravend skla
zpevnit dvéma klipsy po kazdé stran¢.

5. 'V kadince pfipravit 6% polykarylamidovy gel. Gel pomalu nalévat, v misté
gumovych ¢asti spacerti, mezi ob¢ skla tak, aby nedochézelo k vytvoieni bublin
v gelu.

6. Po vyplnéni veskerého prostoru mezi skly gelem, v misté¢ nalévani umistit
hfebinek rovnou stranou do gelu. Skla, s hfebinkem mezi nimi, zpevnit ¢tyfmi

klipsy. Polymerizace gelu trvd minimalné 60 minut.

Pfiprava vzorku a elektroforetické komurky

1. Po zpolymerizovani gelu odstranit vSechny klipsy a skla dikladné¢ omyt
kartaCkem od zbytkl polyakrylamidu, osusit papirovymi utérkami do sucha.

2. Skla vlozit hfebinkem nahoru a menS$im sklem smérem dovniti do elektroforetické
komurky. Zde skla pevné upevnit Srouby. Anodovy i katodovy prostor zalit
0,5x TBE pufrem.

3. Z prostort mezi skly vyjmout hiebinek a ze vzniklého prostoru odstranit zbytky
gelu a vzduchovych bublin proudem pufru z injekéni stiikacky.

4. Uzavtit anodovy 1 katodovy prostor a spustit zdroj elektrického proudu na vykon

90 W. Hodnotu elektrického napéti nastavit na 3000 V a hodnotu elektrického
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proudu nastavit na 150 mA. Za téchto podminek nechat gel nahiivat po dobu
30 minut.

5. Bé&hem doby nahiivani gelu pfipravit vzorky. VSechny mikrozkumavky s PCR
produkty oteviit a odstfihnout vicka. Do kazdé mikrozkumavky napipetovat
osmikanalovou pipetou po 5 pl nanéseciho pufru.

6. 5 minut pfed ukoncenim nahtivani gelu ptipravené vzorky vlozit do termocykleru.
Po dobu 3 minut je nechat denaturovat pii 94 °C. Po ubéhnuti denaturace

mikrozkumavky okamzité vlozit na ptipravenou ledovou tfist’.

Elektroforeticka separace

1. Po uplynuti ¢asu nahtivani odpojit pfivod stejnosmérného elektrického proudu.
Oteviit katodovy prostor a prostor mezi skly opét vycistit pomoci injekéni
stiikacky s 0,5x TBE pufrem, odstranit tim zbytky polyakrylamidu a moc¢oviny.

2. Po dikladném procisténi prostoru mezi skly do néj zasunout zoubky hiebinku
ptiblizn¢ 1 mm hluboko do gelu.

3. Osmikanélovou pipetou nanést do gelu po 2 ul od kazdého vzorku.

4. Prostor katody znova uzavfit a ptipojit ke zdroji stejnosmerného proudu. Hodnotu
elektrického vykonu sniZit na 70 W, hodnoty elektrického napéti a proudu nechat
na 3000 V a 150 mA.

5. Zatéchto podminek nechat vzorky separovat po dobu 1,5-3 hodiny.

6. V pribc¢hu separace pfichystat roztok fix/stop, roztok 1% kyseliny dusicné
a nechat je v digestofi. Nachystat také vyvojku, prozatim bez formaldehydu
a thiosiranu sodného a ulozit do chladnicky.

7. Po uplynuti ¢asu separace vzorkil, vypnout zdroj stejnosmérného elektrického
proudu a odpojit elektrody z elektroforetické komurky.

8. Povolit bo¢ni Sroub a nechat odtéct pufr z katodového prostoru. Povolit i zbylé
pfedni Srouby, vyjmout skla s gelem z komirky a polozit menSim sklem
smérem vzhiiru na vodorovnou vyvysenou plochu.

9. Vytahnout spacery a hiebinek, nozem odpacit skla od sebe
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Vizualizace elektroforetogramu

1. Malé¢ sklo s gelem pienést do fotomisky na tfepacku v digestofi a zalit roztokem
fix/stop a nechat pisobit 20 minut. Po uplynuti doby plsobeni roztok slit zpét
do Erlenmayerovy banky a uchovat pro pozdé¢jsi pouziti. Sklo v misce tfikrat
oplachnout v deionizované vodé.

2. Stejnou fotomisku vratit zpét na tfepacku a gel zalit roztokem 1% kyseliny
dusi¢né a nechat ptisobit 4 minut. Po uplynuti doby plisobeni roztok slit do odpadu
a sklo v misce ¢tytikrat proplachnout v deionizované vode¢.

3. Sklo vyjmout z fotomisky a vlozit na tfepacku do nové fotomisky urcené
pro roztok dusi¢nanu stiibrného. Gel zalit roztokem 0,1% dusi¢nanu stiibrného,
ke kterému pifed pouzitim piipipetovat 1,2 ml formaldehydu a nechat plsobit
30 minut.

4. Tésné pred koncem pusobeni dusi¢nanu stiibrného, vytdhnout roztok vyvojky
z chladnicky a pfipipetovat 1,2 ml formaldehydu a 160 ul 1% roztoku thiosiranu
sodného. Ptipravit misku s deionizovanou vodou.

5. Roztok dusi¢nanu stiibrného slit zpét do Erlenmayerovy baiikky a uchovat
pro pozd¢jsi pouziti. Sklo s gelem velmi kratce, asi na 10 s, vlozit do pfipravené
misky s deionizovanou vodou.

6. Sklo s gelem pienést na tfepacku do fotomisky pro vyvolani a zalit roztokem
ptipravené vyvojky. Sledovat vyvijeni stiibrem obarvenych hnédoSedych prouzki
PCR produktii a jakmile byly tyto prouzky dostatecné zietelné, pro zastaveni
reakce pfilit roztok fix/stop a nechat plisobit 2 minuty.

7. VSe slit do odpadu. Sklo s gelem piemistit na 1 minutu do misky s deionizovanou
vodou a potom nechat vysusit v susarné€ na 90 °C po dobu 30 minut.

8. UsuSeny gel pfenést na negatoskop a vyhodnotit vysledek PCR amplifikace. Poté
sklo naskenovat.

9. Sklo s gelem namogit na nékolik hodin do roztoku NaOH o koncentraci 1 mol-1"

a tim ho odlepit od skla. Poté sklo umyt a ptipravit ho tak k dal§imu pouziti.
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5 Vysledky

Ve své bakalaiské praci jsem pomoci metody cross-species PCR amplifikace
hledala polymorfni mikrosatelitni lokusy u ¢apa bilého (Ciconia ciconia). U 6
neptibuznych jedinci ¢apa bilého jsem nejprve testovala celkem 113 pari primert, které
pochazely od zastupcti fadu tucndci. Nasledné jsem testovala 24 parti primerd navrzenych
pro amplifikaci konzervovanych ptac¢ich mikrosateliti a 36 pard primerti navrzenych

pro amplifikaci EST pta¢ich mikrosateliti.

Nejdrive jsem se vSemi 173 mikrosatelity provedla cross-species PCR amplifikaci
pfi pocatecni teploté annealingu 50 °C. Nasledné byly vSechny vzniklé PCR produkty
separovany v 6% polyakrylamidovém gelu za denaturujicich podminek po dobu
90 minut. VétSina mikrosatelith pii pocatecni teploté poskytovala PCR produkt, ale casto
problematicky hodnotitelny. Bylo tak nutné podminky, resp. sloZzeni PCR mixu, teplotu
annealingu a dobu elektroforetické separace, optimalizovat pro kazdy mikrosatelitovy

lokus zvlast’, aby bylo mozné mikrosatelit vygenotypovat.

Ve dvou piipadech se pii pocatecni teploté 50 °C v polyakrylamidovém gelu
neobjevil Zadny PCR produkt, teplotu annealingu jsem pro dalsi aplikaci proto sniZila
na 48 °C. Ve vSech zbylych ptipadech byly PCR produkty velmi vyrazné a nebylo tak
mozné rozlisit poCty alel, teplotu annealingu jsem tedy postupné zvySovala. Nejvyssi

teplotu jsem pouZila 67 °C.

Pro ideélni pozici a rozliSeni alel bylo v nékterych ptipadech nutné prodlouzit
délku elektroforetické separace. Pro tfi mikrosatelity jsem tak ucinila na 120 minut,
pro dal$i dva na 150 minut a dvakrat az na 180 minut. Ve dvou ptipadech jsem musela
také upravit koncentrace hofe¢natych iontli, nebot’ nebyly PCR produkty jednoznaéné
hodnotitelné. Pro oba mikrosatelity (TGO03-098 a CAMI0) byla pouzita teplota
annealingu 48 °C a koncentraci hofe¢natych iontl jsem sniZila z piivodni koncentrace
na */4, tedy na hodnotu 1,2 nmol-1"". Toho jsem docilila sniZenim objemu pipetovaného
roztoku MgCl,, o stejnou hodnotu jsem navysila objem deionizované vody, aby byl

zachovan celkovy objem v pfislusném PCR mixu.

KaZzdy par mikrosatelitovych primeri mi poskytl PCR produkty. Amplifikaci 173
parit primerti jsem na$la polymorfni produkt v 19 ptipadech. Bliz8i charakteristiky

jednotlivych mikrosatelitii jsou uvedeny v Tabulce 6.
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Tabulka 6: Charakteristika 19 pari primert a jimi amplifikovanych 19 polymorfnich lokust testovanych na 6 neptibuznych jedincich ¢apa bilého.
V tabulce je uvedeno spolecné s ndzvem mikrosatelitového lokusu jeho identifika¢ni Cislo v databazi GenBank, zdrojovy druh, sekvence primert,

jednotka repetice, pocet alel N, teplota annealingu T [°C] a délka elektroforetické separace ts [min].

( Geﬁ%z:lrl:ﬁ(cucs.li\lo.) ng:i‘;lvy sekvence primeru (523 J:g;l;:f: N TaA[°C] ts[min]
Ech020 F: GCTCCCTTGCAAACGAAACC CTIT 5 57 90
(FM878351) tu¢iak  R: AAACGTGGATAGACAGATGCAGAGAG
Ech030 Zlutorohy F: TGACGCCGCAGGGACTTC CTAT ) 6 90
(FM878361) R: GCTCAGCTCTTGCTCACAGTTTCAG
Sh2Cal2 tu¢nak  F: TCAGTGTACGAGCCAGAAGG
o T/CA/A 2 65 90
(AF540010) Humboldtiv R: CTAGGATCCCGGCTTTTGTC
Pygantarcl6 tucnak F: TTTGAGATGCTGGGAAAAAGA AC ) 57 90
(KP316217) uzdickovy R: CAGACTGCATGGAGAAGCAA
Em38 F: GGTGCTGGGAGATGGCTTC AGAT 3 56 90
(KM272226) R: ACGAAATGGTTTGGCTGGTG
Em14 tlfélvlflkw F: CAGGAGTGAACCCAAAGCTG CAA 5 66 90
(KM272230) nejmenst  R: AGGTACCGAGGGAAGCAAAG
Emm38 F: TGCACACTAGCAGATACGG
CA/CT 2 62 90
(DQ83772934) R: GACAAATTGTGCTTGTCAGC
Man27 vtuéﬁz'lk, F: GATCCTGAGAAGAGAGACAG GA/CA/GT/GCA 5 57 90
(EU267114) Zlutooky R: GGCTGTTCATTTTGTCAC
RM6 tu¢nak  F: CAGGAGGCTTTGAGACAA CA 5 55 90
(AF289547) krouzkovy R: CTGTTTACATCCGATGCA
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Tabulka 6: Pokracovani.

(Gerr:;Z:IYkl (:(cucSI;\Io ) zdrojovy druh sekvence primeri (5'>3) J:;::::i{: N TA[°C] t[min]

TGO01-124 F: AGTACTACTTGCCTGCAGAGTTTAT AT ) 50 180
(CK306631) R: TGTGTATGGCAGCATTTACAA

TG03-002 F: TCTTGCCTTTTTGGTATGAGTATAG TG/AT/AC/GC 7 61 90
(DV575298) R: TACAAAGCACTGTGGAGCAG

TG03-098 . EST . F: TTTGCCTTAATTCTTACCTCATTTG AG/AA ) 48 180
(DV573670) mikrosatelity R: TTGCAACCTCTGTGGAAGC

TG08-24(1) F: CCCACAAATCCTGAATTTCATATC AT/AG/AA 7 65 120
(CK314428) R: ACTGGCTTATAAAGTCCATGGTTG

TG13-017 F: GCTTTGCATCTTGCCTTAAA AT 7 55 120
(CK313422) R: GGTAACTACAACATTCCAACTCCT

CAM-05 F: TTACACAGACTGCAAACCGC CA 2 60 150
(neuvedeno) R: CTGTTKCTCTAGTAATGAGATCCTG

CAM-10 F: TATCCGAGAATGGGCATC GT 7 48 90
(neuvedeno) - R: GCTCTCATTGTCATGCTG

CAM-11 k"“zl‘:ggiva“e F: TGGTACAGGGACAGCAAACC oT 5 56 90
(neuvedeno) mikrosatelity R: AGATGCTGRGAGCGGATG

CAM-15 F: GACGACTCCTTTATTTCCC GA 7 50 150
(neuvedeno) R: TTCTGACTTCCCAGGTAACAC

CAM-24 F: CCCACTTCAGTCTTCAGAGC CA 2 60 90
(neuvedeno) R: TGGAGTATTTGGGATTGGAG
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U vSech polymorfnich mikrosatelith jsem provedla genotypizaci na 6

neptibuznych jedincich ¢apa bilého (Tabulka 7).

Tabulka 7: Genotypy 19 polymorfnich mikrosateliti amplifikovanych na DNA 6

nepiibuznych jedinct ¢apa bilého.

lokus zdrojovy druh genotyp 6 jedinci
Ech020 tuénak Eudyptes 1/2 1/2 1/2 1/2 2/2 2/2
Ech030 Zlutorohy chrysolophus 22 2
tuénak Spheniscus 2,2, 1, 2, 1, 1
Sh2Cal2 | 1y imboldtiy  humboldi CRCRERCRENE
tuénak Pygocelis 1,2, 2,1, 1, 1
Pygalb | dickovy adeliae O
Em8 Y
tuénak . 1, 1, 1, 1, 1, 1
Eml4 nejmensi Eudyptes minor ol hh
Emm$8 2 2 2 s
tuénak Megadyptes 1,1, 1, 1, 2, 2
Man27 Zlutooky antipodes o'l fa 2 hh
tuénak Pygocelis 1,2, 2,1, 1, 1
RM6 krouzkovy antarctica O
TGO1-124 U
TG03-002 h2h ks
TG03-098 EST pta¢i mikrosatelity Ut Attt
TG08-24(1) N2 s
TG13-017 DL
CAM-05 Yol '
CAM-10 b0k M s
konzervované ptaci 1, 1 1, 1, 1,1
CAM-11 mikrosatelity hhhhhh
CAM-15 Ui
CAM-24 h 20k s

Cilem cross-species PCR amplifikace 6 neptibuznych jedinct ¢apa bilého bylo
nalézt polymorfni mikrosatelitové lokusy. Z celkového poctu 173 testovanych
mikrosateliti byl zjistén polymorfismus u 19 z nich, coz predstavuje uspésnost nalezeni

polymorfnich mikrosatelitovych lokusti 10,98 %. AZ na jednu vyjimku jsem u vSech
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mikrosatelitli detekovala vyskyt dvou alel. Pouze u mikrosatelitového lokusu Em8 se

vyskytovaly 3 alely.

Z poctu 113 testovanych mikrosateliti z fadu tucnaci bylo 9 polymorfnich,
coz predstavuje 7,89% uspésnost. Mikrosatelity byly izolovany od 9 druhd, polymorfni
lokusy vS8ak byly nalezeny pouze u 6 z nich. 3 polymorfnich lokusy pochéazely od tu¢naka
nejmensiho, jeden par byl navrZen pro t. krouzkového, dva pary pro t. Zlutorohého, jeden
par pro t. Zlutookého a jeden par pro t. Humboldtova. Ze 60 testovanych univerzalnich
ptacich mikrosatelitd polymorfismus vykazovalo 10 z nich, coZz piedstavuje 16,66%
usp&Snost. 5 parG primerd bylo navrzeno pro EST pta¢i mikrosatelity a 5
pro konzervované ptac¢i mikrosatelity. Zndzornéni polymorfnich mikrosateliti u ¢apa

bilého podle druhd, ze kterych byly izolovany, je uvedeno na Obrazku 5.

Obrazek 5: Graf rozdéleni 19 polymorfnich mikrosatelitovych lokust podle ptislusnych
zdrojovych druhtl, ze kterych byly izolovany. Zluté jsou znadeny univerzalni ptaéi

mikrosatelity a zelené druhy z fadu tuc¢néci.

tuénak krouzkovy

W tuciak nejmensi

B tuciak Zlutorohy

B tucnak Zlutooky

¥ tucnéak uzdickovy

¥ tucnak Humboldtiv
EST ptaci mikrosatelity

konzervované ptaci
mikrosatelity

29



Na nésledujicich fotografiich jsou znazornény vysledky elektroforetické separace
vybranych PCR produkti po provedeni cross-species PCR amplifikace lokusu Em14
(Obrazek 6), Em8 (Obrazek 7), TGO1-124 (Obrazek 8) a TG13-017 (Obrazek 9).

Obrazek 6: Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitového lokusu Em14. U 6
nepiibuznych jedinct ¢apa bilého byly detekovany 2 alely, které jsou oznaceny Sipkami.

Teplota annealingu byla 66 °C a délka elektroforetické separace 90 minut.

II ' ‘ ‘ ' . &= alelal

= alela2

Obrazek 7: Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitového lokusu Em8. U 6
neptibuznych jedinct ¢apa bilého byly detekovany 3 alely, které jsou oznaceny Sipkami.

Teplota annealingu byla 56 °C a délka elektroforetické separace 90 minut.

&= alelal

= alela2

= alela3

Obrazek 8: Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitového lokusu TGO1-124. U 6
neptibuznych jedinct ¢apa bilého byly detekovany 2 alely, které jsou oznaceny Sipkami.

Teplota annealingu byla 50 °C a délka elektroforetické separace 180 minut.

“
v
S v e g
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Obrazek 9: Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitového lokusu TG13-017. U 6
nepiibuznych jedinct ¢apa bilého byly detekovany 2 alely, které jsou oznaceny Sipkami.

Teplota annealingu byla 55 °C a délka elektroforetické separace 120 minut.

—=— alelal

= alela2
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6 Diskuze

V praktické casti této bakalatské prace jsem se na zakladé metody cross-species
PCR amplifikace zabyvala hledanim polymorfnich lokusti. Na Sesti nepiibuznych
jedincich ¢apa bilého jsem postupné testovala polymorfismus 173 mikrosatelitovych
lokusii. Celkem vykazovalo polymorfismus 19 z nich, z toho 9 pochézelo od 6 druhi

tucénakil, 5 EST ptacich mikrosateliti a 5 univerzalnich ptacich mikrosatelitt.

113 parii primert bylo navrzeno pro amplifikaci mikrosatelitli pochazejicich od 9
druhiit  tuéndkl. Konkrétné 28 bylo navrZzeno pro tucndka nejmensiho,
25 pro t. Zlutorohého, 16 pro t. uzdickového, 13 pro t. Humboldtova, 12 pro t. Zlutookého,
9 pro t. brylového, 6 pro t. krouzkového, 3 pro t. galapazského a 1 pro t. magellanského.
36 part primeri bylo navrZeno pro amplifikaci EST ptacich mikrosatelitd a 24 para

primert bylo navrzeno pro amplifikaci konzervovanych ptacich mikrosateliti.

Z 25 mikrosatelitil izolovanych od tu¢naka Zlutorohého jsem testovanim na DNA
6 nepiibuznych jedinci ¢apa bilého nalezla 2 polymorfni lokusy. Stejné lokusy testoval
Ahmed et al. (2009) na 17-28 jedincich tuciidka zlutorohého pfi jednotné teploté
annealingu Ta 60 °C. U obou mikrosatelith autofi nalezli 11 alel. Ja jsem mikrosatelit
Ech020 amplifikovala pti 57 °C a detekovala jsem 2 alely. Pro mikrosatelit Ech030 jsem
detekovala 2 alely pii Ta 62 °C.

U tu¢ndka Humboldtova bylo ve tfech pracich popsdno 13 mikrosatelitd.
Testovanim téchto mikrosateliti na DNA 6 jedinct ¢apa bilého jsem nalezla jediny
polymorfni mikrosatelitovy lokus. Lokus Sh2Cal2 testovali Schlosser et al. (2003)
a pii Ta 60 °C detekovali 6 alel. Ja jsem detekovala 2 alely pii Ta 65 °C.

Kang et al. (2015) charakterizovali 16 polymorfnich mikrosatelitovych lokust
u 23 jedinci tucnaka uzdi¢kového, pti snizujici se Ta v prabéhu 42 cyklt. Prvnich 7 cykla
disponovalo nejvyssi T 65 °C, dalSich 7 cyklt Ta 61 °C, 7 cykli Ta 58 °C a poslednich
21 cyklti Ta 55 °C. Po otestovani v§ech mikrosatelitlh na DNA 6 jedincii ¢apa bilého jsem
detekovala jediny polymorfni mikrosatelitovy lokus Pygantarc16 se 2 alelami, stejné tak,
jako uvadéji autofi.

Testovanim 28 parh primerii pochdzejicich od tu¢iidka nejmensiho jsem nalezla
3 polymorfni mikrosatelitové lokusy. VSech 20 lokusi, které popsali Grosser et Waters
(2015), amplifikovali pfi Ta 60 °C. Z téchto 20 lokust jsem polymorfni produkt

detekovala u dvou z nich. U lokusu Em 8 a Em14 nasli shodn¢ 10 alel. J& jsem testovanim
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6 ¢apl amplifikovala lokus Em8 pii Ta 56 °C a detekovala jsem 3 alely. Lokus Em14
jsem amplifikovala pii T4 66 °C a detekovala jsem 2 alely. Lokus EmmS8 Billing et al.
(2007) testovali pii Ta 56 °C na 5 jedincich z populace na Troubridgeové ostrové a nasli
4 alely a na 26 jedincich z populace na Filipové ostrové a nasli 3 alely. Ja jsem testovala

6 ¢apl a nasla jsem 2 alely, pro které jsem pouzila T, 62 °C.

Od tucndka Zlutorohého jsem testovala celkem 12 mikrosatelitl, z nichz
polymorfni byl pouze Man27. Boessenkool et al. (2017) testovali 43 jedinct a pro tento
mikrosatelit nalezli 2 alely pii T 48 °C. J& jsem mikrosatelit otestovala na 6 ¢apech pii Ta

57 °C a detekovala jsem také 2 alely.

U 6 testovanych mikrosatelitli izolovanych od tu¢ndka krouzkového jsem jako
polymorfni urc¢ila pouze lokus RM6. Roeder et al. (2001) amplifikovali pfi Ta 57 °C
analezli u n¢j 6 alel. Ja jsem amplifikaci tohoto lokusu u ¢apa bilého detekovala pti 55 °C

2 alely.

Zadny polymorfni produkt jsem nenasla testovanim 9 mikrosatelitt od tuciaka
brylového, 3 mikrosateliti od tuciidka galapazského a 1 mikrosatelitu od tucndka

magellanského.

Dale jsem testovala 60 univerzalnich ptacich mikrosatelitt, kam patfily EST
mikrosatelity a konzervované ptac¢i mikrosatelity. Pomoci téchto 60 part primeri se mi
podaftilo amplifikovat 10 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti na DNA 6 neptibuznych
jedincti ¢apa bilého.

Dawson ef al. (2010) charakterizovali 35 mikrosatelitii, pro které bylo navrzeno
36 parti primerii. Autofi amplifikovali vS§echny popsané EST mikrosatelity u 4 jedinct
zebticky pestré (Taeniopygia guttata), u 1 jedince kura domaciho (Gallus gallus) a u 4
jedincti divoké formy kura doméaciho pii T, 56 °C. Lokus TG01-124 dle autorii obsahoval
3 alel u Zebticky pestré, 1 alelu u kura domaciho a 2 alely u jeho divoké formy. J4 jsem
u tohoto lokusu nalezla 2 alely, které amplifikovali pfi Ta 50 °C. Pro lokus TG03-002
autofi nalezli 2 alely u zebfticky pestré a 1 alelu u kura domaciho, u jeho divoké formy
nalezli alely 2. Optimalni T4 jsem stanovila na 61 °C a u 6 ¢apl jsem nasla 2 alely.
Testovanim 4 jedincii Zebticky pestré byly nalezeny 3 alely, 1 jedince kura doméciho a 4
jedinct jeho divoké formy bylo nalezeno po 1 alele pro lokus TG03-098. Ja jsem
testovanim ¢apli za snizené */4 koncentrace MgCl, uréila 2 alely pii teploté 48 °C. Dale

jsem méla polymorfni lokus TG08-24(1), u kterého jsem detekovala 2 alely, Ta byla
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65 °C. Autofi tento lokus testovali u jedinci zebficky pestré a nalezli 6 alel a u jedinct
kura doméciho, 1 u jeho divéké formy, nalezli shodné po 1 alele. U lokusu TG13-017
bylo detekovano 5 alel u zebticky pestré, 1 alela u kura domaciho a 2 alely u jeho divoké
formy. Testovanim 6 ¢apl jsem nalezla 2 alely pii Ta 55 °C. Autofi také testovali vSech
35 EST mikrosatelitli pomoci cross-species PCR amplifikace pokazdé alespoii u 4 jedinct
od kazdého ze 17 druhi pévcii a 5 ostatnich druhl ptakt. U téchto druhii bylo

polymorfnich 33 mikrosatelitil, u t€chto lokust autofi stanovili 1-17 alel.

Celkem jsem testovala 24 pari primert pro konzervované ptaci mikrosatelity
a z toho jsem vyhodnotila 5 jako polymorfni lokusy: CAM-05, CAM-10, CAM-11,
CAM-15 a CAM-24. Dawson et al. (2013) testovali vSechny vySe zminénné lokusy
pti teploté annealingu 56 °C. Testovani lokusu CAM-05 provedli na 7 jedincich Zebficky
pestré a nasli 6 alel a 4 jedincich kura domaciho a naSli dvé alely. Ja jsem testovanim
DNA 6 ¢apt pii 60 °C nasla 2 alely. Vysledkem testovani lokusu CAM-10na 12 jedincich
zebticky pestré bylo 6 alel a kura doméciho byla pouze 1 alela. Mné se podaftilo nalézt
alely 2 pti 48 °C. Lokus CAM-11 autofi testovali na 12 jedincich Zebficky pestré a nalezli
6 alel a u 4 jedinct kura doméciho nalezli 1 alelu. J4 jsem detekovala 2 alely pfi stejné
teploté annealingu 56 °C, kterou urcili autofi. Pro lokus CAM-15 bylo nalezeno 6 alel
u 12 jedincii ZebfiCky pestré a 2 alely u kura domaciho. Ja jsem testovanim 6 Capl
pfi teploté 50 °C naSla 2 alely. Pro lokus CAM-24 nasli 6 alel testovanim 12 jedinct
zebricky pestré a 4 jedinct kura domaciho, kde detekovali 1 alelu. J4 jsem nalezla u ¢apa
bilého 2 alely a Ta jsem optimalizovala na 60 °C. Dawson ef al. (2013) testovali vSech
24 konzervovanych ptacich mikrosatelitii také na 4 jedincich kazdého z 8 druhl pévct
a 1 jedince kazdého ze 4 ostatnich druhti ptakd. U pévcl detekovali 19 polymorfnich
lokust alespoit u 4 z 8 testovanych druhii ptakd. To nasvédcuje velké univerzalnosti
pouziti téchto mikrosateliti. Tyto mikrosatelity by mély byt vice univerzalnéjsi, nez EST
mikrosatelity, jelikoZ jsou izolovany z celého genomu a ne jen z EST sekvenci, jako je

tomu u EST mikrosatelitu.

Rada praci vyuzila ke cross-species PCR amplifikaci také mikrosatelity z Fadu
tucnaci a univerzalni ptaci mikrosatelity. Tyto mikrosatelity vSak testovali na DNA 6
nepiibuznych jedincich dal§ich druht ptakd pochazejicich z kladu Aequorlitornithes

(Tabulka 8).
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K testovani cross-species PCR amplifikace pouzila Filipova (2016) 171 para
primert navrzenych pro mikrosatelity z fadu tucndci a univerzalni ptaci mikrosatelity.
Testovani provedla na DNA 6 neptfibuznych jedincich potipky rohdce (Podiceps
cristatus) a detekovala 19 polymorfnich mikrosatelitovych lokusti. 6 lokusii bylo
polymorfnich pro mikrosatelity 2 druhti z fadu tucnaci, 8 EST ptacich mikrosateliti a 5
konzervovanych pta¢ich mikrosatelitd. 5 polymorfnich lokust se shodovalo s moji praci

(Tabulka 8).

Zlochova (2017) pouzila stejné pary primera jako Filipova (2016). Testovanim
6 nepiibuznych jedincl plamenéka karibského (Phoenicopterus ruber) nalezla celkem
23 polymorfnich produkti. 16 z nich pochédzelo od 6 druhl tucnakl, konkrétné
6 mikrosatelitl od tu¢néaka zlutorohého, 3 mikrosatelity od t. nejmensiho, 3 mikrosatelity
od t. zlutookéh, 2 mikrosatelity od t. brylového a po jednom mikrosatelitu
od t. uzdi€¢kového a od t. Humboldtova. Z univerzalnich ptacich mikrosatelitl byly
polymorfni 3 EST mikrosatelity a 4 byly konzervované ptac¢i mikrosatelity. Celkem
5 stejnych polymorfnich lokust jsem také detekovala ve své praci, 3 z nich dokonce se

stejnym poctem alel (Tabulka 8).

Klaclova (2018), Addmkova (2019) a Kremlova (2019) provedly cross-species
PCR amplifikace se stejnou sadou primert jako tato prace, tedy 113 parQ primert
pochézejicich od fadu tuciaci, 36 part primerti navrZzenych pro amplifikaci EST ptacich

mikrosatelitil a 24 pari primeri navrzenych pro konzervované ptaci mikrosatelity.

S touto sadou primert Klaclova (2018) detekovala celkem 24 polymorfnich
lokusti testovanim na DNA plamenéka riizového (Phoenicopterus roseus), 6 z nich bylo
polymorfnich zaroven u c¢épa bilého (Tabulka 8). Adamkova (2019) ziskala
12 polymorfnich produkti na DNA pelikana afrického (Pelecanus rufescens), ve své
praci jsem stanovila 3 stejné polymorfni lokusy (Tabulka 8). Kremlova (2019) ziskala
prostfednictvim 34 parti primerd celkem 35 polymorfnich produktii u pelikdna bilého
(Pelecanus onocrotalus). Pouze v jednom polymorfnim lokuse jsme se shodovaly

(Tabulka 8).
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Tabulka 8: Srovndni polymorfnich mikrosatelitovych lokusi pochézejicich z tadu
tucnaci a univerzalni ptaci mikrosatelity, které byly testovany pomoci cross-species PCR
amplifikace u 6 neptibuznych jedinct ¢apa bilého a dalSich 5 praci, které pouzily DNA
dalsich druht ptaka pochazejicich z kladu Aequorlitornithes. V tabulce je uveden nazev
lokusu, ¢islem je vyznacen pocet alel nalezeny na daném lokusu, pismeno M znaci

monomorfni produkt.

zdrojovy druh
8 _ T ~
E S 2 S 2
QS —_~ 5
= 35| 32| ves| Zec| e
lokus S S = ;ﬁ:\g SEX| BE=| 035
3 SIS s 8| B o S| K3
S 20 = E ouns = Q| 2 8d S &
s 8| B8S| S83| 28| X8| =8_%
23Sl =S8 g2 5z 253 §9°F
=85 E| 8= & O = o 3 2 O 9 = S, 2 5
<= S % = E % > R= E S Q E S o a'S &
S0 8| 3 E| TS| EXS| ERE| TR =
Ech020 2 M M M M M
Ech030 2 M M 3 3 M
Sh2Cal2 2 M M M M M
Pyga 16 2 M M M M M
Em8 3 M 5 4 M M
Em14 2 M M M M 3
EmmS§ 2 M 3 M M M
Man27 2 M M 3 2 M
RM6 2 M M 3 M M
TGO1-124 2 M M M M M
TG03-002 2 M M M 2 3
TG03-098 2 M M M M 2
TGO08-24(1) 2 M M M M M
TG13-017 2 M M M M M
CAM-05 2 2 M M M M
CAM-10 2 M M M M M
CAM-11 2 M M 2 2 5
CAM-15 2 M M M M M
CAM-24 2 M 2 6 4 4
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V laboratofi populacni genetiky na Katedfe bunécné biologie a genetiky
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci se testovani DNA ¢apa bilého
vénovala také diplomova prace Burianové (2011). Z testovanych 210 péart primert,
které byly odvozeny od taxonomicky ptibuznych druhii pochazejicich z fadt brodivych,
dlouhoktidlych, plaméndki, potaplic a veslonohych, nalezla 14 polymorfnich lokust
(Tabulka 9). Tyto polymorfni lokusy testovala spoleéné¢ s 20 polymorfnimi
mikrosatelitovymi lokusy nalezenymi v ptedchozi praci (Obrucova, 2009) na 23

neptibuznych jedincich ¢apa bilého.

Tabulka 9: Seznam 14 nalezenych polymorfnich mikrosatelitovych lokusi u 6
nepiibuznych jedincii ¢apa bilého v diplomové praci Burianova (2011). V tabulce je
uveden nazev polymorfniho mikrosatelitového lokusu, fad a zdrojovy druh, ze kterého

byl plivodné izolovan a pfislusna citace.

lokus rad zdrojovy druh citace
volavka zlutozoba
Ae27 _ (Egretta eulophotes) Huang et al. (2010)
rodivi
volavka ¢ervena .
Er21, Er44 (Egretta rufescens) Hill et Green (2011)
Apy06 dlouhoktidli (31;;522;22)2:3) Dawson et al. (2005)
L plamenak riZovy .
PrA110, PrD3 plameiiaci (Phoenicopterus roseus) Geraci et al. (2010)
faeton béloocasy
P3A3, P3D7 (Phaethon lepturus) Humeau et al. (2010)
kormoran uSaty .
COR28 (Phalacrocorax auritus) Fike et al. (2009)
Fminl3 fregatka mala Dearborn et al. (2008)
1 ) (Fregata minor)
veslonozi
BOOB-RM4-F11 tere: mod b6 Faircloth et al. (2009)
erej modronohy
Sn2A-36, (Sula nebouxii)
SnOB-83 Taylor et al. (2010)
ibis rudy
Eru03 (Eudocimus ruber) Santos et al. (2006)
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Diplomova prace FiSerové (2014) se zabyvala charakteristikou polymortnich
cross-species mikrosatelitl u ¢apa bilého, €. cerného a €. simbila. K amplifikaci DNA
¢apa bilého pouzila pary primeri ptivodné navrzené pro potapku zapadni z fadu potapky,
¢apa vychodniho a volavku rusohlavou z fadu brodivi. Z celkového poctu 31 testovanych

parii primertl nalezla pro ¢4pa bilého 5 polymorfnich mikrosatelitti (Tabulka 10).

Tabulka 10: Seznam 5 nalezenych polymorfnich mikrosatelitovych lokusi u 6
neptibuznych jedinct ¢apa bilého v diplomové praci FiSerova (2014). V tabulce je uveden
nazev polymorfniho mikrosatelitového lokusu, fa4d a zdrojovy druh, ze kterého byl

puvodné izolovan a pfislusna citace.

v 7

lokus rad zdrojovy druh citace

Cbo108, Cbo 109, ¢ap vychodni

brodivi Wang et al. (2011)

Cbo151, Cbol68 (Ciconia boyciana)
, potéapka zapadni
BI12B potapky (Aechmophorus occidentalis) Humple (2009)
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7 Zavér

V této bakalatfské prace jsem pomoci metody cross-species PCR amplifikace
hledala u 6 nepfibuznych jedinch c¢éapa bilého (Ciconia ciconia) polymorfni
mikrosatelitové lokusy. Vyuzila jsem 113 part primerti navrZzenych pro mikrosatelitové
lokusy od 9 druhli z fadu tuéiaci. 28 pro tucidka nejmensiho, 25 bylo navrzeno
pro t. zlutorohého, 16 pro t. uzdickového, 13 pro t. Humboldtova, , 12 pro t. Zlutookého,
9 pro t. brylového, 6 pro t. krouzkového, 3 pro t. galapazského a 1 pro t. magellanského.
36 part primerti bylo navrZzeno pro amplifikaci EST pta¢ich mikrosatelitd a 24 para
primerQ bylo navrzeno pro konzervované pta¢i mikrosatelity.

Po provedeni PCR amplifikace mi vSech 173 parQ pouZitych primerti poskytlo
hodnotitelné PCR produkty. 154 z nich bylo monomorfnich a 19 jsem detekovala jako
polymorfni lokusy. 9 part primerti mikrosatelitl z fadu tuc¢idci mi poskytlo polymorfni
lokusy, coz ptedstavuje 7,98% uspéSnost. Az na jednu vyjimku u mikrosatelitového
lokusu Em8 se tfemi alelami jsem u vSech detekovala ptitomnost 2 alel. 60 univerzalnich
ptac¢ich mikrosatelitl poskytlo shodné¢ po 5 polymorfnich lokusech od EST ptacich
mikrosateliti a 5 od konzervovanych ptacich mikrosatelitl, coZz pfedstavuje 16,66%
uspé&snost. U vSech univerzalnich mikrosateliti jsem detekovala po 2 alelach.

Pro tyto mikrosatelity jsem optimalizovala podminky PCR amplifikace. Teplota
annealingu se u polymorfnich lokusi pohybovala v rozmezi 4867 °C, doba
elektroforetické separace byla 90—180 minut a byla provedena genotypizace jednotlivych

polymorfnich lokusi.
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