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Souhrn

Ibis rudy (Eudocimus ruber) je stfedné velky, rudé zbarveny ptak vyskytujici se
predevsim v Jizni Americe. Dosud bylo pro tento druh nalezeno deset polymorfnich

mikrostelitovych markert.

Ve své bakaléaiské praci jsem se zabyvala hledanim dalSich polymorfnich
mikrosatelitovych lokusti vhodnych pro vyuziti v paternitnich studiich u ibise rudého
pomoci Cross-species primert, které byly odvozeny z DNA taxonomicky piibuznych

druhti ptaka z fada plamenaci (Phoenicopteriformes) a veslonozi (Pelecaniformes).

Z celkového poctu 181 mikrosatelitovych lokust, které jsem testovala na 6
neptibuznych jedincich ibise rudého, jsem nalezla 21 polymorfnich. Pocet alel se

pohyboval se v rozmezi 2 az 6. Primérny pocet alel na lokus byl 2,65.



Summary

Scarlet Ibis (Eudocimus ruber) is medium size red coloured bird, occuring
mainly in the South America. So far has been found ten microsatellite markers for this

species.

In my bachelor thesis | dealt with the serach for polymorfic microsatellite loci,
suitable for paternity studies of the scarlet ibis using cross-species primers, which were
isolated from DNA of taxonomically related species of birds from orders

Phoenicopteriformes and Pelecaniformes.

From the total number of 181 tested microsatellite loci, which | tested on six
unrelated individuals of scarlet ibis, | discovered 21 polymorfic. Number of alleles

ranged 2 to 6. The average number of alelles per locus was 2,65.
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1 Uvod

Mikrosatelity jsou kratké repetitivni useky DNA o délce jednotky 1 az 6 bp. Pro
svou mutacni rychlost a s ni souvisejici vysokou miru délkového polymorfismu jsou
optimalnimi molekularnimi markery pro genetické populacni studie. Pro hledani novych
mikrosatelitovych markertt lze vyuzit dvé strategie: izolaci de novo z genetické
knihovny studovaného druhu, nebo cross-species amplifikaci pomoci primerid

navrzenych pro ptibuzné druhy.

V této bakaldiské praci se zabyvam hledanim novych polymorfnich
mikrosatelitovych lokusi u ibise rudého (Eudocimus ruber) metodou cross-species
amplifikace s vyuzitim primerd izolovanych od zastupci fazenych do fadu plamenaci
(Phoenicopteriformes) a veslonozi (Pelecaniformes). Jednotlivé mikrosatelitové lokusy
budou testovany na DNA Sesti nepfibuznych jedinci ibise rudého pomoci PCR

amplifikace a nasledné elektroforetické separace v 6% polyakrylamidovém gelu.



2 Cile prace

1. Shromazdéni dostupnych zdrojii a vypracovani literarni reserSe na téma
analyza vybranych cross-species mikrosatelitii pro determinaci paternity u

ibise rudého.

2. Provedeni PCR amplifikace mikrosatelitovych lokusti s vyuzitim
cross-species primert, které jsou znamé od taxonomicky piibuznych druht
ptaki z fadl veslonozi a plamendci za ucelem zjisténi jejich polymorfismu u

ibise rudého.



3 Literarni prehled

3.1 Brodivi

Do tadu brodivi (Cicconiiformes) se tradicné tadi ¢eledi ¢apoviti (Ciconiidae),
Clunozobcoviti  (Balaenicipitidae), ibisoviti  (Threskiornithidae), kladivouSoviti
(Scopidae) a volavkoviti (Ardeidae) (Stastny et Bejéek, 1998). Tak jako u mnoha jinych
radi se o taxonomické prislusnosti jednotlivych celedi stale vedou spory. Molekularni
metody ukazuji piibuznost jedinct fadu brodivi s kondory, ktefi byli tradi¢né fazeni do
fadu dravcu a také s pelikany (Hedges et Sibley, 1994). Podle Hackett et al. (2008) je
do tadu brodivi fazena pouze Celed capoviti, ostatni Celedi jsou fazeny do fadu

veslonozi (Pelecaniformes).

Druhy z tadu brodivi jsou stiedné velci az velci ptaci vyskytujici se s vyjimkou
polarnich oblasti po celém svéteé (Hanzak et Hudec, 1963). Jsou piizptsobeni pro loveni

¢i sbirani zivoc¢isné potravy v mélké bahnité vodée (Gaisler et Zima, 2007).

Charakteristickym znakem ptakd z fadu brodivi jsou dlouhé nohy, které jim
umoziuji pohyb — brodéni — v mélké vod¢ (Hanzak et Hudec, 1963). Maji nizko
nasazeny, dobfe vyvinuty palec a nékteré druhy navic kozni lem mezi tfemi prsty
smétujicimi doptedu. Oboji zvétSuje naslapnou plochu nohy a brani tak propadani do
bahna (Stastny et Bejéek, 1998; Gaisler et Zima, 2007; Burnie et al., 2008). B&hak a
dolni ¢ast holené jsou lysé (Chury et al., 1966). Druhy s kratSima nohama nebrodi vodu,

na kofist ¢ihaji na vétvich u hladiny (Stastny et Bejéek, 1998).

Tvar zobaku souvisi s druhem potravy a se zpusobem jejiho sbéru. Vétsinou je
dlouhy, uzky a ostry u volavek a ¢apt Casto tvarem piipomina harpunu. U ibist je
dlouhy, srpovité zahnuty dolt, u kolpik na Spicce 1zicovité rozsifeny (Cogger et al.,
1994; Burnie et al., 2008).

Velikost téla se u jednotlivych druhii miize znacné odliSovat. NejmenSim
zastupcem je bukacek maly (Ixobrychus minutus), jehoz celkova délka byva 27 az
36 cm a hmotnost 46 az 85 g, nejvétsimi zastupci pak volavka obrovska (Ardea goliath)
o celkové délce 1,4 az 1,5 m a marabu africky (Leptoptilos crumeniferus) s rozpétim
ktidel az 3,2 m a hmotnosti 9 kg (Cogger et al., 1994; Burnie et al., 2008).



V opeteni se ¢asto vyskytuji hold mista, rizné vyristky a prodlouzena ozdobna
pera, zejména na hlavé a krku. Zbarveni u obou pohlavi je stejné, nebo se lisi jen malo.
Samice obvykle byvaji o néco mensi a maji mén¢ vyvinutd ozdobna pera. Mlad’ata

mohou vyhliZet odli$né (Stastny et Bejcek, 1998).

Brodivi jsou masozravi ptaci. Zivi se vodnimi Zivo&ichy, pfevazné drobnymi
obojzivelniky, hmyzem, rybami, nékteré druhy i malymi ptaky. Kofist obvykle lovi
prudkym vysunutim zobaku vpted (Burnie et al., 2002). K ziskavani potravy vyuzivaji
mnoho technik, od tichého ¢ihani na okraji moktadu, ptes vifeni vody a Susténi travou,
aby svou kofist vyplasili a piekvapili, az po rychlou chiizi pfes moktinu (Burnie et al.,
2008). Suchozemské druhy nepohrdnou ani mrSinami a parazity na té€lech velkych
zvitat. N&které druhy krouzi a patraji po zdechlinich podobné jako supi (Stastny et
Bejcek, 1998; Burnie et al., 2008). Maji tfidilny zaludek, vole obvykle chybi (Gaisler et
Zima, 2007).

Vsechny druhy z tadu brodivi vyborn¢ 1étaji, mohou dosahovat rychlosti az
57 km/hod. Maji dlouhd, Sirokd kiidla, ktera jim umoznuji plachténi za vyuziti teplych
proudt vznikajicich nad pevninou. Za potravou létaji obvykle do 20 km od mista
hnizdiste, pii nedostatku potravy se vSak mohou vzdalit i 60 km (Chury et al., 1966;
Stastny et Bejéek, 1998). Nohy maji za letu obvykle natazené. Capi a ibisi maji pfi letu
krk natazeny dopiedu, volavky létaji s krkem esovité protazenym na hibet (Stastny et

Bejcek, 1998).

Hlasové projevy jsou obvykle hlasité, Casto syCivé nebo drsné. U nékterych
druhti jsou hlasové projevy nahrazeny nebo doplnény klapanim zobakem. Klapani
obvykle tvoii trvalou zvukovou kulisu na hnizdnich koloniich (Stastny et Bejéek,

1998).

eey

Nékteré druhy Zziji individualn€ v trvalych parech, jiné v koloniich, casto
smiSenych s jinymi druhy. Hnizda si stavi na stromech, kefich, v rdkosi, v baZinach, ale
1 na skalach a stavbach. Mezi nejvétsi kolonie brodivych ptaki patii kolonie u Chagana
v Tanzénii, kde Zije 50 000 part riznych druhii nebo kolonie o 23 000 parti volavek
Vv delt¢ Nigeru. Obecné plati, ze jadra kolonii tvofi pfevazné bili ptaci, tmavé formy

Zast&ji ziji osamocené (Stastny et Bejéek, 1998).

Kladou obvykle 2 az 10 vajec do hnizda, doba vysezovani se pohybuje od 16 do
38 dni (Stastny et Bejéek, 1998). Sedi jiz od prvniho vejce, takze se mlad’ata lihnou
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postupné (Gaisler et Zima, 2007). Mlad’ata jsou nidikolni, na krmeni se podileji oba
rodice. Z hnizda vylétaji obvykle po 1 mésici az 115 dnech, ale naptiklad bukacci
opoustéji hnizdo jest€¢ pred dosazenim vzletnosti, uz od 10. dne Zzivota. Pohlavni

dospélosti dosahuji mezi 1. a 5. rokem (Stastny et Bejéek, 1998, Burnie et al., 2008).

Rad brodivi zahrnuje 113 druht, z nichZ 13 se vyskytuje také na Gizemi Ceské

republiky. (Stastny et Bejéek, 1998).

3.1.1 Ibisoviti

Do celedi ibisoviti (Threskiornithidae) jsou fazeni jedinci dvou na prvni pohled
odlisnych podceledi. Jedna se o ibise a kolpiky. Ibisové a kolpici jsou si velmi blizce
ptibuzni (Hanzak et Hudec, 1963). Podéeled’ ibisové zahrnuje 23 az 28 druht ptakt v 11
az 14 rodech. Poéty jednotlivych rodi i druhd jsou u riznych autorti rozdilné. Do
podéeledi kolpici patii 6 druhii fazenych obvykle do dvou rodi (Stastny et Bejéek,
1998; Ramel, 1999; Gill et Wright, 2006).

Jedinci z celedi ibisoviti jsou stfedné velci ptaci. Maji dlouhé krky, které na
rozdil od ¢apt a volavek pfi letu drZi nataZené. Plachti pouze zfidka. Maji dlouhé nohy
se ¢tyfmi dlouhymi prsty, z nichz tii pfedni jsou u kofene spojeny blankou (Hanzak et

Hudec, 1963).

Vyvinuli se pfed vice nez 25 miliony lety v Severni Americe. Byly nalezeny
fosilie ibise hnédého, ibise andského a ibise amerického datované do miocénu a také
fosilie dvou nelétavych druhti: Apteribis glenoo z Havaje a Xenicibis xympithecus
z Jamajky (Ramel, 1999).

Ibisové a kolpici se na prvni pohled 1isi ve tvaru zobaku. Ibisové maji dlouhy,
pomérné mekky zobak srpovitého tvaru, na prifezu kulaty. Zobak kolpikl je dlouhy,
rovny, na $picce zplostdly a rozsifeny (Stastny et Bejéek, 1998; Burnie et al., 2008).
Rozdily jsou zplsobeny odliSnym zplsobem ziskdvani potravy. Zatimco ibisoveé
dlouhym zobdkem hledaji potravu v mékkém bahné mélkych vod, kolpici se krmi tak,
ze pohybuji caste¢né otevienym zobakem ze strany na stranu a pokud uciti cokoli
pevného, zobak rychle zaviou (Ramel, 1999). Ibisové i kolpici jsou masozravci,

primarn¢ lovci. Kofist vyhledavaji pomoci hmatu, lovi tedy stejné dobie v noci jako ve
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dne. Nekteti ibisové vyuzivaji i zrak k loveni hmyzu kolem vody (Alderton, 1995;
Burnie et al., 2008).

Mnoho druhit ma na hlavé hiebeny erektilnich per, kterd se zvedaji v dobé
namluv. Chovani pfi ndmluvach je u jednotlivych druhti odlisné, Casté jsou obranné

postoje nebo Sechrani peii (Stastny et Bejéek, 1998, Ramel, 1999).

Hnizda si stavéji z vétvicek a rakosi, které na misto stavby piinaseji samci.
Samice mezitim zaji$t'uji vétsinu samotné stavby. Kladou obvykle kolem péti vajec. Na
jejich vysezovani se podileji oba rodi¢e. Mlad’ata jsou krmena vyvracenou potravou
Zjicnu rodic¢t. Kdyz jsou mlad’ata mala, zistdva vzdy jeden zrodi¢d na hnizdé.
Mléad’ata po vylihnuti neumi stat a maji kratké zobaky, které vSak brzy zacinaji ziskavat
tvar zobakt dospélych jedinci (Ramel, 1999). Kdyz mlad’ata spadnou z hnizda do vody,
jsou obvykle schopna doplavat zpét (Alderton, 1995).

Ackoli ibisové a kolpici jsou primarné vodni ptaci, nékteré druhy ziji
v suchozemskych biotopech, naptiklad ibis hagade$ (Hagedashia hagedash), ibis

jihoafricky (Geronticus casus) a ibis skalni (Geronticus eremita) (Ramel, 1999).

Zejména v disledku niceni pfirozeného prosttedi pro hnizdéni dochézi
Vv poslednich letech u né€kterych druht ke znacnému pocetnimu ubytku. Na seznamu
ohrozenych druht jsou ibis béloramenny (Pseudibis davisoni), ibis obrovsky
(Thaumatibis gigantea), ibis skalni (Geronticus eremita) a ibis svatomassky (Bostrychia
bocagei) zafazeni mezi kriticky ohrozené (Anonymous, 2011a).

Vétsina druhti ¢eledi ibisoviti Zije v koloniich, ale existuji i vyjimky, naptiklad
ibis ¢insky (Nipponia nippon), ktery hnizdi v izolovanych parech (Ramel, 1999).

Ibis posvatny (Threskiornis aethiopicus) se objevuje v mytologii starovékého
Egypta jako symbol boha moudrosti Thowta. Ten byl ¢asto zobrazovan pravé s hlavou

ibise a ibisové byli chovani i v jeho chramech. Jejich mumifikované ostatky byly

nalezeny ve zvlastnich hrobkach (Alderton, 1995, Ramel, 1999).

3.1.2 Ibis rudy (Eudocimus ruber)

Systematické zafazeni ibise rudého (del Hoyo et al., 1992, Stastny et Bejéek,
1998).

RiSe: zivoc¢ichové (Animalia)
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Kmen: strunatci (Chordata)

Podkmen: obratlovci (Vertebrata)

Ttida: ptéci (Aves)

Nadrad: letci (Neognathae)

Rad: brodivi (Ciociniiformes)
Celed: ibisoviti (Thereskiornithidae)
Podceled: ibisové (Thereskiornithinae)
Rod: ibis (Eudocimus)

Druh: ibis rudy (Eudocimus ruber)

Obrazek €. 1: Ibis rudy, dospély jedinec
Zdroj: http://filesdown.esecure.co.uk/wildlifepark/scarlet_ibis_2.jpg_25082008-1646-57.jpg

Ibis rudy byva Casto nazyvan také ibis nachovy nebo Sarlatovy. Je to stfedné
velky ptak o délce téla 55 az 89 cm a rozpéti kiidel 112 az 124 cm. Vazi kolem 1,5 kg.
Je povazovan za nejkrasnéjsiho z ibisii, dospély ptdk ma syté rudou barvu, pti chovu
Vv zajeti vSak pon€kud bledne (Hanzak et Hudec, 1963; Anonymous, 2011b). Vyskytuje
se ve dvou formach — rudé a bilé, pficemz prevladd forma rudd. Obé& formy ziji vedle
sebe ve spole¢nych koloniich, bili jedinci tvofi s rudymi smiSené pary (Hanzdk et
Hudec, 1963). Obvykle hnizdi v mocalech, ryzovych polich a pfi usti fek, v mangrovech

a na stromech. Casto si vybira oteviena prostiedi (Burnie et al., 2002).
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Ibis rudy se vyskytuje v severni a severovychodni casti Jizni Ameriky, od
Venezuely az po Brazilii. Zaléta do Stfedni Ameriky a na Antily (Hanzak et Hudec,
1963; Gosler et al., 1994). Az do sedmdesatych let minulého stoleti bylo nejznamnéjsi
nocovisté ibist rudych na ostrové Trindidadu, kam se slétala hejna z Venezuely pies

moiskou uzinu (Hanzak et Hudec, 1963; Stastny et Bejéek, 1998).

Potravou jsou pro ibise rudého predevsim vodni Zivocichové: korysi, mekkysi,
malé rybky, zaby a vodni hmyz. Pfi lovu se spiSe orientuje pfedevsim pomoci hmatu.
Obvykle chodi kolem vody a svym dlouhym zobdkem prozkoumava mekké bahno,
nebo podobné jako kolpik pohybuje zobakem ze strany na stranu (Burnie et al., 2002).

Rozmnozuje se celorocné. Samice snasi obvykle 1 az 5 bilych nebo
namodralych vajec, na kterych sedi 21-23 dny (Hanzak et Hudec, 1963; Anonymous,
2011b). Hnizdo je umisténé na ploSince z klacikti na stromé. Mlad’ata jsou svrchu
Sedaveé hnéda, s bilou kostréi a spodni ¢asti téla, které s vékem ziskava razovy nadech.
Hlava a krk jsou bélavé hnédé (Gosler et al., 1994). Ve volné piirodé se ibis rudy
doziva piiblizné 15 let, v zajeti pak 25 let (Annonymous, 2011b).

3.2 Partnerské svazky a mimoparové chovani u ptaku

Ptaci mohou tvofit rizné typy partnerskych svazkd. NejcastéjSim je monogamie,
ale existuji 1 druhy polygamni a promiskuitni. Typ svazku a délka jeho trvani casto
zavisi na ekologickych podminkach, délce hnizdni doby a potravni nabidce

(Veselovsky, 2001).

Az do osmdesatych let minulého stoleti byly monogamni druhy ptakt ddvany za
vzor partnerské vérnosti. Pozd¢jsi analyzy DNA z krve mlad’at vSak ukézaly, Ze ne
vSechna mlad’ata byla zplozena domnélym otcem. I u socidln¢ monogamnich druhii
dochazi k mimoparovym kopulacim (Extra-Pair Copulations, EPC) a casto také
k mimoparovému oplozeni a paternité¢ (Extra-Pair Paternity, EPP). Prava geneticka
monogamie byla nalezena u méné nez 25 % socidlné¢ monogamnich druha (Veselovsky,

2001; Griffith et al., 2002).

Mezi monogamnimi druhy ptakl byla nejvyssi mira EPP zaznamendna u strnada
rakosniho (Emberiza schoeniclus), kde az 55 % potomkl pochazi z mimoparovych

kopulaci a 86 % hnizd obsahuje alespon jednoho potomka zplozeného mimo par. U
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ptaktt s kooperativni polyandrii, kdy nékolik samcti a samic tvoii skupinu spole¢né
pecujici o potomky, byla mira EPP, tedy procento potomkl zplozenych samcem
nepatiicim do skupiny, az 72 %, a to u modroplastnika nadherného (Malurus cyaneus).
Velmi nizka frekvence EPP byla zaznamenana u buiniaka ledniho (Fulmarus glacialis)
(Petrie et Kempenaers, 1998; Griffith et al., 2002).

Podle Westneat et Stewart (2003), ktefi shrnuli vysledky osmnacti srovnavacich
druhti: fylogentické faktory, Castost pafeni, synchronizace pareni, umrtnost dospélych
jedinct, rodicovska péce, rozdilné zbarveni samcli a samic, genetickd variabilita,
velikost vzorku, mira zapojeni samcii do péCe o potomky, pevnost part, velikost
sntsky, socidlni systém pareni, ispéSnost lihnuti, télesnd hmotnost, velikost pohlavniho
dimorfismu, pestrost samciho opefeni, velikost varlat a délka spermii, pficemz v fadé

pripadl neni jasné, zda se jedna o pfi¢iny ¢i disledky EPP.

Mira EPP se ovSem neli$i pouze mezi rody ptakd, ale také mezi druhy jednoho
rodu, mezi populacemi téhoz druhu nebo i v ramci jedné populace v ¢ase. Napiiklad u
budnicka vétsiho (Phylloscopus trochilus) jedna studie ukazuje 0 % EPP, zatimco pii
jiné byla mimoparova mlad’ata nalezena az v 50 % hnizd (Petrie et Kempenaers, 1998).
Zda se, ze mimoparové kopulace jsou méné Casté u ostrovnich populaci a také populaci,

které prosly efektem hrdla lahve (Petrie et Kempenaers, 1998; Griffith et al., 2002).

3.2.1 Vyhody a nevyhody mimoparovych kopulaci

Vyhody plynouci z EPC Ize rozdélit na vyhody pro samice a vyhody pro samce.
Samice se mimoparovymi kopulacemi mohou branit pfed inkubaci neoplozenych vajec
Vv piipad¢ neplodnosti partnera. Kopulaci s cizimi zdatnymi samci samice také zajistuje
,»dobré geny* pro své potomky a napomahd tim Sifeni vlastnich gena prostfednictvim
»sexy-syni. Dale samice ziska dalsiho, vétSinou mladého samce, ktery ji pomaha
s vychovou mlad’at. V ptipadé ztraty vlastniho partnera ma samice druhu s vyssi mirou
EPC vétsi Sanci na nalezeni nového — Casto utvofi novy par se samcem, s nimZ ma
mimoparové potomky. Dal§i vyhodou je moZznost ziskavat potravu na tzemi jiného
samce. Nevyhodou EPC je riziko ztraty vlastniho partnera (Petrie et Kempenaers, 1998;
Veselovsky, 2001).
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Zdatni samci si mimoparovymi kopulacemi zvySuji pocet svych mlad’at. Navic
rozprostfeni mlad’at do vice hnizd zvySuje jejich Sance na preziti. Opusténi samice za
ucelem EPC ovSem zvysuje riziko, ze samici oplodni cizi samec a on ztrati vylu¢nou
paternitu vSech mlad’at. Navic EPC mohou samce na ¢as zbavit spermii a on tak nemuze

oplodnit vlastni samici (Veselovsky, 2001).

3.3 Repetitivni DNA

Zatimco genomy prokaryontnich bunék obsahuji pfedev§im DNA kodujici
proteiny, tRNA ¢i rRNA, velkou ¢ast genomu eukaryot tvoii DNA nekodujici
(Campbell et Reece, 2007). Kodujici i nekodujici DNA muze byt bud’ unikatni, nebo se
v genomu vyskytovat ve vice identickych nebo podobnych kopiich. Sekvence, které se
vyskytuji ve velkém mnozstvi kopii, se oznaluji jako repetitivni DNA (Seda et al.,

2006).

Repetitivni sekvence se mohou d¢lit na dva typy, podle toho, zda jsou jednotky
opakovani rozptyleny jednotlivé v genomu (rozptylend repetitivni DNA), nebo

usporadany tandemove za sebou (satelitni DNA).

3.3.1 Rozptylena repetitivni DNA

Rozptylena repetitivni DNA je tvofena sekvencemi, které jsou roztrouseny po
genomu V jednotlivych kopiich. Tyto sekvence jsou si velmi podobné, ale nejsou zcela
identické. Délka repetic obvykle pohybuje od 100 do 1000 bp (Campbell et Reece,
2007). Rozptylené repetice vznikaji funkci transponovatelnych genetickych elementt,
tzv. transpozonl. Transpozony se mohou pohybovat v rdmci genomu. Podle charakteru
pohybu je l1ze dé€lit do dvou skupin, a to na DNA transpozdny, pohybujici se procesem
transpozice a retrotranspozony, které se pohybuji procesem retropozice (Seda et al.,
2006).
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3.3.1.1 DNA transpozony

DNA transpozony jsou elementy, které maji schopnost pieskakovat z jednoho
mista na jiné v ramci genomu. Jsou charakteristické pfitomnosti obracenych koncovych

repetic (Inverted Terminal Repeat, ITR) a obvykle také koduji enzym transpozazu.

Transpozéza umoznuje vystépeni DNA transpozonu z piivodniho mista na DNA
a nasledn¢ jeho integraci do specifického sekvencniho motivu jinde v genomu. Pfitom
dochazi k duplikaci cilového mista (Target Site Duplication, TSD). Pocet kopii
traspozonu tedy zlstava stabilni, ale dochéazi ke zvySovani poctu kopii cilového mista

pro jeho transpozici (Seda et al., 2006; Campbell et Reece, 2007).

3.3.1.2 Retrotranspozony

Retrotranspozény na rozdil od DNA transpozontl nejsou z ptivodniho mista na
chromozomu vystépovany. Pomoci bunéénych polymeraz jsou piepsany do RNA a
nasledné pomoci reverzni transkriptazy zpét do DNA a vlozZeny na jiné misto v genomu.
Pocet kopii tedy roste, ale vétSina z nich byva inaktivovana delecemi a bodovymi
mutacemi. Podobn¢ jako u DNA transpozontl i u retrotranspozont dochazi k duplikaci

cilového mista (Seda et al., 2006).

3.3.2 Tandemové usporadana repetitivni DNA

Tandemové repetice jsou tvofeny identickymi nebo téméf identickymi
jednotkami opakovani uspotadanymi v fadé¢ za sebou. Byvaji oznacovany také jako
satelitni DNA nebo VNTR (Variable Number of Tandem Repeat) (Busxgiazzo, 2006;
Campbell et Reece, 2007). Podle délky je lze rozde€lit na satelity, minisatelity a
mikrosatelity.

Nézev satelitni DNA souvisi s jejim objevenim. KdyZ byla genomickd DNA
naStipana a centrifugovana v hustotnim gradientu, tvofila tandemové repetitivni DNA
prouzek — satelit — ktery byl od ostatni DNA oddélen. Divodem je odliSna vnitini
hustota Usekli obsahujicich tandemové repetitice (Bennet, 2000; Campbell et Reece,
2007).
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3.3.2.1 Satelity

Satelity jsou typem tandemovych repetic s nejdelsimi jednotkami repetice.
Neexistuji zadné vseobecné piijimané velikostni limity, Casto se vSak uvadi délka
primarni jednotky od 5 bp az po né€kolik stovek part bazi (Koreth et al., 1996; Bennett,
2000; Seda et al., 2006). Primarni jednotky byvaji degenerované, s uréitymi
nepravidelnostmi, které se mohou periodicky opakovat a tvofit sekundarni jednotky.
Satelity tvofi bloky o délce az 100 Mb. Lze je nalézt v heterochromatinu, nejcastéji
v oblastech centromer (Bennett, 2000; Seda et al., 2006). Nejsou tak variabilni, co se
tyka délky, jako ostatni typy tandemovych repetic. Vzhledem k jejich velikosti a

lokalizaci nemaji satelity v genetickych studiich zadné realné vyuziti (Bennet, 2000).

3.3.2.2 Minisatelity

Minisatelitova DNA se skladd ze stfedné dlouhych repetic. Délka zakladni
jednotky opakovani je 6 az 100 bp (Ramel, 1997; Vergnaud et Denoeud, 2000), délka
jednoho bloku pak byva od 100 bp do 20 kb (Bennett, 2000).

Minisatelity lze délit do dvou skupin, a to na telomerové a hypervariabilni.
Telomerova minisatelitovd DNA sestava z usekli dlouhych 10 az 15 kb a jak jiz jeji
nazev napovida, vyskytuje se na telomerach chromozomti. Tato DNA chrani konce
chromozomt pfed degradaci a umoznuje jejich Uplnou replikaci. Také hraje roli pfi

parovani a orientaci chromozomil béhem bunééného déleni (Bennett, 2000).

Hypervariabilni minisatelity jsou velice polymorfni co do pocétu opakovani
jednotek repetice na jednom lokusu a tedy mohou byt vyuzity jako genetické markery.
Jsou vsak prili§ dlouhé pro efektivni PCR amplifikaci, proto je nutné provadét jejich
analyzu pomoci Southern blottingu nebo MVR (Minisatellite Variant Repeat) metody
PCR. Z toho duvodu obliba minisatelitti coby genetickych markeru klesa (Ramel, 1997;
Bennet, 2000; Seda et al., 2006).

Minisatelitové repetice pusobi jako hot spots pro homologni rekombinaci.
Rekombinace, zejména nerovnomérny crossing-over a nerovnomérnd vymeéna useku
mezi sesterskymi chromatidami je pficinu jejich vysoké variability mezi jedinci

(Bennet, 2000).
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Minisatelity se vyuzivaji v soudnim lékafstvi, jako prostfedek pro urcovani
ptibuznosti, vcetné otcovstvi a také jako markery pro studium vazby v genovych

analyzach (Ramel, 1997).

3.3.2.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity, nebo také SRTs (Short Tandem Repeats) ¢i SSRs (Single
Sequence Repeats) jsou opakujici se jednoduché sekvencni motivy dlouhé zpravidla 2
az 6 bp, které jsou vysoce polymorfni (Zima et al., 2004). Polymorfismus
mikrosatelitovych sekvenci nespociva ve variabilit¢ v primarni sekvenci, ale v poctu
opakovani jednotky repetice (Ellegren, 2004). Pocet repetitivnich jednotek je ptfimo
zavisly na jejich délce. Obecné plati, Ze pocet opakovani klesd se zvySujici se délkou
jednotky. Délka jednoho bloku byva obvykle kolem 100 bp (Bennett, 2000; Chambers
et MacAvoy, 2000).

Mikrosatelity jsou nejlépe prozkoumdny u c¢loveéka a hospodatskych zvitat, u
jinych organismi byla Casto studovana pouze urcitd ¢ast mikrosatelitovych lokust za
konkrétnim tucelem a u fady druhd nebyly dosud mikrosatelity zkoumany vibec.
Nicméné Ize fici, ze mikrosatelitové lokusy jsou del§i a Cast&j$i u obratlovcil nez u
bezobratlych a Zze mezi obratlovei maji poikilotermni zivocichové, jako Zelvy, delsi

soubory repetic nez zivoc¢ichové homoiotermni (Chambers et MacAvoy, 2000).

Mikrosatelity vznikaji v oblastech, kde uZz jsou repetitivni jednotky pfitomné.
Zdaleka nejcast€jSim mechanismem vzniku je sklouznuti DNA-polymerdzy béhem
replikace. Zda dojde ke zvySeni €i sniZzeni poctu jednotek repetice zavisi na sekvenci
repetice a na tom, na kterém vlakné dojde ke vzniku vlasenky (Ramel, 1997; Chambers
et MacAvoy, 2000). Pokud se jednd o nové vldkno, je vysledny efekt aditivni, pokud
vlasenka vznikne na templatovém vlakné, dojde k odstranéni vlasenky enzymy a
vyslednym efektem je ztrita jedné nebo vice jednotek (Bennett, 2000). Akumulace
repetitivnich jednotek znamena zvySené riziko homologni rekombinace mezi
chromozomadlnimi segmenty a muize dojit translokaci, deleci ¢i inverzi, tedy opét ke

zvySeni €1 sniZeni poctu jednotek opakovani (Ramel, 1997).

Mikrosatelitové lokusy jsou Vgenomu pomérné¢ rovnomérné rozlozeny.
Vyskytuji se predevs§im v nekodujicich oblastech, mezi geny a v intronech, ale n¢které

trinukleotidové sekvence se mohou vyskytovat 1 v oblastech kodujicich. Tyto sekvence
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¢asto nesou koéd pro aminokyselinu glutamin a jsou soucdsti oblasti kodujicich proteiny

zapojené do transkripce (Bennett, 2000; Chambers et MacAvoy, 2000; Ellergen, 2004).

Zmény v poctu uréitych mikrosatelitovych repetic jsou u ¢lovéka spojovany
s vyskytem nékterych zavaznych onemocnéni. Jedna se napiiklad o syndrom fragilniho
chromozomu X, Huntingtonovu chorobu, myotonickou dystrofii ¢i spinocerebralni

ataxii (Zima et al., 2004; Campbell et Reece, 2006).

Nejcastéji  se  vyskytujici mikrosatelitovou sekvenci u cCloveéka, je
poly-(A)/poly-(T). Dale jsou to dinukleotidové sekvence, z nichz nejfrekventovanéjsi je
u savel (AC)/(TG), u rostlin pak (AT),. Mezi trinukleotidy jsou nejéastéjsi (CAG), a

(AAT), (Ellergen, 2004; Zima et al., 2004).

Mikrosatelity si diky svym vlastnostem ziskaly zna¢nou oblibu jako genetické
markery. Dulezit je jejich vysoka proménlivost, a to 1 u druhil pro alozymové lokusy
prakticky monomorfnich. Jsou kodominantni, lokusy jsou rozprostfeny po celém
genomu a V neposledni fad¢ je lze snadno analyzovat pomoci PCR a elektroforetické

separace (Zima et al., 2004).

Vyuzivaji se vmediciné pii testech na onemocnéni souvisejici
s trinukleotidovymi repeticemi, pii analyze vazbovych skupin, forenznich analyzéch,
testovani paternity, urCovani velikosti a struktury populace, genetické proménlivosti,
toku gent, ke studiu charakteru a dynamiky hybridnich zon, atd. (Bennett, 2000; Zima
et al., 2004).

3.3.2.4 Mikrosatelity v genomu ptaki

Ptaci obecné maji menSi genomy nez vétSina obratlovell. Maly obsah DNA
souvisi s malou velikosti bunék a vysokou urovni bazilniho metabolismu a
pravdépodobné je soucasti adaptace k 1étani, coz podporuje mald velikost genomu

netopyrl ve srovnani s ostatnimi savci (Gregory, 2002).

S velikosti genomu pozitivné koreluje pocet mikrosatelitd. Primer et al. (1997)
zjistili, ze polovina z 22 di-, tri- a tetranukleotidovych repetic byla jasné cetnéjsi u
¢lovéka nez u tfech testovanych druhi ptaki. Ve vyskytu zbyvajicich motivli nenalezli

autofi zadny jasny rozdil. Na zakladé prohledani databazi dale Primer et al. (1997)
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odhaduji, ze vyskyt mikrosatelitl v pta¢im genomu je 1 na 29 az 39 kb, zatimco

v genomu ¢loveka je to 1 na 6 az 30 kb.

Diivodem pro nizkou frekvenci mikrosatelitli v genomu ptaki mohou byt odlisné
SINE/LINE elementy, které u ptakt nekonc¢i poly-A sekvenci. Poly-A sekvence je u
savcl zdrojem repetitivni DNA. Dale maji ptaci v genomu tzv. mikrochromozomy, na
kterych je podstatné vyssi frekvence genti a tedy méné mikrosateliti (Gregory, 2002;
Primer et al., 2007).

3.3.2.5 Izolace mikrosatelita de novo

Mikrosatelity se nachazeji v nekddujicich oblastech DNA, kde je frekvence
mutaci mnohem vys§i, nez v oblastech kodujicich. Z toho divodu lze vyuzit stejné
primery pro amplifikaci mikrosateliti pouze u velmi blizce pfibuznych druht. U
evoluéné¢ vzdalenéjSich druhtt kumulace mutaci v oblastech obklopujicich
mikrosatelitové lokusy brani uspé$nému nasedani primerti. Proto je pfi studiu nového
druhu ¢asto nutné izolovat mikrosatelitové lokusy a navrhovat primery de novo (Zane et
al., 2000; Zima et al., 2004).

Existuje cela fada protokoli pro izolaci mikrosatelitovych lokust. Casto se jedna
o modifikace ptvodni tradicni metody vychazejici z genomickych knihoven
studovanych druht (Zane et al., 2000). Nejprve je genomickd DNA fragmentovana
pomoci restrikénich endonukledz nebo ultrazvukovych vibraci. Jednotlivé fragmenty
jsou rozdéleny podle velikosti a pro dalsi krok vybrany fragmenty o velikosti 300 az
700 bp. V zavislosti na zptisobu fragmentace jsou pak vloZeny do vektoru piimo, nebo
po ligaci adaptori. Pomoci vektori jsou transformovany kompetentni burnky.
Transformace piinasi tisice rekombinantnich klont, které jsou nasledné testovany na
pfitomnost mikrosatelitovych sekvenci. Screening se provadi pomoci Southern
hybridizace s pouzitim sond, které se vazou na mikrosatelitové sekvence. Po identifikaci
klonli obsahujicich repetice jsou navrzeny primery a optimalizovdny podminky pro

PCR amplifikaci (Zane et al., 2000; Zima et al., 2006).
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3.3.2.6 Cross-species amplifikace mikrosatelitt

Izolace mikrosatelitovych lokust de novo je ¢asové i finan¢né naro¢na. Z toho
divodu je Casto vyuzivana cross-species amplifikace. Jde o vyuziti primerd navrzenych
pro amplifikaci polymorfnich mikrosatelitovych lokusti jinych druhd. Usp&$nost
cross-species amplifikace zavisi evolucni vzdalenosti mezi druhy. Polymorfni produkty
poskytuji obvykle pouze primery ziskané od blizce piibuznych druhti (Primer et al.,
1996).

U ptaku byla cross-species amplifikace poprvé testovana na mikrosatelitovych
lokusech izolovanych od vlastovky obecné (Hirundo rustica) a lejska ¢ernohlavého

(Ficedula hypoleuca) a to u druhti z 23 riznych ¢eledi (Primer et al., 1996).

3.4 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce je jednou z nejvyznamnéjSich metod molekularni
biologie. Byla objevena Kary B. Mulisem v roce 1985. Umoziuje selektivni in vitro
amplifikaci urcitého specifického seku DNA bez nutnosti pfedchoziho klonovani ve
vektorech (Smarda et al., 2005). Jedine¢nost této metody spociva piedevsim v tom, Ze
mnozstvi pivodni DNA miiZze byt velmi malé, teoreticky by stacila i jedind molekula.
Navic DNA nasyntetizovana pomoci PCR obsahuje prakticky vyhradné studovanou

sekvenci, neni tedy zpravidla nutna jeji dalsi purifikace (Zima et al., 2004).

Jako zdroj DNA pro PCR jsou vyuZivany riizné biologické materialy, napf.
extrakty z krve, télni tekutiny, kultury mikroorganismii, bunky z tkanovych kultur, atd.
(gmarda et al., 2005).

3.4.1 Slozeni PCR mixu

Podstatou PCR je cyklickd enzymaticka syntéza novych molekul DNA
prostfednictvim enzymu DNA-polymerazy. Pouzivaji se termostabilni polymerazy
izolované z termofilni bakterie Thermus aquaticus odolavajici teplotam, pfi nichz DNA
denaturuje. To umoZiiuje, aby syntéza probihala opakované formou cyklti (Smarda et

al., 2005; Brown, 2007).
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Krom¢ jiz zminéné DNA-polymerazy jsou dal$i nezbytnou slozkou reakéni
smési PCR dva kratké oligonukleotidy, které jsou komplementarni k okrajovym ¢astem
studované sekvence. Vazou se na protilehlé fetézce 3 konci proti sobé a slouzi jako
primery syntézy DNA (Smarda et al., 2005, Brown, 2007). Dale je nutné dodat stavebni
jednotky novych fetézcti DNA, a to ve formé deoxyribonukleozid trifosfatd (ANTP). Do
reakce dodavame Ctyti typy dNTP: dATP, dCTP dGTP a dTTP. Po navazani primert
zac¢inda DNA-polymeraza piidavat k jejich 3¢ konci jednotlivé nukleotidy na zakladé
komplementarity s templafovou molekulou, pficemz spotfebovava energii vazanou ve
fosfatovych vazbach dNTP (Zimaet al., 2004). Pro zdarny prubéh reakce je dale
nezbytnd presné stanovena koncentrace hofecnatych iontl a stdlé prostiedi
zabezpecované piidanim komeréné dodavaného reakéniho pufru, jehoz sloZeni se lisi
podle pouzité polymerazy. Objem reakce byva doplnén deionizovanou vodou (Zima et

al., 2004).

3.4.2 Prubéh PCR

PCR je proces, ktery se sklada ze tii kroki s odlisSnymi teplotnimi podminkami.
Cely proces zacind zahfanim DNA na teplotu, pfi které dochézi k jeji denaturaci. Tato
teplota byva vyssi nez 90 °C, Casto v rozmezi 92 az 95 °C. Doba trvani prvni denaturace
je zpravidla delsi, nez je tomu v ostatnich cyklech, protoze musi dojit k oddéleni delsich
fragmentd. Prvni denaturace obvykle probiha 2 az 5 minut, v dalsich cyklech postaci 15
az 45 s. Déle je teplota snizena na 45 az 60 °C. Pokud jsou v roztoku pfitomny oba
primery v dostatecné koncentraci, nasedaji na komplementarni sekvence templatové
DNA (annealing). Délka tohoto kroku je obvykle 30 az 60 s. Syntéza novych fetézctu
DNA prostfednictvim DNA-polymerazy probiha za teploty 65 az 75 °C, ptfiCemz
teplotni optimum Taqg polymerazy je 72 °C. Délka tietiho kroku je zavisla na délce
produktu. Pokud amplifikujeme kratké fragmenty (do 500 bp), postaci 30 s, pokud je
sledovany usek delsi, je nutné dobu prodlouzit. Na konci posledniho cyklu se obvykle
piipojuje n€kolik minut trvajici findlni extenze pii1 72 °C, abychom zabranili vyskytu
neuplnych fragmenth kratsi délky. Cely proces se opakuje, pficemz v kazdém dalSim
cyklu primery hybridizuji i s nové nasyntetizovanymi molekulami (Zima et al., 2004;

Smarda et al., 2005).
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Reakce probiha v zafizeni zvaném termocyklér, vnémz se teplota méni
automaticky ve stanovenych ¢asovych intervalech. Teoreticky se v kazdém cyklu pocet
kopii zdvojnasobi, mnozstvi nasyntetizované¢ DNA tedy roste exponencialné. Reakce
bézi obvykle 25 — 35 cykla, pfi vyssim poctu cykli dochéazi ke vzniku nespecifickych

produktli nebo inhibici reakce produktem.

3.4.3 Analyza PCR produktu

Produkty PCR jsou nejcCastéji analyzovany pomoci elektroforetické separace
VvV agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu. Molekuly DNA jsou nabity zaporng,
Vv elektrickém poli tedy putuji od katody k anod¢. Protoze vSechny molekuly DNA maji
stejny zaporny naboj, je rychlost separace zavisla vyhradné na velikosti separovanych
fragmentd (Zima et al., 2004). Vznikl¢ bandy lze vizualizovat pomoci radioaktivniho
Znaceni, etidiumbromidu, dusi¢nanu stfibrného, nebo pomoci riznych druht

fluorescencnich barviv (Koreth et al., 1996).

3.4.4 Problémy pri analyze PCR produktu

3.4.4.1 Nulové alely

Nulova alela je kazda alela v mikrosatelitovém lokusu, ktera se neamplifikuje
pomoci PCR reakce. Takova alela v genetickych studiich zvySuje frekvenci
homozygotl. Pfi paternitnich studiich se jeji nerozpoznani miiZze projevit faleSnym

vylouéenim otce (Jones et Arden, 2003; Dakin et Avise, 2004).

Pfi¢innou vzniku nulovych alel byvaji nejCastéji mutace v sekvencich
obklopujicich mikrosatelitovy lokus, kde nasedaji primery. Zvlasté pokud se jedna o
misto, kde naseda 3° konec primeru, zabrani mutace spravnému nasednuti primeru a je
tim znemoznéno zahajeni syntézy nového fetézce DNA (Dakin et Avise, 2004; Chapuis
et Estoup, 2006). Nulové¢ alely mohou byt generovany také diferencni amplifikaci rizné
dlouhych alel. Z divodu konkurenéni povahy PCR jsou kratké alely amplifikovany
efektivnéji nez dlouhé, takZe u heterozygotniho jedince mlze byt detekovana pouze
krat$i z obou alel. Nulové alely vznikajici diferen¢ni amplifikaci jsou oznacovany také

jako partial null, protoze mohou byt nalezeny pii testovani vice vzorki nebo regulaci
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kontrastu. Ttetim zdrojem nulovych alel je selhani PCR z divodu nizké kvality nebo

koncentrace templatové DNA (Dakin et Avise, 2004).

Nékdy se podle ziskanych dat mize zdat, ze lokus obsahuje nulovou alelu,
ackoli to tak neni. PfiCinnou zvySené¢ frekvence homozygotii totiz vedle pfitomnosti
nulové alely mize byt i napf. Wahlundiv efekt, inbreeding, nebo lokalizace
mikrosatelitového lokusu na pohlavnim chromozému. Tyto ptipady lze eliminovat

pouzitim multilokusové analyzy (Dakin et Avise, 2004; Chapuis et Estoup, 2006).

3.4.4.2 Stutter bandy

Krom¢ originalni alely se na elektroforetickém zdznamu gelové i kapilarni
Jedna se o PCR produkty, které se od originalni alely odliSuji o celé nasobky jednotky
repetice (Ellegren, 2004). Nejintenzivngjsi stutter bandy jsou zpravidla tvofeny tseky

DNA o jednu jednotku repetice krat§i nez origindlni alela, krats$i Giseky pak zpravidla

v v

Pocet a intenzita stutter banda souvisi s délkou jednotky repetice. Nejvice stutter
bandl lze nalézt u alel slozenych z dinukleotidovych repetic, u tetranukleotidovych
repetic obvykle intenzita o ¢tyfi nukleotidy kratSiho PCR produktu nedosahuje ani 10 %
intenzity originalni alely (Walsh et al., 1996). Mimo to mnozstvi a intenzita Stutter
bandl pozitivné koreluje s po¢tem jednotek opakovani (Walsh et al., 1996; Ellegren,
2004).

Stutter bandy vznikaji nejcastéji sklouznutim DNA-polymerazy pii in vitro
amplifikaci DNA. Vysledkem je PCR produkt o jednu jednotku repetice krat$i nez
templatova molekula. Stutter bandy del$i neZ originalni alela vznikaji v disledku

ptidani nukleotidu na 3 konec nové molekuly Taq polymerazou (Koreth et al., 1996).

3.4.4.3 Alelova homoplazie

Dv¢ alely, které maji stejnou velikost nebo 1 stejnou sekvenci nemusi byt nutné
identické ptivodem. Takové alely, které pochazeji z odlisSné ancestralni alely, piipadné
pochézeji ze stejné ancestralni alely, ale prosly odliSnou evoluéni historii, se nazyvaji

homoplazické (Jarne et Lagoda, 1996).
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Alelova homoplazie mize pusobit problémy pii hodnoceni piibuznosti dvou
jedincti nebo skupin, protoze alely se jevi jako zdédéné od spolecného predka, ackoli
tomu tak neni. Problémy vznikaji zejména pii analyzach provadénych na velkych
populacich, u alel s velkou mutacni rychlosti a silnym velikostnim omezenim (Estoup et
al., 2002; Anmarkrud et al., 2008). Dle Estoup et al. (2002) alelova homoplazie
nepiedstavuje v paternitnich studiich velky problém, zvlast¢ pokud nemad alela pfili§
velkou mutacni rychlost, protoze se obvykle jednd o analyzu provadénou na

prislusnicich malého poctu generaci.

26



4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Genomickd DNA pouzitda pro analyzy byla vyizolovana zkrve Sesti
nepiibuznych jedinct druhu ibis rudy (Eudocimus ruber) chovanych v ZOO ve Dvoie
Kralové nad Labem. K izolaci byla pouzita fenol-chloroformova metoda podle Maniatis
et al. (1982) upravena pro materialni a technické podminky Laboratofe populacni

genetiky na Katedfe bunécné biologie a genetiky Piirodovédecké fakulty UP.

4.2 PCR amplifikace DNA

Genomickd DNA Sesti neptibuznych jedincii ibise rudého byla amplifikovana
pomoci 157 parti primerd navrzenych pro amplifikaci polymorfnich mikrosatelitovych
lokust dvou druht z fadu plamenaci: plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber) a
plamenaka ruzového (Phoenicopterus roseus) a deseti druht z fadu veslonozi: fregatky
malé (Fregata minor), kormorana galapazského (Phalacrocorax harrisi), kormorana
chocholatého (Phalacrocorax aristotelis), kormorana usatého (Phalacrocorax auritus),
kormorana velkého (Phalacrocorax carbo), pelikana bilého (Pelecanus onocrotalus),
pelikana severoamerického (Pelecanus erythrorhynchos), tereje ¢ervenonohého (Sula
sula), tereje guanového (Sula variegata) a tereje modronohého (Sula nebouxii).

Jednotlivé mikrosatelitové lokusy pro tyto druhy jsou uvedeny v tabulce €. 1.

Tabulka ¢. 1: Prehled mikrosatelitovych lokust testovanych u ibise rudého. V tabulce

je dale uveden zdrojovy druh, zafazeni do fadu a autor publikace.

Rad Zdrojovy druh Testované lokusy Autor
- & Kapil et
257 | Plamenakkaribsky | 7 ProwS, Prund al., 2010
L .= E H
EEE (Phoenicopterus ruber) Preston,
= O Prup 13
a5 2005
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Plamenaci
(Phoenicopteriformes)

Plamenak rizovy
(Phoenicopterus roseus)

PrA2, PrA3, PrA9, PrA102,
PrA103, PrA104, PrA105,
PrAl110, PrA111, PrAl113, PrB1,
PrB2, PrB3, PrB102, PrB105,
PrB110, PrC1, PrCe, PrC12,
PrC101, PrC109, PrC117,
PrC122, PrD3, PrD4, PrDs,
PrD7, PrD9, PrD10, PrD12,
PrD102, PrD105, PrD108,
PrD117, PrD121, PrD126,
PrD139

Geraci et
al., 2010

Veslonozi
(Pelecaniformes)

Fregatka obecna
(Fregata minor)

Fmin01, Fmin02, Fmin03,
Fmin04, Fmin05, FMin06,
Fmin07, FMin08, Fmin09,
Fmin10, Fminl1, Fmin12,
Fminl13, Fminl14, Fmin15,
Fmin16, Fminl7, Fmin18

Deaborn et
al., 2008

Kormoran galapéazsky
(Phalacrocorax harrisi)

PhB2, PhB4, PhB11, PhC11,
PhD11, PhF12, PhG8, PhG12

Duffie et
al., 2008

Kormoran chocholaty
(Phalacrocorax
aristotelis)

PhaariO1, Phaari02, Phaari03,
Phaari04, Phaari05, Phaari06,
Phaari07, Phaari08, Phaari09,
Phaarill, Phaaril2, Phaaril3,
Phaaril4, Phaaril5, Phaaril6,
Phaaril7

Barlow et
al., 2010

Kormoran usaty
(Phalacrocorax auritus)

Dcco-01, Dcco-02, Dcco-03,
Dcco-04, Dcco-05, Dcco-06,
Dcco-07, Dcco-08

Mercer et
al., 2010

COR 01, COR 03, COR 05,
COR 06, COR 07, COR 12,
COR 15,COR 17, COR 19,
COR 20, COR 21, COR 22,
COR 23, COR 26, COR 28,
COR 30, COR 31, COR 35,
COR 38, COR 40, COR 41,
COR 43, COR 45, COR 47

Fike et al.,
2009

Kormorén velky
(Phalacrocorax carbo)

PcD2, PcD4, PcD5, PcD6,
PcT1, PcT3, PcT4,

Piertney et
al., 1998

Pelikan bily
(Pelecanus onocrotalus)

PELO086, PEL149, PEL175,
PEL185, PEL188, PEL221,
PEL207, PEL265, PEL304

De Ponte
Machado
et
al., 2008

Pelikan severoamericky
(Pelecanus
erythrorhynchos)

PeEr 01, PeEr 02, PeEr 03,
PeEr 04, PeEr 05, PeEr 06,
PeEr 07, PeEr 08, PeEr 09

Hickman
et al., 2008

Terej Ccervenonohy
(Sula sula)

Ss1b-16, Ss1b-51, Ss1b-57,
Ss1b-98, Ss1b-106, Sslb-142,
Ss2b-2, Ss2b-35, Ss2b-48,
Ss2b-71, Ss2b-88, Ss2b-92,
Ss2b-110, Ss2b-138, Ss2b-153

Morris-
Pocock et
al.,
2010
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Terej guinovy SV2A-2, SV2A-26, SV2A-45, Taylor et
(Sula variegata) SV2A-47, SV2A-50, SV2A-53, Al 2010
Sv2A-152, Sv2B-27, Sv2B-138 Y
Boob-RM2-F07,
Boob-RM3-D07,
o Boob-RM3-F11,
< “E’ BOOE-RM4-A08,
S5 Boob-RM4-B03, .
S8 Terej modronohy Boob-RM4-D07, N
K3 (Sula nebouxii) Boob-RM4-E03,
~ Boob-RM4-E10,
Boob-RM4-F11,
Boob-RM4-G03
Sn2A-36, SN2A-90, Sn2A-123, Tay'lor et
Sn2B-68, Sn2B-83, Sn2B-100, Z%i,o

PCR Reakéni smés pro Sest vzorkll byla pfipravena napipetovanim nize

uvedenych slozek do 1,5ml mikrozkumavky.

Deionizovana voda 41,9 ul
Reakéni pufr (50 mmol/l Tris-HCI, pH 8,
100 mmol/l NaCl, 0,1 M EDTA, 1 mmol/I

DTT, 50% glycerol, 1% Triton X-100) 6,70 ul
Roztok MgCl, o koncentraci 25 nmol/I 3,75 ul
Roztok dNTPs o koncentraci 20 umol/I 0,65 ul
Primer F o koncentraci 10 umol/l 3,10 ul
Primer R o koncentraci 10 pmol/l 3,10 ul
Taq DNA-polymeraza 5 U/ul 1,00 pl

Po napipetovani vSech slozek bylo nutné mikrozkumavku zvortexovat a kratce
zcentrifugovat. Reak¢ni smés byla poté rozpiperovana do Sesti 0,2ml mikrozkumavek.
Kazda reakce se skladala z 9 pl PCR reakéni smési a 1 ul DNA o koncentraci ptiblizné
50 pg/ml. PCR probihala v termocykléru s nasledujicim zakladnim ¢asovym a teplotnim

profilem.
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5 min 94 °C

30s 94 °C
30s 50 °C 35 cykla
30s 72 °C
7 min 72 °C

Zakladni teplota annealingu byla 50 °C. Pro polymorfni mikrosatelitové lokusy
byla teplota déle upravovana. Optimalni T, pro jednotlivé lokusy je uvedena v tabulce

¢. 2 v kapitole Vysledky.

4.3 Zpracovani PCR produkti

PCR produkty byly analyzovany pomoci vertikdlni elektroforetické separace
vV 6% agardzovém gelu za denaturanich podminek. Postup byl optimalizovan pro
pouziti vyhiivané sekvencni elektroforetické komtrky S2 Whatman Biometra,

s rozméry skel 333 x 392 mm a 333 x 418 mm a tloustkou gelu 4 mm.

Delsi sklo bylo vydrhnuto kartd€kem, oplachnuto deionizovanou vodou a
osuseno. Plocha, kterd se bude dotykat gelu, byla oplachnuta 96% ethanolem a oSetfena
ptipravkem pro odpuzovani vody ze skel automobild (Clear Vue). Po zaschnuti bylo

sklo dvakrat opachnuto deionizovanou vodou a osuseno.

Kratsi sklo bylo vydrhnuto saponatem, oplachnuto deionizovanou vodou a
osuseno. Plocha, ktera bude v kontaktu s gelem, byla dvakrat omyta 96% ethanolem a
potfena molekuldrnim lepidlem. Po zaschnuti molekuldrniho lepidla bylo sklo Etyfikrat

otfeno papirovym ru¢nikem navlhéenym v ethanolu.

Na delsi okraje vétSiho skla byly soubézné s hranami piiloZzeny 0,4 mm silné
spacery a na né¢ bylo oSetfenou stranou doli poloZeno kratsi sklo. Skla byla k sobé&

pfichycena pomoci nékolika klipst.

Gel byl piipraven v kadince smisenim 60 ml 6% roztoku akrylamid : N,N’-
methylenbisakrylamid 19 : 1 dale 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného a 40 pl
N, N, N’, N’ - tetramethylethylendiaminu a poté nalit do prostoru mezi skly.
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Do gelu byl rovnou stranou dovniti zasunut hiebinek do hloubky pftiblizné 0,5

cm a zafixovan pomoci klipst. Gel byl ponechan 60 minut polymerizovat.

Po zatuhnuti gelu byly odstranény klipsy, skla byla ocCisténa od zbytki gelu,
osuSena a upevnéna do elektroforetické komiirky. Katodovy i anodovy prostor byl zalit
0,5 TBE pufrem a byl vyjmut hiebinek. Prostor hiebinku bylo nutné ocistit proudem
pufru z injekéni stiikacky. Komurka byla poté pfipojena ke zdroji stejnosmérného

proudu. Gel byl piedehiivan pii 90 W (3000 V/150 mA) 30 minut.

Pét minut pfed nanaSenim do gelu byly PCR produkty smichany s 5 pul
nanaSeciho pufru a vlozeny na 3 minuty do denatura¢nich podminek. Poté byly
okamzité¢ pteneseny do ledové tfist€, aby bylo zabranéno renaturaci denaturovanych

vlaken DNA.

Béhem denaturace byla elektroforetickd komiirka odpojena od zdroje
elektrického proudu. Mezera mezi skly byla znovu vyc¢isténa a poté do ni byl vsunut

hiebinek zoubky asi 1 mm hluboko do gelu.

Pomoci osmikanalové pipety byly do mezer mezi zoubky hiebinku naneseny
ptipravené vzorky, vzdy po 2 pl vzorku do jedné jamky. Po naneseni vSech vzorki byla
komurka znovu pfipojena ke zdroji elektrického proudu. Vykon byl nastaven na limitni
hodnotu 70 W, elektrické napéti a proud zistaly nastavené na maximum

(3000 V/150 mA). Elektroforeticka separace probihala 1,5 az 4 hodiny.

Béhem elektroforetického déleni vzorkll byly pfipraveny roztoky pro vymyvani

gelu a naslednou vizualizaci. Slozeni roztokt je popsano v kapitole Pouzité roztoky.

Po rozdéleni PCR produkti byl vypnout zdroj elektrického proudu, elektrody
byly odpojeny a byl vypustén pufr z katodového prostoru. Skla s gelem byla vyjmuta
z elektroforetické komurky a oddélena od sebe pomoci noziku. Kratsi sklo s pfilepenym
gelem bylo umisténo na tiepacku do misky s fix-stop roztokem. Doba plsobeni fix-stop

roztoku byla 20 minut. Poté byl fix-stop roztok slit zpét do banky.

Sklo s gelem bylo tfikrat oplachnuto deionizovanou vodou a na 5 minut vloZeno

do fotomisky s 1% roztokem kyseliny dusi¢né.

Nasledné byl gel ctyfikrat oplachnut deionizovanou vodou a ponofen do 0,1%
roztoku dusi¢nanu stéibrného, kde byl ponechan 30 minut. Po uplynuti této doby byl gel

oplachnut vodou a umistén do fotomisky na téepacce.
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Gel byl zalit vychlazenou vyvojkou. Byl sledovan vyvoj hnédocernych, stiibrem

obarvenych prouzkii PCR produktt.

Kdyz byly prouzky dostatecné¢ zietelné, bylo vyvijeni zastaveno pfilitim fix-stop

roztoku. Poté bylo sklo omyto deionizovanou vodou a wusuSeno Vv suSarné

(60 °C/60 minut) nebo voln¢ pies noc. Vysusené sklo bylo hodnoceno na negatoskopu a

naskenovano.

Sklo sjiz nepotiebnym gelem bylo na nékolik hodin ponofeno do roztoku

hydroxidu sodného o koncentraci 1 mol/l, kde doslo k odlepeni gelu. Nasledn¢ bylo sklo

omyto a ptipraveno k dalSimu pouziti.

4.4 Chemikalie a roztoky

4.4.1 Pouzité chemikalie

Akrylamid

aTag DNA-polymeraza (5U/ul), M1241
Bromfenolovd modf

dNTPs (100 mmol/l, 400 ul kazdého), U1240
Deionizovana voda

Dusi¢nan sttibrny

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

Formamid

Hydroxid sodny

Kyselina borita

Kyselina dusi¢na — 65% roztok

Kyselina octova — ledova
3-methakryloxypropyltrimethoxysilan
Mocovina

N,N’- methylenbisakrylamid

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

Peroxodisiran amonny

(Applichem)
(Promega)
(Serva)

(Promega)

(Lachema)
(Lihovar Vrbatky)
(Lachema)
(Lachema)
(Lachema)
(Lachema)
(Lachema)
(Lachema)
(Lachema)
(Serva)
(Lachema)
(Applichem)
(Serva)

(Serva)
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Clear Vue, Rain Repellent

Thiosiran sodny
Trishydroxymethylaminomethan (Tris)
Uhlicitan sodny

Xylenova modft (Xylencyanol FF)

4.4.2 Pouzité roztoky

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

50 ml 10 x TBE

(Turtle WAX)
(Lachema)
(AppliChem)
(Lachema)
(AppliChem)

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

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

Dusicnan stiibrny AgNO3 (0,1% roztok)

800 ml deionizované vody

0,8 g dusi¢nanu stiibrného

- pred pouZitim pfidat 1,2 ml formaldehydu

Fix-stop roztok
800 ml deionizované vody

88 ml ledové kyseliny octové

Hydroxid sodny NaOH (1 mol/l) (roztok)

40 g hydroxidu sodného

- doplnit deionizovanou vodou do 1 |

Kyselina dusi¢na HNO3 (1% roztok)
800 ml deionizované vody

12 ml 65% kyseliny dusi¢né

NandSeci pufr pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu

0,125 g bromfenolové modie
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0,125 g xylenové modie
25 ml deionizované vody

100 ml formamidu

Peroxodisiran amonny (NH,),S;03g (10% roztok)
1 g peroxodisiranu amonného

- rozpustit v 10 ml deionizované vody

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

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

TBE pufr (zdsobni roztok 10x)
108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
55 g kyseliny borité¢ H3BO3
40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

- doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Vyvojka
800 ml deionizované vody
24 g uhli¢itanu sodného Na,COs
- vychladit na teplotu nizsi nez 10 °C

- pred pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu sodného

Na28203

4.5 Laboratorni pristroje

Elektroforeticky zdroj ECPS 3000/150 (Pharmacia)
Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)
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Chladnic¢ka kombinovana

Laboratorni vahy EK-200g

Mikropipeta Finnpipette 0,5 az 10 pl (osmikanalova)
Mikropipeta Finnpipette 0,3 pl az 1 ml
Mikropipety Nichpipet EX 0,5 pl az 1 ml
Minicentrifuga Spectrafuge Mini
Negatoskop NEGA1

Sekvenaéni elektroforeticka komiirka S2
Suséarna HS 1228

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

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

Vortex MS2

Vyrobnik deionizované vody typ 02
Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact

(Whirlpool)

(AND)

(Labsystems)
(Labsystems)
(Nichiryo)

(Cleaver Scientific)
(Maneko)

(Whatman Biometra)
(Chirana)

(Labnet International)
(BIOER technology)
(MJ Research)
(BIOER technology)
(Labnet International)
(Ika)

(AquaOsmotic)
(Castel Mac)
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5 Vysledky
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6 Diskuze
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7 Z.avér

V této bakalaiské praci jsem se zabyvala hledanim novych polymorfnich
mikrosatelitovych lokusti vhodnych pro analyzu paternity u ibise rudého (Eudocimus
ruber). Metodou cross-species amplifikace jsem za vyuziti primeri navrzenych pro
blizce piibuzné druhy ziadid plamenaci (Phoenicopteriformes) a veslonozi
(Pelecaniformes) amplifikovala DNA vyizolovanou z krve Sesti nepiibuznych jedinci

ibise rudého pochazejicich ze ZOO Dviir Kralové nad Labem.

Z celkového poctu 181 otestovanych part primerti 21 amplifikovalo polymorfni
mikrosatelitové lokusy u ibise rudého. Tyto primery byly odvozeny od fregatky obecné
(Fregata minor), kormorana usatého (Phalacrocorax auritus), pelikana bilého
(Pelecanus onocrothalus), pelikana severoamerického (Pelecanus erythrorhynchos),
plamenaka razového (Phoenicopterus roseus), tereje cervenonohého (Sula sula), tereje
guanového (Sula variegata) a tereje modronohého (Sula nebouxii). Primérny pocet alel

na lokus byl 2,65, praimé&rna heterozygotnost byla 0,47,

Tyto mikrosatelitové lokusy mohou byt dale vyuZity v paternitnich studiich u

ibise rudého.
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8 Seznam pouzitych zkratek

A adenin

bp par bazi (base pair)

C cytozin

dATP deoxyriboadenozin trifosfat

dCTP deoxyribocytydin trifosfat

dGTP deoxyriboguanidin trifosfat

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP deoxynukleozid trifosfat

dTTP deoxyribotymidin trifosfat

EPC mimoparové kopulace (Extra-Pair Copulations)

EPP mimoparova paternita (Extra-Pair Paternity)

G guanin

Ho pozorovana heterozygotnost (0bserved heterozygosity)

ITR obracena koncova repetice (Inverted Terminal Repeat)

kb kilobaze

LINE dlouha rozptylena repetice (Long Interspersed Element)

Mb mega paru bazi

MRV variace minisatelitovych repetic (Minisatellite Variant Repeat)
PCR polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
rRNA ribozomalni ribonukleova kyselina

SINE kratka rozptylena repetice (Short Interspersed Element)

SSR repetice jednoduchych sekvenci (Simple Sequence Repeats)
SRTs kratké tandemové repetice (Short Tandem Repeats)

T tymin

T, teplota annealingu

tRNA transferova ribonukleova kyselina

TSD zdvojeni cilového mista (Target Site Duplication)

VNTR variabilni pocet tandemovych repetic (Variable Number of

Tandem Repeat)
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