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SOUHRN

Mikrosatelity jsou vysoce proménlivé opakujici se sekvence DNA, které se
v genomu vyskytuji ve velkém mnozstvi. Tim se stavaji vhodnymi genetickymi markery
pro ur¢ovani genetickych vztahli mezi jedinci, zvlasté pak pro urcovani paternity. Metoda
amplifikace mikrosatelitové DNA pomoci cross-species primert piibuznych taxona je
obzvlasté uzitecna pro hledani mikrosatelitovych lokust u druhii, u nichZ nebyly dosud
tyto mikrosatelity nalezeny.

U volavky rusohlavé (Bubulcus ibis) nebyly dosud nalezeny vhodné polymortni
mikrosatelitové markery. Metodou cross-species amplifikace jsem na DNA volavky
rusohlavé testovala primery odvozené z DNA zastupcl fadi brodivi (Ciconiiformes),
veslonozi (Pelecaniformes), plamenéci (Phoenicopteriformes), potapky
(Podicipediformes), potaplice (Gaviiformes), dlouhoktidli (Charadriiformes), vrubozobi
(Anseriformes), tucnaci (Sphenisciformes), a jednoho druhu z tadu sudokopytnici
(Artiodactyla).

Nalezla jsem celkem 41 polymorfnich mikrosatelitovych lokusti odvozenych
z DNA c¢apa bilého (Ciconia ciconia), ibise japonského (Nipponia nippon), ibise rudého
(Eudocimus ruber), kvakose no¢niho (Nycticorax nycticorax), nesyta lesniho (Mycteria
americana), volavky velké (Adrea herodias), volavky zlutozobé (Egretta eulophotes),
fregatky obecné (Fregata minor), kormorana galapazského (Phalacrocorax harrisi),
kormorana uSat¢ho (Phalacrocorax auritus), tereje modronohého (Sula nebouxii),
plamenaka razového (Phoenicopterus roseus) a potaplice ledni (Gavia immer). Tyto

mikrosatelity budou dale pouZity pro studium paternity u volavky rusohlavé.



SUMMARY

Microsatellites are highly variable repetitive sequences of DNA, which occur
in genome in a large amount. Thus become suitable genetic markers for determination
of genetic relationships between individuals, especially for determination of paternity.
A method of amplification microsatellite DNA by cross-species primers of related taxa is
highly useful for searching a microsatellite loci on species, in which these microsatellites
were not find yet.

In a Cattle-egret (Bubulcus ibis) were not found suitable polymorphic microsatellite
markers yet. I tested in a Cattle-egret by cross-species amplification primers derived from
DNA of taxa of Ciconiiformes, Pelecaniformes, Phoenicopteriformes, Podicipediformes,
Gaviiformes, Charadriiformes, Anseriformes, Sphenisciformes and one species of
Artiodactyla.

I found 42 polymorphic microsatellite loci derived from DNA of the White stork
(Ciconia ciconia), the Crested ibis (Nipponia nippon), the Scarlet ibis (Eudocimus ruber),
the Black-crowned night-heron (Nycticorax nycticorax), the Wood stork (Mycteria
americana), the Great blue heron (Ardea herodias), the Chinese egret (Egretta eulophotes),
the Great frigatebirds (Fregata minor), the Flightless cormorant (Phalacrocorax harrisi),
the Double-crested cormorant (Phalacrocorax auritus), the Blue-footed booby (Sula
nebouxii), the Greater flamingo (Phoenicopterus roseus) and the Common loon (Gavia

immer). These microsatellites will be use for a study of pathernity in a Cattle-egret.
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1 UvVoD

Tato bakalatska prace se zabyva analyzou polymorfnich cross-species mikrosatelitil
pro determinaci paternity u volavky rusohlavé (Bubulcus ibis).

Mikrosatelity jsou sekvence DNA tvofené tandemovymi repeticemi, které jsou diky
sv¢ variabilit¢ vhodnymi genetickymi markery pro urCovani ptibuzenskych vztaht.

DNA vyizolovana z krve neptibuznych jedinci volavky rusohlavé bude pomoci
metody PCR amplifikovana s cross-species primery piibuznych taxond, produkty
amplifikace budou nasledné vizualizovany elektroforézou v 6% polyakrylamidovém gelu
a mikrosatelity klasifikované jako polymorfni bude mozné pouzit pro determinaci
paternity.

Pro hledani polymorfnich cross-species mikrosateliti u volavky rusohlavé budou
pouzity primery odvozené z DNA zastupci tadu brodivi (Ciconiiformes), veslonozi
(Pelecaniformes), plamenéaci (Phoenicopteriformes), potapky (Podicipediformes), potaplice
(Gaviiformes), dlouhokiidli (Charadriiformes), vrubozobi (Anseriformes), tu¢naci

(Sphenisciformes), a jednoho druhu z fadu sudokopytnici (Artiodactyla).



2 CIiLE PRACE

1. Shromazdit dostupnou literaturu.
2. Vypracovat reSersi na téma bakalafské prace.
3. Na DNA Sesti neptibuznych jedinct volavky rusohlavé (Bubulcus ibis) otestovat

polymorfismus DNA mikrosatelitli, které jsou znamé od druhti ptakti z fadu brodivych
(Ciconiiformes), veslonohych (Pelecaniformes), plamendkii (Phoenicopteriformes)

a dalSich ptibuznych.

4. U mikrosateliti, které se u volavky rusohlavé projevi jako polymorfni,
zoptimalizovat teplotu annealingu PCR reakce a cas separace PCR produktu

v denaturujicim polyakrylamidovém gelu.



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Charakteristika radu brodivi (Ciconiiformes)

Do tadu brodivi patii stfedné velci az velci ptaci pomérné jednotného vzhledu,
z nichz vétdina méa dlouhé nohy, krk a zobak (Bejéek e Stastny, 1999). Nohy maji brodivé
s dobfe vytvofenym a nizko nasazenym palcem, vole obvykle chybi, zaludek je tfidilny.
Vyborné 1étaji, hlavné plachti pfi vyuziti proudd vznikajicich oteplovanim vzduchu
nad pevninou (Gaisler et Zima, 2007). VSichni zastupci jsou masozravi a jsou orientovani
vétsinou na vodni Zivo¢ichy od hmyzu po ryby a jiné obratlovce (Bejéek et Stastny, 1999),
vyjimecné jsou mrchozravi (Gaisler et Zima, 2007).

Hnizda stavéji obvykle na stromech nebo v rakosinach, jednotlivé nebo v koloniich,
stavbé hnizda vénuji velkou pozornost. Mlad’ata jsou nidikolni a staraji se o n¢ oba rodice.

Mléd’ata se lihnou na nizkém stupni zarodecného vyvoje a nejsou schopna
samostatného Zivota. Jsou neopefend nebo jen z€asti opefend, maji nadmérné vyvinutou
travici soustavu, smyslové orgdny a organy pohybu, jejich termoregulace dosud neni
ucinnd, dlouho setrvavaji v hnizd€. Rodice je zahtivaji a krmi — jsou to ptaci krmivi. Maji
niz$i pocet relativné mensich vajec, zarode¢ny vyvoj je kratsi (Gaisler et Zima, 2007).

Zastupci fadu brodivych obyvaji nejriznéjsi typy prostiedi celého svéta kromé
oblasti, nachéazejicich se blizko obou po6li. Mnoho druhti je socidlnich. VétSina druht je
taznych (Lowe, 1994).

Doposud bylo popsano 113 Zijicich druhti z 5 Celedi: volavkoviti, kladivouSoviti,

apoviti, ¢lunozobcoviti a ibisoviti (Bejéek et Stastny, 1999).
3.2 Celed ¢apoviti (Ciconiidae)
Capoviti jsou velci ptaci, kteii za aktivniho letu &i plachténi natahuji sviij dlouhy

krk daleko dopfedu. Vétsina z 19 druhl je rozSifena v tropickych oblastech. Hnizdi
jednotlivé i v koloniich (Bejéek et Stastny, 1999).
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3.3 Celed ibisoviti (Threskiornithidae)

Ibisoviti jsou stiedné velci az velci, kolonidlné hnizdici ptaci, ktefi obyvaji vSechny
svétadily s vyjimkou Antarktidy. Radime sem 32 druhd, z nichz vétsina je rozsifena
v tropickych oblastech. Osidlili piredev§im riizné typy moktadd. Jejich zobak je bud’
dlouhy a srpovité¢ zahnuty (ibisové), nebo dlouhy, rovny, vptedu zplostély a Izicovité

rozsiteny (kolpici) (Bejéek et Stastny, 1999).

3.4  Celed kladivousoviti (Scopidae)

Do této Celedi je fazen pouze jediny druh kladivous africky (Scopus umbretta), coz
je stiedné veliky ptak volavkovitého vzhledu s hlavou ve tvaru kovadliny. Vyskytuje se
jednotlivé nebo v parech, nékdy v malych volnych hejnech, potravu shani v mélké vodé.
Masivni hnizdo si stavi na stromech nebo na skalnich sténach. Obyva predevsim Afriku,
ale také jihozépadni Arabii. Je béZny kolem pomalu tekoucich vnitrozemskych vod u Usti

ek, kolonizuje sezénni vody (Lewis, 1991).

3.5  Celed ¢lunozobcoviti (Balaenicipitidae)

K celedi ¢lunozobcoviti je fazen rovnéz pouze jeden druh, a to ¢lunozobec africky
(Balaeniceps rex), napadné velky tmavé Sedy capovity ptak s mohutnym zobakem. Krk ma
v letu esovité zahnut, mize plachtit ve velkych vyskach. Vyskytuje se jednotlivé nebo
v parech, velmi ziidka v malych volnych skupinach. Je plachy, ¢asto se zdrzuje v husté
vegetaci. Vyskytuje se hlavné ve stfedni Africe. Je staly, ziejmé se pfesunuje ve velmi

uzkém aredlu (Lewis, 1991).
3.6  Celed volavkoviti (Ardeidae)

K volavkovitym je fazeno 60 druht, které osidluji témer cely svét (Bejcek et
Stastny, 1999).

Obyvaji predevsim vnitrozemské vody (Hanzdk et Hudec, 1974). Potravu lovi

na mél¢inach 1 na sousi bud’ trp€livym vyckavanim na misté, nebo pomalym kracenim,
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pfiCemz maji dozadu prohnuty krk a dopiedu smétujici ostry zobak. Jakmile se objevi
vhodna kofist, prudce vymrsti krk a zobdkem ji okamzité¢ zasdhnou. Mensi druhy se Zivi
hmyzem, kory$i, larvami obojzivelnikii ¢i malymi rybkami, velké druhy pak lovi ryby,
dospélé obojzivelniky, hady, drobné savce a ptaky (Bejéek e Stastny, 1999).

Dlouhy krk natahuji volavkoviti ziidka; jen v nebezpeci nebo pfi jisténi, kdyz ptak
zjistuje, co se v okoli d&je. I pti letu maji krk esovité sloZzen (Hanzak et Hudec, 1974).

Volavkoviti si stavéji hnizda na stromech, v kifovinidch nebo v porostech vodniho
rostlinstva, obyc¢ejné v koloniich. Né€kdy hnizdi i vice druhti pohromad¢. V nasad¢ byva
3 az 6 vajec; mensi druhy snéseji 7 az 8 vajec.

Mlad’ata setrvavaji v hnizdech dlouho. Rodi¢e jim pfindSenou potravu zprvu
vyvrhuji pfimo do =zobakl. Pozd¢ji vyvrhuji rodi€e potravu pifimo na hnizdo,
kde ji mlad’ata sama sbiraji (Hanzék et Hudec, 1974).

Volavky jsou jednou ze skupin ptakl, pro kterou je charakteristicky vyskyt
specidlniho typu pefi, tzv. prachového pudru. Toto pefi nikdy nepelicha, jeho Spicky
se vSak neustale odiraji, zatimco pera od baze neustéale ptiristaji. Odiranim Spicek vznika
jemny pudrovity prasek, ktery slouzi k odmastovani peti (Lowe, 1994).

V ramci Celedi Ardeidae (volavkoviti) se rozliSuji tfi hlavni typy: pravé volavky,
dale kvakosi, kteti jsou aktivni hlavné v noci, a bukaci, skryté zijici ptaci, vyraznéji se

projevujici pouze zvlastnim charakteristickym bucivym hlasem (Lowe, 1994).

3.6.1 Volavka rusohlava (Bubulcus ibis)

Volavka rusohlavd je mald vzristem (52 cm) s kratkym krkem (Lewis, 1991).
Oproti jinym volavkam je zavalit&j$i a ma krat3i zobak (Bejéek et Stastny, 1999).

V ramci druhu Bubulcus ibis je mozné rozlisit tfi poddruhy, a to Bubulcus ibis ibis,
vyskytujici se v pasu od Spanélska po iran, v severni a centralni Africe, na vychodgd
Severni Ameriky, ve stfedni a severni casti Jizni Ameriky; dale B. i. coromandus,
vyskytujici se od Indie po jizni Japonsko a na Filipinach; a B. i. seychellarum obyvajici
Seychelly (Howard et Moore, 1994).

Nehnizdici dospélei (po vétSinu roku) jsou bili se zlutavym zobdkem a nohama,

hnizdici jedinci maji zobak a nohy oranzov¢jsi, temeno, hibet a hrud’ Zlutooranzové

(Obr. 1). Mlad’ata jsou bild s cernym zobakem, nohama a chodidly (Lewis, 1991). Poddruh
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B. i. coromandus je vétsi, mé rezavou celou hlavu a krk a zarovenl ma siln€jsi zobdk a delsi
nohy (Bejéek er Stastny, 1999).

Obvykle se neozyva, prileZitostné vydava skiehotavé zvuky. Vyskytuje se v malych
hejnech, Casto dovoli ptiblizeni. Nékteré populace jsou stalé, ostatni pravidelné migruji
v ramci Afriky (Lewis, 1991).

Volavka rusohlava se specializovala na chytdni hmyzu vyplaSeného velkymi savci
pii pastvé. Pivodné byli témito zvifaty ziejmé sloni a divoci kopytnici, jako je buvol,
nosorozec, hroch a Zzirafa, ale dnes je uspéSné nahradila doméci zvifata, hlavné koné
a dobytek. Tyto volavky si ¢asem zvykly chodit za orajicim pluhem a vybirat hmyz
z rozoranych brazd a diky tomuto zvyku nasledovaly ¢lovéka témét do vSech oblasti svéta
(Lowe, 1994).

Volavka rusohlava hnizdi v koloniich, Casto s piibuznymi druhy, v rakosi,

na kfovinach a na stromech nad vodou i nad suchou zemi (Hanzak et Hudec, 1974).

3.6.1.1 Zatazeni do systému

Rige: Zivo¢ichové (Animalia)
Kmen: Strunatci (Chordata)
Podkmen: Obratlovci (Vertebrata)

Nadtrida: Ctyfnozci (Tetrapoda)

Ttida: Ptaci (Aves)

Podtiida: Pravi ptaci (Ornithurae)

Nadrad: Letci (Neognathae)

Rad: Brodivi (Ciconiiformes)

Celed”: Volavkoviti (Ardeidae)

Rod: Volavka (Bubulcus)

Druh: Volavka rusohlava (Bubulcus ibis)

(http://www.biolib.cz/cz/taxonposition)

13


http://www.biolib.cz/cz/taxonposition/id8400/

Obr. 1: Volavka rusohlava (Bubulcus ibis), foto http://www.biolib.cz/cz/taxonimage
3.7  Karyotyp ptaki

Genom ptakl je pomérné maly a obsahuje jen malo repetitivni DNA, pfiblizné
15 — 20 % (Gaisler et Zima, 2007).

Chromozomy ptakt jsou velikostné diferencovany do dvou skupin. VéEtsi pary
standardni sady jsou makrochromozomy (délka 3 — 6 um), zbyvajici pary o velmi malé
velikosti (0,5 — 2,5 um) se nazyvaji mikrochromozomy, které se nevyskytuji jen
vyjimecné. Mikrochromozomy se chovaji stejné¢ jako jiné chromozomy, maji funkéni
centromery a telomery a jsou stabilni v mitotickém a meiotickém d¢leni. Hustota gent
v mikrochromozomech ptakii je vyrazn€¢ vys§i nez v makrochromozomech.
Mikrochromozomy tak obsahuji vice nez polovinu genti, piestoze jejich relativni délka
zahrnuje pouze 18 — 23 % genomu ptakl (Gaisler et Zima, 2007).

Uroveii rekombinace, méfena &etnosti crossing-overu, je na mikrochromozomech
nékolikrat vysS§i neZ na makrochromozomech. Srovnavaci mapovani gent ukézalo,
7ze mnoho mikrochromozomli pfedstavuje ancestrdlni syntetické skupiny genil

(Gaisler et Zima, 2007).
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3.7.1 Karyotyp volavky rusohlavé (Bubulcus ibis)

Karyotyp volavky rusohlavé se sklada z Sesti pari makrochromozémi, 23 pari
mikrochromozomti a paru gonozémi. Chromozém Z je velikostné srovnatelny s pary
autozoOmt 3 a 4, od kterych je obtizné ho odlisit, W chromozém je nerozeznatelny

od vétSich mikrochromozému (Misra et Srivastava, 1976).

3.8  Repetitivni DNA

V genomech eukaryotickych organismi se kromé koédujici DNA objevuji 1 tGseky,
které nekoduji protein ani RNA. Vétsina téchto nekodujicich useki je tvorena repetitivni
DNA, nukleotidovymi sekvencemi, které jsou v genomu piitomny v mnoha kopiich,

ale vétSinou se nevyskytuji uvnitt genti (Campbel ef Reece, 2006).

3.8.1 Tandemové repetitivni DNA

Tandemové repetitivni neboli satelitni DNA tvofi kratké sekvence opakované
v sériich. Je klasifikovana do 3 typl v zavislosti na celkové délce DNA. Bézna satelitni
DNA se vyskytuje v rozpéti pies 100 tisic parti bazi, zatimco minisatelitni a mikrosatelitni
subkategorie byly vytvoteny pro sekvence, které se objevuji v kratSich usecich. Opakujici
se jednotky v jednom misté¢ jsou vétSinou stejné, délka kazdé opakované jednotky
je 1 az 10 part bazi. Celkova délka opakujici se DNA jednoho mista je u minisateliti
100 az sto tisic part bazi, u mikrosatelitli deset az sto parii bazi. Mnoho z béZzné satelitni
DNA genomu je umisténo na chromozomovych telomerach nebo centromeréch,
coz naznacuje, ze tato DNA hraje pro chromozomy zasadni ulohu.

Opakujici se sekvence mikrosatelitii jsou vysoce proménlivé v délce repetice a lisi
se od jedince k jedinci. Tim se stavaji vhodnymi genetickymi markery naptiklad

pro ur€ovani paternity nebo pro soudni tcely (Campbel ef Reece, 2006).

3.8.2 Rozptylena repetitivni DNA

Opakované jednotky totoho typu jsou si velmi podobné, ale vétSinou ne vzajemné
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identické; nevyskytuji se jedna za druhou, ale jsou roztrouseny po genomu. Jeden usek je
obvykle dlouhy 100 az sto tisic part bazi a opakuje se v genomu deset krat az milion krat.
VétSina takovych sekvenci jsou transpozony, useky DNA, které se mohou uvnitf genomu
pohybovat z jednoho umisténi do jiného. Jestlize se transpozon dostane doprostied kodujici
sekvence jiného genu, zabrafiuje normalni funkci narusené¢ho genu. Mnoho z téchto
transpozonll jsou retrotranspozony, piemistujici se elementy, které se pohybuji
v genomu prostiednictvim RNA meziproduktu, transkriptu retrotranspozonové DNA.
Pro vlozeni na jiné misto musi RNA transpozon opét piejit do formy DNA, coz je
provedeno enzymem reverzni transkriptazou, kterd je koédovana v samotném
retrotranspozonu spolu s enzymem, jenz katalyzuje zaClenéni na nové misto (Campbel et

Reece, 2006).

3.9  Partnerské vztahy u ptaki

Ptaci partnerské vztahy jsou velmi variabilni jak svou délkou trvani, tak i typem
svazku. Rozeznavame tyto typy partnerskych vztahli: monogamii, polygamii
a promiskuitu; polygamie se dale déli na podtypy. Nékteré druhy ptakti mohou mit
1 n¢kolik typi svazki, jako je monogamie, polygynie, polyandrie ¢i promiskuita. Za tuto
variabilitu partnerskych vztahli odpovidaji rizné ekologické podminky, délka hnizdni doby

a potravni nabidka.

3.9.1 Monogamie

Tento typ predstavuje svazek jediného samce a samice, ktery je typicky pro vice
nez 90 % ptacich druhi. Péée o mlad’ata spojend se ziskdvanim dostate¢ného mnozstvi
potravy piedstvuje vysoké energetické nadklady, které mohou vyhodnéji nést oba rodice.
Souziti obou partnert je predpokladem pro jejich dokonalou synchronizaci a vzajemné
poznani, které¢ ucinné brani mezidruhovému kiizeni. Monogamie zajist'uje i lepsi télesnou

zdatnost obou partnerti. Uzaviené pary mohou vytrvat i cely zivot.
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3.9.2 Polygamie

Polygamie ptedstavuje svazek slozeny bud’ z vice samcii, nebo z vice samic.
Zhruba jen 3 % ptacich druht jsou polygamicka. Podle vzajemného poméru obou pohlavi
se tento typ dale déli na polygynii, polyandrii a polygynandrii.

Pfi polygynii se jedna o pafeni samce se dvéma 1 vice samicemi. Rozezndvame
polygynii harémového typu, pii které je samec soucasné sparen s nékolika samicemi,
a polygynii sukcesivni, pfi které se samec pafi postupné s n¢kolika samicemi. Jeden samec
obhajuje obvykle velké teritorium, na kterém hnizdi n¢kolik jeho samic. V celé ptaci fisi
jsoujen 2 % polygynickych druhi.

Polyandrie ptedstavuje svazek, v némz se samice paii se dvéma nebo i vice samci.
Samice se mohou spafit soucasné¢ s nc¢kolika samci nebo s nimi uzaviraji tyto svazky
postupné. Samice u vétSiny polyandrickych druhli jsou zdatnéjsi, pestieji zbarvené nez
samci a hraji 1 viid¢i roli pti obhajobé teritoria. Polyandrickych je necelé procento ptaka.

Polygynandrie neboli kooperativni polyandrie pfedstavuje svazek nckolika samct

a samic, ktefi se vzdjemné pafi a vytvareji skupinu, jez se spolecné stard o potomstvo.

3.9.3 Promiskuita

Jedné se o volny a velmi kratky sexudlni vztah, kdy se samec bez individualniho
svazku paii s kteroukoliv piichozi samici fyziologicky pfipravenou k péfeni. Samice
samostatné piejimaji péci o potomstvo. K promiskuitnim ptakim patii vétSina ptaka
s arénovym typem toku. Tokajici samci se kromé pieddni svych genli o vychovu a dalsi
osud potomstva viibec nestaraji a ani neobhajuji okrsky s dilezitou potravni nabidkou

(Veselovsky, 2001).

3.10 Zpusoby hledani novych mikrosateliti

Mikrosatelity jsou u druhti, u kterych dosud nebyly objeveny, navrhovany de novo

nebo jsou hledany pomoci cross-species PCR mikrosatelitové amplifikace.
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3.10.1 Princip metody PCR

Metoda je zalozena na amplifikaci DNA segmentli za pouziti DNA polymerazy
a oligonukleotidovych primert, které jsou hybridizovany se stejnou sekvenci opacnych
vlaken, které maji byt amplifikovany.
Pii PCR reakci probihaji tfi hlavni kroky, pficemz mnozstvi amplifikovanych
produktl je omezeno teoreticky pouze poctem opakovani téchto krok.
I. V prvnim kroku je DNA denaturovdna na jednotiva vldkna (Klug
et Cummings, 1997).
2. Smés je ochlazena na 50 — 60°C. Pfi této teploté se primery piitomné
v nadmérném mnozstvni rychle pfipojuji na specifickd mista molekuly
DNA (Brown, 2007).
3. Teplota je zvySena na 72°C. Tato teplota je optimalni pro aktivitu enzymu
Tag DNA polymerazy, ktery se piipojuje se k 3" konci kazdého primeru
a syntetizuje novd vldkna DNA, komplementarni k templatovym
molekulam DNA.
4. Teplota je zvySena na 94°C. Molekuly dvouvldknové DNA, z nichz kazda
obsahuje vzdy jedno vlakno ptivodni molekuly a jedno nové vldkno DNA,

denaturuji na jednotlivé vlakna a za¢ina druhé kolo cyklu (Brown, 2007).

3.10.2 Cross-species PCR mikrosatelitova amplifikace u ptaki

Cross-species amplifikace byla u ptakli poprvé pouzita pifi testovani primert
odvozenych z DNA vlastovky obecné (Hirundo rustica) a lejska ¢ernohlavého (Ficedula
hypoleuca) na 48 druzich ptakd rdznych taxonti. Mezi t€émito dvéma druhy a druhy,
na kterych byly provedeny testy, byl podstatny rozdil v evolu¢ni vzdéalenosti. Vztah mezi
evoluéni vzdalenosti a UspéSnou amplifikaci daného mikrosatelitu byl shodny s udaji
ziskanymi u nékterych druhGt savci. Pomér polymorfnich mikrosatelith mezi
amplifikovanymi markery klesal s rostouci genetickou vzdalenosti, coz naznacuje, ze kratsi
repetice jsou béhem evoluce zachovany. Proto je mikrosatelitova cross-species amplifikace

velmi uzitecnd ve fylogenetickych studiich i pro identifikaci druht (Primmer ez al., 1996).
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3.10.3 Cross-species mikrosatelity u brodivych (Ciconiiformes)

Metoda cross-species amplifikace byla u brodivych poprvé pouzita u ibise
japonského (Nipponia nippon) a kvakose no¢niho (Nycticorax nycticorax).

Lei et al. (2005) zkouseli na genomu ibise japonského amplifikaci 22 par primert
odvozenych z DNA kura bankivského (Gallus gallus), kapra obecného (Cyprinus carpio)
a pratura indického (Bos indicus). Polymorfismus byl prokadzén u dvou ze 4 mikrosatelitl
odvozenych z DNA kapra obecného a u dvou mikrosateliti odvozenych z DNA pratura
indického.

Chang et al. (2005) testovali na 67 jedincich kvakose no¢niho 8 mikrosatelitovych
lokusit odvozenych z DNA volavky velké (Ardea herodias). U vSech osmi lokust byl
zjistén polymorfismus, pocet alel se pohyboval v rozmezi 2 az 18.

Mnozstvi cross-species mikrosatetitl, které by bylo mozné pouzit pro zastupce fadu

brodivych, vSak nebylo dostacujici, proto bylo nutné piejit k navrhovani primera de novo.

3.10.4 Hledéani mikrosatelit u brodivych de novo

McGuire et Noor (2002) izolovali z DNA volavky velké (Ardea herodias)
60 mikrosatelitd. Pro 17 lokusti navhrhli primery, které testovali na tfech ptibuznych
druzich, a to na volavce bilé¢ (Ardea alba), volavce popelavé (A. cinerea) a volavce
jihoamerické (4. cocoi). Nalezli 15 polymorfnich lokust, které obsahovaly 2 az 18 alel.

Tomasulo-Seccomandi et al. (2003) navrhli primery pro 11 polymorfnich
mikrosatelitlh odvozenych z genomu nesyta lesniho (Mycteria americana).

Ji et al. (2004) z genomu ibise japonského izolovali 13 mikrosatelitovych sekvenci,
pro tyto sekvence navrhli primery a otestovali. Nalezli osm polymorfnich mikrosatelitd,
pouzitelnych pro dalsi studie zastupcu fadu brodivych.

He et al. (2006) nalezli v genomu ibise japonského dalSich 11 polymorfnich
mikrosatelitl obsahujicich 2 az 5 alel.

Santos et al. (2006) izolovali z genomu ibise rudého (Eudocimus ruber)
10 mikrosatelitovych lokust, pro které navrhli primery. Testovanim téchto mikrosatelita
na 45 jedincich ibise rudého zjistili, Ze vSechny tyto lokusy jsou polymorfni a obsahuji

3 az 17 alel.
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Sawyer et Benjamin (2006) izolovali 6 mikrosatelitovych lokusti z DNA kolpika
rizového (Ajaia ajaja) a tyto mikrosatelity testovali na 61 jedincich. VSech Sest
mikrosatelitl bylo polymorfnich a obsahovaly dvé az dev¢t alel.

Pro c¢apa bilého (Ciconia ciconia) bylo testovanim 30 jedinci nalezeno
7 polymorfnich mikrosatelitii obsahujicich 2 az 10 alel (Shephard et al., 2009). Na genomu
¢apa bilého byla ale také testovana amplifikace 6 part primert odvozenych z DNA nesyta
lesniho (Tomasulo-Seccomandi et al., 2003), které¢ se u capa bilého projevily jako
polymorfni a obsahovaly 2 az 3 alely.

Chang et al. (2009) nalezli 11 polymorfnich mikrosateliti odvozenych z genomu
kvakoSe no¢niho, obsahujicich 4 az 13 alel, a tyto polymorfni lokusy testovali na dalSich
ptibuznych druzich volavek a bukact. Autofi zde uvadéji vesmeés tspéSnou amplifikaci, ale
chybi zde udaje o polymorfismu.

Pro volavku zlutozobou (Egretta eulophotes) bylo testovanim 20 jedincti nalezeno
18 polymorfnich mikrosatelitovych lokust obsahujicich 2 az 9 alel (Huang et al., 2009).
Tyto polymorfni mikrosatelity byly testovany na dalSich péti ptibuznych druzich volavek.

Zde autoti hodnoti amplifikaci jako tispé$nou, ale rovnéz chybi tidaje o polymorfismu.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Izolace genomické DNA pro PCR z krve ptaki

Postup byl prevzat podle Maniatis et al. (1982) a upraven pro materialni a technické
podminky laboratote.

1) K 0,5 ml roztoku krve v Queen’s pufru v mikrozkumavce byl ptidan roztok
proteindzy K, roztok SDS a smés byla inkubovéana v termostatu pfes noc. Poté byl ke smési
pfidan fenol a chloroform.

2)  Po centrifugaci byla odebrana vrchni faze, ke které¢ byl ptidan chloroform,
po dalsi centrifugaci byla odebrana vrchni faze. K tomuto roztoku byl pfidan octan sodny
a mikrozkumavka byla vyplnéna ethanolem. Smés byla uloZena do -20°C.

3) Ethanol byl odlit a srazenina DNA v mikrozkumavce byla vysuSena.
K vysusené DNA byl ptidan TE pufr. Smés se rozpoustela pies noc v termostatu.

4)  Po stanoveni koncentrace byl roztok DNA v mikrozkumavce zamrazen v -20°C

pro op&tovné pouziti.

4.2  Testovani vhodnych mikrosatelitovych markera pro volavku rusohlavou

analyzou cross-species mikrosatelitové DNA

Na vyizolované DNA $esti nepiibuznych jedinct volavky rusohlavé (Bubulcus ibis) byla
testovana PCR amplifikace s primery amplifikujicimi polymorfni mikrosatelitové lokusy
odvozenymi z DNA druhtt ptakt z tadd brodivi (Ciconiiformes), veslonozi
(Pelecaniformes), plamendaci (Phoenicopteriformes), potapky (Podicipediformes), potaplice
(Gaviiformes), dlouhokfidli (Charadriiformes), vrubozobi (Anseriformes), tu¢naci

(Sphenisciformes), a jednoho druhu z fadu sudokopytnici (Artiodactyla) (viz Tab. 1).
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4.3  PCR amplifikace DNA

Slozeni PCR mixu pro 6 vzork pro testované primery:
Deionizovana voda 45 ul

Storage Buffer 10x

(10 mmol/I Tris-HCI, 50 mmol/l Kcl, 0,1 % Triton X-100) 6,7 ul
Roztok MgCl, o koncentraci 25 mmol/l 4,0 ul
Roztok dNTPs o koncentraci 20 mmol/l 0,7 ul
Primer F o koncentraci 10 pmol/l 3,3 ul
Primer R o koncentraci 10 umol/l 3,3 ul
aTaq DNA polymeraza 5 U/l 0,4 ul

Mikrozkumavky byly po napipetovani vSech slozek mixu zvortexovany a kratce
zcentrifugovany.

Kazda reakce sestavala z 9 ul PCR mixu a 1pul roztoku DNA o koncentraci 50 pg/ml.

Zakladni ¢asovy a teplotni profil PCR reakce byl nésledujici:

I. 94 °C: 5 min

2. 35x: 94 °C: 30s
50 °C: 30s
72 °C: 30s

3. 72 °C: 7 min
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Tab. 1: Testované primery amplifikujici polymorfni mikrosatelitové lokusy. V tabulce je

uveden vzdy zdrojovy druh, od kterého byly mikrosatelitové lokusy odvozeny, tento druh

je zatazen do tadu, déle jsou uvedeny pouzité mikrosatelity a autofi ¢lanku.

Rad Zdrojovy druh Mikrosatelitovy lokus Autor
Brodivi Cap bily Cc01, Cc02, Cc03, Cc04, Cc05, (Shephard et al.,
(Ciconia ciconia) Cc06, Cc07 2009)
CCl1, CC3, CC7,CC9, CC10,CC13 | (Segelbacher,

osobni sdé€leni)

Ibis japonsky
(Nipponia nippon)

NnAF4, NnBF7, NnCE11, NnCG3,
NnDD9, NnEB12, NnHB12,
NnNF5, NnEA9, NnAD10,
NnEH10, NnGF4, NnLF11

(Ji et al., 2004)

NnO1, Nn03, NnO4, Nnl12, Nn16,
Nnl7, Nnl8, Nn21, Nn23, Nn25,
Nn26

(He et al., 2006)

Ibis rudy Eru02, Eru03, Eru04, Eru05, Eru06, (Santos et al.,
(Eudocimus ruber) Eru07, Eru08, Eru09, Erul0, Erull 2006)
Kolpik maly PM1-4, PM1-13, PM1-17, PM2-14, (Yeung et al.,
(Platalea minor) PM2-16, PM2-20, PM2-21, PM2- 2009)

28, PM2-29, PM2-37, PM2-62,

PM2-68, PM2-80, PM3-13, PM3-

15, PM3-16, PM3-17, PM3-20,

PM3-22, PM3-25, PM3-28, PM3-

29, PM3-31
Kolpik rizovy Aajul, Aaju2, Aaju3, Aaju4, Aajus, (Sawyer et
(Ajaia ajaja) Aajub Benjamin, 2006)
Kvako$ no¢ni nyctil4, nyctil5, nycti22, nycti26, (Chang et al.,
(Nycticorax nycticorax) nycti35, nycti36, nycti41, nycti43, 2009)

nycti62, nycti68, nycti74
Nesyt lesni Wsu03, Wsp08, Wsp09, Wsul3, (Tomasulo-
(Mycteria americana) Wsul4, Wsul7, Wsul8, Wsul9, Seccomandi et al.,

Wsu20, Wsp23, WSu24 2003)

WS1, WS2, WS4, WS6 (van den Bussche

et al., 1999)

Volavka velka Ah205, Ah208, Ah209, Ah210, (McGuire et Noor,
(Ardea herodias) Ah211, Ah212, Ah217, Ah320, 2002)

Ah341, Ah343, Ah414, Ah421,
Ah517, Ah522, Ah526, Ah536,
Ah630

Volavka zlutozoba
(Egretta eulophotes)

Ae01, Ae04, Ae05, Ae09, Ael3,
Ae24, Ae25, Ae26, Ae27, Ae28,
Ae30, Ae35, Ae36, Ae37, Ae38,
Ae42, Aed4, Aed

(Huang et al.,
2009)
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Rad

Zdrojovy druh

Mikrosatelitovy lokus

Pouzita literatura

Veslonozi |Fregatka obecna Fmin01, Fmin02, Fmin03, Fmin04, | (Dearborn et al.,
(Fregata minor) Fmin05, Fmin06, Fmin07, Fmin0§, 2008)
Fmin09, Fmin10, Fminl1, Fminl2,
Fminl3, Fminl4, Fminl5, Fminl6,
Fminl7, Fminl8&
Kormoran galapazsky PhB2, PhB4, PhB11, PhCl11, (Duffie et al.,
(Phalacrocorax harrisi) PhD11, PhF12, PhG8, PhG12 2008)
Kormoran usaty CORO01, CORO03, CORO05, COR06, | (Fike et al., 2009)
(Phalacrocorax auritus) CORO07, COR12, COR15, CORI17,
COR19, COR20, COR21, COR22,
COR23, COR26, COR28, COR30,
COR31,COR35, COR38, COR40,
CORA41, COR43, COR45, COR47
Dcco-01, Dcco-02, Deco-03, (Mercer et al.,
Dcco-04, Dcco-05, Deco-06, 2010)
Dcco-07, Dcco-08
Kormoran velky PcD 2, PcD 4, PcD 5, PcD 6, PcT 1, | (Piertney et al.,
(Phalacrocorax carbo) PcT 3,PcT 4 1998)
Pelikan bily PEL086, PEL149, PEL175, (de Ponte
(Pelecanus onocrotalus) PEL185, PEL188, PEL190, Machado et al.,
PEL207, PEL221, PEL265, PEL304 2009)
Pelikan severoamericky PeEr01, PeEr02, PeEr03, PeEr04, (Hickman et al.,
(Pelecanus PeEr05, PeEr06, PeEr07, PeEr08, 2008)
erythrorhynchos) PeEr09
Terej Cervenonohy Ss1B-16, Ss1B-51, Ss1B-57, Ss1B- | (Morris-Pocock et
(Sula sula) 98, Ss1B-106, Ss1B-142, Ss2B-2, al.,2010)
Ss2B-35, Ss2B-48, Ss2B-71,Ss2B-
88, Ss2B-92, Ss2B-110, Ss2B-138,
Ss2B-153
Terej guanovy Sv2A-2, Sv2A-26, Sv2A-47, Sv2A- (Taylor et al.,
(Sula variegata) 50, Sv2A-53, Sv2A-95, Sv2A-152, 2009)
Sv2B-27, Sv2B-138
Terej modronohy Sn2A-36, Sn2A-90, Sn2A-123, (Taylor et al.,
(Sula nebouxii) Sn2B-68, Sn2B-83, Sn2B-100 2009)
BOOB-RM2-F07, BOOB-RM3- (Faircloth et al.,
D07, BOOB-RM3-F11, BOOB- 2009)
RM4-A08, BOOB-RM4-B03,
BOOB-RM4-C03, BOOB-RM4-
D07, BOOB-RM4-E03, BOOB-
RM4-E10, BOOB-RM4-F11,
BOOB-RM4-G03,
Plameiiaci | Plamenak karibsky Prupl, Prup2, Prup3, Prup4, Prups, (Kapil, 2005)

(Phoenicopterus ruber)

Prup6, Prup7, Prups8, Prup9,
Prup13

(Preston, 2005)
(Kapil et al, 2010)
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Rad

Zdrojovy druh

Mikrosatelitovy lokus

Pouzita literatura

Plameinaci | Plamendk rizovy PrA2, PrA3, PrA9, PrA102,PrA103, (Geraci et al.,
(Phoenicopterus roseus) PrA104, PrA105, PrA110, PrAlll, 2010)
PrA113, PrB1, PrB2, PrB3, PrB102,
PrB105, PrB110, PrC1, PrC6,
PrC12, PrC101, PrC109, PrC117,
PrC122, PrD3, PrD4, PrD5, PrD7,
PrD9, PrD10, PrD12, PrD102,
PrD105, PrD108, PrD117, PrD121,
PrD126, PrD139
Potapky | Potapka rudokrka PgAATI, PgAAT3, PgAATG, (Sachs et Hughes,
(Podiceps grisegena) PgAATS, PgAAT25, PgAAT34, 1999)
PgAAT41
Potaplice | Potaplice ledni GIimA9EPA, GimA12EPA, (McMillan et
(Gavia immer) GimCSEPA, GimC11EPA, al., 2004)
GIimD9EPA, GimD12EPA,
GIimE11EPA
Dlouho- | Alkounek drobny Apy06, Apy07 (Dawson et al.,
kridli (dethia pygmaea) 2005)
Vrubozobi | Kachna divoka APHO7, APH 09 (Maak et al, 2000)
(Anas platyrhynchos) APHO8, APH12, APH13, APH16 | (Maak ef al, 2003)
Kachna pizmova CmAAT16, CmAAT35, CmAAT38 | (Stai et Hughes,
(Cairina moschata) 2003)
Kachnice lalo¢nata Blm1, BIm10, Blm12 (Guay et Mulder,
(Biziura lobata) 2005)
Kajka moiska Smo10 (Paulus et
(Somateria mollissima) Tiedemann, 2003)
Tucnaci | Tu¢nak krouzkovy AMI13 (Roeder et al.,
(Pygoscelis adeliae) 2001)
Sudo- Pratur indicky, zebu HEL1 (Lei et al, 2005)
kopytnici | (Bos indicus)
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4.4  Zpracovani PCR produkti

Tento postup byl optimalizovan pro pouziti vyhiivané sekvenacni elektroforetické
komurky S2 Whatman Biometra, s rozméry skel 333 x 392 mm a 333 x 418 mm
a tloustkou gelu 0,4 mm.

V¢étsi sklo bylo dikladné omyto deionizovanou vodou po obou stranach a osuSeno.
Na plose dotykajici se gelu bylo sklo oSetfeno ptipravkem pro odpuzovani vody ze skel
automobill, ktery se nechal 5 minut zaschnout.

Mensi sklo bylo omyto vodou se saponatem a oplachnuto deionizovanou vodou.
Na plose dotykajici se gelu byl rozetfen 1 ml roztoku 0,5% kyseliny octové v 96%
ethanolu s 3 pl 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu a nechalo se 5 minut zaschnout,
poté bylo ctytikrat oplachnuto 96% ethanolem.

Mezi obé skla byly po stranach polozeny dva 0,4 mm silné spacery. V misté
spacert byla skla sepnuta na kazdé¢ stran¢ dvéma klipsy.

Gel byl pfipraven v kadince, promichan a pak pomalu nalévan mezi skla tak,
aby byl cely prostor mezi skly vyplnén.

V misté nalévani gelu byl mezi skla vsunut hiebinek jeho rovnou stranou asi 1 cm
hluboko a skla byla sepnuta ¢tyfmi klipsy. Doba polymerizace gelu byla nejméné 1 hodinu.
Po utuhnuti gelu byla skla dikladné omyta od vSech zbytkli polyakrylamidu, osuSena
a upevnéna do elektroforetické komurky. Katodovy i anodovy prostor elektroforetické
komirky byl zalit 0,5 x TBE pufrem a byl vytdhnut hiebinek. Na zdroji stejnosmérného
elektrického proudu byl jako limitni faktor nastavena hodnota vykonu 90 W, hodnoty
elektrického napéti i proudu byly nastaveny na maximum: 3000 V/150 mA. Gel se nechal
predehtat asi 30 minut, az teplota gelu dosahla na 48 °C.

Do vzorkil bylo napipetovano 5 pl nanaSeciho pufru a vzorky byly vlozeny
na 4 minuty do denatura¢nich podminek do termocykléru vytemperovaného na 94 °C.
Po vytazeni byly mikrozkumavky ihned vsunuty do ledové triste.

Do mezery mezi skly byl vsunut hiebinek zoubky asi 1 mm hluboko do gelu.
Poté¢ bylo naneseno po 2 pl jednotlivych vzorkli osmikandlovou pipetou do mezer
mezi zoubky hiebinku. Po napipetovani vSech vzorki byla jako limitni faktor nastavena

hodnota vykonu 70 W. Hodnoty elektrického napéti i proudu byly nastaveny na maximum:

3000 V/150 mA. Elektroforéza probihala 1 az 3 hodiny.
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Po uplynuti ¢asu elektroforetického déleni vzorki byl gel se skly vyjmut, z prostoru
mezi skly byly vytazeny oba spacery a skla byla od sebe odpacena cepeli noze. Odchlipené
mens$i sklo s pfilepenym gelem bylo oto¢eno gelem nahoru a ulozeno do fotomisky,
umisténo na tfepacku a zalito fix/stop roztokem, ktery na gel ptsobil piiblizné 20 minut
az do vymyti modrého pruhu xylenové modie z gelu do roztoku.

Fix/stop roztok byl slit zpét do baniky a sklo s gelem bylo 3 krat promyto ptiblizné
1,5 1 deionizované¢ vody. Poté nasledovalo 5 minutové promyti gelu na tfepacce
v 1% roztoku HNO;, vyliti tohoto roztoku a 4 kradt promyti gelu pfiblizné
1,5 1 deionizované vody.

Dale bylo sklo s gelem umisténo na tfepacku do 0,1% roztoku AgNOs, do kterého
bylo tésné pted pouzitim piidano 1,2 ml formaldehydu a tento roztok se nechal na gel
pusobit pfiblizné¢ 30 minut. Na konci této doby byla pfipravena jedna fotomiska
s 1,5 1 deionizované¢ vody a druha fotomiska s vychlazenou vyvojkou, do které bylo
pfidéno 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku Na,S,0s.

Roztok AgNOs; byl slit zpét do zasobni lahve. Sklo s gelem bylo na 5 vtefin
ponoieno do misky s deionizovanou vodou a po okapani pfemisténo do fotomisky
s vyvojkou umisténou na tiepacce, kde bylo sledovano vyvijeni hnédocernych stiibrem
obarvenych prouzkt PCR produktti.

Po dostate¢ném zviditelnéni prouzkii bylo vyvijeni zbarveni zastaveno pfilitim
uchovaného fix/stop roztoku, ktery se nechal ptisobit asi 2 minuty. Sklo s gelem bylo poté
ponofeno asi na 2 minuty do deionizované vody, nasledné¢ bylo pfeneseno na 1 hodinu
do suSarny, kde byl gel pfi 60 °C vysuSen. Vysusené sklo bylo vyhodnoceno
na negatoskopu, pfipadné nascanovano. Sklo s jiz nepotfebnym gelem bylo na n¢kolik
hodin ponoifeno do roztoku NaOH o koncentraci 1 mol/l. Gel se timto od skla odlepil,

sklo bylo umyto a bylo znovu pfipraveno k pouziti.
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4.5 Pouzité chemikalie

Akrylamid (Serva)

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

Bromfenolova modf (Serva)

Deionizovana voda

Deoxyribonukleosid trifosfaty (100 mmol/l, 400 pl kazdého), U1240 (Promega)
Dusicnan stiibrny (Lachema)

Ethanol — 96% roztok (Seliko Olomouc)

Ethylendiaminotetraoctan sodny (NapEDTA) (Lachema)

Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Lachema)
Formaldehyd (Lachema)

Formamid (Lachema)

Hydroxid sodny (Lachema)

Chlorid sodny (Lachema)

Kyselina borita (Lachema)

Kyselina dusi¢na — 65% roztok (Lachema)

Kyselina octova — ledova (Lachema)
3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

Mocovina (Lachema)

N-lauroylsarkosin (Sigma)

N,N’- methylenbisakrylamid (Serva)

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

Rain-X — ptipravek odpuzujici vodu ze skel automobilii (Pennzoil-Quaker State)
Thiosiran sodny (Lachema)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)
Uhli¢itan sodny (Lachema)

Xylenova modf (Xylencyanol FF) (AppliChem)
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4.6  Pouzité roztoky

Zasobni roztok 6% akrylamidu:

420 g mocoviny

484 ml deionizované H,O

50 ml 10 x TBE

150 ml 40 % zasobniho roztoku akrylamid : N,N' — methylenbisakrylamid 19:1
po rozpusténi vSech slozek zfiltrovat a ulozit v temné lahvi ve 4 °C

Zasobni roztok 10 x TBE pufru:

108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
55 g kyseliny borit¢ H3BO3

40 ml roztoku NapEDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

doplnit deionizovanou vodou na 1 1

Roztok 10% peroxodisiranu amonného:
1 g (NH4)2S208

rozpustit v 10 ml deionizované vody

uchovavat v mikrozkumavkach po 400 pl v —20 °C
Roztok 3 — methakryloxypropyltrimethoxysilanu:

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

3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu
Polyakrylamidovy 6% gel:

60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu

400 pl 10 % roztoku peroxodisiranu amonného (NH.),S,0s

40 ul N, N, N', N' — tetramethylethylendiaminu
NanaSeci pufr pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu:

0,125 g bromfenolové modre

0,125 g xylenové modie

25 ml deionizované vody

100 ml formamidu
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Fix/stop roztok:

80 ml ledové kyseliny octové

objem doplnit deionizovanou H,O na 800 ml
Roztok 1% kyseliny dusiéné HNO;:

12 ml 65% HNO;

objem doplnit deionizovanou H,O na 800 ml

Roztok 0.1% dusi¢nanu stiibrného AgNOs:
0,8 g AgNO;

objem doplnit deionizovanou H,O na 800 ml

pied pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu
Vyvojka:

24 g uhli¢itanu sodného Na,CO;

objem doplnit deionizovanou H,O na 800 ml

ulozit ve 4 °C

pted pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu sodného

Na,S,05
Queen's pufr:

10 ml zasobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,8

2 ml zasobniho roztoku NaCl (5 mol/l)

2,92 g ethylendiaminotetraoctové kyseliny (EDTA)

10 g N-lauroylsarkosinu

rozpustit v 900 ml deionizované vody

pH upravit na 7,5

doplnit deionizovanou vodou na 1000 ml

Roztok hydroxidu sodného NaOH 1 mol/I:

40 g hydroxidu sodné¢ho
doplnit deionizovanou vodou na 11
TE pufi:
10 ml z&sobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,0
200 pul zasobniho roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
rozpustit v 800 ml deionizované H,O

po rozpusténi doplnit na 1 I a zfiltrovat
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Fenol pro izolaci DNA pH 7.9 +£ 0.2:

100 ml fenol (Sigma P-4557) pH 6,7 + 0,2

6,5 ml ekvilibra¢ni pufr pH 10,5 (Sigma B-5658) (Tris 0,01 mol/l pH 8,0,
EDTA 0,001 mol/l)

protiepat a nechat 2 — 4 hodiny stat

uchovavat max. 6 mésicu ve 4 °C

Roztok octanu sodného CH;COONa 3 mol/l:

4.7

408,24 g trihydratu octanu sodného CH;COONa . 3 H,O
rozpustit v 800 ml deionizované H,O
upravit pH na hodnotu 5,2 pomoci ledové kyseliny octové

objem doplnit deionizovanou H,O na 1 1

Pouzité laboratorni pristroje

Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

Laboratorni vahy EK-200g (AND)

Mikropipety Finnpipette 0,5 az 10 ul (osmikanalova) a 0,3 ul az 1 ml (Labsystems)
Mikropipety Nichipipet EX 0,5 pl az 1 ml (Nichiryo)
Minicentrifuga E — centrifuge (Wealtec)

Negatoskop NEGA 1 (Maneko)

Sekvenacni elektroforetickd komtirka S2 (Whatman Biometra)
Susarna HS 1228 (Chirana)

Temperovany blok Dri-block DB-2D (Techne)

Termocyklér XP Thermal Cycler (BIOER technology)
Ttepacka Orbit 1900 (Labnet international)

Vortex MS2 (Ika)

Vyrobnik deionizované a ultracisté vody (Aquaosmotic)

Vyrobnik ledu Icematic F 100 Compact (Castel Mac)
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VYSLEDKY
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6

DISKUSE
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7 ZAVER

Tato Dbakalafskd prace se =zabyvala analyzou polymorfnich cross-species
mikrosatelith pro determinaci paternity u volavky rusohlavé (Bubulcus ibis).

Na DNA Sesti neptfibuznych jedincti volavky rusohlavé byla provedena
cross-species mikrosatelitova amplifikace primertt odvozenych z DNA taxonomicky
piibuznych druhGt ptaki. Na DNA volavky rusohlavé byly otestovany primery
amplifikujici polymorfni mikrosatelitové lokusy odvozené z DNA c¢éapa bilého (Ciconia
ciconia), ibise japonského (Nipponia nippon), ibise rudého (Eudocimus ruber), kolpika
malého (Platalea minor), kolpika rizového (Ajaia ajaja), kvakose no¢niho (Nycticorax
nycticorax), nesyta lesniho (Mycteria americana), volavky velké (Ardea herodias),
volavky Zlutozobé (Egretta eulophotes), fregatky obecné (Fregata minor), kormorana
galapazského (Phalacrocorax harrisi), kormorana uSatého (Phalacrocorax auritus),
kormorana velkého (Phalacrocorax carbo), pelikdna bilého (Pelecanus onocrotalus),
pelikdna severoamerického (Pelecanus erythrorhynchos), tereje cervenonohého (Sula
sula), tereje guanového (Sula variegata), tereje modronohého (Sula nebouxii), plamenaka
karibského (Phoenicopterus ruber), plamenaka rizového (Phoenicopterus roseus), potapky
rudokrké (Podiceps grisegena), potéaplice ledni (Gavia immer), alkounka drobného (A4ethia
pygmaea), kachny divoké (Anas platyrhynchos), kachny pizmové (Cairina moschata),
kachnice lalocnaté (Biziura lobata), kajky motské (Somateria mollissima), tu¢naka
krouzkového (Pygoscelis adeliae) a pratura indického (Bos indicus).

Bylo nalezeno 42 polymorfnich mikrosatelitovych lokusii odvozenych z DNA ¢apa
bilého (Ciconia ciconia), ibise japonského (Nipponia nippon), ibise rudého (Eudocimus
ruber), kvakoSe no¢niho (Nycticorax nycticorax), nesyta lesniho (Mycteria americana),
volavky velké (Adrea herodias), volavky zlutozobé (Egretta eulophotes), fregatky obecné
(Fregata minor), kormorana galapazského (Phalacrocorax harrisi), kormorana usatého
(Phalacrocorax auritus), tereje modronohého (Sula nebouxii), plamenaka rtzového
(Phoenicopterus roseus) a potaplice ledni (Gavia immer). U téchto mikrosateliti byla
zoptimalizovdna teplota annealingu a doba separace v 6% polyakrylamidovém gelu,
aby bylo dosazeno co nejlepsi vizualizace.

Tyto polymorfni mikrosatelitové lokusy budou dale pouzity pro studium paternity

a dalSich ptibuzenskych vztahti u volavky rusohlavé.
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8

SEZNAM ZKRATEK

adenin

par bazi (base pair)

cytozin

deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleosid trifosfaty

guanin

kilobaze

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
ribonukleova kyselina

tymin

teplota annealingu (annealing temperature)

teplota tani (melting temperature)
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