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Souhrn

V této diplomové praci jsem se zabyvala hledanim polymorfnich
mikrosatelitovych lokustt pro volaveika clunozobého (Cochlearius cochlearius).
Hledani probihalo za pouziti cross-species PCR amplifikace jiz diive znamych
polymorfnich mikrosatelitovych lokust od ptibuznych druhti ptak.

Ptaci pochazeli z fadu brodivi (Ciconiiformes), plamenaci (Phoenicopteriformes)
a veslonozi (Pelecaniformes). K dispozici byly také dal$i mikrosatelitové lokusy dalSich
skupin velkych vodnich ptéki, proto jsem je také zahrnula do testovani.

Celkem jsem otestovala 340 parti primerti na 6 jedincich volav¢ika ¢lunozobého,
ze kterych jsem nasla 34 polymorfnich lokust. Uspé&snost polymorfni PCR amplifikace
u volav¢ika ¢lunozobého byla 10 %.

U kazdého mikrosatelitu prob&hla optimalizace teploty annealingu PCR, poctu
cykli v PCR a doby elektroforetické separace produktti v 6% polyakrylamidovém gelu.

Pro kazdy polymorfni mikrosatelit byla provedena genotypizace na 8 jedincich
chovanych v ZOO Dvir Kralové nad Labem. Ogenotypovani jedinci méli 2 az 5 alel.
Pomoci programu CERVUS 3.0.3 byly nasledn¢ zjistény statistické parametry pro
jednotlivé lokusy.

Studie mikrosatelitovych lokust byla na druhu volavéik ¢lunozoby (Cochlearius
cochlearius) provedena poprvé a v této praci je tedy uveden prvni set polymorfnich
mikrosateliti, které by mohly poslouzit pro determinaci paternity, pfi studiu biologie

a genetické variability jednotlivych poddruhti volavcika ¢lunozobého.
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Summary

In this diploma thesis I was looking for polymorphic microsatellite loci for Boat-
billed heron (Cochlearius cochlearius). This searching employed cross-species
amplification of known polymorphic microsatellite loci from related bird species. These
related birds originated from orders Ciconiiformes, Phoenicopteriformes and
Pelecaniformes. Several available microsatellite loci from other groups of water birds
were also included in testing.

I was testing overall number of 340 primer pairs on 6 individuals of Boat-billed
heron in which I found 34 polymorphic loci. The successful rate of polymorphic cross-
species amplification in Boat-billed heron thus was 10 %.

The annealing temperature of PCR, numbers of PCR cycles and time of
electrophoretic separation in 6% polyacrylamid gel have been optimized for each locus.

Final genotypes of 8 individuals were determined for each polymorphic locus.
These individuals are kept in Zoo Dvir Kralové nad Labem. Genotyped loci of these
individuals had from 2 to 5 alleles. Using CERVUS 3.0.3 software were obtained
statistical characteristics for individual loci.

This study of microsatellites was performed on Boat-billed heron for the first
time. Therefore, results of this thesis represent a very first set of polymorphic
microsatellites which could be used in paternity determination, population study

and study of genetic variability of particular subspecies of Boat-billed heron.
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1. Uvod

Volav¢ik ¢lunozoby (Cochlearius cochlearius) je vzhledové netypicky zastupce
celedi volavkovitych (Ardeidae). Obyva oblasti Stfedni a Jizni Ameriky, Zije zejména
v okoli vodnich ploch a tokli. Ve svém pfirozeném prostfedi je druhem béznym, neni
ohroZen.

Diky svému atraktivnimu vzhledu byvéa volav¢ik ¢lunozoby casto chovany
v zajeti, v zoologickych zahradach. V Ceské republice ho miizeme najit hned ve tiech
Z00.

Do dnesni doby nebyl tento druh molekularné studovan, proto pro néj nejsou
znamé zadné mikrosatelity, které by umoznily studium paternity, genetické variability
jeho populaci a determinaci jeho poddruht.

Tato prace je tedy zaméfend na nalezeni mikrosatelitovych lokusti u volavéika
Clunozobého na zakladé cross-species amplifikace mikrosatelith znamych od
taxonomicky piibuznych vodnich ptaka, predevsim od brodivych (Ciconiiformes),

plamenakii (Phoenicopteriformes) a veslonohych (Pelecaniformes).



2. Cile

1) Vytvofit literarni reSersi na téma diplomové prace.

2) Otestovat cross-species amplifikaci mikrosatelitovych lokusi u volavéika
¢lunozobého (Cochlearius cochlearius) s pouzitim pard primert, které byly diive
zjistény jako polymorfni u ptdkt faddu brodivi Ciconiiformes), plamenéaci

(Phoenicopteriformes) a veslonozi (Pelecaniformes).

3) U nalezenych polymorfnich mikrosateliti zoptimalizovat podminky PCR reakce

a elektroforetické separace produkti.

4) U 8 jedincii volavcika ¢lunozobého pochézejicich ze ZOO Dvur Kralové nad
Labem vygenotypovat vSechny mikrosatelity a na zaklad¢ zjisténych dat vytvorit

statistickou charakteristiku jednotlivych mikrosatelitti.



3. Soucasny stav FeSené problematiky

3.1 Charakteristika zkoumaného druhu

Zatazeni druhu volav¢ik ¢lunozoby do systému (www.biolib.cz, 2009):

Rige: Animalia (zivo¢ichové; Linnaeus, 1758)
Oddéleni: Bilateria (Hatschek, 1888)

Pododdéleni: Deuterostomia (druhousti)

Kmen: Chordata (strunatci; Bateson, 1885)

Podkmen: Vertebrata (obratlovci; Cuvier, 1812)

Trida: Aves (ptaci; Linnaeus, 1758)

Rad: Ciconiiformes (brodivi )

Celed: Ardeidae (volavkoviti; Leach, 1820)

Rod: Cochlearius (volav¢ik; Brisson, 1760)

Druh: Cochlearius cochlearius (volavéik ¢lunozoby; Linnaeus, 1766)

3.1.1 Charakteristika fadu brodivi (Ciconiiformes)

Vétsinou se jednd o velké ptaky s dlouhyma nohama, protahlym Stihlym krkem
a dlouhym zobdkem. Brodivi Ziji pfevazné na okrajich vnitrozemskych vodnich tokd.
Neplavou, brodi se v mél¢inach, proto maji dlouhé tenké nohy, protahlé zejména
v béhadku a bérci, a u nékterych druhti se mezi prsty nachazi kratkd plovaci blana proti
propadani do blata. N&které druhy (marabu) jsou adaptovany k zivotu v suchém
prostiedi (Dimitrijev, 1991).

Zobak vétsiny druhi je dlouhy, piimy a klinovity, néktefi zastupci ¢apovitych
(Ciconiidae) maji zobadk mohutny, ibisoviti (Threskiornithidae) maji Stihly, dola
zahnuty zobak (Dimitrijev, 1991).

Zbarveni je u obou pohlavi vétSinou stejné, samice byvaji ponékud mensi, mivaji
mén¢ vyvinutd ozdobna pera, mladi ptaci ¢asto vypadaji zcela odlisné. V opeteni se dost
Casto objevuji hola kozovita mista, vice druhit ma prodlouzena ozdobna pera na hlavé
a na krku (Hudec et al., 1994).

Ziji v monogamii, vét§i polet druhii hnizdi v koloniich, b&Zn& i vice druhi
pospolu. Stavi si zpravidla pomérné velka hnizda z vétvi v korunach stromd, uzivaji je

1 po vice let a neustale je pfistavuji. Na stavbé hnizda se podileji oba budouci rodice.



Mléad’ata krmivého typu jsou po vylihnuti z vajec bezbrannd holatka, vyzadujici velkou
péci. Vyznacuji se vSak rychlym ristem. Krmena jsou obéma rodic¢i, potrava je jim
vyvrhovana do hnizda, u volavkovitych (Ardeidae) je zprvu vyvrhovana piimo do
zobaki (Stastny et al., 1998).

Potrava je u vSech druhti Zivocisna. Pievaznou cast jejich kofisti tvoii ryby,
obojzivelnici, drobni savci, plazi a z bezobratlych hlavné hmyz a Cervi. Nékolik druhii
(marabu) je piizpiisobeno k pozirani mrsin (Stastny et al., 1998).
vyskytu jsou tropické, poptipad¢ alespon teplé oblasti. Druhy z chladnéjsich oblasti
byvaji z vétsi Casti tazné, delsi migracni pfesuny vyvolané zménami zdrojii potravy
podnikaji 1 n€které druhy z tropt (Burnie, 2002).

Do tohoto tadu patii nasledujici Celedi: volavkoviti (Ardeidae), Capoviti
(Ciconiidae), ibisoviti (Threskiornithidae), kladivouSoviti (Scopidae) a ¢lunozobcoviti
(Balaenicipitidae) (Gosler, 1994).

Jednotlivé Celedi se od sebe daji nejlépe odliSit podle tvaru zobdku - volavky
maji dlouhy, $picaty zobdk, zobak ¢apt je velmi podobny volavkam, ale asto byva pred
Spickou zahnuty nahoru nebo dolt, ibisové maji dlouhy, tenky a dolii zahnuty zobdk,
kolpici (také zastupci Celedi ibisoviti) maji zobdk zplos§tély, na konci se rozsifujici,
¢lunozobec se vyznaduje mohutnym a Sirokym zobakem (Gosler, 1994; Stastny et al.,

1998).

3.1.2 Charakteristika ¢eledi volavkoviti (Ardeidae)

Volavky jsou stihli, stfedn¢ velci az velci ptaci (30 - 140 cm, 0,1 az 3 kg)
s dlouhym, Spicatym zobakem, dlouhym krkem a nohama (Gosler, 1994). Zvlastni
kloubni uprava dlouhého Sestého obratle umoziuje esovité prohnuti krku, které je
dilezité funkéni prizptisobeni na harpunovani kofisti. Tento vystifelovaci mechanismus
je umocnén rychlym pohybem krku jen v jedné roviné doptedu, do stran je krk velmi
neohebny. Pii letu je krk sloZzeny esovité na hibet (Stastny et al., 1998).

Na nohou maji 4 dlouh¢ prsty bez plovacich blan s drapy. Drap na prostitednim
prstu je opatfen hiebenem (Gosler, 1994). Hrebinkovité zatfezy vyuzivaji volavky
k ¢i3téni a Gesani peii (Stastny et al., 1998).

Zivot volavek je tésn& svazany s vodou. Jejich kostréni zlaza viak nevyluduje

dostatek tuku k promazavani veskerého pefi. Jako nahradu volavky pouzivaji tzv.



pudrovy prach (Dimitrijev, 1991). Jsou to drobné ¢astecky kiehkého prachového pefti
z prsnich pernic a ze zad, které volavky nandSeji zobdkem na obrysové pefi. Prach
zabrafiuje slepovani pefi (Stastny et al., 1998). Kaln voda s pfimési bahna snadno
znecisti povrch téla, proto si volavky ¢isti pefi tak, Ze jej proCesavaji hiebenem na
prostifednim drapu a odstranuji spolu stenkou vrstvou drobivého prachu vSechny
necistoty (Dimitrijev, 1991).

U nékterych druhl se vyskytuji rlizné barevné faze a obcas jsou v piirodé
zjistovani kiizenci riznych druhti. Proto je ornitologové nékdy omylem popisovali jako
samostatné druhy (Stastny et al., 1998).

Na hlavé maji volavky casto dlouhd, ozdobna pera, kterd ve svatebnim Saté
vyuzivaji pii toku. Zbarveni volavek byva nejcastéji hnédavé, cerné, bilé nebo Sedavé.
Samci jsou zpravidla vétsi nez samice (Gosler, 1994).

Zastupce celedi volavkovitych najdeme na celém svété s vyjimkou polarnich
oblasti (Gosler, 1994). Ptaci hnizdici v teplych krajich na zimu neodlétaji. Hnizdi-li
v chladngj$ich klimatickych pasmech, odlétaji na podzim na jih a brzy na jatfe se vraceji
(Dimitrijev, 1991). Jejich typickym prostiedim jsou mélké vody, slané i sladkovodni
mokiady, véetné porostll mangrovi (Stastny et al., 1998).

Hnizdi jednotlivé nebo v koloniich, hnizda stavi na zemi nebo na stromech
(Gosler, 1994). Hnizdo volavek je velké, stavéji ho oba partnefi, samec zacina shanét
stavebni material jeSté¢ pred pfiletem samice. Volavky zpravidla za¢inaji hnizdit az
v druhém roce Zivota a pii hnizdéni se potom vérné vraceji kazdy rok do stejnych mist
(Dimitrijev, 1991).

Samice klade 2-7 vajec, kterd jsou bélava az modra, ¢aste€né mohou na sobé mit
i kresbu. Inkubacni doba je 18-30 dni. Na hnizd¢ se stiidaji oba rodice. Mlad’ata jsou
krmiva, hnizdo opoustéji po 35 az 65 dnech (Gosler, 1994).

Kofisti volavek jsou mysi a jini drobni savci, didle hmyz, ale ptedev§im ryby,
obojzivelnici a mali vodni zivo€ichové (Dimitrijev, 1991).

Zastupci této Celedi maji svérazné hlasové projevy, doprovazeji hlasem vétSinou

agresivni chovani nebo tokani (Stastny et al., 1998).

3.1.3 Charakteristika druhu volav¢ik ¢lunozoby

Volav¢ik ¢lunozoby, latinsky Cochlearius cochlearius, anglicky Boat-billed

heron, byl diive nazyvan ¢lunozobec americky nebo také kvakos ¢lunozoby. Divodem



tohoto pojmenovani je charakteristicky tvar jeho zobaku, ktery je enormné Siroky
a 1zicovity (Gosler, 1994).

Oblast vyskytu volavéika clunozobého mizeme zatfadit do neotropické
zoogeografické oblasti. Tato oblast zaujima jizni ¢ast Stfedni Ameriky a Jizni Ameriku
na severu (23° 30" s.§.) a smérem na jih jeho rozsifeni zasahuje az pod 30° j.§. Mezi
nejcastéj$i ptfirozené biotopy, které v téchto oblastech obyva, patii mangrovy, biehy
moii, husté porosty podél vod v tropickych lesich a sladkovodni baziny. Vyskytuje se
max. do 650 metrt nad motem (Del Hoyo et al., 1992).
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Obr.1 Rozsifeni volav¢ika ¢lunozobého (Cochlearius cochlearius) (Del Hoyo et al.,
1992)

Celkové je uznavano pét poddruhli volavcika clunozobého, které se 1isi oblasti
vyskytu:
- Cochlearius cochlearius zeledoni (Ridgway, 1885) — zapadni a centralni Mexiko;
- Cochlearius cochlearius phillipsi (Dickerman, 1973) — vychodni Mexiko a Belize;
- Cochlearius cochlearius ridgwayi (Dickerman, 1973) — jizni Mexiko az zapadni
Honduras a Salvador;
- Cochlearius cochlearius panamensis (Griscom, 1926) — Costa Rica a Panama;
- Cochlearius cochlearius cochlearius (Linnaeus, 1766) — vychodni Panama az Guinea,

Severni Amazonie az severovychodni Argentina.



Diky rozlehlé oblasti rozsifeni byva tento druh rozdélovan na tzv. Northern
Boat-billed Heron — tzv. severni vétev, kam patfi poddruhy zeledoni, phillipsi a
ridgwayi; a na Southern Boat-billed Heron — tzv. jizni vétev, kam byva zatazen poddruh
cochlearius a panamensis (Del Hoyo et al., 1992).

Ti1 severni poddruhy byvaji nékdy povazovany za samostatné druhy (Del Hoyo
etal., 1992).

Pravé pro silny a Siroky zobdk (7,5 cm dlouhy a 5 cm Siroky) byva nckdy
volavcik clunozoby tazen do zvlastni ¢eledi volavcikoviti (Cochleariidae). Funkce jeho
nezvykle tvarovaného zobaku neni dosud piesné¢ znama, patrné souvisi se zpusobem
ziskavani potravy. Piedpoklada se, Ze volavéik kofist do svého zobaku nabira (Stastny
etal., 1998).

Tradi¢né¢ byval povazovan za nejbliz§iho piibuzného kvakose nocniho
(Nycticorax nycticorax), ale podrobnéjsi studium DNA ukazala pfibuznost s bukacem
(Tigrisoma) (Del Hoyo et al., 1992).
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Obr. 2 Volav¢ik ¢lunozoby (Cochlearius cochlearius) (Pivorka, 2005)



Délkou téla 45 az 51 cm se tadi mezi velikostné mensi zéstupce celedi
volavkovitych.

Dospély jedinec je na krku, chocholce a horni ¢asti hibetu cerné zbarveny.
Samice ma krat§i ozdobna pera v tylu hlavy (Del Hoyo et al., 1992). V piipadé
nebezpe¢i nebo rozcileni je volaveik schopen tato dlouhd pera na hlavé nacepyfit
(Stastny et al., 1998). Cisté bilou barvu najdeme u volavéika pouze na &ele a licich. Ve
zbarveni svrchni ¢asti téla existuje vice variant podle toho, zda se vyskytuji spiSe ve
Stiedni nebo Jizni Americe. Stiedoamericka forma (tzv. severni vétev) ma tmavé Sedou
svrchni cast téla a zlutohnédou hrud’. Oproti tomu je jihoamerickd forma (tzv. jizni
vétev) zbarvena svétleji — svétle Sedd svrchni Cést téla a bélava hrud’. Obé barevné
varianty maji spolecnou rezavou barvu bficha a bélavé boky (Gosler, 1994).

Mlad’ata a mladi ptaci nemaji vyvinutou chocholku a zbarveni jsou ponékud
tmavéji nez dospéli jedinci. Mladého volavéika pozname podle rezavé hnédé svrchni
¢asti téla a Zlutohnédé¢ bilé spodni strany (Gosler, 1994).

Zajimavosti u tohoto druhu je, ze jedinci se nedorozumivaji vizudlné (postoji
a ritualizovanymi pohyby), jako je tomu u vétSiny pfibuznych volavek (Del Hoyo et al.,
1992). Komunikuji pfedevsim akusticky, proto je jejich hlasovy repertoar velmi
vyrazny. Vyuzivaji bud’ hlasovy projev - zpév, hluboké skiehotavé volani, nebo
ptipadné projev mechanicky - klapani zobaku (Stastny et al., 1998).

DalSim typickym znakem tohoto druhu jsou velké o¢i, které svédci o aktivité za
soumraku a no¢nim zpusobu Zivota.

Jedinci vétSinou lovi samostatné a to tak, Ze z mista, kde hiaduji, zalétaji na stala
oblibena lovisté. Jen obcas 1ze volavciky spatfit, jak lovi ve vétSim poctu. Jeho potravu
tvoii pfevazné vodni Zivocichové — rtizné druhy koryst, hmyzu, obojzivelnikt a ryb,
také mali savci (Gosler, 1994).

Rozmnozovani a obdobi hnizdéni je vazano na rocni obdobi souvisejici
s destém, které ptipadd v riznych oblastech na riznou cast roku, obecné od Cervna do
listopadu. Volav¢ici hnizdi jednotlivé nebo v malych skupinach o poctu 5 az 6 para (Del
Hoyo et al., 1992). Vyjimkou neni hnizdéni ve smiSenych koloniich. Hnizda si stavi na
ketich nebo na stromech ve vysce 0,4 az 10 metrit nad povrchem nebo vodou. Hnizdo,
postavené z vétvi listnatych stromt, je zpocatku docela malé, ale postupné se muize
zvétSovat, je-li opakované vyuzivano i po dalsi roky. Na vejcich, kterych byva
v pruméru jedno az Ctyfi, se stiidaji oba rodi¢e. Délka inkubace trvad 23 az 28 dni.

V prvnich dnech po vylihnuti pfijimaji mlad’ata potravu pouze v no¢nich hodinach.



Samec i samice volavc¢ika jsou velmi starostlivymi rodici, ktefi hnizdo i potomky béhem
hnizdéni aktivné brani a chrani (Stastny et al., 1998).

Tento druh neni na svych pfirozenych stanovistich a biotopech ohrozen. Nejsou
dostupné zadné konkrétni udaje o poctech a velikostech populaci. Byva popisovan jako
beézny hnizdi¢ v riznych ¢astech Mexika (pf. Maismas Nationales, delta feky San Pedro,
v jihozépadnim pobieZi Oaxaca odhadem hnizdi asi 300 para). V roce 1980 se populace
v narodnim parku Palo Verde v Costa Rice odhadovala na 210 pard. Pocet pari
hnizdicich v Crooked Tree Lagoon v Belize se udava okolo ¢tyt set. Také v Nikaragui,

Surinamu a Kolumbii se vyskytuje pomérné bézné (Del Hoyo et al., 1992).

V Ceské republice se v souasné dobé chova ve 3 zoologickych zahradach. A to
v ZOO Zlin — Le$na, ZOO Praha a ZOO Dvir Kralové nad Labem. V Zoologické
zahrad¢ Zlin — Lesna v poctu 1 dospéla samice, 1 dospély samec a 2 jedinci neuréené¢ho
pohlavi. V Zoologické zahrad¢é Praha v poctu ¢ty dospéli samci a Ctyii dospélé samice.
V Zoologické zahradé¢ ve Dvote Kralové nad Labem v poctu tii dospéli samci a Ctyfi

dospélé samice. Uvedené pocty jsou platné k 31.12.2008 (Hofrichterova, 2008).

3.2 Repetitivni sekvence DNA

DNA muzeme v bunkéach najit v n€kolika riznych typech sekvenci. Jedna se
o sekvence kodujici 1 nekodujici, které mohou byt jedinecné anebo se mohou v genomu
nachazet ve vice identickych nebo podobnych kopiich. Sekvence DNA, které maji
vysoké mnozstvi kopii, se nazyvaji repetitivni sekvence.

Tzv. jedine¢né sekvence DNA (Alberts et al., 1998) se nachazeji v genomech
organismu a tvofi vice nez polovinu celkové DNA. Jejich jedine¢nost spoc¢iva v tom, ze
se v haploidnim genomu organismu vyskytuji pouze jednou (Rosypal, 1998).

Zbyvajici ¢ast tvoii mnohondsobné se opakujici nukleotidové sekvence (Alberts
et al., 1998). Tyto repetitivni sekvence DNA se daji rozdé¢lit na dva typy, a to na
rozptylené a tandemové repetice.

U rozptylenych repetic se jednotlivé kopie vyskytuji ndhodné na riznych
mistech haploidniho genomu. Podle délky je miZzeme rozliSit na kratké rozptylené
repetice, jejichz jednotky opakovani jsou kratsi nez 300 bp, a na dlouhé rozptylené

repetice, jejichz jednotky opakovani jsou delsi nez 300 bp (Rosypal, 1999).
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U tandemovych repetic (VNTRs — Variable number of tandem repeats) se urcita

jednotka opakuje v tandemu, tj. bezprostfedné za sebou (Rosypal, 1999).

3.2.1 Rozdéleni tandemovych repetic DNA

Do skupiny tandemovych repetic se fadi satelity, minisatelity a mikrosatelity.
Lisi se délkou motivu, ktery tvofi repetici.

Satelity jsou sekvence DNA tvofené tandemovymi repeticemi s nejdelSim
opakujicim se motivem, tj. vice nez stovka part bazi (Amour et al., 1999).

Minisatelity jsou tvoieny zékladnimi jednotkami dlouhymi desitky part bazi
(10-100 bp) (Ellegren, 2004).

Nejmensi jednotku repetice maji mikrosatelity. Ta je tvofena jen nékolika pary

bazi (1-10 bp). V genomu se vyskytuji castéji neZ minisatelity.

3.3 Mikrosatelitova DNA

Mikrosatelity jsou useky DNA, které jsou slozené z kratkych opakujicich se
jednotek o délce 1-10 part bazi (nejcasteji 2-6 bp). Jsou to jednoduché, tandemové se
opakujici useky DNA. PouZivaji se pro n¢ zkratky STRs (short tandem repeats), SSRs
(simple sequence repeats) nebo VNTRs (variable number of tandem repeats). Samotny
mikrosatelitovy lokus obvykle nepiesahuje délku 100 bp.

Mikrosatelity se vyskytuji jako nahodné rozptylené opakujici se Casti
v eukaryontnich genomech (Tautz, 1989; Weber, 1990).

Castéji se nachazeji v nekodujicich sekvencich DNA kvili pomémé vysoké
mutaéni rychlosti v téchto oblastech. Predpoklada se, ze vétSina mikrosatelitd je
selekéné neutralni (Scribner & Pearce, 2000).

Mezi nejrozsitenéjsi typy repetitivnich jednotek patii dinukleotidova jednotka
CA (méné AT, GA, nejméné¢ GC), trinukleotidouvda CAC a tetranukleotidové motivy
GATA a GACA. Nejfrekventovangjsi jsou dinukleotidové motivy, trinukleotidové

repetice jsou nejvzacnéjsi a vyskytuji se nejméné (Weber & May, 1989).
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3.3.1 Vyuziti mikrosatelitl

Vyuziti mikrosatelitli je velmi Siroké. Mikrosatelity se v genomu vyskytuji velmi
casto, jsou vysoce polymorfni, a proto jsou pouzivany jako genetické markery relativné
malé velikosti, které mohou byt jednoduse amplifikovany béhem PCR. VyuZivaji se
napf. pfi studiu pfibuzenskych vztahti, pro detekci mimoparového oplozeni a pii
uréovani paternity, v ramci studia populacni genetiky (napt. geneticka variabilita mezi
populacemi), pro studium genového toku nebo migrace (Ellegren, 1992).

Pouziti mikrosatelit je dalezité nejen pro studium jedinct v populaci, ale také
pro porovnani dvou a vice populaci mezi sebou, zejména z genetického hlediska.
Vysoka mutacni rychlost mikrosatelitovych lokust v porovnani s napf. mitochondrialni
DNA je velmi uzite¢nd pro stanoveni rozdilii mezi blizce sptiznénymi druhy nebo uvnitt
druhti. Déle je tu moznost pro vypatrani kiizenc a urceni jejich druhového ptivodu
(Primmer et al., 1996).

Jejich muta¢ni rychlosti jsou velmi vysoké a diky tomu jsou mikrosatelity velmi
polymorfni. To znamena, Ze se nachazeji v riiznych variantdch v ramci jedné populace
(Litt & Luty, 1989; Tautz, 1989; Weber & May, 1989). Rlizné varianty alel jsou snadno
zjistitelné v laboratofi technikou PCR pouZitim dvou oligonukleotidovych primert,
které ohrani¢uji mikrosatelitovy lokus. Miizeme tak sledovat genetickou variabilitu
mezi jedinci jednoho druhu, mezi jednotlivymi druhy a dokonce v ramci populace

(Amos & Pemberton, 1992).

3.3.1.1 Analyza paternity a piibuznosti

Analyza paternity a ptibuznosti pomahéd odhalit parovaci strategie u rtznych
druhti, reprodukéni Gspésnost samct (Pemberton et al., 1992; Coltman, 1999) a mize
poskytnout informace o0 monogamnim péarovani.

Vyuziti mikrosatelitové DNA pro zjisténi paternity spociva v urceni konkrétnich
alel daného mikrosatelitového lokusu u vSech potomki i u jejich potencidlnich rodict.

Analyzy paternity probihaji prostym srovnanim genotypli potomka
a potencialnich rodi¢i. Zjistujeme, zda potomci opravdu maji takové alely, které jsou

nekterou z moznych kombinaci alel potencidlnich rodict.
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3.3.1.2 PCR amplifikace DNA

PCR lIze pouzit pro amplifikaci mikrosatelitové DNA. PCR je technika
umoziujici béhem relativné kratké doby mnohonasobné namnozit urcitou sekvenci
DNA ohrani¢enou primery z obou stran. PCR je zkratkou anglického Polymerase Chain
Reaction neboli polymerazové fetézové reakce (Saiki et al., 1985).

Dvojici primer se vymezi usek DNA, ktery mad byt amplifikovan. Velmi
dilezitou roli zde hraje specidlni enzym - tepelné stabilni DNA polymeraza, ktera
zabezpecuje syntézu nového komplementarniho vldkna. Reakce probiha v piistroji, tzv.
termocykléru, ktery dodrzuje zvolené teplotni hodnoty a casovy pribéh PCR reakce

(Smarda et al., 2005).

3.3.2 Hledani mikrosatelitovych lokust

V dnesni dobé& se pro ziskani mikrosatelith pouZzivaji dva zékladni postupy. Prvni
a zaroven preferovangj$i technikou je vyuziti cross-species amplifikace. Druhy
a finan¢né mnohem naro¢néjsi postup je navrzeni primert de novo. Tento postup se
pouziva tehdy, pokud nejsou dostupné mikrosatelity pro cross-species amplifikaci

v dostatecném poctu nebo kvalité.

3.3.3 Cross-species PCR amplifikace

Za poslednich deset let se mikrosatelity staly jednémi z nejbéznéji pouzivanych
genetickych markertt pro studium populaci. Nicméné, jednim z primarnich problémd,
které omezuji pouzivani metody amplifikace mikrosateliti je nedostatek univerzalnich
PCR primert pro uspéSnou amplifikaci homolognich produkti u Sir§iho spektra druhii
(Primmer et al., 2005).

I kdyZ mikrosatelitové primery nemohou byt obecné¢ pouzity univerzalné, mezi
blizce pfibuznymi druhy je cross-species mikrosatelitova amplifikace uskute¢nitelna
(Primmer et al., 2005).

Uspé&sna cross-species amplifikace zavisi na evoluéni vzdalenosti mezi druhy, ze
kterych byly mikrosatelitové lokusy izolovany (zdrojové druhy), a druhy, na které byly

heterologni lokusy aplikovany (cilové druhy). Sance uspésné cross-species amplifikace
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sekvence DNA je proto nepiimo imérna evolu¢ni vzdalenosti mezi dvéma druhy. Tyto

vztahy byly nejintenzivnéji studovany pravé u ptakt (Primmer et al., 2005).

3.4 Problémy pii analyze mikrosatelith

Jednim z hlavnich problémi pfi analyze mikrosateliti je vyskyt nulovych alel.
Tyto nulové alely se neamplifikuji, a proto mohou svou pritomnosti negativné ovlivnit
analyzu mikrosatelitové DNA. Zvlast¢ nezadouci je vyskyt nulovych alel pfi studiu
mimoparovych mlad’at a mimoparové paternity. Pokud se zde nulové alely vyskytnou,
je nebezpeci, ze mlad’ata budou pfifazena nespravnym rodi¢im, a vysledky tak budou
zkresleny (Dakin & Avise, 2004).

Naptiklad, pokud sledujeme vyskyt mimoparovych mlad’at v populaci, mize se
stat, Ze nckterd mlad’ata zdanlivé nezdédila alelu od své homozygotni matky. Mizeme
se potom mylné¢ domnivat, Ze se jednd o vnitrodruhovy hnizdni parazitizmus. Matka
vsak ve skuteCnosti nemusi byt homozygotni, ale heterozygotni s jednou amplifikujici
se alelou a s jednou neamplifikujici se alelou. Dal§i moznosti je, Zze nositelem nulové
alely bude homozygotni otec. V tomto piipad¢ je mozné, Ze budou mlad’ata, ktera od
n¢ho zdédila nulovou alelu, oznacena jako vysledek mimoparové paternity (Dakin &
Avise 2004).

Principem vzniku nulové alely je mutace DNA v misté, které je homologni
k sekvenci primeru (obvykle v tseku blizkém 3’konci primeru), a tim znemoziuje

probéhnuti PCR reakce (Dakin & Avise, 2004).

3.5 Mikrosatelity u brodivych (Ciconiiformes)

V tadu brodivych (Ciconiiformes) bylo provedeno nékolik studii za ucelem
objeveni novych mikrosatelitovych lokust technikou de novo.

V celedi volavkoviti (Ardeidae) byly nalezeny mikrosatelity na nésledujicich
trech druzich: kvako$ no¢ni (Nycticorax nycticorax), volavka velka (Ardea herodias)
a volavka zlutozoba (Egretta eulophotes). V ¢eledi ¢apoviti (Ciconiidae) byly technikou
de novo objeveny nové mikrosatelitové lokusy u dvou druhti: ¢ap bily (Ciconia ciconia)
anesyt lesni (Mycteria americana). Celed’ ibisoviti (Threskiornithidae) je posledni

ztadu brodivych, u jejiz zastupci byly nalezeny nové mikrosatelitové lokusy.
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Konkrétné u ¢tyi druhti: ibis japonsky (Nipponia nippon), ibis rudy (Eudocimus ruber),
kolpik maly (Platalea minor) a kolpik rizovy (Ajaia ajaja).

V ptipadé¢ volavky velké bylo navrzeno 17 pard primerd, ze kterych se ukazalo
byt 15 lokust polymorfnich u volavky velké (McGuire & Noor, 2002). VSech 17 pard
primerd bylo pak uspésnych pii cross-species amplifikaci v ramci ¢eledi na dalSich
tiech druzich volavek: volavce bilé (Ardea alba), volavce popelavé (Ardea cinerea)
a volavce jihoamerické (Ardea cocoi). Autofi ve svém ¢lanku publikuji pouze zachyceni
PCR produktt cross-species amplifikace u téchto druhd, tidaje o polymorfismu a pocty
alel u jednotlivych lokusi nejsou uvedeny.

V ramci studia mezidruhové cross-species PCR amplifikace Chang et al. (2005)
testovali na druhu kvako$ no¢ni osm mikrosatelitovych lokusii odvozenych z DNA
volavky velké. Vysledky cross-species amplifikace ukazaly, ze téchto 8 lokusd je
u kvakose no¢niho polymorfnich, bylo nalezeno 2 az 13 alel na jednotlivych lokusech
(Chang et al., 2005). O ¢tyfi roky pozdé&ji bylo u kvakose noéniho izolovano a popsano
11 polymorfnich mikrosatelitovych markert (Chang et al., 2009).

Huang et al. (2009) objevili celkem 18 polymorfnich mikrosatelitovych lokust
u volavky zlutozobé. Téchto 18 part primert dale testovali na dalSich 5 druzich volavek
— volavka stribtita (Egretta garzetta), volavka pobtezni (Egretta sacra), volavka bila
(Ardea alba), volavka ¢inska (Ardeola bacchus) a volavka rusohlava (Bubulcus ibis).
V ¢lanku autofi uvadéji pouze uspéSnost vzniku PCR produktd pii Cross-species
amplifikaci u t&chto péti druht. Udaje o polymorfismu a poétu alel na jednotlivych
lokusech nejsou uvedeny.

Dalsim vhodnym druhem pro hledani mikrosatelitovych lokust a primert de
novo je nesyt lesni. Van den Busshe et al. (1999) publikovali 4 polymorfni mikrosatelity
u tohoto druhu. O ¢étyfi roky pozdéji detekovala Tomasulo-Seccomandi et al. (2003)
11 novych lokusi. Dale byla vyzkouSena cross-species amplifikace mikrosatelitovych
lokusti u ¢apa bilého s pouzitim 6 part primert odvozenych od nesyta amerického.
Shephard et al. (2009) nalezli ve vSech 6 ptipadech polymorfni PCR produkty s poctem
2-3 alely u capa bilého. Zaroven také u ¢apa bilého detekovali 7 polymorfnich lokusi.
O rok pozdéji bylo objeveno dalSich 6 polymorfnich mikrosatelitovych lokusa
(Segelbacher, osobni sdéleni).

V ptipad¢ ibise japonského, ktery je kriticky ohroZzenym druhem, bylo nalezeno
8 polymorfnich mikrosatelitovych lokusi (Ji et al., 2004). Tyto lokusy byly dale

testovany metodou cross-species amplifikace na blizce piibuzném ibisu ¢ernohlavém

15



(Threskiornis melanocephalus), kdy bylo zjisténo, Zze pét znich u tohoto druhu
poskytuje rovnéz polymorfni PCR produkty (Ji et al., 2004). O dva roky pozdé&ji He et
al. (2006) publikovali 11 novych polymorfnich lokusi pro ibise japonského.

Lei et al. (2005) otestovali mezifadovou cross-species PCR amplifikaci 22 part
mikrosatelitovych primerti pochazejicich z velmi vzdalenych skupin zivocicht: kapra
obecného, tura doméciho a kura domaciho na 30 jedincich ibise japonského. V ptipadé
pouziti primeri odvozenych od kapra obecného nalezli autofi u ibise japonského
2 polymorfni mikrosatelitové lokusy s poétem 2 alely. Cross-species amplifikace
s pouzitim primert pochéazejicich od tura domaciho byly objeveny rovnéz 2 polymorfni
mikrosatelitové lokusy s po¢tem 2 alely a 7 alel.

Na jiném druhu ibise - ibis posvatny (Threskiornis aethiopicus) byly
experimentalné vyzkousSeny dva pary primert pochdzejici od tuciidka krouzkového
(Pygoscelis adeliae). Cross-species amplifikace poskytla polymorfni produkt pouze
u jednoho paru primert, kdy byl u ibise posvatného amplifikovan mikrosatelitovy lokus
se 12 alelami (Wilson, 2008).

Pro ibise rudého bylo nalezeno metodou de novo 10 polymorfnich
mikrosatelitovych lokust (Santos et al., 2006).

Yeung et al. (2008) publikovali 23 nové navrzenych polymorfnich lokust
u kolpika malého. Tyto nové objevené lokusy byly testovany na zastupcich druhi:
kolpik rizovy (Ajaia ajaja), ibis rudy (Eudocimus ruber), ibis posvatny (Threskiornis
aethiopicus), kvako$ no¢ni (Nycticorax nycticorax) a volavka bila (Ardea alba).
U téchto druhti autoti hodnotili pouze tspésnost a neuspesnost vzniku PCR produktii pti
u kterého byly nalezeny amplikony na 16 lokusech.

U kolpika rizového (Ajaia ajaja) bylo detekovano 6 mikrosatelitt (Sawyer &
Benjamin, 2006).

Dalsim ptikladem mezifadové cross-species amplifikace je ¢lanek Nadvornik et
al. (2008), kdy byly pouzity mikrosatelitové lokusy ze zastupct fadu brodivych
(volavka velkd, nesyt americky a ibis nachovy) a aplikovany na dva druhy plamenaku:
plamenaka rtzového (Phoenicopterus roseus) a  plamendka karibského

(Phoenicopterus ruber).
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3.6. Mikrosatelity u plamenak (Phoenicopteriformes)

Vyzkum zaméfeny na nalezeni novych mikrosatelitovych lokusti technikou de
novo byl v fadu plamenaci (Phoenicopteriformes) proveden u dvou druhii plamenak:
plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber) a plamenaka ruzového (Phoenicopterus
roseus).

Kapil (2005) objevil a ve své dizertacni praci zvetejnil 6 polymorfnich lokust
pro plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber). Tyto lokusy dale otestoval na tfech
blizce ptibuznych druzich: plamenakovi rizovém, plamenakovi malém (Phoenicopterus
minor) a plamenakovi chilském (Phoenicopterus chilensis). U vSech druhti poskytla
cross-species amplifikace polymorfni PCR produkty. Soucasné s nim nalezla Preston
(2005) vramci své dizertatni prace dalsi 4 polymorfni lokusy pro plamendka
karibského. Teprve Kapil et al. (2010) publikovali ¢lanek s ucelym souborem celkem
9 polymorfnich mikrosatelitovych lokusti u plamendka karibského. Otestovano bylo
Sedesat jedincl plamenaka karibského, pocet alel na jednotlivych lokusech se
pohyboval od 3 do 14.

U plamendka rizového bylo izolovano a popsano 37 novych mikrosatetitovych
lokusi (Geraci et al., 2010). Vyzkum probéhl na souboru 24 az 30 mlad’at plamenaka
rizového a pocet alel se pohyboval v rozmezi 2-33 alel na jednotlivych lokusech.

Cross-species PCR amplifikaci na plamenaku karibském i plamenaku rizovém
otestovali Nadvornik et al. (2008), kdy bylo pro amplifikaci pouzito 70
mikrosatelitovych lokust od zastupci fadu brodivych (volavka velkd, nesyt americky
a ibis nachovy) a fadu veslonohych (kormoran velky a kormoran galapazsky). Autofi
z celkového  otestovaného mnozstvi mikrosatelith  nalezli 7  polymorfnich
mikrosatelitovych lokust u plamenaka rizového a 10 polymorfnich mikrosatelitovych

lokust u plamenaka karibského.

3.7 Mikrosatelity u veslonohych (Pelecaniformes)

V tadu veslonozi (Pelecaniformes) byly izolovany a popsany mikrosatelitové
lokusy navrzenim pard primerd de novo u zastupcu celedi: kormoranoviti, pelikanoviti,

terejoviti a fregatkoviti.
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V ramci Celedi kormoranoviti byly nalezeny mikrosatelity u 3 druhti: kormorana
galapazského (Phalacrocorax harrisi), kormorana uSatého (Phalacrocorax auritus)
a kormorana velkého (Phalacrocorax carbo).

Duffie et al. (2008) provadéli vyzkum na dvou populacich kormorana
galapazského a objevili 8 polymorfnich mikrosatelitovych lokusu. Fike et al. (2009)
publikovali 24 polymorfnich mikrosatelitovych markert u kormordna usatého. O rok
pozd¢ji bylo u kormorana usatého objeveno dalSich 8 novych mikrosatelitovych lokust
(Mercer et al., 2010). Téchto 8 novych lokust autofi dale uspésné pouzili pii Cross-
species PCR amplifikaci na dalSich dvou druzich kormorand: kormoranovi zapadnim
(Phalacrocorax penicillatus) a kormoranovi motském (Phalacrocorax pelagicus).

U kormorana velkého bylo izolovano a popsano 7 vysoce polymorfnich
mikrosatelitovych markert (Piertney et al., 1998). Testovani probéhla na 100 jedincich
rozsahlé populace a bylo zjisténo 9 az 44 alel na jednotlivych lokusech. Pro ovéfeni, zda
je téchto 7 nové objevenych part primerti vhodnych i1 pro ostatni druhy ftadu
veslonohych, byly tyto primery dale testovany cross-species PCR amplifikaci na
kormoranu uSatém (Phalacrocorax auritus), kormoranu modrookém (Phalacrocorax
atriceps) a kormoranu chocholatém (Phalacrocorax aristotelis). U vsSech téchto
piibuznych druhti poskytla cross-species amplifikace polymorfni mikrosatelity s poctem
2-12 alel na lokus.

V Celedi pelikanoviti byly zjiStény polymorfni mikrosatelitové lokusy
u nasledujicich druht: pelikan bily (Pelecanus onocrotalus) a pelikan severoamericky
(Pelecanus erythrorhynchos).

U pelikana bilého bylo izolovano 10 mikrosatelitovych lokusi (de Ponte
Machado et al., 2009). Cross-species PCR amplifikace téchto lokusii byla spésna
u dalSich druhti pelikant: pelikdina hnédého (Pelecanus occidentalis), pelikana
severoamerického (Pelecanus erythrorhynchos) a pelikana afrického (Pelecanus
rufescens) (de Ponte Machado et al., 2009). Hickman et al. (2009) nové nalezli
a popsali 9 mikrosatelitovych lokust u pelikédna severoamerického.

Fregatka mala (Fregata minor) je jedinym zastupcem cCeledi fregatkoviti, na
kterém prob¢hl vyzkum za ucelem nalezeni novych polymorfnich mikrosatelitovych
lokusti. Dearborn et al. (2008) provedli vyzkum na 23 jedincich havajské populace

fregatky malé a objevili 18 polymorfnich mikrosatelitovych lokusi.
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Posledni c¢eledi jsou terejoviti, kde se uskutecnil vyzkum polymorfnich lokust
na druzich: terej modronohy (Sula nebouxii), terej Cervenonohy (Sula sula) a terej
guanovy (Sula variegata).

Faircloth et al. (2009) objevili u tereje modronohého (Sula nebouxii)
11 polymorfnich mikrosatelitovych DNA lokust. O rok pozdéji bylo testovano dalSich
24 jedinct tereje modronohého a bylo izolovdno a popsdno dalSich 10 polymorfnich
mikrosatelitovych lokust (Taylor et al., 2010). Pomoci téchto 10 lokust autofi dale
otestovali cross-speceis amplifikaci u piibuzného druhu tereje zlutonohého (Sula
leucogaster), u kterého nalezli 3 polymorfni mikrosatelitové lokusy s poctem 3 az 5
alel.

Morris-Pocock et al. (2010) objevili 15 novych polymorfnich mikrosatelitovych
lokust u tereje cervenonohého (Sula sula). Tento finalni set 15 polymofnich lokust dale
pouzili pro cross-species PCR amplifikaci u tereje modronohého (Sula nebouxii)
a tereje guanového (Sula variegata). 4 polymorfni mikrosatelitové lokusy s poétem 2-5
nalezli u tereje modronohého a 5 polymorfnich mikrosatelitovych lokusi s poctem 2-6
alel v piipad¢ tereje guanového.

Poslednim testovanym terejem je terej guanovy (Sula variegata), u kter¢ho
Taylor et al. (2010) izolovali a popsali 10 mikrosatelitovych lokust. I tyto lokusy autofi
dale uspé&sné pouzili pro cross-species amplifikaci u ptibuzného druhu terej zlutonohy,

u kterého objevili 7 polymorfnich mikrosatelitovych lokust se 3 az 8 alelami.

3.8 Mikrosatelity u potapek a potéplic

Potapky (Podicipediformes) a potaplice (Gaviiformes) jsou fady pfibuzné tiem
predchozim tfadim. Jedna se také o velké vodni ptaky.

U potapky rudokrké (Podiceps grisegena) Sachs & Hughes (1999) objevili
a popsali 7 polymorfnich mikrosatelitovych lokusi, pocet alel se pohyboval mezi 8 az
18 alelami. Tyto nové nalezené lokusy byly dale pouzity pro cross-species amplifikaci
na 5 druzich severoamerickych potapek: potapka Eernokrka (Podiceps nigricollis),
potapka Zlutoroha (Podiceps auritus), potapka americka (Podilymbus podiceps),
potapka zapadni (Aechmophorus occidentalis), potapka Clarkova (Aechmophorus
clarkii) a na jedné hybridni formé: hybrid occidentalis/clarkii. Cross-species
amplifikace poskytla polymorfni PCR produkty u vSech 6 lokusti pouze u potapky

zlutorohé.
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Celkem 7 polymorfnich mikrosatelitovych DNA lokusti bylo izolovano
u potaplice ledni (Gavia immer). Vyzkum probé&hl na 83 jedincich pochazejicich z 10
riznych lokalit v Severni Americe (McMillan et al., 2004). Tyto nové nalezené

mikrosatelitové lokusy zatim nebyly dale vyuzity pro cross-species PCR amplifikaci.
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4. Material a metody

4.1 Biologicky material

Pro tuto praci byla pouzita DNA vyizolovana z krevnich vzorkli osmi jedinct
volavéika ¢lunozobého (Cochlearius cochlearius) z chovu ZOO Dvur Kralové nad
Labem. Cast chovné skupiny pochézela z rtiznych evropskych ZOO (ZOO Beauval,
Z0O0 Frankfurt), proto nebyly k dispozici konkrétni informace o ptibuznosti jedinci.
Jedinou informaci, jiz zchovu ZOO Dvur Kralové nad Labem, bylo, Ze mezi
testovanymi jedinci se nachazi matka se tfemi mlad’aty. Otec mlad’at neni znamy, nebyl
k dispozici vzorek jeho DNA.

Krev byla odebirana v ZOO pod dohledem veterinarniho lékate pii prehdnéni
ptakti ze zimnich voliér do letnich (popf. naopak) sterilni injek¢ni jehlou z zily na

behaku.

4.2 Izolace DNA

1) Do mikrozkumavky napipetovat 100 pl roztoku krve v Queen’s pufru.

2) Ptipipetovat 100 pl roztoku proteindzy K (10 mg/ml), promichat a piidat 100 pl
10% roztoku SDS.

3) Mikrozkumavky inkubovat ptes noc v termostatu pfi teploté 37 C.

4) Ke smési pridat 300 pl fenolu a 300 pl chloroformu, mikrozkumavku vortexovat
a zcentrifugovat (2 000 g/5 min). Po centrifugaci vrchni fazi odebrat do nové zkumavky
tak, aby nedoslo k nasati vldken DNA se zbytky fenolu a chloroformu.

5) K odebranému roztoku ptidat 600 pl chloroformu, mikrozkumavku vortexovat
a centrifugovat (2000 g/5 min). Po centrifugaci vrchni fazi odebrat do nové
mikrozkumavky tak, aby nedoslo k nasati bilého zakalu proteini z mezifaze. Krok 5)
jesté jednou zopakovat.

6) K odebranému roztoku ptidat 180 pul vychlazeného octanu sodného
o koncentraci 3 mol/l a mikrozkumavku vyplnit vychlazenym isopropanolem.
Promichat a ulozit na 2 hodiny do — 20 °C.

7) Mikrozkumavky centrifugovat 30 az 40 minut pti 13 000 g/min.

8) Isopropanol slit a ke sraZzeniné DNA napipetovat 1 ml vychlazeného 70%
ethanolu.

9) Mikrozkumavky centrifugovat 10 minut pti 13 000 g/min.
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10)  Ethanol slit a zbylou srazeninu DNA v mikrozkumavce vysusit v termobloku
nebo v koncentratoru DNA.

11) K vysusené DNA pftipipetovat 500 ul TE pufru.

12)  Rozpoustét pies noc v termostatu pii 40 °C.

13)  Po fluorometrickém stanoveni koncentrace roztok DNA v mikrozkumavce

zamrazit v — 20 °C.

4.3 PCR amplifikace DNA

Slozeni PCR mixu pro 6 vzorkil (véetné zapocitanych ztrat pti pipetovani):

Deionizovana voda 45 ul
Storage Buffer 10x (10 mmol/l Tris-HCI, 50 mmol/l KCI,

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

Mikrozkumavku po napipetovani vSech slozek zvortexovat a kratce
zcentrifugovat. Kazdd reakce sestava z9 pl PCR mixu a 1 pl roztoku DNA

o koncentraci 50 pg/ml.

Zakladni ¢asovy a teplotni profil PCR reakce:

l. 94°C 5 min

2. 94°C 30s
50°C 30s 35 cykla
72°C 30s

3. 72°C 7 min
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Vyse popsanou technikou PCR amplifikace bylo u volavéika ¢lunozobého
otestovdno vSech 340 parii primert. Tyto primery pochéazely zriznych zdrojovych

druht, ktefi jsou dale uvedeni v Tabulce ¢.1.
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Tabulka ¢€.1: Zdrojové druhy testovanych primera

V jednotlivych sloupcich jsou uvedeny ftady, ze kterych zdrojové druhy

pochazeji; druhy, u kterych byl mikrosatelitovy lokus objeven, a ndzev popsaného

mikrosatelitového lokusu.

Rad Zdrojovy druh Mikrosatelitovy lokus (autor)
Cc01, Cc02, Cc03, Cc04, Cc05, Cc06, Cc07
Cap bily (Shephard et al., 2009);
(Ciconia ciconia) CCl1, CC3, CC7, CC9, CcCl10, CC13
(Selenbacher, osobni sdéleni, 2009)
NnAF4, NnBF7, NnCE11, NnCG3, NnDD9,
Tbis japonsky NnEB12, NnHB12, NnNF5, NnEA9, NnADI10,
(Nipponia nippon) NnEH10, NnGF4, NnLF11 (Ji et al., 2004);
NnO1, Nn03, Nn04, Nn12, Nn16, Nn17, Nn18,
Nn21, Nn23, Nn25, Nn26 (He et al., 2006)
Ibis rudy Eru02, Eru03, Eru04, Eru05, Eru06, Eru07,
(Eudocimus ruber) | Eru08, Eru09, Erul0, Erull (Santos et al., 2006)
PM1-4, PM1-13, PM1-17, PM2-14, PM2-16,
Kolpik maly PM2-20, PM2-21, PM2-28, PM2-29, PM2-37,
(Platalea minor) 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 (Yeung et al., 2008)
Brodivi Kolpik rizovy Aajul, Aaju2, Aaju3, Aaju4, Aaju5, Aajub
(Ajaia ajaja) (Sawyer & Banjamin, 2006)
Kvakos no¢ni nyctil4, nyctil5, nycti22, nycti26, nycti35,
(Nycticorax nycti36, nycti41, nycti43, nycti62, nycti68,
nycticorax) nycti74 (Chang et al., 2009)
WS1, WS2, WS4, WS6 (Van den Busshe et al.,
Nesyt lesni 1999);
(Mycteria americana) WSp 03, WS 08, WSu 09, WSp 13, WS 14,
WSu 17, WSp 18, WSu 19, WSu 20, WS 23,
WSu 24(Tomasulo-Seccomandi et al., 2003)
Ah 205, Ah 208, Ah 209, Ah 210, Ah 211, Ah
Volavka velka 212, Ah 217, Ah 320, Ah 341, Ah 343, Ah 414,
(Ardea herodias) Ah 421, Ah 517, Ah 522, Ah 526, Ah 536, Ah
630 (McGuire & Noor, 2002)
Volavka lutozobé Ae01, Ae04, Ae05, Ae09, Ael3, Ae24, Ae25,
(Egretta eulophotes) Ae26, Ae27, Ae28, Ae30, Ae35, Ae36, Ae37,
Ae38, Aed2, Aed4, Ae47 (Huang et al., 2009)
Plamenak karibsky | Prup 1, Prup 2, Prup 3, Prup 4, Prup 5, Prup 6,
(Phoenicopterus Prup 7, Prup 8, Prup 9, Prup 13 (Kapil, 2005;
ruber) Preston, 2005; Kapil et al., 2010)
PrA2, PrA3, PrA9, PrA102, PrA103, PrA104,
Plamenidci PrA105, PrA110, PrA111, PrA113, PrB1, PrB2,
amenaci

Plamenak razovy
(Phoenicopterus
roseus)

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 (Geraci et al., 2010)
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Rad Zdrojovy druh Mikrosatelitovy lokus
. . PgAATI, PgAAT3, PgAAT6, PEAATS,
Potépky (Plz)‘atf‘cfg; ;‘fsogé(ﬁa) PgAAT25, PeAAT34, PgAAT41 (Sachs &
Hughes, 1999)
Potéplice Potéplic'e ledni GimA12; GimC5, GimD12, GimE11, GimD?9,
(Gavia immer) GimCl11, GimA9 (McMillan et al., 2004)
Kormoran galapazsky | PhB2, PhB4, PhB11, PhC11, PhDI11, PhF12,
(Phalacrocorax PhG8, PhG12 (Duffie et al., 2008)
harrisi)
COR 01, COR 03, COR 05, COR 06, COR 07,
COR 12, COR 15,COR 17, COR 19, COR 20,
Kormorén usaty COR 21, COR 22, COR 23, COR 26, COR 28,
(Phalacrocorax COR 30, COR 31, COR 35, COR 38, CQR 40,
. COR 41, COR 43, COR 45, COR 47 (Fike et al.,
auritus) ]
2009);
Dcco-01, Dcco-02, Dcco-03, Dceco-04, Deco-05,
Dcco-06, Dcco-07, Dcco-08 (Mercer et al., 2010)
Kormoran velky PcD 2, PcD 4, PcD 5, PcD 6, PcT 1, PcT 3, PcT 4
(Phalacrocorax (Piertney et al., 1998)
carbo)
Pelikén bily PELO086, PEL149, PEL175, PEL185, PEL188,
(Pelecanus PEL190, PEL207, PEL221, PEL265, PEL304 (de
onocrotalus) Ponte Machado et al., 2009)
Pelikan PeEr 01, PeEr 02, PeEr 03, PeEr 04, PeEr 05,
severoamericky PeEr 06, PeEr 07, PeEr 08, PeEr 09 (Hickman et
Veslonozi (Pelecanus al., 2009)
erythrorhynchos)
FminO1, Fmin02, Fmin03, Fmin04, Fmin05,
Fregatka mala Fmin06, Fmin07, Fmin08, Fmin09, Fmin10,
(Fregata minor) Fminl1, Fminl2, Fminl3, Fminl4, Fminl5,
Fminl6, Fmin18 (Dearborn et al., 2008)
BOOB-RM2-F07, BOOB-RM3-D07, BOOB-
RM3-F11, BOOB-RM4-A08, BOOB-RM4-B03,
Terej modronohy BOOB-RM4-C03, BOOB-RM4-D07, BOOB-
(Sula nebouxii) RM4-E03, BOOB-RM4-E10, BOOB-RM4-F11,
BOOB-RM4-G03 (Faircloth et al., 2009);
Sn2B-68, Sn2B-83, Sn2A-90, Sn2A-123, Sn2A-
36, Sn2B-100 (Taylor et al., 2010)
Ss1b-16, Ss1b-51, Ss1b-57, Ss1b-98, Ss1b-106,
Terej Cervenonohy | Ss1b-142, Ss2b-2, Ss2b-35, Ss2b-48, Ss2b-71,
(Sula sula) Ss2b-88, Ss2b-92, Ss2b-110, Ss2b-138, Ss2b-153
(Morris-Pocock et al., 2010)
Terej gudnovy Sv2A-2, Sv2A-26, Sv2A-47, Sv2A-50, Sv2A-53,
(Sula variegata) Sv2A-95, Sv2A-152, Sv2B-27, Sv2B-138 (Taylor
etal., 2010)
Kachna divoka APHO7, APHOS, APH09, APH12, APH13,
Vrubozobi (Anas platyrhynchos) | APH16 (Maak et al., 2003)

Kachna pizmova
(Cairina moschata)

CmAATI16, CmAAT35, CmAAT38 (Stai &
Hughes, 2003)
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.

Rad Zdrojovy druh Mikrosatelitovy lokus

Kachnice lalo¢nata | Blml1, Blm10, BiIm12 (Guay & Mulder, 2005)
(Biziura lobata)

Vrubozobi Kajka motska Smo10 (Paulus & Tiedemann, 2003)
(Somateria
mollissima)

Tucnak krouzkovy | AM13 (Roeder et al., 2001)

Tucnaci ) )
(Pygoscelis adeliae)
Dlouhokiidli | Alkounek drobny | Apy06, Apy07 (Dawson et al., 2005)
(Aethia pygmaea)
Sudokopytnici Pratur indicky, zebu | HEL1 (Sodhi et al., 2006)

(Bos indicus)

4.4 Elektroforéza DNA a analyza geli

Produkty ziskané PCR reakci byly separovany pomoci vertikalni
elektroforézy v 6% polyakrylamidovém gelu. Postup je optimalizovan pro pouZiti
vyhiivané vertikalni sekvenaéni elektroforetick¢é komirky S2 Whatman Biometra,

s rozméry skel 333 x 392 mm a 333 x 418 mm a tloustkou gelu 0,4 mm.

1) Vétsi sklo omyt vodou a vydrhnout kartackem. Oplachnout deionizovanou
vodou, osusit, omyt 96% ethanolem. OSetfit na ploSe, kterd se bude dotykat gelu,
ptipravkem na odpuzovani vody na skla automobilt.

2) Kratsi sklo omyt vodou se saponatem a vydrhnout kartickem. Na ploSe, ktera se
bude dotykat gelu, oSetfit 1 ml roztoku 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu s 3 pl 3-
methakryloxypropyltrimethoxysilanu. Ten nechat 5 minut zaschnout, poté oplachnout
96% ethanolem.

3) Na rovnou podlozku v digestofi umistit vétsi sklo oSetfenou plochou nahoru, na
n¢j po stranach polozit 0,4 mm silné spacery a na né polozit mensi sklo oSetfenou
plochou dolti. Skla na kazdé stran€ sepnout klipsy v misté spacerti.

4) Piipravit roztok 6% polyakrylamidového gelu. Roztok dobfe promichat
a pomalu vypoustét mezi skla.

5) Po vyplnéni celého prostoru mezi skly gelem, vsunout mezi skla v misté, kde se
plnil tento prostor gelem, hiebinek jeho rovnou stranou asi 0,7 az 1 cm hluboko.
V misté hiebinku skla sepnout klipsy a gel nechat hodinu polymerizovat.

6) Po utuhnuti gelu skla omyt od vSech zbytki polyakrylamidu. Sklo usuSit

a upevnit pomoci Sroubovacich uchyti do elektroforetické komurky.
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7) Katodovy 1 anodovy prostor zalit 0,5 x TBE pufrem, vytahnou hiebinek
a vzniklou mezeru mezi skly dobfe vycistit proudem pufru zinjekéni stiikacky.
Katodovy 1 anodovy prostor uzaviit, nastavit hodnotu vykonu 90 W (hodnoty
elektrického napéti i proudu jsou nastaveny na maximum: 3000 V/150 mA). Za téchto
podminek nechat gel predehiat asi 30 minut.

8) P&t minut pfed nanesenim vzorkil tyto vzorky vzniklé smisenim 1 objemového
dilu PCR produktu a 0,5 dilu nandSeciho pufru vloZit na 3 minuty do denaturacnich
podminek (termocycler, 94°C). Po vyjmuti mikrozkumavky ztermocycleru vzorky
okamzité vsunout do ledové tfisté, aby se zabranilo renaturaci denaturovnaych vlaken
DNA produkti.

9) Béhem denaturace do vycisténé mezery mezi skly vsunout hiebinek zoubky asi
1 mm hluboko do gelu.

10) Do mezer mezi zoubky hiebinku nanést po 2 pl jednotlivych vzorku pipetou. Po
napipetovani vSech vzorkii katodovy prostor uzavtit, nasadit elektrodu a na zdroji
stejnosmérného elektrického proudu jako limitni faktor nastavit hodnotu vykonu 70 W.
11) Cas separace vzorktl zavisi na molekularnich hmotnostech (délkach)
rozdélovanych PCR produkti. Orientacné je mozné se fidit pomoci barviv v nanasSecim
pufru (bromfenolovd a xylenovd modi), které¢ ukazuji pribéh elektroforézy. Obvykla
doba separace vzorkl je 1 az 3 hodiny.

12)  Po uplynuti ¢asu elektroforetické¢ho déleni vzorkli gel se skly vyjmout a polozit
do vodorovné polohy mens$im sklem nahoru. Z prostoru mezi skly opatrné vytahnout
hiebinek 1 oba spacery a skla od sebe odpacit cepeli noze.

13)  Odchlipené¢ mensi sklo s pfilepenym gelem otocit gelem nahoru a uloZit do
fotomisky, umistit na tfepacku a zalit fix/stop roztokem. Doba piisobeni fix/stop roztoku
na gel je pfiblizn¢ 20 minut.

14)  Fix/stop roztok slit do banky a sklo s gelem promyt v deionizované vod¢. Pak
nasleduje 5 minutové promyti gelu na tfepacce v 1% roztoku HNOs, vyliti tohoto
roztoku a promyti gelu v deionizované vode¢.

15)  Sklo s gelem umistit na tiepacku do 0,1% roztoku AgNO; a nechat pusobit
priblizn€ 30 minut. Poté roztok slit zpét do zasobni lahve.

16)  Sklo s gelem na 5 vtefin ponofit do misky s deionizovanou vodou. Pfemistit do
fotomisky na tfepacku a zalit vyvojkou. Sleduje se vyvijeni hnédocernych stiibrem
obarvenych prouzki PCR produktu.

17)  Vyvijeni zbarveni zastavit pfilitim fix/stop roztoku uchovaného z kroku 14).
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18)  Sklo s gelem potom ponofit asi na 2 minuty do deionizované vody, pak prenést
na 1 hodinu do suSarny, kde se gel pfi 60 °C vysusi. Po vysuSeni je mozné sklo
vyhodnotit na negatoskopu. K zdznamu vysledkl na skle je vhodné pouzit scaner nebo
digitalni fotoaparat.

19)  Sklo s jiz nepotiebnym gelem ponoftit na nékolik desitek minut az nékolik hodin
do roztoku NaOH o koncentrci 1 mol/l. Gel by se mél kompletné odlepit a pokud ne, 1ze

jej ze skla strhnout pomoci Skrabky. Sklo se umyje a je znovu k pouZiti.

4.5 Chemikalie

Akrylamid (Serva)

aTag DNA polymeraza (5U/ul), M1241 (Promega)
Bromfenolova modf (Serva)

Deionizovana voda

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

Ethanol — 96% roztok (Seliko Olomouc)
Ethylendiaminotetraoctan sodny (Na,EDTA) (Lachema)
Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Lachema)
Formaldehyd (AppliChem)

Formamid (AppliChem)

Hydroxid sodny (Lachema)

Chlorid sodny (Lachema)

Kyselina borita (Lachema)

Kyselina dusi¢nd — 65% roztok (Lachema)

Kyselina octové — 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 automobilt (Pennzoil-Quaker State)

Thiosiran sodny (Lachema)
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Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)
Uhli¢itan sodny (Lachema)
Xylenova modrt (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.6 Roztoky

Fix/stop roztok:
80 ml ledové kyseliny octové

objem doplnit deionizovanou H,O na 800 ml

Nanaseci pufr pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu:
0,125 g bromphenolové modie
0,125 g xylénové modie
10 ml H,O

100 ml formamidu

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

Roztok 0,1% dusi¢nanu sttibrného AgNOs:
0,8 g AgNO;
objem doplnit deionizovanou H,O na 800 ml

pted pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu

Roztok 1% kyseliny dusi¢né HNO;:
12 ml 65% HNO;

objem doplnit deionizovanou H,O na 800 ml

Roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu:
1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu
3 ul 3- methakryloxypropyltrimethoxysilanu

Roztok 10% peroxodisiranu amonného (NH4),S,0s:

1 g peroxodisiranu amonného (NH4),S,0s
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rozpustit v 10 ml deionizované H,O

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,0;

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 1ahvi ve 4 °C

4.7 Ptistrojové vybaveni
- vahy:
- elektroforeticky zdroj:

- chladnic¢ka kombinovana:
- magnetickd michacka:

- mikropipety:

- minicentrifuga:

- minicentrifuga:

- negatoskop:

- sekvenacni elektroforeticka komiirka:
- susarna:

- temperovany blok:

- termocykler:

EK —200g (AND)

EV232 (Consort)

ECPS 3000/150 (Pharmacia Fine
Chemicals)

(Whirpool)

RCTbasic (Ika)

Nichipipet EX 0,5 pl az 1 ml (Nichiryo)
Finnpipette, 0,3-3 ul, 1-10 pl, 10-100 pl
(ThermoLabsystems)

E-contrifuge (Wealtec)

Spectrafuge Mini (Labnet)

NEGA1 (Maneko)

S2 (Whatman Biometra)

HS 1228 (Chirana)

Dri-block DB-2D (Techne)

TC-XP cycler (2 bloky po 48 x 0,2 ml)
(Bioer Technology)
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- tfepacka:

- vortex:

- vyrobnik deionizované vody:

- vyrobnik ledu:

Orbit 1 900 (Labnet International)
MS2 Minishaker (IKA)
AquaOsmotic

Icematic F100 Compact (Castel Mac)
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5. Vysledky
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6. Diskuse
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7. Zavér

V této praci jsem provedla testovani 340 pari primeri metodou Cross-species
PCR amplifikace polymorfnich mikrosatelitovych lokusti u volavcika Elunozobého
(Cochlearius cochlearius). Tyto pary primert pochazely z osmi riznych radu ptakt
a jednoho fadu savci, u kterych vykazovaly polymorfismus.

Testovani probihalo nejprve na 6 jedincich dané¢ho druhu, na kterych probéhly
primarni testy vSech 340 para primert. U polymorfnich mikrosatelitovych lokust jsem
nasledné provedla optimalizaci podminek teplot annealingu (T,), pocet cykla pfi PCR
a délky elektroforetické separace v 6% polyakrylamidovém gelu.

Po zjisténi  optimalnich podminek pro vizualizace polymorfnich
mikrosatelitovych lokusti jsem pokracovala ve zjistovani genotypti. Pro genotypyzaci
jsem pouZila vyizolovanou DNA z 8 jedinct volavéika ¢lunozobého z chovu ZOO Dvir
Kralové nad Labem.

Na =zaklad¢ provedenych testi jsem zjistila celkem 34 polymorfnich
mikrosatelitovych lokusti, které se u volavcika Clunozobého uspésné amplifikovaly.
Uspésnost zachytu polymorfnich mikrosatelitii byla 10 %.

Tyto lokusy je mozné vyuzit pii studiu paternity volavéika c¢lunozobého
(Cochlearius cochlearius).

I pfes maly pocet jedinci ve zkoumané skupiné se podafilo diky programu

CERVUS 3.0.3 zjistit nékteré statistické parametry mikrosatelitovych lokusi.
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9. Seznam pouzitych zkratek a symbolu

BFM — bromfenolova modf

bp — pary bazi

DNA - kyselina deoxyribonukleova

dNTPs — smés deoxynukleotid-trifosfatt
GenBank — databaze nukleotidovych sekvenci
PCR — polymerazova fetézova reakce

ssDNA — jednovlaknova DNA

SSLP — délkovy polymorfismus jednoduchych sekvenci
SSRs — repetice jednoduchych sekvenci

STRs — kratké tandemové repetice

T, — teplota annealingu

t. — Cas elektorforetické separace
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