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Souhrn

V této bakalatské praci jsem se zabyvala hledanim polymorfnich mikrosatelitt
u nesyta afrického (Mycteria ibis) metodou cross-species PCR amplifikace.

V teoretické ¢asti jsem se vénovala taxonomickému zafazeni nesyta afrického.
Popsala jsem tad brodivi (Ciconiiformes), ¢eled” ¢apoviti (Ciconiidae) a rod nesyt
(Mycteria). Nasledovala také kapitola tykajici se nesyta afrického. V dalsi ¢asti reserSe
jsem se vénovala popisu repetitivni DNA. Nejvice jsem se zabyvala mikrosatelity, jejich
rozdélenim, vyuzitim a hledanim. Posledni ¢ast teoretického uvodu jsem vénovala
popisu hledani mikrosatelitovych lokust navrzenych pro druhy z ¥ada brodivi, potaplice
a potapky.

V praktické casti jsem se zaobirala testovanim mikrosatelitovych lokustu
metodou cross-species PCR amplifikace u 6 jedinct nesyta afrického, jehoz vzorky
krve byly ziskany ze ZOO Zlin-Le$na. Celkem bylo testovano 219 part primerd. Z fada
brodivi a potaplice byly testovany vSechny dosud nalezené mikrosatelitové lokusy,
z fadd potapky a vrubozobi pouze nékteré vybrané mikrosatelity.

Polymorfni produkt jsem zaznamenala u 63 part primerl, z nichz 60 bylo
puvodné navrzeno pro ptaky z tadu brodivi. 1 polymorfni mikrosatelit pochazel od
potaplice ledni (fad potaplice) a 2 od kachny divoké (fad vrubozobi). Pocet alel se
pohyboval od 2 do 8.



Summary

In this bachelor thesis | engaged in search of polymorphic microsatellites in
yellow-billed stork (Mycteria ibis) by cross-species PCR amplification.

In the theoretical part | dealt with taxonomic classification of the yellow-billed
stork. | described the order Ciconiiformes, family Ciconiidae and genus Mycteria.
Followed by a chapter about yellow-billed stork. In the next part of the research |
focused on the description of repetitive DNA. Mainly | dealt with microsatellites, their
distribution, use and search. In the last part of the theoretical introduction I focused on
description of searching microsatellite loci designed for species of orders
Ciconiiformes, Gaviiformes and Podicipediformes.

In the experimental part | engaged in testing their microsatellite loci by cross-
species PCR amplification on 6 individuals of yellow-billed stork. These blood samples
were obtained from ZOO Zlin-Lesna. Altogether, 219 pairs of primers were tested. For
orders Ciconiiformes and Gaviiformes all found microsatellite loci were tested, for the
orders Podicipediformes and Anseriformes only some microsatellites were tested.

| detected polymorphic product in 63 primer pairs, 60 of which were originally
designed for birds of the order Ciconiiformes, 1 polymorphic microsatellite came from
great northern loon (order Gaviiformes) and 2 from mallard (order Anseriformes).

Number of alleles ranged from 2 to 8.
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1. Uvod

Nesyt africky (Mycteria ibis), ktery patii do fadu brodivi, je ¢astym chovancem
zoologickych zahrad. Pro tento druh nejsou dosud znamy markery pro testovani
paternity jednotlivych mlad’at. Data tykajici se paternity pochéazeji pouze z pozorovani
etologie téchto ptaki.

Ve své bakalarské praci se budu zabyvat hledanim polymorfnich
mikrosatelitovych lokusi u tohoto druhu, které by v budoucnosti mohly slouzit
pro urCovani paternity mlad’at. Pro testovani budu pouzivat metodu cross-species PCR
amplifikace, pii které budu vyuzivat vSechny dosud nalezené mikrosatelity z tadu
brodivi (Ciconiiformes) a z tadu potaplice (Gaviiformes), dale pak nckteré vybrané

mikrosatelity z fada potapky (Podicipediformes) a vrubozobi (Anseriformes).



2. Cile prace

e Shromézdéni dostupnych literarnich zdroji

e Zpracovani reSerSe na dané téma

e Cross-species PCR amplifikace veskerych popsanych mikrosateliti z tada
brodivi (Ciconiiformes) a potaplice (Gaviiformes) a vybranych mikrosatelitt
ztadi potapky (Podicipediformes) a vrubozobi (Anseriformes) U nesyta

afrického (Mycteria ibis)



3. Literarni prehled

3.1 Rad brodivi

Rad brodivi (Ciconiiformes) je tvofen péti deledémi: volavkoviti (Ardeidae),
ibisoviti  (Threskiornithidae), ¢apoviti (Ciconiidae), kladivouSoviti (Scopidae)
a ¢lunozobcoviti (Balaenicipitidae), do kterych je zatfazeno 113 druht rozsifenych
po celém svété s vyjimkou polarnich oblasti. V Ceské republice se vyskytuje tiinact
druht ze ti1 ¢eledi, hnizdi zde ale jen deset druhii (Stastny et al., 1998).

Do tadu brodivi patii ptaci stfedniho az velkého vzriistu. Charakteristickym
znakem vétSiny z nich jsou dlouhé nohy, dlouhy stihly krk a silny zobdk, coz jsou
adaptace k lovu nebo sbirani potravy pii brodéni v mélké vodé. Mezi dal$i vyznamné
znaky zéastupcii tohoto fadu patii nizko nasazeny a dobie vyvinuty palec (Stastny et al.,
1998). I kdyz jsou nohy brodivych dlouhé, nepouzivaji je k béhu, ale pohybuji se
pomalym krokem. Jakmile prchaji, vzlétnou (Hudec et Cerny, 1972). Ptakim z fadu
brodivi obvykle chybi vole, maji tfidilny Zaludek a samci mohou mit rudimentarni
penis. Brodivi vyborné 1étaji, vyuzivaji hlavné proudy vznikajici pti oteplovani vzduchu
nad pevninou — tzv. statické plachténi (Gaisler et Zima, 2007). Pii letu maji brodivi
vzdy natazené nohy. Volavkoviti 1étaji s esovité prohnutym krkem a hlavou pfitazenou
k lopatkam, &apoviti a ibisi s krkem natazenym doptedu (Hudec et Cerny, 1972). Zobak
ma vétSinou tvar §tihlé ostré harpuny, miiZze byt ale v disledku adaptace na zptsob lovu
a sbéru potravy pozménén nebo upraven (Stastny et al., 1998).

V opefeni se ¢asto vyskytuji hold mista nebo rtizné vyrtstky; casto je mozné
pozorovat ozdobnd pera na hlavé nebo na krku. Ob& pohlavi jsou zpravidla stejné
zbarvend. Samice byvaji mensi a maji méné vyvinutd ozdobna pera. Mlad’ata ale mohou
vypadat velmi odli§né (Stastny et al., 1998).

Zvukové projevy brodivych jsou vétSinou hlasité, proto je velmi typicka trvala
zvukova kulisa na hnizdni kolonii (Stastny et al., 1998). Hlasovy organ je u brodivych
vV rizné mife zakrnély, proto je nedostatek hlasu zejména u ¢apovitych nahrazovan
klapanim zobaku. Nejvyraznéjii hlasové projevy pak maji volavkoviti (Hudec et Cerny,
1972).

VSichni zéastupci fadu brodivi jsou masozravcei. VétSinou lovi ryby, zéby a dalsi
obojzivelniky, nebo chytaji hmyz ve vodé¢ a jejim okoli. U tohoto fadu se setkdvame

s n€kolika strategiemi lovu. Volavky a bukaci vyhledavaji kofist pomoci ostrého zraku.
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Dokazi stat nehnuté na misté¢ né€kolik hodin, dokud se kofist neptiblizi na dosah. Ibisi
a kolpici lovi kofist v bahnité vodé pomoci velmi citlivého zobaku. Capi hledaji potravu
nejcastéji na zemi, kdy kraceji pomalu travou ¢i bazinou a chytaji drobné zivocichy,
které¢ vyrusili. Nékteré druhy, jako naptiklad marabuové, krouzi vzduchem podobné
jako supi a hledaji zdechliny (Burnie, 2008).

Ackoliv tito ptaci lovi samotaisky, vétSina jich hnizdi ve skupinach. VétSina
druhti hnizdi na stromech (Burnie, 2008). Hnizda jsou zpravidla pomérné velka a jsou
vybudovana z vétvi a klacikli. Druhy obyvajici takovato hnizda v nich hnizdi i nékolik
let a stale je pfistavuji. Druhy obyvajici rakosiny, si stavéji zpravidla kazdy rok hnizda
nova, a to z rakosovych stébel na prelamaném rakosu a orobinci (Hudec et Cerny,
1972). Hnizda brodivych se také vyskytuji i na skalach a stavbach (Stastny et al., 1998).
Vejce jsou skoro u vSech druhii brodivych neskvrnita. Mlad’ata jsou krmiva, lihnou se
vidouci a vyznacuji se rychlym ristem. Oba rodice pfinaseji mlad’atim potravu, kterou
vyvrhuji do hnizda. U volavkovitych je potrava zprvu vyvrhovana mlad’atim piimo
do zobakd (Hudec et Cerny, 1972). Mlad’ata jsou plné vzletnd od jednoho mésice
do 115 dnti, mlad’ata bukackt vsak vylézaji z hnizda uz kolem desatého dne, kdy jeste
neumé¢;ji 1état. Pohlavni dospélosti se dozivaji mezi prvnim a patym rokem. Velké druhy
fadu brodivych se mohou doZivat vysokého véku (Stastny et al., 1998).

Rad brodivi je rozsifen po celé Zemi s vyjimkou polarnich oblasti. Hlavnim
mistem vyskytu jsou tropické oblasti, v chladn&jSich pasmech se vyskytuje méné
jedinct, ktefi zpravidla podstupuji dlouhé tahy na zimovisté (Stastny et al., 1998).

Velky pocet zastupcii tohoto fadu je na seznamu kriticky ohroZenych druht.
Jen velmi malo zastupct se dokazalo pfizptuisobit zménam, které v krajiné zpusobil
¢loveék. Piikladem je volavka rusohlava (Bubulcus ibis), ktera nasla nova lovisté na

pastvinach a ryzovych polich (Burnie, 2008).

3.1.1 Celed’ &apoviti

Celed’ ¢apoviti (Ciconiidae) je velmi dobfe definovana skupina, kterd se
vyskytovala jiz na zacatku tietihor. Je délena do tfi tribi. Tribus Mycterini se sklada
z rodu nesyt — Mycteria (obsahuje ¢tyti druhy) a zejozob — Anastomus (obsahuje dva
druhy). Tito ptaci jsou charakteristi¢ti pomérmé malym télem, zivotem V koloniich a
zobakem specializovanym k lovu kofisti. Tribus Ciconiini zahrnuje sedm druhii rodu

cey

¢ap — Ciconia. Jedna se o ¢apy zijici samotarsky nebo v koloniich. Maji univerzalni
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zobak, ktery je vyhovujici pro loveni riznych druhti kofisti. Tribus Leptoptilini
obsahuje dva druhy rodu ¢ap — Ephippiorhynchus, jeden druh rodu jabiru — Jabiru
a tfi druhy rodu marabu — Leptoptilos. Tito ptaci maji velké t€lo a masivni zobak, ktery
je u nékterych druhii specializovany pro urcity druh kofisti. Zatimco druhy rodu
Leptoptilos ziji v koloniich, druhy roda Ephippiorhynchus a Jabiru jsou samotaiské
(del Hoyo et al., 1992).

Capoviti jsou ptaci stfedniho az velkého vzriistu s dlouhym zobakem, krkem a
nohama. Samci byvaji o trochu vétsi nez samice. Tempo chiize ¢apovitych je pomalé,
ale na kratké vzdalenosti jsou schopni se rychle vrhnout pro kofist (del Hoyo et al.,
1992). Dlouhé nohy jsou vice nez do poloviny holen¢ neopefené a maji slabé vyvinuty
palec (Hudec et Cerny, 1972). Kfidla téchto ptakd jsou Siroka a dlouha. Capoviti skvéle
plachti, ¢asto vysoko (Stastny et al., 1998). Na této technice letu jsou zavisli, protoZe
obvykle nemaji vydrz nezbytnou pro trvalé mavani ki#idly. Nelétaji v Zzadnych
formacich, a to ani na kratké vzdalenosti, ani pfi migraci. Pefi je zbarveno do ¢erné,
¢erno-Sedé a bilé barvy. Mlad’ata se zbarvenim 1isi — jejich opefeni je Sedé nebo hnédé.
K vyméné peti na zbarveni dospélcti dochazi kolem druhého az Etvrtého roku (del Hoyo
etal., 1992).

Vsechny druhy ¢apovitych jsou vyhradn€ masozravé. Jejich typickou potravou
jsou malé ryby, zadby, hmyz a mali hlodavci. Nékteré druhy se specializuji na rizné
druhy kofisti. Pfikladem mohou byt zastupci rodu Mycteria, kteti se specializuji na malé
a stiedné velké ryby, zaby, korySe a vodni hmyz. Obecné preferuji loveni v mélké vodé
s velkou koncentraci ryb (del Hoyo et al., 1992).

Capoviti hnizdi na stromech nebo vyvysenych mistech (Stastny et al., 1998).
U samostatné hnizdicich druhti mohou zit jedinci spolu v paru n¢kolik let, kdezto
kolonialni druhy tvofi kazdy rok nové pary. Na stavbé nebo opravé hnizda se podileji
ob¢ pohlavi. Samec vétSinou nosi stavebni material, ktery samice uklada na misto.
Pafeni probiha casto béhem stavéni hnizda. Do hnizda kladou obvykle 3 — 5 vajec.
Nidikolni mlad’ata se lihnou asynchronné. Oba rodic¢e nosi mlad’atim potravu, kterou
pokladaji na dno hnizda. V n¢kolika prvnich tydnech spotiebuji mladi ¢apoviti enormni
mnozstvi potravy (del Hoyo et al., 1992).

Capoviti jsou docela prizptisobivi, co se tye prostiedi. Jejich typickymi
stanoviSti jsou baziny, mocaly, okraje rybnikid, zaplavené louky a pastviny
(del Hoyo et al., 1992). Vétsina Capovitych zije v tropickych oblastech. Ti, kteti obyvaji

v

chladng;jsi izemi, se na zimu stéhuji do teplych krajin (Stastny et al., 1998).
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3.1.1.1 Rod nesyt

vvvvvv

cey

V Americe, Africe a jizni a jihovychodni Asii (Anonymous, 2011). Druhem Zijicim
Vv Americe je nesyt lesni (Mycteria americana). Vyskytuje se na jihovychodé Spojenych
statt americkych (kde je oznafen jako ohrozeny druh), v Mexiku, Stiedni a Jizni
Americe (Tomassulo-Seccomandi et al., 2003). Dalsim druhem patiicim do tohoto rodu
je nesyt indomalajsky (Mycteria leucocephala), ktery se vyskytuje na indickém
subkontinentu (Urfi et Kalam, 2006). Druhym druhem Zijicim v Asii je nesyt bily
(Mycteria cinerea). Obyva oblasti severniho Vietnamu, Sri Lanku, Kambodzu, Malajsii
a Indonéské ostrovy, a to konkrétné Sumatru, Javu a Sulawesi (del Hoyo et al., 1992).
Poslednim druhem, ktery patii do rodu nesyt je nesyt africky (Mycteria ibis), o némz
pojednava nasledujici kapitola.

Nesyt africky byl dfive spolu s dalSimi nesyty fazen do rodu Tantalus nebo
Ibis. Jedinym zastupcem rodu Mycteria byl puvodné jen nesyt lesni (Mycteria
americana). Diky dfive aktualnimu anglickému pojmenovani ,,wood ibises* byli nesyti
zaménéni se zastupci Celedi ibisoviti (Threskiornithidae). Navenek se této celedi
podobaji, ale jejich chovani a nékolik strukturnich znakt jsou typické pro ¢apovité a

jsou zcela odlisné od vseho, co bylo nalezeno u ibisovitych (del Hoyo et al., 1992).

31111 Nesyt africky

Nesyt africky je 95 — 105 cm velky ptak, jehoZ rozpéti kiidel je 150 — 160 cm
(del Hoyo et al., 1992; Svensson et Grant, 2004). Ma dlouhy Zluty zobak, ktery je mirné
zakiiveny. Jeho cCelo a tvafe jsou holé, ktize hlavy ma oranzovo-Cervenou barvu.
Opeteni je bilé¢ barvy, na krku a zadni ¢asti hlavy muze byt pefi trochu naSedlé. Bilé
zbarveni je prostoupeno nartiZzovélymi nebo nacervenalymi Spi¢kami nckterych per,
a to zejména v obdobi pareni, kdy obecné dochazi k intenzivnéj$imu zbarveni — zejména
zobaku, holych casti hlavy a nohou. Pera kiidel a ocasu maji ¢ernou barvu. Nohy jsou
cervené (Brown et al., 1993). Samec je obvykle vétsi, ob¢é pohlavi jsou témér stejné
zbarvena (Burnie, 2008). Mlad’ata jsou Sedo-hnédd, maji Sedaveé zluty zobak,
nevyraznou oranzovou tvaf a nahn&dlé nohy. Pera kiidel a ocasu maji tmavé hnédou
barvu (Brown et al., 1993).

Typickou kofisti nesyta afrického jsou zaby, malé ryby, vodni hmyz, cervi
a korysi (viz obrazek €. 1). Lovi v mélkych vodach se zobakem ponofenym ve vodé.
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Zobak je ve vodé vétSinou mirn€ otevieny. Nékdy také ptfi lovu michd jednou nohou
spodni vrstvu blata nebo pouziva kiidlo k zastinéni vody. Jakmile se kofist pfiblizi,
dochazi k velmi rychlému zaklapnuti zobdku a chyceni kofisti. Polapenou kofist ¢asto
polyka jesté Zivou. Loveni je zaloZzeno na adaptaci zobdku, ktery je velice citlivy na
dotek, kofist totiz nebyvad v kalné vodé viditelnd. Uspésnost této strategie lovu se

ukazuje i tim, Ze nesyt africky travi lovenim jen kratkou ¢ast dne (Brown et al., 1993).

Obrazek €. 1: Nesyt africky s kofisti (foto: Stanislav Novotny).

Hnizdi v koloniich, ¢asto s dal§imi brodivymi, jako jsou volavky,
a veslonohymi, jako jsou kormorani. Hnizda stavi obvykle na vrcholech stromu,
nejcastéji na vysokych akaciich a baobabech. Na stavbé hnizda se podileji obé pohlavi;
stavba trva 7 — 10 dni. Kazdy rok stavi nové, celkem malé, hnizdo z vétvi, rdkosu
a vodnich rostlin (Brown et al., 1993). Klade vétSinou dvé az tii vejce, vzacnéji Ctyfi.
Doba inkubace je cca 30 dni (del Hoyo et al., 1992). Na vejcich sedi stfidavé oba
rodice, a to v dlouhych intervalech. Mlad’ata se lihnou v intervalech dvou nebo vice dna
a zpocatku vyzaduji nepfetrZitou péci. Dokud nejsou alespon Castecné opetend, sedi
snimi dospéli v hnizdé¢ a chrani je proti slune¢nimu svitu. Mladd’ata jsou krmena
potravou vyvrhovanou rodi¢i do hnizda, pokud jsou vSak extrémné hladova, berou si
potravu pfimo ze zobakii rodi¢i. Péce o potomky se snizuje po cca tfech tydnech.
Hnizdo opoustéji jiz bez pomoci rodict (Brown et al., 1993). Sexualni dospélosti
dosahuji nejdiive ve tfetim roce Zivota. Nejdelsi doba Zivota byla zaznamendna u

jedince chovaného v zajeti; tento jedinec zil vice nez 19 let (del Hoyo et al., 1992).
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Nesyt africky obyva okraje velkych fek a jezer, baziny, ryzova pole, laguny a
pobtezi (Burnie, 2008). V zapadni Africe hnizdi nékdy také ve méstech (del Hoyo et al.,
1992). Ptesuny jsou pouze lokalni, ne na dlouhé vzdalenosti. Trvale se vyskytuje
vV Zimbabwe, Zambii a na vétSiné uzemi tropické Afriky, roztrousené v palearktické
Africe. V zapadni Africe provadi pravidelné migrace, kdy v obdobi sucha odléta na jih
(Brown et al., 1993).

Tento druh neni globéln¢ ohrozen, jelikoZ pocet jedincii je, mozné kromé jizni

Afriky, stabilni (del Hoyo et al., 1992).

3.2 Repetitivni DNA

Genom prokaryot i eukaryot tvoii kodujici a nekodujici DNA. U prokaryot je
na rozdil od eukaryotickych genomi nekodujicich usekit DNA maélo. Jedna se vétSinou
o regulac¢ni sekvence, jako jsou promotory. V genomech eukaryotnich organizmu véetné
clovéka se nachazi znaéné mnozstvi DNA, kterd nekoduje funkéni ani strukturni
produkt. Tato nekodujici DNA se sklada ¢aste¢né z intrond (nachézejicich se uvnitt
genll), vétSina je vSak tvofena repetitivni DNA, ktera se obvykle nevyskytuje uvnitt
gentt (Campbell et Reece, 2006). Repetitivni DNA se sklada ze sekvenci nukleotidd,
které se v genomu nachazeji v mnoha kopiich (Seda et al., 2005). Repetice mohou byt
rozdeleny do dvou typi, a to podle toho, zda jsou vV genomu rozptyleny nebo seskupeny

(satelitni DNA) (Bennett, 2000).

3.2.1 Rozptylena repetitivni DNA

Useky rozptylené repetitivni DNA se nachézeji roztrousené po celém genomu
a u eukaryot tvoii jeho znac¢nou ¢ast. Jeden tisek ma délku 100 az 1000 part bazi. Tyto
useky si jsou podobné, ale ne zcela identické (Campbell et Reece, 2006). VéEtSina
rozptylené repetitivni DNA vznikd procesem transpozice, pro ktery je tfeba enzym
transpozdza. Ten umoZziiuje presouvani transponovatelnych usekit DNA (transpozonil)
v genomu (Seda et al., 2005). Existuje mnoho skupin rozptylené repetitivni DNA,
Z nichz nejvétsi jsou kratké (SINEs — short interspersed nuclear elements) a dlouhé
(LINEs — long interspersed nuclear elements) rozptylené jaderné elementy (Bennett,
2000).
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3.2.2 Tandemové usporadana repetitivni DNA

V tandemove¢ uspotadané repetitivni DNA se opakujici se identické nebo téméer
identické useky (tzv. jednotky repetice) nachazeji v fadé za sebou (Seda et al., 2005).
Podle délky jednotky repetice se tandemové repetitivni DNA dé€li na tii skupiny, a to
na satelity, minisatelity a mikrosatelity (Bennett, 2000).

3.22.1  Satelity

Jako prvni byly objeveny satelity, které dostaly své pojmenovani podle vzhledu
této DNA po centrifugaci v hustotnim gradientu. Satelity se jevi jako samostatné
(satelitni) prouzky v centrifugacni zkumavce, které jsou oddéleny od zbylé DNA
(Bennett, 2000; Seda et al., 2005). Jednotka repetice sateliti je obvykle dlouha az
300 bp a vyskytuje se v tisici az deseti milionech kopiich (Tautz, 1993). V lidském
genomu se satelitni DNA vyskytuje v heterochromatinu, a to zejména v centromerach;

neni tudiz transkribovana (Bennett, 2000).

3.2.2.2  Minisatelity

Minisatelity maji krat$i jednotku repetice, ktera je dlouha 6 az 100 bp
(Vergnaud et Denoeud, 2000). Délka minisatelitd se pohybuje od 100 bp do 20 kbp.
Minisatelity se déli do dvou skupin. Prvni z nich jsou minisatelity znamé jako
telomerické, které se skladaji z 10 — 15 kbp opakujicich se sekvenci o délce Sesti
nukleotidll; nejéastéji se jedna o sekvenci TTAGGG. Tyto sekvence vznikaji pisobenim
enzymu zvanému telomerdaza. Druhym typem minisatelith je hypervariabilni
minisatelitni DNA, neboli VNTRs (variable number tandem repeats). Zakladni
jednotka opakovani muze byt dlouha 6 az vice nez 50 bp (Bennett, 2000). Tento typ
minisatelitl je obvykle vysoce polymorfni, co se tyCe poctu opakovani jednotky
repetice (Seda et al., 2005). Muta¢ni rychlost VNTRS je az 10 na gametu a generaci,
V populaci se tudiz vyskytuje obrovské mnozstvi alel. U nékterych minisateliti miize
heterozygotnost v populaci dosahovat az vice nez 99 % (Zima et al., 2004). VNTRs

proto mohou byt vyuzity jako genetické markery (Seda et al., 2005).
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3.2.2.3 Mikrosatelity

Termin ,,mikrosatelity* je pojem oznacujici tandemové uspotradanou repetitivni
DNA, jejiz jednotka repetice je 1 — 6 bp. (Toth et al., 2000; Zane et al., 2002;
Christiakov et al., 2006; Oliveira et al., 2006). Celkem obsahuji 20 az nékolik stovek
bazi (Christiakov et al., 2006). Diky své struktufe a tandemovému uspotadani se
mikrosatelity nazyvaji také SSRs (simple sequence repeats) nebo STRs (short tandem
repeats) (Zima et al., 2004). Mikrostelity byly nalezeny v genomech vSech dosud
analyzovanych organizmi (Hancock, 1999; Zima et al., 2004). Jsou pfitomny
v kodujicich i1 nekddujicich castech genomu a obvykle vykazuji vysoky délkovy
polymorfizmus (Zane et al., 2002).

Mikrosatelity se podle délky jednotky repetice déli na mono-, di-, tri-, tetra-,
penta- a hexanukleotidové (Toth et al., 2000). V lidském genomu se nejcastéji
vyskytuje sekvence poly(A)/poly(T), ktera je ale v PCR reakci velmi nestabilni, tudiz
neni vhodna pro mapovani genomu a populaéni studie (Hancock, 1999; Zima et al.,
2004). Poly(A)/poly(T) sekvence se obecné vyskytuje mnohem castéji nez sekvence
poly(C)/poly(G) (Toth et al., 2000). Vétsina, tedy 30 — 67 % mikrosatelit, se sklada
z dinukleotidovych repetic (Christiakov et al., 2006). V genomu obratlovci a hmyzu
pievazuje jednotka repetice AC, druhym nej¢astéj$im motivem je potom AT. Motivy
trinukleotidovych repetic jsou u vSech obratlovci bohaté na guanin a cytozin. (Toth
etal., 2000; Christiakov et al., 2006). Nejcast&ji se vyskytujicimi trinukleotidovymi
repeticemi jsou motivy CAG a AAT (Hancock, 1999; Zima et al., 2004).
Trinukleotidové mikrosatelity se na rozdil od di- a tetranukleotidovych vyskytuji Casto
vV kodujicich cCastech genomu. Pii zvySeni poctu jednotek repetice dochazi proto
k neurodegenerativnim a neuromuskularnim onemocnénim, mezi které se fadi
Huntingtonova choroba, syndrom fragilniho X a myotonicka dystrofie (Christiakov
et al., 2006). Tetranukleotidové mikrosatelity jsou obecné bohaté na G a C. Existuji ale
vyjimky, mezi které patii repetice AAGG, ktera piedstavuje druhy nejcastéj$i motiv
repetice u savcl. Pentanukleotidové repetice jsou naopak bohaté na adenin a tymin,
nejcastéj$im motivem u primati je AAAAC. Hexanukleotidové repetice se u obratlovell
vyskytuji pfevdzné¢ v exonech a u bezobratlych pfevySuji svym poctem
tetranukleotidové repetice (Téth et al., 2000).

Mikrosatelity 1ze d¢lit nejen podle délky jednotky repetice, ale také podle typu

opakovani sekvence, a to na dokonalé, nedokonalé, prerusené a slozené. V piipade
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dokonalych mikrosatelitii neni sekvence repetice preruSena. Ptikladem dokonalého
mikrosatelitu je TATATATATATATA. Mezi nedokonalé mikrosatelity patii repetice
obsahujici bazi, ktera nenalezi k zakladnimu motivu (napt. TATATACTATATA).
Podobnym ptipadem jsou mikrosatelity pierusené, které¢ ale obsahuji takovych bazi vice
(napi. TATATACGTGTATATA). Slozeny mikrosatelit je pak tvofen dvéma
repeticemi, nachazejicimi se vedle sebe (napf. TATATATATAGTGTGTGTGT)
(Oliveira et al., 2006).

Klicovou vlastnosti mikrosatelitii je vysokda mutabilita, a tudiz vysoka
variabilita v populaci. Proto je mozné je pouzit jako molekularni markery. Muta¢ni
rychlost mikrosateliti je odhadovana na 10 — 10°° na lokus a generaci (Christiakov
et al., 2006). Mezi mechanizmy, které se podileji na vzniku mutaci mikrosatelitti patii
sklouznuti DNA polymerazy pii replikaci nebo reparaci DNA a nerovnomérny
crossing-over. Pti sklouznuti DNA polymerazy dochazi ke vzniku smyéek na pivodnim
nebo nové syntetizovaném vldkné. V disledku toho dochazi ke zvySeni nebo snizeni
poctu repetic. Pii nerovnomérném crossing-overu muze dojit k vétsi zméné poctu
repetic nez V predchozim ptipad€. Dochazi ke ztraté repetic na jednom z homolognich
chromozomu a jejich vloZeni na druhy chromozom (Oliveira et al., 2006).

Mikrosatelity piedstavuji vhodné genetické markery, a to diky tomu, ze se
hojné vyskytuji, jsou kodominantni a vysoce polymorfni (Bennett, 2000). Vyuzivaji se
v molekularni epidemiologii a patologii, populacni a konzervaéni genetice,

pfi genetickém mapovani a identifikaci jedinct (Christiakov et al., 2006).

3.3 Hledani novych mikrosateliti

Mikrosatelity se v poslednich dvaceti letech staly jednou z nejpouzivanéjsich
tfid genetickych markertit v populacnich studiich. Hlavnimi faktory limitujicimi Sir$i
vyuZiti mikrosatelitil je skutecnost, Ze mikrosatelitové primery nelze pouZit univerzalné
(Primmer et al., 2005). U druhd, které jsou zkoumany poprvé, je zpravidla nutné nalézt
primery de novo, a to proto, ze vétSina mikrosatelitovych lokusii se nachazi
v nekodujicich oblastech genomu, kde je frekvence nukleotidovych substituci vyrazné
vyS$$i nez v kodujicich oblastech (Zane et al., 2002; Zima et al., 2004). Pro amplifikaci
mikrosatelitli je vSak mozné pouZit primery blizce pfibuzného druhu. Bylo prokéazano,
Ze Gspésnost této tzv. cross-species PCR amplifikace mikrosatelitd je v pfimém vztahu

s evolu¢ni ptibuznosti zkoumaného a zdrojového druhu (Primmer et al., 2005).
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Izolace mikrosatelitt de novo spociva v rozStépeni genomické DNA, a to
pomoci restrikénich enzymi nebo ultrazvuku. Z takto nastipané DNA jsou vybrany
fragmenty o velikosti 300 — 700 bp, které jsou ligovany do plazmidovych vektord.
Nasleduje transformace vektor do bakteridlnich bunék a namnozeni klonti. Pomoci
Southern blottingu a nasledné hybridizace znacené sondy dochazi ke zjisténi, zda tyto
klony obsahuji mikrosatelitovou sekvenci. Pokud ano, jsou poté pouZzity pro navrzeni
primerti. Nasledné dochdzi k provedeni PCR, hodnoceni, zda PCR prob¢hla a zda je
nalezeny mikrosatelit monomorfni nebo polymorfni. V piipadé¢ polymorfnich
mikrosatelitti jsou dale specifikovany jejich vlastnosti (Zane et al., 2002).

Protoze hledani mikrosatelitovych lokust de novo je velice finanéné a ¢asove
naro¢né, je Casto vyuzivana jiz zminéna metoda cross-species PCR amplifikace.
(Galbusera et al., 2000). Tato metoda se vyuziva piedev§im ve fylogenetickych studiich
u ptaku (Galbusera et al., 2000; Primmer et al., 2005).

3.4 Mikrosatelity znamé u Fadu brodivi

Veskeré existujici mikrosatelity u ptakii fadu brodivi byly popsény u druhi
z Celedi Capoviti, ibisoviti a volavkoviti.

Capoviti

Prvni mikrosatelitové lokusy byly u nesyta lesniho (Mycteria americana)
nalezeny jiz v roce 1999. DNA 136 jedinci starych 3 — 6 tydni byla ziskana z krve.
Genomicka DNA 67 jedinci byla Stépena restrikéni endonukleazou Hinfl a ziskané
fragmenty byly separovany v 0,8% agar6zovém gelu. Nasledné byly pfeneseny na
nylonovou membranu, kde byly pomoci hybridizace se znacenou sondou detekovany
fragmenty obsahujici mikrosatelitové sekvence. Ty byly poté izolovany
a osekvenovany. Celkem byly navrzeny 4 pary primert (van den Bussche et al., 1999).

Dalsi mikrosatelitové lokusy pro nesyta lesniho byly publikovany v roce 2003.
DNA byla ziskana z krve pomoci fenol-chloroformové metody. Nasledné byla §tépena
endonukledzou Haelll a ligovana se SuperSNX linkery. Poté se fragmenty DNA
podrobily denaturaci a hybridizaci s biotinylovanymi oligonukleotidy, diky nimz mohly
byt ukotveny na streptavidinem potazené paramagnetické castice. Eluovana DNA byla
amplifikovana pomoci PCR, produkty byly vloZeny do vektoru a transformovany

do kompetentnich bunék Escherichia coli. Rekombinované klony byly vybrany pomoci
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modrobilé selekce, nasledné byly amplifikovany a sekvenovany. Bylo navrzeno 24 para
primert, které byly testovany na jedincich nesyta lesniho pochézejicich z riiznych
kolonii. Z téchto 24 lokust poskytovalo 11 polymorfni produkt. Genotypizace pro tyto

lokusy probéhla u 31 jedinct nesyta lesniho (Tomassulo-Seccomandi et al., 2003).

Dalsim druhem, u néhoz byly nalezeny mikrosatelitové lokusy, je ¢ap bily
(Ciconia ciconia). DNA byla izolovana z tkané jediného jedince. Genomicka DNA byla
Stépena restrikéni endonukledzou Msel a na vysledné fragmenty byly ligovany adaptéry.
Pomoci série PCR amplifikaci a klonovani diky superkompetentnim buiikam
Escherichia coli bylo nalezeno 154 tandemovych repetic. Pomoci programu Primer3
bylo navrzeno 57 sad primert. Z tohoto poctu bylo pouze 7 lokust variabilnich. Primery
pro variabilni lokusy byly nasledné¢ kombinovany s primery navrzenymi pro nesyta
lesniho v multiplex PCR. Analyza 30 jedincii poskytla celkem 13 polymorfnich
mikrosatelitovych lokust (Shephard et al., 2009). Pro ¢apa bilého bylo jesté nalezeno 6
mikrosatelitovych lokust, ze kterych byly 4 lokusy polymorfni a zaroven hodnotitelné

(Segelbacher, osobni sdéleni).

Genomicka DNA ¢apa vychodniho (Ciconia boyciana) byla ziskana z krve
23 jedinci pomoci fenol-chloroformové metody. DNA jednoho jedince byla Stépena
restrikéni endonukleazou Msel a spojena s Msel AFLP adaptory. Takto upravena DNA
byla dvakrat amplifikovana a vysledné PCR produkty byly vlozeny do pMD19-T
vektort. Tyto vektory byly klonovany v DH5-a kompetentnich buiikach. Celkem bylo
osekvenovano 110 klonl, které obsahovaly mikrosatelitovou sekvenci. Pomoci
programu CID bylo navrzeno 14 parti primert, ze kterych 8 poskytovalo staly PCR
produkt. Tyto primery byly proto vybrany pro dal$i analyzy. Pomoci cross-species PCR
amplifikace bylo u ¢apa vychodniho testovano 9 par primerti navrzenych pro nesyta
lesniho. K amplifikaci doSlo pouze u 3 z téchto primerti, které zaroven poskytovaly

polymorfni PCR produkt (Wang et al., 2011).
Ibisoviti

V piipad¢ ibise japonského (Nipponia nippon) se hledanim mikrosatelitd
nejdiive zabyvali Ji et al. (2004). Vysledkem klonovani bylo nalezeni 229 klont, které
obsahovaly mikrosatelitovou sekvenci. Pro navrzeni primeri bylo pouzito
19 mikrosatelitovych lokusti. Po rozsadhlych optimalizacich bylo zjiSténo, ze 18 para

primeru poskytuje PCR produkt. Dalsi analyzy, které byly provedeny ve vysoce
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rozliSovacim agar6zovém gelu ukazaly, ze polymorfni produkty by mohlo poskytovat
13 pard primert. Ty byly proto testovany na 107 jedincich ibise japonského. Pouze 8
z téchto mikrosatelitovych lokust bylo polymorfnich. Téchto 13 para primert bylo také
testovano na 3 piibuznych jedincich ibise ¢ernohlavého (Threskiornis melanocephalus).
U vsech téchto lokust uspésné probéhla PCR amplifikace, ale polymorfni produkt byl
zaznamenan pouze u 5 z nich (Ji et al., 2004).

DalSimi, kdo se zabyvali hledanim mikrosateliti u ibise japonského, byli
He et al. (2006). Pro ziskani genomické DNA pouzili vzorky krve, svali a pulp per
cekem 36 jedinci. DNA byla nastépena a ligovana s linkery. Ligované fragmenty
hybridizovaly s biotinylovanymi oligonukleotidy, diky nimz byly ukotveny na
streptavidinem potazené magnetické ¢astice. Eluované fragmenty byly pomoci vektoru
PGEM-T transformovany do kompetentnich bunék. Nasledovalo sekvenovani klont.
Celkem bylo navrzeno 18 parti primerd, ale pouze 11 z nich poskytovalo polymorfni

produkt (He et al., 2006).

Genomickda DNA jednoho jedince ibise rudého (Eudocimus ruber) byla
Stépena restrikéni endonukleazou Sau3Al. Vysledné fragmenty byly elektroforeticky
rozdéleny v agardézovém gelu. Fragmenty o velikosti 300 — 1000 bp byly purifkovany a
ligovany s adaptory. Nasledné hybridizovaly s biotinylovanymi oligonukleotidy
uchycenymi na streptavidinem potazené castice MagneSphere. Nasledovala PCR
amplifikace a klonovani pomoci plazmidu pGEM-T, ktery byl transformovan do
bakterie Escherichia coli. Rekombinantni klony obsahujici repetice byly poté
osekvenovany. Z 38 klont, které obsahovaly mikrosatelitni repetice, bylo pouze 17
vhodnych pro navrzeni primerd. Po provedeni PCR amplifikace bylo vybrano 10
lokust, které poskytovaly polymorfni PCR produkt. Tyto mikrosatelitové lokusy byly
genotypovany na 45 jedincich ibise rudého (Santos et al., 2006).

Genomicka DNA 51 jedinct kolpika rizového (Ajaia ajaja) byla izolovana
fenol-chloroformovou metodou. Pro nalezeni mikrosatelitovych lokust byla pouzita
DNA 5 jedinct, ktera byla Stépena tfemi restrikénimi endonukledzami. Vzniklé
fragmenty DNA byly separovany pomoci gelové elektroforézy. Fragmenty o velikosti
300 — 800 bp byly ligovany s linkery a nasledné¢ amplifikovany. Po denaturaci
hybridizovaly s biotinem ozna¢enymi oligonukleotidy obsahujicimi mikrosatelitové
sekvence. Hybridizované fragmenty byly uchyceny na streptavidinem potazené Castice

MagneSphere. Nasledn¢ byly klonovany a transformovany do kompetentnich bunék.
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Pomoci hybridizace se znaCenou sondou byly vybrany klony obsahujici
mikrosatelitovou sekvenci, tyto klony byly poté sekvenovany. Pro navrhovani primerti
byl pouzit program Primer3. Po otestovani poskytovalo 6 lokusti polymorfni produkt.
Polymorfizmus mikrosatelitu Aaju4 byl ur¢en dvéma alelami, z nichz prvni (o velikosti
161 bp) byla spojena s chromozomem W, druha alela o velikosti 200 bp byla spojena
s chromozomem Z (Sawyer et Benjammin, 2006).

V piipadé¢ kolpika malého (Platalea minor) byla genomicka DNA
extrahovana pomoci metody vyuzivajici LiCl. Nasledné byla Stépena tiemi restrikénimi
enzymy. Vysledné fragmenty byly ligovany se SNX linkery a amplifikovany. PCR
produkty hybridizovaly s biotinylovanymi oligonukleotidy a nasledné ukotveny na
streptavidinem potazené castice Dynalbead M280. Po eluci byly fragmenty opét
amplifikovany a nasledné klonovany. Pomoci hybridizace bylo ziskdno 315 pozitivnich
klonti, které byly nasledné¢ amplifikovany a sekvenovany. Pomoci programu
FastPCR 2.3.10 bylo navrzeno 64 parti primerii. Uspé$nd amplifikace prob&hla u
23 part primerd, a to pfi testovani u 20 jedinci kolpika malého. VSechny tyto pary
primeri byly testovany na jednom jedinci kolpika rizového, ibise rudého, ibise
posvatného (Threskiornis aethiopicus), kvakoSe noc¢niho (Nycticorax nycticorax) a
volavky bilé (Ardea alba). Silné PCR produkty byly detekovany pfedevsim u kolpika
rizového, a to v piipadé 13 pard primerd. O polymorfizmu se ale autofi nezminuji

(Yeung et al., 2009).

Volavkoviti

Prvnim druhem z této Celedi, pro ktery byly nalezeny mikrosatelitni sekvence,
je volavka velka (Ardea herodias). Fragmenty genomické DNA (pfipravené pomoci
¢tyt  restrikénich  enzymill) osahujici  repetitivni  sekvence  hybridizovaly
s biotinylovanymi oligonukleotidy, aby mohlo dojit k jejich specifickému vychytavani
na streptavidinem potaZené magnetické Castice. Na konce fragmenti byly ligovany
linkery, které obsahovaly restrikéni mista, diky nimz bylo mozné ptipravit lepivé konce
dilezité pro vznik rekombinantnich molekul pro klonovani pomoci plazmidu pUC19.
Rekombinanty byly transformovany do bakterii Escherichia coli. Klony obsahujici
repetitivni sekvenci byly amplifikovany a sekvenovany. Celkem bylo ziskano 60
sekvenci obsahujicich mikrosatelitni repetice. Primery byly ale navrzeny pouze pro 28
lokust, které obsahovaly 9 a vice jednotek repetic. Testovani téchto parti primera bylo
provedeno u 30 jedinct volavky velké. PCR produkt odpovidajici délky poskytlo 26
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lokust. PCR produkt, ktery mohl byt spolehlivé hodnocen, poskytlo ale pouze 17 paru
primerti. U volavky velké bylo 15 z nich polymorfnich, 2 poskytly monomorfni
produkt. 9 part primert, které byly vyfazeny z dal§iho testovani, poskytovalo
nehodnotitelné PCR produkty. Pfi¢inou byla Spatna amplifikace, vznik stutter banda
nebo vice nehodnotitelnych produktii. PCR amplifikace 17 vhodnych part primert byla
provedena také u volavky bilé¢, volavky popelavé (Ardea cinerea) a volavky
jihoamerické (Ardea cocoi). VétSina mikrosatelitnich lokusti poskytla PCR produkt,

data tykajici se polymorfizmu autofi neuvadéji (McGuire et Noor, 2002).

V piipad¢ kvakoSe nocniho (Nycticorax nycticorax) byla genomickda DNA
ziskana ze svall. Mikrosatelitové lokusy byly izolovany a identifikovany pomoci
protokolu FIASCO. Pro klonovani byl pouzit vektor pMD19-T, ktery byl nasledné
vlozen do kompetentnich bunék DH5-a. Sekvenovano bylo celkem 117 klonl
obsahujicich mikrosatelitovou sekvenci. Celkem bylo navrzeno 11 part primerd, které
byly otestovany na 32 jedincich kvakoSe no¢niho a poskytovaly polymorfni PCR
produkt. Téchto 11 part primert bylo v ramci cross-species PCR amplifikace testovano
u 11 druht z celedi volavkoviti. Mnoho lokusii bylo u jednotlivych druhli Gspésné
amplifikovano, udaje tykajici se polymorfizmu jednotlivych mikrosatelitovych lokust

autofi neuvadéji (Chang et al., 2009).

Podobné jako u mnoha ostatnich brodivych byla genomicka DNA volavky
cervenavé (Egretta rufescens) izolovana z krve. Sekvence obsahujici mikrosatelitni
repetice byly klonovany a nasledné sekvenovany. Celkem bylo pomoci programu
DesignerPCR navrzeno 78 parti primert, které byly testovany na 13 jedincich volavky
¢ervenavé. Z celkového poctu lokust bylo uspésné amplifikovano pouze 13. Pro tyto
pary primerti byly optimalizovany podminky PCR na 8 jedincich z rlznych kolonii.
Jedna sada primerti byla ovSem vyloucena z divodu nedostate¢né amplifikace napftic
vSemi vzorky. Vysledkem analyz bylo tedy vyvinuti 12 parG primerd poskytujicich
polymorfni PCR produkt (Hill et Green, 2010).

Pro nalezeni mikrosatelitovych sekvenci u volavky Zlutozobé (Egretta
eulophotes) byla pouzita genomicka DNA jednoho jedince. DNA byla extrahovana
ze vzorku krve a nasledné stépena restrikéni endonukleazou Sau3Al. Fragmenty DNA
byly separovany v 1,5% agar6zovém gelu. Z gelu byly vyfiznuty fragmenty o velikosti
400 — 1000 bp, které byly purifikovany. Na konce téchto fragment byly ligovany

adaptory. Nasledovala hybridizace s biotinem znacenymi oligonukleotidy a ukotveni
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hybridizovanych fragment na streptavidinem potazené magnetické Castice. Eluovana
DNA byla amplifikovana, purifikovana a nasledné ligovana do pMD 18-T vektoru,
ktery byl poté transformovan do bunék Escherichia coli DH5-a. Klony obsahujici
repetice byly poté osekvenovany. Po eliminaci duplikovanych sekvenci bylo pomoci
Primer-BLAST navrzeno 27 pari primeri pro dané mikrosatelitové lokusy. Tyto
primery byly testovany na 20 jedincich volavky Zlutozobé. Z celkového poctu 27 part
primert 9 poskytovalo monomorfni produkt, proto byly tyto primery vyfazeny z dal§iho
testovani. Zbylych 18 part primertt poskytovalo produkt polymorfni. Téchto 18 para
primer bylo dale testovdno u volavky stiibfité (Egretta garzetta), volavky pobiezni
(Egretta sacra), volavky bilé (Egretta alba), volavky cinské (Ardeola bacchus)
a volavky rusohlavé (Bubulbus ibis). Uspé&snost této cross-species PCR amplifikace se
pohybovala od 77,78 do 100 %. Udaje o polymorfizmu viak autofi neuvadgji (Huang
etal., 2010).

Pro volavku Zlutozobou byly v roce 2013 publikovany dalsi mikrosatelitové
lokusy. Pomoci 454 sekvenovani byly z genomické DNA jednoho jedince volavky
zlutozobé nalezeny sekvence obsahujici mikrosatelitni repetice. Z testovani byly
vyfazeny dinukleotidové motivy z divodu vysoké pravdépodobnosti sklouznuti DNA
polymerdzy béhem PCR amplifikace, coz vede ke vzniku stutter bandi, které ztézuji
hodnoceni analyz. Pomoci softwaru Primer3 byly navrzeny primery pro 74
mikrosatelitovych lokust. Tyto pary primerd byly nejprve testovany na 6 jedincich
volavky Zlutozobé. Z dalsSiho testovani byly poté vyfazeny lokusy, které poskytovaly
monomorfni produkt. Zbylé¢ pary primerti byly nasledné testovany na 32 jedincich
volavky Zlutozobé. Dobfe hodnotitelny a zaroven polymorfni PCR produkt poskytovalo
celkem 23 lokusi. VSechny byly poté v ramci cross-species PCR amplifikace testovany
u dalSich 7 druhti z Celedi volavkoviti, a to u volavky bilé, volavky popelavé, volavky
¢inské, volavky rusohavé, volavky sttibfité, volavky pobiezni a kvakoSe nocniho.
Vysledkem byla velmi uspéSna amplifikace u vSech testovanych druhti. Nejvétsi mira
polymorfizmu byla zaznamenana u volavky stiibfité, u které poskytlo 17 lokust

z celkovych 23 polymorfni PCR produkt (Dai et al., 2013).

Poslednim druhem z tadu brodivi, pro ktery byly nalezeny mikrosatelity, je
volavka rusohlava (Bubulcus ibis). Genomicka DNA byla extrahovana z krve dvou
jedinct tohoto druhu pomoci fenol-chloroformové metody. Nésledovala hybridizace

DNA s biotinylovanymi sondami a jeji uchyceni na streptavidinem potazené
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magnetické Castice. Sekvence, které obsahovaly mikrosatelitové repetice, byly poté
klonovéany a transformovéany do kompetentnich bunék. Nasledovalo sekvenovani klonti
a ndvrh primerd pomoci programu Gene Runner 3.05. Navrzené primery byly testovany
u 35 jedinci volavky rusohlavé. Celkem bylo testovano 32 mikrosatelitovych lokusi,
Z nichz pouze 11 poskytovalo polymorfni produkt. Tyto lokusy byly poté testovany
na dalsich 8 druzich z Geledi volavkoviti. Usp&$nost této cross-species PCR amplifikace

byla vysoka, miru polymorfizmu vSak autofi neuvadéji (Campanini et al., 2012).

3.5 Mikrosatelity znamé u radu potaplice

U tohoto fadu byly mikrosatelitni sekvence nalezeny pouze u jednoho druhu, a

to u potaplice ledni (Gavia immer).

Genomickd DNA potaplice ledni byla extrahovdna z krevnich vzorka
uchovavanych v PBS pufru. Nasledn¢ byla DNA naStépena pomoci tii rtznych
restrikénich enzymu a ligovana s linkery. Poté doslo k hybridizaci s biotinylovanymi
sondami a uchyceni na streptavidinové castice. Zachycena DNA byla amplifikovéna a
nasledné¢ klonovdana pomoci vektoru pGEM-T, ktery byl transformovan do
kompetentnich bunék. Klony s vlozenym inzertem byly dale amplifikovany a
pritomnost mikrosatelitii byla potvrzena pouzitim dot blot hybridizaci se specifickymi
sondami. Po nalezeni mikrosatelitnich sekvenci byly tyto inzerty osekvenovany.
K néavrhu primerti byl pouzit program Primer3. Testovanim u 83 jedinct potaplice ledni
ziskali autofi 7 polymorfnich mikrosateliti (McMillan et al., 2004).

r

3.6 Mikrosatelity znamé u radu potapky

Hledanim mikrosatelitovych lokust u ptaka z fadu potapky se dosud zabyvaly
dvé prace. Jedna z nich byla publikovana v ¢asopise Molecular Ecology (Sachs et

Hughes, 1999), druha méla charakter diplomové prace (Humple, 2009).

Prvnim druhem, pro né&jz byly nalezeny mikrosatelitové lokusy, je z tohoto
fadu potapka rudokrka (Podiceps grisegena). Pro hledani mikrosatelitnich lokust byla
pouzita DNA extrahovand z krve pomoci fenol-chloroformové metody. DNA byla
Stépena pomoci restrikéni endonukledzy Dpull a vzniklé fragmenty byly klonovany.
Nasledn¢ byly osekvenovany klony obsahujici mikrosatelitové sekvence. Navrzeno bylo
celkem 7 part primerd, které byly testovany u 87 jedinct potapky rudokrké. VSechny
testované lokusy poskytly polymorfni produkt. 6 z nich bylo déle testovano u dalSich
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5 druhti potapek a jednoho mezidruhového kiizence. Témito druhy byly: potapka
cernokrka (Podiceps nigricollis), potapka zlutoroha (Podiceps auritus), potapka
americka (Podilymbus podiceps), potapka zapadni (Aechmophorus occidentalis),
potapka Clarkova (Aechmophorus clarkii) a hybrid potapky zapadni a potapky Clarkovy
(Aechmophorus occidentalis/clarkii). U vétsiny druht doslo k uspé$né amplifikaci 6
nebo 7 lokust, vyjimkou byla potapka americka, u které doslo k tspésné amplifikaci
pouze Vv pripad¢ dvou lokusti. U vSech druhti kromé potapky cernokrké (vSechny lokusy

monomorfni), poskytly nejméné 2 lokusy polymorfni produkt (Sachs et Hughes, 1999).

Dal$im druhem, pro ktery byly nalezeny mikrosatelitni lokusy, je potapka
zapadni (Aechmophorus occidentalis). Genomickda DNA byla extrahovana ze svald a
jater pomoci fenol-chloroformové metody. Celkem bylo zkoumano 166 sekvenci kloni
Z knihoven, které autorce pfipravila spole¢nost GIS (Genetic Identification Services of
Chatsworth). Z 69 lokust, které mohly obsahovat mikrosatelitové repetice bylo vybrano
25, na které byly navrzeny primery pomoci programu Primer3. Polymorfni produkt
poskytovalo 11 part primerti. Testovani probihalo u 16 jedinct potapky zapadni a 16
jedinct potapky Clarkovy, u které poskytly vSechny testované lokusy také polymorfni
produkt. 11 navrZzenych par primert také autorka testovala u dal$ich 5 druht, a to u
potapky rudokrkeé, potapky Zlutorohé, potapky cernokrké, potapky americké a potapky
nejmensi (Tachybaptus dominicus). Ve své diplomové praci uvadi pouze uspésnost
amplifikace, o polymorfizmu se vSak nezminuje. Nejvétsi tspéSnost PCR amplifikace
zaznamenala u potapky Zlutorohé, u které poskytly vSechny testované pary primerQ

PCR produkt (Humple, 2009).
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4. Material a metody
4.1 Biologicky material

Genomicka DNA, ktera byla pouzita pro praktickou c¢ast mé bakalaiské prace,
byla vyizolovana z krve $esti jedincti nesyta afrického (Mycteria ibis). Vzorky krve byly
jedincim odebrany v ZOO Zlin-Lesna. Izolaci genomické DNA z ptaci krve proved]
fenol-chloroformovou metodou vedouci bakalatské prace.

4.2 PCR amplifikace DNA

Amplifikace vyizolované genomické DNA byla provedena vzdy s vybranym
parem primerd, ktery byl obsazen v reakéni smési, jejiz sloZeni je uvedeno v tabulce
¢. L.

Tabulka €. 1: Slozeni PCR mixu pro 6 vzorkd.

Slozky PCR mixu Objem [ul]
Deionizovana voda 44,4, 46,4
Reaction Buffer 10x 6,7
MgCl, (25 mmol/l) 4,0;2,0"
dNTPs (20 pmol/T) 0,7
Primer F (10 pmol/T) 3,3
Primer R (10 pmol/l) 3,3
aTaq DNA polymeraza (5 U/ul) 1,0

Vétsina reakci probihala se standardnim mnozstvim MgCl, (4,0 pl).
U mikrosatelitu PM2-62 bylo ale toto mnozstvi snizeno na polovinu. Rozdil v objemech
MgCl; byl kompenzovan ptidanim odpovidajiciho objemu vody do PCR mixu. Hodnoty
objemu deionizované vody a roztoku MgCl, pro tento mikrosatelitovy lokus jsou
Vv tabulce oznac¢ené hvézdickou.

Vsechny slozky PCR mixu byly uchovavany v mrazdku pii 20 °C.
Po rozmrazeni byly zvortexovany a zcentrifugovany. Nasledné byly pipetovany do

1,5ml mikrozkumavky. PCR mix byl opét zvortexovan a zcentrifugovan.
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Genomicka DNA o koncentraci 10 — 50 pg/ml byla uchovavana v lednici.
Do Sesti 0,2ml PCR zkumavek byl napipetovan 1 pl genomické DNA a nasledné 9 pl
PCR mixu.

Poté byly mikrozkumavky vlozeny do termocykléru. Amplifikace probihala

podle nasledujiciho ¢asového a teplotniho profilu:

O MIN et 94 °C
30 S i 94 °C
35X 30 S i zvolena teplota annealingu
30 S i 72 °C
T IMIN e 72 °C

Zakladni teplota annealingu, na kterou byly otestovany vSechny pary primerd,
byla 50 °C. Tato teplota byla pro pary primerl, které se jevily polymorfni, dale
upravovana, a to v rozmezi 44 — 68 °C. Teplota byla zvySovana z dlivodu piili§ silnych
produktt, u kterych nebylo mozné rozlisit jednotlivé alely. V ptipadé, ze testované pary
primeri PCR produkt neposkytly, byla teplota snizena. Po upravé teploty annealingu
bylo zjist€no, Ze nékteré mikrosatelitové lokusy jsou monomorfni, polymorfni
mikrosatelity byly poté lépe hodnotitelné.

PCR amplifikace byla provedena s 219 pary primert. Jelikoz byla pouzita
metoda cross-species PCR amplifikace, nebyly tyto primery navrzeny pro nesyta
afrického (Mycteria ibis), ale pro jiné druhy z fadu brodivi (Ciconiiformes), potaplice
(Gaviiformes), potapky (Podicipediformes) a vrubozobi (Anseriformes). Na rozdil od
mikrosatelitti z fadd potapky a vrubozobi, kde byly testovany jen nékteré mikrosatelity,
byly z tada brodivi a potaplice testovany veskeré dosud publikované mikrosatelitové
lokusy. Z tadu brodivi, do kterého patii i nesyt africky, bylo testovano 192 part primert
navrzenych pro 12 druhii. Témito druhy jsou ¢ap bily, ¢ap vychodni, ibis japonsky, ibis
rudy, kolpik maly, kolpik riZzovy, kvako§ no¢ni, nesyt lesni, volavka €ervenava, volavka
velka, volavka zlutozobd a volavka rusohlava. Dale bylo testovdno 7 pari primera
priméarné navrzenych pro potapku rudokrkou z fadu potapky, 7 pard primerd primarné
navrzenych pro potaplici ledni z fadu potaplice a 13 parG primerd navrZzenych pro 4
druhy z adu vrubozobi, a to konkrétné pro kachnu divokou, kachnu pizmovou, kachnici
lalo¢natou a kajku motskou. VSechny testované mikrosatelity jsou uvedeny v tabulce

¢. 2.
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Tabulka ¢. 2: Prehled mikrostatelitovych lokusti testovanych u nesyta afrického.

V tabulce je uveden tad, zdrojovy druh, mikrosatelitovy lokus a autor a letopocet

publikace.
Rad Zdrojovy druh | Mikrosatelitové lokusy | Literarni zdroj
4 bild Cc01, Cc02, Cc03, Cc04, | Shephard et al.,
ap bty Cc05, Cc06, Cc07 2009
(Ciconia
ciconia) CC1, CC3, CC7, CC9, Segelbacher,
CC10, CC13 osobni sdéleni
‘o . Cbo102, Cbo108, Wang et al.,
Cép vychodni
o Cbo109, Chol21, 2011
(Ciconia
: Cbo133, Cbol51,
boyciana)
Cbo168, Cbo235
NnAF4, NnBF7, Jietal.,
NNnCE11, NnCG3, 2004
NnDD9, NnEB12,
NnHB12, NnNF5,
Ibis japonsky NnEA9, NnAD10,
(Nipponia NnEH10, NnGF4,
nippon) NnLF11
NnO1, Nn03, Nn04, Heetal.,
Brodivi Nn12, Nn16, Nn17, 2006
. r‘.’.f‘“ Nn18, Nn21, Nn23,
(Ciconiiformes) NN25. Nn26
. , Eru02, Eru03, Eru04, Santos et al.,
fois rudy Eru05, Eru06, Eru07
(Eudocimus russ, ’ ’ 2006
Eru08, Eru09, Erulo,
ruber)
Erull
PM1-4, PM1-13, Yeung et al.,
PM1-17, PM2-14, 2009
PM2-16, PM2-20,
PM2-21, PM2-28,
PM2-29, PM2-37,
Kolpik maly PM2-62, PM2-68,

(Platalea minor)

PM2-80, PM3-13,
PM3-15, PM3-16,
PM3-17, PM3-20,
PM3-22, PM3-25,
PM3-28, PM3-29,
PM3-31
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Tabulka €. 2: Pokrac¢ovani 1.

Rad Zdrojovy druh | Mikrosatelitové lokusy | Literarni zdroj
Agiul Aaiu2. Aaiu3 Sawyer et
Kolpik razovy aj_u ; aj_u ’ aj_u : Benjamin,
. Aaju4, Aajus, Aajub
(Ajaia ajaja) 2006
AajuSEX Podle Sawyer
Kvako noéni nyc? ;g nyc?gg, nyc?éé, Chang et al.,
. nycti4l, nycti43, nycti62,
nycticorax) . .
nycti68, nycti74
Wsu03, Wsu08, Wspu09, Tomasulo-
Nesyt lesni Wsul3, Wsuld, Wsul7, Seccomandi
(Mycteria Wsul8, Wsul9, Wsu20, etal., 2003
americana) Wsp23, Wspa4
WSL WS2 WS4 WS6 van den Bussche
' ’ ’ etal., 1999
Volavka | o1 Erop Er3, Eroa, | MM ZeE)lGoreen,
Ceévenf‘tva Er31, Er4l, Erd2, Er43,
y (Egretta Erd4, Er45, Er46, Er51
Brodivi rufescens)
(Ciconiiformes) Ah205, Ah208, Ah209, |  McGuire et
Volavka velka | Ah210, Ah211, Ah212, Noor,
(Ardea Ah217, Ah320, Ah341, 2002
herodias) Ah343, Ah414, Ah421,
Ah517, Ah522, Ah526,
Ah536, Ah630
Ae01, Ae04, Ae05, Huang et al.,
Ae09, Ael3, Ae24, 2010
Ae25, Ae26, Ae?7,
lavk Ae28, Ae30, Ae35,
Volavka Ae36, Ae37, Ae38,
Zlutozoba Aed2, Aedd, AedT
(Egretta -
Ee04, Ee06, Eel10, Eel7, | Daietal., 2013

eulophotes)

Eel8, Ee20, Ee22, Ee23,
Ee24, Ee26, Ee28, Ee30,
Ee33, Ee34, Ee37, Ee4l,
Eed?2, Ee43, Eed4, Eeds,
Ee46, Ee50, Ee51
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Tabulka €. 2: Pokrac¢ovani 2.

7

Rad Zdrojovy druh | Mikrosatelitové lokusy | Literarni zdroj
., Volavka Bi01, Bi08, Bil13, Bil15, Campanini
Brodivi . . i .
L rusohlava Bi18, Bi20, Bi22, Bi26, etal., 2012
(Ciconiiformes) . . . :
(Bubulcus ibis) Bi28, Bi29, Bi30
Potapka PgAATL, PgAATS, Sachs et
Potapky rudokrka PgAAT6, PGAATS, Hughes, 1999
(Podicipediformes) (Podiceps PgAAT25, PQAAT34,
grisegena) PgAAT41
GimA9, GimAl2, McMillan et al.,

Potaplice Potaplice ledni GimC5, GimC11, 2004

(Gaviiformes) (Gavia immer) GimD9, GimD12,
GimE11
Maak et al.,

Kachna divoka APHO07, APH09

2000

(Anas
platyrhynchos) APHO08, APH12, APH13, Maak et al.,
APH16 2003

Kachna pizmova Stai et Hughes,

CmAAT16, CmAATS3S,

Vrubozobi (Cairina CMAAT38 2003
(Anseriformes) moschata)
Kachnice Guay et Mulder,
lalo¢nata Bim1, BIm10, BIm12 2005
(Biziura lobata)
Kajka mortska Paulus et
(Somateria Smol0 Tiedemann,
mollissima) 2003

4.3 Zpracovani PCR produktii

4.3.1 Priprava polyakrylamidového gelu

Tento postup je optimalizovin pro pouziti vyhiivané sekvenacni
elektroforetické komulrky S2 Whatman Biometra, s rozméry skel 330 x 390 mm a 330 x

420 mm a tloustkou gelu 0,4 mm.

1. Malé¢ sklo bylo diikkladné omyto vodou a saponatem a vydrhnuto kartaCkem.
Poté bylo oplachnuto deionizovanou vodou. Plocha dotykajici se gelu byla

osuSena, dvakrat oSetfena 96% ethanolem a opét osuSena papirovym
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ubrouskem. Na tuto plochu bylo nasledné naneseno molekularni lepidlo.
Molekularni lepidlo se nechalo 5 minut schnout. Po uplynuti této doby bylo

sklo 4x o$etfeno 96% ethanolem a osuseno.

Velké sklo bylo taktéz dukladné omyto a vydrhnuto kartdickem. Po osusSeni
papirovym ubrouskem byla plocha dotykajici se gelu oSetfena piipravkem
odpuzujicim vodu, ktery se pouziva na skla automobild. Ptipravek se nechal
5 minut zaschnout. Nasledné bylo velké sklo dvakrat omyto deionizovanou

vodou a vzdy dikladné osuseno papirovymi ubrousky.

Na delsi strany velkého skla byly umistény 0,4 mm silné spacery, na které bylo
polozeno malé sklo oSetfenou plochou smérem dolt tak, aby se gumové ¢asti
spacert tésn¢ dotykaly malého skla. Pro upevnéni skla na spacerech byly
pouzity klipsy.

Nasledné byl ptipraven polyakrylamidovy 6% gel, ktery byl pomalu vlévan
mezi ob¢ skla tak, aby nedoslo k vytvoteni bublin v gelu.

Po vyplnéni celého prostoru mezi skly gelem byl mezi skla v misté¢ nalévani

vsunut hiebinek, a to rovnou stranou do hloubky asi 0,7 cm. Hiebninek byl

upevnén klipsy. Doba polymerizace gelu byla cca 1 hodina.

4.3.2 Elektroforeticka separace, priprava a nanaseni vzorku

1.

Po ztuhnuti gelu byly odstranény veskeré klipsy, skla s gelem byla dikladné
omyta od zbytki polyakrylamidu, osuSena a vloZena do elektroforetické
komurky, a to stranou s hiebinkem smérem nahoru. V elektroforetické

komiirce byla dikladn¢ upevnéna pomoci Sroubii.

Do katodového i anodového prostoru byl nalit 0,5x TBE pufr. Nasledne byl
opatrné vyjmut hiebinek tak, aby nedoslo k poskozeni gelu. Prostor mezi skly
byl od zbytki gelu vy¢istén proudem pufru z injekéni stiikacky. Nasledovalo
uzavieni katodového 1 anodového prostoru a piipojeni elektrod ke zdroji
stejnosmérné¢ho proudu. Na ném byly nastaveny hodnoty elektrického proudu
(150 mA), napéti (3000 V) a vykonu (90 W). Gel byl takto nahiivan

cca 30 minut.
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Do mikrozkumavek obsahujicich PCR produkty bylo piidano 5 pl nanaseciho
pufru. Nékolik minut pfed ukoncenim nahfivani gelu byly tyto vzorky
denaturovany v termocykléru po dobu 3 minut pii teploté¢ 94 °C. Po uplynuti

doby denaturace byly vzorky okamzité¢ umistény do ledové tfiste.

Béhem denaturace vzorkl bylo ukonc¢eno nahtivani gelu. Prostor mezi skly byl
opét vycistén pomoci proudu pufru z injekéni stiikacky. Do tohoto prostoru byl
nasledné opatrné umistén hiebinek tak, aby jeho zoubky zasahovaly do gelu

do hloubky asi 1 mm.

NanaSeni 2 pl vzorkl bylo provadéno pomoci osmikanalové pipety do prostori
mezi zoubky hiebinku. Po naneseni vSech vzorkl byl katodovy prostor opét
uzavien. Na zdroji stejnosmérného napéti byla nastavena hodnota vykonu
75 W, hodnoty elektrického proudu a napéti byly stejné jako pifi nahiivani.

Elektroforeticka separace trvala 1,5 — 3 hodiny.

Béhem separace byl ptipraven roztok fix/stop, roztok 1% kyseliny dusi¢né

a vyvojka, kterd byla umisténa do lednice.

Po uplynuti doby elektroforézy byl vypnut zdroj stejnosmérného elektrického
proudu, nasledovalo odpojeni elektrod a vypusténi pufru z katodového
prostoru. Sklo bylo vyjmuto z elektroforetické komurky. Poté byly odstranény
spacery a malé sklo s pfilepenym gelem bylo pomoci noze oddéleno
od velkého skla. Velké sklo, hiebinek i spacery byly umyty v deionizované
vodé a pfipraveny na dal$i pouZziti. Nasledujici manipulace byly provadény

s gelem pfilepenym na malém skle.

4.3.3 Vizualizace vysledki

1.

2.

Sklo s gelem bylo vlozeno (gelem nahoru) do fotomisky umisténé na ttepacce
a zalito roztokem fix/stop, ktery ptisobil 20 minut. Po uplynuti této doby byl
fix/stop roztok slit zpét do bainky a uchovan pro dalsi pouziti. Nasledn¢ bylo

sklo s gelem 3x dikladné promyto deionizovanou vodou.

Nasledovalo promyvani na tfepacce v roztoku 1% kyseliny dusi¢né, a to po
dobu 4 minut. Poté byl roztok vylit a sklo bylo 4x dukladné¢ omyto

deionizovanou vodou.
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3. Sklo s gelem bylo pteneseno do fotomisky uréené pro promyvani v roztoku
0,1% dusi¢nanu stiibrného, do kterého bylo pfed pouzitim piiddno 1,2 ml

formaldehydu. Roztok se nechal pisobit 30 minut.

4. Po uplynuti této doby byl roztok AgNOj3 slit zpét do 1ahve a sklo s gelem bylo
vlozeno na 5 — 10 sekund do deionizované vody. Nasledn¢ bylo umisténo na
ttepacku v piislusné misce a =zalito vyvojkou. Dochéazelo k vyvijeni
hnédosedych (stfibrem obarvenych) prouzki PCR produktl. Jakmile byly

prouzky dostate¢né zfetelné, bylo vyvijeni pfilitim roztoku fix/stop zastaveno.

5. Naésledné bylo sklo s gelem umisténo na cca 1 minutu do deionizované vody a
poté premisténo do susarny. SuSeni probihalo pii teploté 90 °C piiblizné

30 minut.

6. Po ususeni bylo sklo pfeneseno na negatoskop, kde byla vyhodnocena PCR
amplifikace jednotlivych mikrosateliti. Nasledovalo naskenovani gelu
do pocitace.

7. Poté bylo sklo s gelem ponofeno do roztoku hydroxidu sodného 0 koncentraci

1 mol/l, kde doslo k odlepeni gelu od skla. Sklo bylo dikladné¢ umyto a

pfipraveno k dalSimu pouZiti.

4.3.4 Hodnoceni vysledki

1. Vysledky byly hodnocené softwarem Cervus 3.0.6 (Kalinowski et al., 2007) a
Genepop 4.2 (Rousset, 2008). Program Cervus 3.0.6 byl pouzit pro vypocet
heterozygotnosti (ziskané i1 oekavané) a srovnani, zda jsou jednotlivé lokusy
v Hardy-Weinbergové rovnovaze. Pomoci programu Genepop 4.2 bylo

hodnoceno, zda jsou né¢které z mikrosatelitovych lokust ve vazbé.

4.4 Pouzité chemikalie

e Akrylamid (AppliChem)
e aTaq DNA polymeraza (5U/ul), M1241 (Promega)
e Bromfenolova modi (Serva)

e Deionizovana voda
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Deoxyribonukleosid trifosfaty (100 mmol/l, 400 ul kazdého), U 1240
(Promega)

Dusic¢nan stiibrny (Lachema)

Ethanol — 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
Ethylendiaminotetraoctan sodny (Na,EDTA) (Lachema)
Ethylendiaminotetraoctova kyselina (Lachema)

Fenol (Sigma)

Formaldehyd (Lachema)

Formamid (Lachema)

Hydroxid sodny (Lachema)

Chlorid sodny (Lachema)

Chloroform (Lachema)

Kyselina borit4 (Lachema)

Kyselina dusi¢na — 65% roztok (Lachema)

Kyselina octova — ledova (Lachema)

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

N-lauroylsarkosin (Sigma)

N,N’-methylenbisakrylamid (AppliChem)
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Serva)
Octan sodny (Lachema)

Peroxodisiran amonny (Serva)

Proteindza K (Sigma)

Clear Vue, Rain Repellent (Turtle WAX)

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

Xylenovéa modf (Xylencyanol FF) (AppliChem)
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4.5 Pouzité roztoky

Zasobni roztok 6% akrylamidu:
420 g mocoviny
484 ml deionizované vody
50 ml 10x TBE
150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamid:N,N’-methylenbisakrylamid
19:1

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

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

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

rozpustit v 800 ml deionizované vody, doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Fix/stop roztok:
88 ml ledové kyseliny octové

800 ml deionizované vody

NanasSeci pufr pro elektroforézu:
0,125 g bromfenolové modie
0,125 g xylenové modie
25 ml deionizované vody

100 ml formamidu

Roztok 1% kyseliny dusi¢né HNOs:
12 ml 65% HNO3

800 ml deionizované vody
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¢ Roztok 0,1% dusi¢nanu stFibrného AgNO;:
0,8 g AgNOs
doplnit objem deionizovanou vodou na 800 ml
pted pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu

e Vyvojka:
24 g uhli¢itanu sodného Na,CO3
800 ml deionizované vody
umistit do chladnicky, aby se vychladil na teplotu nizsi nez 10 °C
pred pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu
sodného NayS,0;

¢ Roztok 10% peroxodisiranu amonného (NH;),S,0s:
1 g peroxodisiranu amonného (NHg),S,0g
rozpustit v 10 ml deionizované vody

uchovavat v chladniéce

¢ Roztok hydroxidu sodného NaOH 1 mol/l:
40 g hydroxidu sodného NaOH

rozpustit v 800 ml deionizované vody, doplnit deionizovanou vodou na 1 |

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

e Queen’s pufr:
10 ml zasobniho roztoku Tris 1 mol/Il, 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 1 |

e TE pufr:
10 ml zasobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,0
200 pl zasobniho roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
rozpustit v 900 ml deionizované vody, doplnit deionizovanou vodou na 1 |

a zfiltrovat
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4.6 Laboratorni pristroje

e Elektroforeticky zdroj ECPS 3000/150 (Pharmacia)

e Elektroforeticky zdroj EV 232 (Consort)

e (Chladnicka kombinovana (Whirlpool)

e Laboratorni vahy MARK S 622 (BEL Engineering)

e Magneticka michacka MR Hei-Standard (Heidolph)

e Mikropipety Finnipipette 0,5 pl az 10 pl (osmikanalova) (Labsystems)
e Mikropipety Finnipipette 0,3 ul az 1 ml (Labsystems)

e Mikropipety Nichipet EX 0,5 ul az 1 ml (Nichiryo)

e Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)

e Negatoskop NEGAL (Maneko)

e Sekvenacni elektroforeticka komtrka S2 (Whatman Biometra)
e Susarna — sterilizator CAT 8050 (Contherm)

e Temperovany blok Dry-block DB-2D (Labnet International)

e Termocyklér GenePro (BIOER Technology)

e Termocyklér PTC 100-96 VHB (MJ Research)

e Termocyklér XP Thermal Cycler (BIOER Technology)

e Tiepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

e Vortex MS2 (lka)

e Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)
e Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)



5. Vysledky
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6. Diskuze
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7. Zavér

V experimentalni ¢asti své bakalaiské prace jsem se veénovala hledani
polymorfnich mikrosatelitovych lokust pomoci cross-species PCR amplifikace u 6
jedinct nesyta afrického (Mycteria ibis). Tito jedinci jsou chovani v ZOO Zlin-Le$na.
Celkem jsem u nesyta afrického testovala 219 part primert, které byly ptvodné
navrzené pro druhy z fadu brodivi (Ciconiiformes), potaplice (Gaviiformes), potapky
(Podicipediformes) a vrubozobi (Anseriformes). Od fadd brodivi a potaplice jsem
testovala vSechny dosud popsané mikrosatelitové lokusy, v piipad¢ tadu potipky a
vrubozobi jen nékteré vybrané mikrosatelitové lokusy.

PCR amplifikaci vétSiny téchto pard primert vznikl monomorfni produkt. 4
pary primert neamplifikovaly zadny mikrosatelity lokus. Polymorfni produkt poskytlo
celkem 63 parQ primert, z nichz 60 bylo navrzeno pro ptaky z fadu brodivi. Nejvice
polymorfnich mikrosatelitovych lokusti u nesyta afrického bylo navrzeno pro volavku
Zlutozobou (Egretta eulophotes). Jednalo se o 12 lokust. 9 polymorfnich lokusi u
nesyta afrického bylo primarné navrzeno pro nesyta lesniho (Mycteria americana), po 7
polymorfnich lokusech bylo od ¢apa bilého (Ciconia ciconia) a kolpika malého
(Platalea minor), po 5 lokusech poskytly polymorfni produkt primery od capa
vychodniho (Ciconia boyciana) a ibise japonského (Nipponia nippon), 4 lokusy
polymorfni u nesyta afrického byly ziskany od kolpika rizového (Ajaia ajaja), 3
polymorfni mikrosatelitové lokusy byly plvodn€ navrZzeny pro volavku cEervenavou
(Egretta rufescens) a volavku velkou (Ardea herodias), 2 polymorfni mikrosatelity byly
zikany pouzitim part primerd od kvakoSe no¢niho (Nycticorax nycticorax) a ibise
rudého (Eudocimus ruber) a 1 polymorfni mikrosatelitovy lokus byl navrzen pro
volavku rusohlavou (Bubulcus ibis). Dalsi 2 polymorfni lokusy byly ziskany od kachny
divoké (Anas platyrhynchos) z fadu vrubozobi a 1 mikrosatelit poskytujici polymorfni
produkt u nesyta afrického byl navrzen pro potaplici ledni (Gavia immer) z fadu
potaplice.

Nejvétsi procento ziskanych polymorfnich mikrosateliti u nesyta afrického
bylo pivodné navrzeno pro druhy z Celedi ¢apoviti. Do této Celedi patii také nesyt
africky, tudiz lze tvrdit, Ze vysledek je v korelaci s fylogenetickou vzdalenosti nesyta
afrického a zdrojovych druhi téchto lokusti. Mezi testovanymi mikrosatelity bylo také
15 lokust navrzenych pro nesyta lesniho, z nichz 9 poskytlo polymorfni produkt i u
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nesyta afrického. Velkou uspésnost amplifikace polymortnich produktii jsem u téchto
mikrosatelitli oCekavala, protoze nesyt africky a nesyt bily patii do stejného rodu.
Otestovanim celkem 219 parG primerd u 6 jedincii nesyta africk¢ho jsem
nalezla 63 na sob¢ nezavislych polymorfnich mikrosatelitovych lokust. 11 z nich
vykazovalo moznou vazbu na pohlavi. U 3 z nich byla vazba na pohlavi ptaka

pozorovana také v n€kolika dalsich pracich.
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8. Seznam pouzitych zkratek

A adenin

bp . par bazi (base pair)

Corere cytozin

DNA............ deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

dNTP........... deoxynukleotid trifosfat (deoxyribonucleotide triphospate)

(CTR guanin

1] JR— kilobaze

LINEs.......... dlouhé rozptylené jaderné elementy (long interspersed nuclear
elements)

PCR............. polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

SINEs.......... kratké rozptylené jaderné elementy (short interspersed nuclear
elements)

SSRS....ocue. repetice jednoduchych sekvenci (simple sequence repeats)

STRs........... kratké tandemové repetice (short tandem repeats)

T thymin

J IPYR teplota annealingu

VNTRs........ variabilni pocet tandemovych repetic (variable number of tandem

repeats)
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