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Souhrn

Tato diplomové prace se zabyvala hledanim polymorfnich mikrosatelitovych
lokust u ibise rudého (Eudocimus ruber), které by byly vhodné pro stanoveni a ovétreni
genetickych vztahii u tohoto druhu.

Teoreticka Cast této diplomové prace se nejprve vénuje podrobnéjSimu popisu
ibise rudého a jeho zatfazeni do systému, déale se zabyva obecnou charakteristikou
mikrosatelitovych lokust, jejich vlastnostmi a jejich muta¢nimi procesy a predevsim se
vénuje popisu polymorfnich mikrosateliti izolovanych z DNA druhti patficich do fadu
brodivych (Ciconiiformes).

Pro hledani polymorfnich mikrosatelitti jsem pouzila metodu zalozenou na PCR
amplifikaci mikrosatelitovych lokust s cross-species primery, které byly odvozeny
z DNA taxonomicky piibuznych druht z fddu brodivych (Ciconiiformes), ale i z DNA
druhti patiicich do evolucné vzdalenéjSich tadt dlouhokiidlych (Charadriiformes),
potapek (Podicipediformes), potaplic (Gaviiformes), sudokopytnikii (Artiodactyla),
tucnakl (Sphenisciformes) a vrubozobych (Anseriformes).

Analyzou 174 mikrosatelitovych lokust z devatenacti zdrojovych druhi, které
jsem testovala na 6 jedincich, jsem nalezla 17 polymorfnich lokust. Z téchto
17 polymorfnich mikrosatelitii jsem vybrala 9 nejpolymorfnéjsich, které jsem pouzila
pro vygenotypovani 27 jedincti ibisti rudych. Zpracovanim ziskanych genotypovych dat
téchto 9 mikrosateliti v programu Cervus 3.0.3 jsem ziskala jejich charakteristiky
a vybrala tak 4 mikrosatelity, které byly nejvhodnéjsi pro paternitni analyzy a na jejich
zaklad¢ jsem se snazila ovétit piibuzenské vztahy u ibist rudych z chovné skupiny ze

Z00 Dvur Kralové nad Labem.



Summary

This master thesis dealt with finding polymorphic microsatellite loci for scarlet
ibis (Eudocimus ruber), which would be suitable for the determination and validation of
genetic relationships of this species.

The theoretical part of this master thesis deals firstly with a detailed description
of the scarlet ibis and its taxonomy, discusses the general characteristics of
microsatellite loci, their properties and their mutational processes and mainly deals with
the description of polymorphic microsatellite DNA isolated from species belonging to
the order of Ciconiiformes.

To search for polymorphic microsatellites I used a method based on PCR
amplification of microsatellite loci in a cross-species primers that were derived from
DNA taxonomically related species of the order of Ciconiiformes, but also the DNA of
species belonging to the evolutionarily distant orders Charadriiformes,
Podicipediformes, Gaviiformes, Artiodactyla, Sphenisciformes and Anseriformes.

Analysis of 174 microsatellite loci from the 19 source species, which I tested in
6 individuals, I found 17 polymorphic loci. Of these 17 polymorphic microsatellite
I chose 9 the most polymorphic that I used for genotyping 27 individuals of the scarlet
ibises. Processing obtained genotype data of these 9 microsatellites in the program
Cervus 3.0.3 I got their characteristics and chose four microsatellites, which are the
most suitable for paternity analysis and I tried to verify family relationships the scarlet

ibises from breeding group of Dviir Kralové nad Labem.
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1 Uvod

Mikrosatelity jsou diky svym polymorfnim vlastnostem a cetnému vyskytu
v genomu velmi vhodné genetické markery pro fadu vyzkumnych ucelt, predevsim pak
pro studium populaci a ureni genetickych vztahli v téchto populacich. Pro studium
ptibuzenskych vztahli a paternity se vyuzivd metoda zalozena na PCR amplifikaci
mikrosatelitové DNA, kdy se vysledné¢ PCR produkty rozd€li pomoci elektroforetické
separace v 6% polyakrylamidovém gelu a nasledn¢ se vizualizuji dusi¢nanem
sttibrnym.

V této praci budu hledat polymorfni mikrosatelity pro determinaci paternity
u ibise rudého (Eudocimus ruber), a tim budu navazovat na svou bakalafskou praci.
V ramci své bakalafské prace jsem se vénovala analyze mikrosatelitl, které mély byt
vhodné pro paternitni studie u ibise rudého, avSak moje vysledky tomu neodpovidaly,
protoze jsem pomoci téchto mikrosatelith nebyla schopna urcit u ibise rudého
ptibuzenské vztahy. Proto v této diplomové praci budu hledat dalsi polymorfni
mikrosatelity, pomoci cross-species primeri navrZzenych pro taxonomicky piibuzné
druhy, které by byly vhodné pro ovérovani a urCovani piibuzenskych vztahli a paternity

u ibise rudého.



2 Cile prace

e Vypracovani reSerSe na téma diplomové prace.

e Shromazdéni dostupnych literarnich zdroji.

e PCR amplifikace mikrosatelitovych lokusti s vyuzitim cross-species
primerti, které jsou zndmé od taxonomicky piibuznych druhlG ptakd, za
ucelem zjisténi jejich polymorfismu u ibise rudého.

e Genotypovani polymorfnich lokusii u dostate¢ného poctu jedinci ibise
rudého pro ziskani jejich charakteristik a ovefeni genetickych vztahi

u chovné skupiny ibisii rudych v ZOO Dvir Kralové nad Labem.



3 Literarni prehled

3.1 Rad brodivi (Ciconiiformes)

Do tadu brodivych se fadi pét celedi a to: ¢apoviti (Ciconiidae), ¢lunozobcoviti
(Balaeniciptidae), ibisoviti (Threskiornithidae), kladivousoviti (Scopidae) a volavkoviti
(Ardeidae) (del Hoyo et al., 1992). Téchto pét Celedi zahrnuje zhruba 113 druhu.
Literarni zdroje se vSak v poctu cCeledi a druhli u tohoto fadu lisi, nejcastéji je
zmifiovano rozmezi 3 az 6 Geledi a 113 az 119 druhd (del Hoyo et al., 1992; Stastny et
al., 1998; Burnie, 2002; Gaisler et Zima, 2007).

Do tohoto tadu patii predevsim velci ptaci, jejichz znakem je zejména dlouhy
ohebny krk a dlouhé nohy (Gaisler ef Zima, 2007). Dlouhé nohy zajiSt'uji t€émto ptakim
to, ze opeteni zlistane pii brodéni v melkych vodéach suché, pticemz natahuji dlouhy krk
a hlavou se blizi k vod¢, kde hledaji svou potravu (Burnie, 2002). Na nohou maji tito
ptéaci Ctyfi prsty. NejsilnéjSim prstem je palec, ktery zvétSuje ndslapnou plochu nohou
(Stastny et al., 1998). Piedni tfi prsty spojuji malé nebo vétsi blany, ¢imz se hmotnost
ptaka pfi kraceni po bahné rozlozi do Sife (Burnie, 2002). VSechny druhy v tomto fadu
velmi dobte 1étaji, zejména pak plachti (Gaisler e Zima, 2007). Pii letu se jednotlivé
rody mohou docela dobie rozeznat, protoze volavky a bukaci davaji krk esovité k télu,
zatimco ¢api, kolpici a ibisové maji krk natazeny doptedu (Burnie, 2002).

Zobak u brodivych je obvykle tzky, ovSem u kazdého druhu je rtizn€ upraven
a to podle zptisobu ziskavani potravy. Zaludek maji tiidilny a zpravidla postradaji vole
(Gaisler et Zima, 2007). VSichni brodivi jsou masozravci a jejich potravou jsou
predevsim vodni Zivogichové (Stastny ef al., 1998; Gaisler et Zima, 2007).

Hnizdéni u brodivych probiha zjara v mirném pasmu a celoro¢né v pasmu
tropickém. Sva hnizda si stavéji obycejné na stromech nebo také v rakosinach a to bud’
jednotlivé v trvalych parech nebo v koloniich, které jsou tvoieny stovkami az tisici pary
(Stastny et al., 1998; Gaisler et Zima, 2007). Brodivi ptaci jsou vét§inou monogamni
a o mlad’ata, ktera jsou nidikolni, se staraji oba rodice (Chury ef al., 1966).

Zastupci tohoto fadu se nachézeji v riznych typech prostiedi po celém svéte,

vyjimkou jsou pouze pasma v blizkosti polit (Forshaw, 1998). Nejvice se vyskytuji


http://benskala.sweb.cz/19.htm
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v oblastech se sladkou vodou ateplym klimatem, kde v zimé nezamrzavaji vodni

plochy (Burnie, 2002).

3.1.1 Alternativni pojeti fadu brodivych
Rad brodivych je u nékterych autorti velmi riizné popisovan. Do fadu brodivych

jsou ne¢kdy zarazeni jako Celed’ i plamenaci, ktefi jsou obvykle v samostatném fadu.
V systému podle Sibleyho a Monroea (1990) je ad brodivych délen na podiady bahnaci
(Charadrii) a brodivi (Ciconii), kdy brodivi zahrnuji 18 celedi a to vSechny celedi
dravci, veslonohych a dale ¢eledi plamenaki, potapek, potaplic, trubkonosich a tu¢nakt
(Stastny ef al., 1998). V dal§im alternativnim systému (Hackett ef al., 2008), ziskaném
pomoci modernich studii DNA, je fad brodivych tvofen pouze Celedi Capovitych
(Ciconiidae). Zbyvajici Ctyfi Celedi tohoto fadu jsou fazeny do fadu veslonohych
(Pelecaniformes), jelikoz maji podle téchto studii fylogeneticky blize k ¢eledim tohoto
fadu. Rad veslonohych tedy piedstavuje podle tohoto systému 9 &eledi. Ctyfti &eledi
patiici dfive do brodivych (Clunozobcoviti, kladivouSoviti, ibisoviti a volavkoviti)
a dalSich pét celedi tvoii tradi¢ni zastupci tohoto fadu a to: anhingoviti (Anhingidae),
fregatkoviti (Fregatidae), kormordnoviti (Phalacrocoracidae), pelikanoviti (Pelecanidae)
a terejoviti (Sulidae). Celed’ faetonoviti (Phaethontidae), ktera je bézné fazena do fadu
veslonohych (Pelecaniformes), je v tomto systému v samostatné skuping. Stejn¢ tak tad
plamenakil a potapek, které jsou v tomto novém pojeti systému brany za fylogeneticky
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nejpiibuznéjsi, jsou fazeny samostatné mimo tyto vodni ptéky.

3.1.2 Celed ibisoviti (Threskiornithidae)
Do celedi ibisovitych se fadi stiedné velci ptaci, ktefi se vyznacuji lysinou okolo

o¢i, dlouhym krkem, zobdkem a dlouhyma nohama (Alderton, 1995; St’astn)'/ et al.,
1998; Gaisler et Zima, 2007). Ptaci, zastoupeni v této celedi, se vyskytuji, kromé
Antarktidy, ve vSech oblastech, nejvice ale v tropech (del Hoyo et al., 1992). Ziji ve
velkych skupindch a to zejména na mistech s mélkou vodou, ktera obvykle docasné
vysychaji (Alderton, 1995).

Tato celed se rozdéluje na 2 podceledi, které jsou svym vzhledem velmi dobte
odlisitelné. Jednd se o podceled’ ibisti (Threskiornithinae), vyznacujici se srpovité
zahnutym del§im zobdkem a podceled” kolpikii (Plataleinae), ktefi jsou charakteristicti

dlouhym zobdkem na konci 1Zicovité rozSifenym (Hanzék et Hudec, 1974).


http://benskala.sweb.cz/20.htm
http://benskala.sweb.cz/22.htm
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V této Celedi je ve 2 podceledich 13 rodi, které zahrnuji 32 druht, kdy 7 druht
je ohroZzenych. Z podceledi ibisti patfi mezi ohrozené druhy ibis béloramenny
(Pseudibis davisoni), ibis obrovsky (Pseudibis gigantea), ibis skalni (Geronticus
eremita), ibis jihoafricky (Geronticus calvus), ibis Cinsky (Nipponia nippon) a ibis
olivovy (Bostrychia bocagei). V podCeledi kolpikii je ohrozenym druhem kolpik maly
(Platelea minor) (del Hoyo et al., 1992; Forshaw, 1998).

3.1.3 Charakteristika ibise rudého (Eudocimus ruber) a zarazeni do systému
Systematické zatazeni ibise rudého (Eudocimus ruber) (del Hoyo et al., 1992;

Hackett et al., 2008):

Kmen: Strunatci (Chordata)
Podkmen: Obratlovci (Vertebrata)
Nadtiida: Celistnatci (Gnathostomata)
Ttida: Ptaci (Aves)

Podtiida: Pravi ptaci (Ornithurae)
Nadrad: Létavi (Neognathae)

Rad: Veslonozi (Pelecaniformes)
Celed”: Ibisoviti (Threskiornithidae)
Podceled’: Ibisové (Threskiornithinae)
Rod: Ibis (Eudocimus)

Drubh: Ibis rudy (Eudocimus ruber)

Sarlatové pefi ¢ini z ibise rudého jednoho z nejvyraznéji zbarvenych mokiadnich
ptaki svéta. Ibis rudy je syté Cerveny, vyjimkou jsou jenom konce kiidel, které jsou
cerné (Gosler, 1994). Pohlavi se ve svém zbarveni pefi nelisi (Burnie, 2002), pouze
neopefené cCasti téla jsou u samci naCervenalé a v obdobi hnizdéni dochdzi
1k z€ervenani jejich zobdkd (Gosler, 1994). Nedospéli jedinci maji hlavu a krk
hnédobile zihané, ostatni ¢asti opefeni jsou Sedohnédé, kdy kosttec a spodni ¢asti téla
jsou bilé (del Hoyo et al., 1992; Gosler, 1994).

Ibis rudy hnizdi ve velmi rozsdhlych koloniich, které mohou ¢itat aZ tisice
jedinct (del Hoyo et al., 1992). Jedinci vytvérteji v koloniich péry, ale 1 pfesto Casto
dochazi k pareni s jinymi partnery (Burnie, 2002). Hnizda, kterd si stavi tésné¢ vedle

sebe, jsou umisténad v korunach ket nebo stromil nad vodou, ¢imz jsou chranéna pred
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nekterymi predatory (Hanzak et Hudec, 1974; Alderton, 1995). Samice obvykle snasi
dvé vejce, nekdy 3 a velmi vzacné 4. Vejce jsou svétle modra s mnoha hnédocervenymi
skvrnami a jejich inkubacéni doba trvd 21 — 24 dnt (Olmos et Silva, 2001). Vylihla
mlad’ata jsou pokryta ¢ernym prachovym pefim a k uplnému opefeni dochazi v priabéhu
prvniho mésice zivota (del Hoyo et al., 1992).

Potravu si nachazi, stejné¢ jako i jiné druhy ibisii, zejména hmatem, ktery ma
velmi dobfe vyvinuty. Lovi tedy pii chizi, kdy svym dlouhym zobdkem prohledava
bahno a kalnou vodu. Jeho kofisti je vodni hmyz, malé rybky a pfedevs§im korysi,
zejména pak krabi, ktefi patii mezi jeho oblibené pochoutky (Alderton, 1995; Burnie,
2002). Svou kofist hleda pouze ve dne, za stmivani se vraci na stromy, aby se snizilo
riziko napadeni predatory (Burnie, 2002).

Ibis rudy se vyskytuje zejména v severni Casti Jizni Ameriky a to v oblasti
vychodniho Ekvadoru, severni Kolumbie, severni Venezuely, Guyany a na pobieZi
Brazilie az u delty feky Amazonky (del Hoyo et al., 1992). V téchto oblastech osidluje
prostfedi bazin, usti fek a ryzova pole (Gosler, 1994). Ibis rudy neni zatim celkové
ohrozenym druhem, ale postupné dochazi v nékterych oblastech k poklesu jeho Cetnosti
(del Hoyo et al., 1992). Tento jev je disledkem bezohledné lidské cinnosti
v mangrovovych oblastech. Dochazi k devastaci tohoto unikétniho ekosystému a to ma
obzvlast’ vliv na zZivocichy, ktefi zde ziji. Pivodni rozsifeni ibise rudého bylo po celém
brazilském pobfezi, nicméné béhem dvacatého stoleti doSlo k vymizeni jedincii
zvychodni a jizni oblasti brazilského statu Ceara, ktefi zde tvofili vice nez 2/3
celkového poctu jedinci (Goncalves et al., 2010). Dal§im piikladem sniZzeni mnozstvi
jedinct je ostrov Trinidad, kde se diive tento druh vyskytoval v hojném zastoupeni, ale
od roku 1970 zde jiz nehnizdi. Stejn¢ tak tomu je i v Guyan¢, kde se ibis rudy prestal
vyskytovat od roku 1982 (del Hoyo et al., 1992; Stastny et al., 1998). Naproti tomu
byla vSak vroce 1989, v oblasti Cubataa v jizni Brazilii (Brazilsky stat Sao Paulo),
objevena izolovand maléd kolonie ibisti rudych, coz miZze byt ohniskem jejich dalsiho

rozSifovani (Santos et al., 2006).

3.1.3.1 Mikrosatelity popsané u ibise rudého
Ditlezitym genetickym markerem, pro pfesnéj$i analyzu populaénich procesii

u ohrozenych druhti ptaku, se staly mikrosatelity. Pomoci polymorfnich mikrosatelitl se

ziskaji informace o celkové genetické diverzité a pribuzenskych vztazich mezi jedinci
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ohroZzenych pfirodnich populaci a pravé toto mize pomoci ve vyvoji programll pro
ochranu ohroZenych jedinct (Santos et al., 2006).

Polymorfni mikrosatelitové lokusy byly také ziskany a popsany u ibise rudého.
Jedna se o deset mikrosateliti Eru02 az Erull, které byly izolovany z obohacené
genomové knihovny. Ze tii pfirodnich brazilskych populaci bylo vybrano 45 jedinca
a byly provedeny analyzy, kterymi se stanovil pocet alel na lokus 3-17. Téchto deset
polymorfnich mikrosatelitovych lokust mélo vytvofit prvni specificky odvozené
molekularni markery od ibise rudého, diky kterym mohla byt vyhodnocena celkova
geneticka variabilita a tak 1 vytvofena spravnéd ochranna strategie pro tento druh (Santos
et al.,20006).

Podle autorti Santos et al. (2006) mély byt tyto mikrosatelity vysoce polymorfni,
avSak jejich testovanim v mé bakalaiské praci (Vrbatova, 2009) jsem dostala uplné
odlisné vysledky. Z téchto deseti mikrosatelith vychazelo v mé bakalarské praci jako
polymorfnich pouze pét mikrosateliti a to Eru03, Eru04, Eru06, Eru07 a Eru09. Navic
Obrucova (2009) zjistila, ze mikrosatelity Eru07 a Eru09 jsou orthologni sekvence,
které byly pii sekvenovani ptrecteny v opacném smeéru. Tento poznatek vyvratil tvrzeni
autorti Santos et al. (2006), ze mezi lokusy Eru07 a Eru09 neexistuje zadna vazba. Tyto
polymorfni mikrosatelity vykazovaly u dvaceti testovanych jedinci ibisit rudych
rozmezi 2 az 10 alel na lokus. V tabulce €. 1 jsou porovnany vysledky autorti Santos et

al. (2006) a vysledky z mé bakalaiské prace Vrbatova (2009).

Tabulka ¢&.1: Porovnani vysledkd autorti Santos et al. (2006) a Vrbatova (2009)

u mikrosatelit Eru02-Erull:

Nazev Pocet alel podle Pocet alel podle
mikrosatelitu Santos et al. (2006) Vrbatova (2009)

Eru02 4 monomorfni

Eru03 9 5

Eru(4 5 6

Eru05 6 monomorfni

Eru06 17 10

Eru07* 5 2

Eru08 4 monomorfni

Eru09* 5 2

Erul0 3 monomorfni

Erull 3 monomorfni

Mikrosatelity oznacené * jsou totozné lokusy
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3.2 Mikrosatelity v fadu brodivych

Uplné prvni ptaéi mikrosatelity byly izolovany v fadu pévci (Passeriformes) a to
z DNA vlastovky obecné (Hirundo rustica) a z DNA lejska Cernohlavého (Ficedula
hypoleuca) (Ellegren, 1992). Od této doby se pocet izolovanych ptacich mikrosatelitii
znaén€ zvysil. V fadu brodivych je z DNA deseti druhii izolovdno pfiblizné¢ 150
polymorfnich mikrosatelitovych lokusii. Jedna se o druhy pattici do ¢eledi ¢apovitych,
ibisovitych a volavkovitych. Diky témto polymorfnim mikrosatelitovym lokusim je
mozné u piibuznych druht pouzivat metodu cross-species amplifikace. Tato metoda je
velmi vhodna pro hledani novych polymorfnich lokust a také mnohem vyhodnéjsi, na

rozdil od izolace de novo, ktera je jak finan¢né, tak ¢asove velmi nadro¢na

3.2.1 Mikrosatelity v ¢eledi ¢apovitych
Jako prvni, vtadu brodivych, byly izolovany mikrosatelitové lokusy z DNA

nesyta lesniho (Mycteria americana) patticiho do celedi ¢apovitych. U nesyta lesniho
byly nejprve autory van den Bussche et al. (1999) popsany 4 mikrosatelitové lokusy s 2
az 3 alelami na lokus. Tento nizky pocet alel, ktery byl nalezen u 136 jedinci
pochéazejicich z deviti riznych kolonii, je diisledkem vazného snizeni poctu populaci
tohoto druhu. Autofi Tomasulo-Seccomandi et al. (2003) pozdé&ji izolovali u nesyta
lesniho dalSich jedenact polymorfnich mikrosatelitovych lokust, kdy stanovili pocet
alel 2 az 4 na lokus, pficemz testovani provedli pouze na 31 jedincich ze dvou rtiznych
populaci. Tyto pozdgjsi studie u nesyta lesniho potvrdily stdle nizkou genetickou
variabilitu v jeho populacich, ale zarovein zde byl i jisty naznak jejiho pomalého
vzristu. Nasvédcuje tomu nizsi pocet testovanych jedinct, u kterého byl zjistén vyssi
pocet alel. Téchto 11 mikrosatelitovych lokust bylo testovano pomoci cross-species
amplifikace u c¢apa bilého (Ciconia ciconia), kdy Sest lokusti bylo polymorfnich
(Shephard et al., 2009).

U ¢épa bilého bylo z jeho DNA izolovéano celkem 13 mikrosatelitovych lokusi.
Autofi Shephard et al. (2009) testovanim na 30 jedincich ¢apa bilého izolovali
7 polymorfnich mikrosatelitl, které vykazovaly alelové rozmezi na lokus 2 az 10.
DalSich 6 mikrosatelitli nalezl profesor Segelbacher (osobni sdéleni), avSak nepodaftilo

se mi od ného ziskat vice informaci o téchto lokusech.
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3.2.2 Mikrosatelity v celedi ibisovitych
V Celedi ibisovitych bylo u ibise japonského (Nipponia nippon) izolovano

celkem 24 mikrosatelitovych lokust s rozmezim 2 az 5 alel na lokus . Nejdfive autofi Ji
et al. (2004) popsali u ibise japonského 13 mikrosatelitovych lokust, kdy 8 z nich u n¢j
bylo polymorfnich s 2 az 3 alelami na lokus. V dalS§im studiu na ibisu japonském
izolovali autofi He et al. (2006) 11 polymorfnich mikrosatelitovych lokust, s rozmezim
2 az 5 alel na lokus. Na DNA ibise japonského se testovaly také primery odvozené
zDNA kura doméciho (Gallus gallus), tura domdaciho (Bos primigenius) a kapra
obecného (Cyprinus carpio). Nalezly se 4 polymorfni mikrosatelitové lokusy, které
vykazovaly 2 az 7 alel na lokus. Polymorfni produkt poskytly primery odvozené z DNA
kapra obecného a tura domaciho (Lei et al., 2005). Primery, odvozené z DNA ibise
japonského, byly pomoci cross-species mikrosatelitové amplifikace testovany u ibise
cernohlavého  (Threskiornis  melanocephalus). Nalezlo se 5 polymorfnich
mikrosatelitovych lokusi, kdy jeden z téchto mikrosateliti byl polymorfni pouze u ibise
¢ernohlavého, kdezto nebyl polymorfni u ibise japonského (Ji et al., 2004). Téz u ibise
posvatného (Threskiornis aethiopicus) byly nalezeny dva polymorfni lokusy s poctem
4 a 12 alel na lokus a to pfi testovani cross-species primeri odvozenych z DNA ibise
japonského a z DNA tuc¢iidka krouzkového (Pygoscelis adeliae) (Wilson, 2008).

Z podceledi kolpikti bylo u kolpika malého (Platalea minor) izolovano 23
mikrosatelitovych lokust, které vykazovaly vysoky polymorfismus, protoze analyzou
na 20 jedincich kolpika malého se stanovilo rozmezi 2 az 19 alel na lokus. Tyto
mikrosatelity se také testovaly pomoci cross-species mikrosatelitové amplifikace
iujinych druhti z fddu brodivych. Jednalo se o druhy ibise posvatného (7Threskiornis
aethiopicus), ibise rudého (Eudocimus ruber), kolpika rGzového (Platalea ajaja),
kvako$e no¢niho (Nycticorax nycticorax) a volavky bilé (Adrdea alba). Autoti Yeung et
al. (2009) v tomto ¢lanku neuvadéji, zda u téchto druhti byly mikrosatelitové lokusy
polymortfni, ale pouze zde zmifuji intenzitu vyslednych PCR produktt.

Dal8im druhem kolpikt je kolpik riZzovy, u kterého autofi Sawyer et Benjamin
(2006) popsali Sest polymorfnich mikrosatelitovych lokusti, které¢ vykazovaly 2 az 9 alel
na lokus. Testovani bylo provedeno na 61 jedincich, ktefi pochazeli ze tfi zoologickych

parkll a z jedné ptirodni populace.
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3.2.3 Mikrosatelity v ¢eledi volavkovitych
Z celed¢ volavkovitych bylo u volavky velké (Ardea herodias) popséno 17

mikrosatelitovych lokust. 15 téchto lokust bylo u volavky velké polymorfnich a pocet
alel na lokus byl velmi vysoky, v rozmezi 2 az 18 alel. Testovani se provedlo na 40
jedincich volavky velké pochazejicich ze 4 raznych populaci (McGuire et Noor, 2002).
Tito autofi testovali tyto mikrosatelity za pomoci cross-species mikrosatelitové
amplifikace 1 u pfibuznych druht volavek. Jednalo se o jednoho jedince volavky bilé
(4. alba) a volavky popelavé (4. cinerea) a dva jedince volavky jihoamerické
(4. cocoi). U vsech tif druhi se vétSina mikrosatelitti uspésné amplifikovala a dévala
polymorfni produkt, navic u vétSiny lokusi vznikaly alely odliSnych délek nez jaké
vznikaly u volavky velké. Z toho vyplyva, Ze tyto markery by mohly byt uspésné
pouzivany i u ostatnich druhii volavek. Chang et al. (2005) testovali 8 ztéchto 17
mikrosatelitovych lokusit na DNA kvakose no¢niho (Nycticorax nycticorax) a vsech
8 vyslo jako polymorfni.

U dalsi volavky, volavky Zlutozobé (Egretta eulophotes), autofi Huang et al.
(2009) popsali 18 polymorfnich mikrosatelitovych lokusti. Autofi tyto mikrosatelity
testovali na skupiné 20 jedincti volavek zlutozobych a stanovili alelové rozmezi 2 az 9
alel na lokus. VétSina téchto mikrosatelitovych lokusi se také uspésné amplifikovala
u volavky sttibfité (Egretta garzetta), volavky pobiezni (E. sacra), volavky bilé,
volavky ¢inské (Ardeola bakchus) a volavky rusohlavé (Bubulcus ibis). U volavky
stiibfité se uspésn¢ amplifikovalo vSech 18 lokust. Autofi ovSem neuvadéji, zda
u téchto druhti byly vysledné produkty polymortni ¢i nikoliv (Huang et al., 2009).

Autofi Hill et Green (2011) izolovali z DNA 31 jedinci volavky cervenavé
(Egretta rufescens), pochazejicich zjedné hnizdni kolonie, 12 polymorfnich
mikrosatelitovych lokust, u kterych zjistili rozmezi alel 2 az 10 na lokus.

U kvakose no¢niho bylo izolovano 11 polymorfnich mikrosatelitovych lokusti,
které vykazovaly 4 az 13 alel na lokus. Tyto polymorfni lokusy autofi Chang et al.
(2009) testovali u 11 riznych druhii volavek, kde u vétsSiny doslo k tispésné cross-
species mikrosatelitové amplifikaci. Autofi ale v ¢lanku neuvedli, jestli vysledné

produkty cross-species amplifikace vykazovaly polymorfizmus (Chang et al., 2009).
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3.3 Repetitivni sekvence DNA

Nukleotidové sekvence DNA v jadie se déli na dva typy a to na jedinecné
arepetitivni. Jedine¢né sekvence jsou jedenkrat zastoupeny v haploidnim genomu
ur¢itétho druhu a zahrnuji vétSinu koédujicich sekvenci. Tvoii jen malou ¢ast celkové
DNA. U eukaryotnich organismi pievazuje vjaderném i mimojaderném genomu
negenova DNA, kterou tvofi z mensi Casti repetitivni sekvence, které maji riiznou délku
a v haploidnim genomu se mnohokrat opakuji (Rosypal, 1997; Necas et al., 2000).

Repetitivni DNA lze rozdélit na dva typy. Prvnim typem repetitivnich sekvenci
jsou rozptylené repetice, které jsou roztrouseny po celém genomu (Alberts et al., 1998).
Podle délky se rozliSuji na kratké rozptylené repetice, které maji délku okolo 300 bp
a na dlouhé rozptylené repetice, které jsou delsi nez 300 bp (Rosypal, 1997).

Druhym typem jsou kratké, vysoce repetitivni sekvence, které jsou oznaCované
jako satelitni DNA (Alberts et al., 1998). Vyskytuji se pievazné v heterochromatinové
oblasti centromery, jsou tedy v siln¢ kondenzovaném stavu, a tim jsou transkripéné
neaktivni (Csink e Henikoff, 1998). Tyto satelitni DNA se replikuji v pozdni S fazi
(Singer, 1982) a podle délky jejich motivu, ktery vytvari repetici, se déli na minisatelity
a na mikrosatelity, které jsou nazyvané i STRs — Short Tandem Repeats (Flegr, 2009).

Minisatelity se vyznacuji delSim motivem repetice, ktery je tvofen minimalné 10
bp a vice. Horni limit délky repetice neni pfesné definovany (Kashi et King, 2006), ale
zpravidla je délka repetice 10 az 75 bp (Taylor et al., 1996). Mutabilita minisatelitd je
mnohem vys$$i v porovnani s mutabilitou mikrosatelitti (Fridolfsson et al., 1997; Flegr,

2009).

3.3.1 Mikrosatelity
Mikrosatelity jsou kratké tandemové repetitivni sekvence DNA, které maji délku

opakujici se repetice vrozmezi 1-6 bp. Diky jejich variabilnimu poctu repetic
u jednotlivych jedincii jsou mikrosatelity vysoce polymorfni, a tim se stavaji vhodnymi
markery pro molekuldrné¢ taxonomické studie (Schlotterer, 2000; Flegr, 2009).
Vyskytuji se v genovych i v negenovych oblastech hlavné u eukaryotickych organizmi
(Zane et al., 2002). U prokaryotickych organizmli se mikrosatelity nachazeji pomérné

vzacné (Li et al., 2004). Jejich pritomnost v kodujicich a regulacnich oblastech muze
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ovlivitovat genovou expresi. Studie ale ukazaly, ze se mikrosatelity nachazeji predevsim
v nekodujicich oblastech genomu (Subramanian ef al., 2002).

Hlavnimi typy repetic mikrosatelitl jsou repetice mononukleotidové,
dinukleotidové, trinukleotidové a tetranukleotidové (Ellegren, 2004). V genomu primati
vSak nejcastéji mikrosatelity vyskytuji ve formé dinukleotidové repetice (48-67 %) (Li
et al., 2002). Ptikladem je isav¢i genom, ve kterém je 57 % vSech sekvenci tvofeno
dinukleotidovou repetici CA (Flegr, 2009). Nejcastéjsi trinukleotidova repetice u savct
je AGC (Toth et al., 2000), ale u ostatnich druhti je nejfrekventovangjsi CAG a AAT
(Hancock, 1999).

3.3.1.1 Vlastnosti mikrosatelitu

V poslednich letech vzrostl zajem o mikrosatelity, protoze v kombinaci s PCR se
znich stavaji velmi uZitecné polymorfni DNA markery (Tautz et Schldtterer, 1994).
Pravé kodominantnost alel, vysoka troven polymorfismu a ptfedevsim dédicnost alel od
obou rodi¢ii na potomky, ¢ini z mikrosatelitii nalezité markery pro ur€ovani paternity
a ptibuznosti v populacich (Chistiakov et al, 2006). Pro své znatné zastoupeni
a rozmisténi po celém genomu jsou také vhodné pro mapovani lidskych genti (T6th et
al., 2000) a diky své malé velikosti jsou relativné stabilni 1 v degradované DNA, a tim
mohou byt Siroce vyuzivany téz ve forenzni genetice pro identifikaci jedinct
(Chistiakov et al., 2006).

Dalsim divodem zajmu o mikrosatelity je, ze zmnozeni kodujicich
trinukleotidovych repetic je spojeno sftadou lidskych genetickych onemocnéni.
Piikladem miize byt Huntingtonova choroba, kterd je zplsobend zmnoZenim tripletu
CAG nebo spinobulbarni muskularni atrofie, spinocerebralni ataxie ¢i syndrom
fragilniho chromozomu X (To6th ef al., 2000). Tyto mutantni mikrosatelity pak slouzi
v medicing jako genetické markery pro diagnostiku téchto nemoci (Tautz et Schlotterer,
1994; Goldstein et Schlétterer, 1999). Celkovou vyhodou je, Ze pro testovani sta¢i malé

mnozstvi DNA (Chistiakov et al., 20006).

3.3.1.2 Mutace mikrosatelitovych lokust
U DNA markert je stupent polymorfismu imérny rychlosti mutace. Vzhledem

ke znaénému polymorfismu mikrosatelitti je tedy jasné (Ellegren, 2004), ze mutacni
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rychlost v mikrosatelitovych lokusech je az o n€kolik 4d vyssi nez u jinych lokusa
a odhaduje se fadové na lokus vrozmezi 102-10° nukleotidii za jednu generaci,
pfiCemz zélezi o jaky organizmus se jedna (Hancock, 1999; Oliveira et al., 2006).
Mutacni rychlost se také zvySuje v zavislosti na délce alel, takze s poCtem repetic roste
1 poCet mutaci (Whittaker et al., 2003) a dale zalezi i na délce repetitivniho motivu.
Dinukleotidové repetice maji mutaéni rychlost 5,6 x 10™ kdezto tetranukleotidové
repetice 2,6 x 10~ (Weber et Wong, 1993).

Existuje né€kolik mechanismi, které vysvétluji vysokou mutacéni rychlost
u mikrosateliti. Béhem rekombinace miize dojit ke vzniku riznych chyb, jako jsou
tteba nerovnomérny crossing-over ¢i genova konverze a nebo v prubéhu replikace ¢i
opravy DNA muze dochédzet ke sklouznuti DNA polymerazy (Oliveira et al., 2006).
Posledni zminény mechanismus, tedy sklouznuti DNA polymerazy (replication
slippage), je povazovany za hlavni zdroj variability u mikrosatelitii (Zima et al., 2004).
Diky tomu dochazi ke vzniku alel, které se 1i$i svoji délkou (Hancock, 1999), zpravidla
o nasobek délky motivu repetice. Proto je pak relativné snadné jednotlivé alely od sebe

rozeznat pii bézné polyakrylamidové elektroforéze (Flegr, 2009).

3.3.1.3 Mutaéni modely
Muta¢ni modely se pouZivaji pro odvozovani predpoklddaného poctu alel v populaci

z pozorované heterozygotnosti a pro stanoveni genetické variability v populacich.
Mutaéni modely se také snazi popsat vznik polymorfizmii u mikrosatelitovych lokusi.
Obecné jsou znamy ¢tyfi muta¢ni modely, avSak kazdy model ma urc€ité nevyhody pfi
aplikaci u mikrosatelitd (Huang ef al., 2002; Oliveira ef al., 2006):
A) Krokovy mutaéni model — SMM (stepwise mutation model). Tento model
predpoklada, ze se velikost mikrosatelitu zméni bud’ deleci nebo duplikaci jen
o jednu repeti¢ni jednotku. Model SMM vSak neumi vysvétlit absenci velmi
dlouhych alel a to, Ze nesméfuje ke konstantnimu rozdéleni jednotlivych alel
(Huang et al., 2002; Oliveira et al., 2006).
B) Dvoufiazovy mutacni model - TPM (two phase model). Vychazi
z modelu SMM, ale nevylucuje vyskyt vétSich mutaci. Rozdil spociva tedy
v tom, Ze pokud vznikne krokova mutace s pravdépodobnosti p, tak vicefazové

mutace vzniknou s pravdépodobnosti 1-p (di Rienzo et al., 1994).
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C) Model nekonecnych alel — IAM (infinite allele model). V tomto modelu vytvaii
nahodné kazda duplikace nebo delece rizného poctu repetic, vzdy nové alely.
Vznikaji tedy alelové stavy, které nejsou jesté v populaci zastoupeny (Oliveira
et al.,2000).

D) Model K-alely - (K-allele model). Model popisuje vSechny mozné vzniklé nové
alely jako K a pravdépodobnost kazdé alely mutovat na jinou je K — 1 (Balloux

et Lugon-Moulin, 2002).

U vsech téchto mutacnich modelti, kromé¢ modelu IAM, mohou alely mutovat do
takovych alelovych stavii, které jiz v rtiznych populacich existuji, a tim se vytvari

homoplazie mikrosatelitu (Estoup et al., 2002).

3.3.2 Homoplazie mikrosatelitu
U mikrosatelitovych lokusl je Casto rozsifend homoplazie, coz je jev, kdy maji

alely stejnou velikost, ale pfitom jsou neidentické svym pivodem. Homoplazie vznika
jako disledek mutace, kdy se vytvari velikostné stejné alely u neptibuznych jedinci.
Homoplazii mtizeme dé€lit na dvé tfidy, kdy jsou lokusy mikrosatelitl totozné ve své
délce, ale ne ve svych sekvencich a nebo jsou shodné v délce 1 v sekvencich. Prvni tfida
se detekuje pomoci sekvenovani lokust a druhé tfida pomoci rodokmentl, které obsahuyji
mutacni procesy (Angers et al., 2000; Scribner et Pearse, 2000; Anmarkrud et al.,
2008). Pti studiu vzdalené ptibuznych populaci ¢ini homoplazie potize, jelikoz praveé
podle rtizné délky alel se urcuji jednotlivé mikrosatelitové alely (van den Bussche ef al.,

1999).

3.3.3 Nulové alely
Nulové alely mikrosateliti jsou alely, u nichz neprobéhne tuspésné PCR

amplifikace, nevznika u nich tedy produkt a to proto, Ze dochdzi k mutaci v mistech,
kde primery nasedaji na templatovou DNA. Tyto alely se mohou téz vytvofit béhem
amplifikace alel odliSnych délek, protoZe kratsi alely se amplifikuji G€innéji ve srovnani
s delsimi alelami, jako nasledek kompetitivniho charakteru PCR. Tento jev se vyskytuje
jen vyjimecné a takové alely mohou byt objeveny, pokud do reakce dodame vice
templatové DNA. Nulové alely mohou vznikat i v ptipad€ Spatné kvality templatové

DNA, kdy opét neprobéhne PCR reakce (Wattier ef al., 1998; Dakin et Avise, 2004).
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Hlavnim problémem nulovych alel je jejich vyskyt pfi testech paternity. Pokud
jsou totiz rodi¢e heterozygotni pro nulovou alelu, jsou genotypové vyhodnoceni jako
homozygoti a tim jejich genotyp neodpovida genotypu jejich potomkd, ¢imz se oznaci
jako neptibuzni (Dakin et Avise, 2004). Nulové alely mohou byt odhaleny diky
odchylce alelovych cetnosti od Hardy-Weinbergovy rovnovahy a nebo také vyrazny
nedostatek heterozygotii v populaci vede k podezieni na pfitomnost nulovych alel

(Newman et Square, 2001; Jones et Ardren, 2003).

3.3.4 Princip hledini novych mikrosatelitovych lokust
U vétSiny druhit musi byt nové mikrosatelitové lokusy obvykle ziskany de novo,

coz je velmi drahé¢ a Casové naro¢né. Proto se u piibuznych druhti vyuziva hledani

pomoci PCR amplifikace cross-species primerii (Carreras-Carbonell ef al., 2008).

A) Hledani mikrosatelitovych lokusi de novo

Nejprve musi byt z cilového druhu izolovana genomickd DNA, ktera je poté
nastipdna pomoci restrikénich enzymu. Nasledné se provede separace nastipané DNA
v agardzovém gelu, pricemz se ziskaji fragmenty DNA pozadované délky (300-700 bp).
Tyto fragmenty se vlozi do plazmidového vektoru, kdy nasleduje transformace tohoto
vektoru do vhodné bakterie. Transformované klony jsou pfemistény na nylonovou
membranu, provede se hybridizace se znacenou oligonukleotidovou sondou, kterd
obsahuje tandemové repetice a tim se vyberou pozitivni klony (obsahuji repetice), které
se osekvencuji. Tak mohou byt navrzeny primery pro PCR, s kterymi se provede
amplifikace a poté se stanovi polymorfizmus mikrosatelitovych lokusii. Nakonec se urci
vypovidaci schopnost polymorfniho mikrosatelitu a to podle jeho poctu alel a jejich

frekvence (Zane et al., 2002).

B) Hledani mikrosatelitovych lokusti pouZzitim cross-species primeru

V tomto postupu se pro hledani polymorfizmu u cilového druhu vyuziva PCR
amplifikace mikrosatelitovych lokust s primery, které byly jiz dfive de novo izolovany
u taxonomicky ptibuznych druhti. Obecné plati, ze ¢im si jsou druhy fylogeneticky

vvvvvv

al., 2008). Jestlize se tedy cross-species amplifikace pouzije u evolucné vzdalenéjSich
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druhti, je obvykle vysledny polymorfismus u testovanych druhli nizsi, v porovnani

s druhem, u kterého byl lokus objeven (Fridolfsson ef al., 1997).

3.4 Mikrosatelity v pta¢im genomu

V pta¢im genomu je hustota mikrosatelitl, v porovnani s lidskym genomem,
podstatné¢ nizs$i. Divodem je, ze vyskyt mikrosatelitt v genomu koreluje s jeho
velikosti, kterd je u ptakli mnohem mensi nez u ostatnich obratlovcl. Obecné je
v pta¢im genomu pfitomen jeden mikrosatelit kazdych 20 az 39 kb (Primmer et al.,
1997), zatimco u Cloveéka je pravdépodobnost vyskytu mikrosatelitu kazdych 6 kb
(Ellegren, 1992). Lze to vysvétlit tim, ze v ptaéim genomu je pomérné malo nekodujici
DNA nez u vétSiny savetl a ze ptaci elementy SINE/LINE nejsou zakonéeny konci poly

(A), které jsou zdrojem pro tvorbu tandemovych repetic u savct (Primmer et al., 1997).

3.4.1 Pouziti mikrosateliti v ornitologii
Pro své vlastnosti jsou mikrosatelity velice vhodnymi markery v ornitologii a to

ke stanoveni piibuzenskych vztahli, vnitrodruhového parazitizmu a mimoparové
kopulace (Ellegren, 1992). Piibuzenské vztahy se urcuji pomoci polymorfnich
mikrosatelitovych lokust a to podle délek jednotlivych alel, které mizeme hodnotit
pomoci elektroforetickych metod a nasledné vizualizovat (Scribner et Pearse, 2000). Za
polymorfni lokusy se povazuji ty, u kterych je vyskyt jejich nejcetnéjsi alely maximalné
v rozmezi 95-99 % (Zima et al., 2004).

U mikrosatelit je nevyhoda, Ze nemizeme vyuzivat pro amplifikaci univerzalni
PCR primery, které¢ by amplifikovaly PCR produkt u Sirokého spektra druht, ale
obvykle se musi izolovat de novo pro kazdy novy druh. AvSak v dne$ni dobé je jiz
znamo u mnoha druhii ptakt, predevSim pak ztaddu pévcu (Passeriformes), velké
mnozstvi mikrosateliti, proto je moznost u ptibuznych druhi pouzivat cross-species
mikrosatelitovou amplifikaci, aniz bychom museli prvné izolovat nové mikrosatelity
(Primmer et al., 2005). Nicméng, ¢im jsou druhy evolucné vzdalenéjsi, tim klesé
moznost, ze bude dany mikrosatelit, ktery byl polymorfni u jednoho druhu, polymorfni

1 u testovaného druhu (Primmer ef al., 1996).
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3.5 PCR - polymerazova retézova reakce

PCR (polymerase chain reaction) je technika, diky které je mozné in vitro
amplifikovat v neomezeném mnozstvi zadany specificky usek DNA, pficemz mnozstvi
DNA ve vzorku mize byt 1 velmi nizké (Zima et al., 2004). Podstatou PCR je cyklicky
opakovana enzymova syntéza novych fetézci DNA pomoci DNA-polymerazy a to ve
sméru 5'—3'. PoZzadovany usek nukleotidové sekvence se vymezi piipojenim dvou
primert vazajicich se na protilehlé fetézce DNA tak, Ze proti sobé¢ sméfuji jejich 3'-
konce (Smarda et al., 2005). Primery jsou uméle syntetizované kratké oligonukleotidy,
aproto je amplifikace DNA pomoci PCR moznéa jen tehdy, je-li zndma zacateCni
a koncova nukleotidova sekvence budouciho amplifikdtu. Po nasednuti primeru
syntetizuje DNA-polymerdza vzdy jednu kopii pozadované nukleotidové sekvence.
Diky tomu, Ze reakce probiha v nékolika cyklech (obvykle 20-30 cyklit), miize na konci
reakce vzniknout az miliarda kopii zadaného tuseku DNA. Vzniklé fragmenty
pozadované délky jsou po gelové elektroforéze a barveni snadno hodnotitelné (Rosypal,

1997, Alberts et al., 1998).

3.5.1 Princip PCR
PCR je proces, pii kterém se postupné stfidaji tfi kroky a to v zavislosti na

teploté reakéni smési, ktera musi obsahovat templatovou DNA, reakéni pufr, MgCl,
dva oligonukleotidové primery, dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), DNA polymerazu
a deonizovanou vodu (Smarda et al., 2005).

Prvnim krokem PCR je denaturace dvouietézcové DNA, pii které se reakcni
smes zahtiva na 94 °C a dochazi k rozdéleni dsDNA na jednotlivé fetézce (Raclavsky,
1998). Druhym krokem je zchlazeni reak¢éni smési na 45-65 °C a navéazani primert
navazani primert (Mazura et al., 2001; Zima et al., 2004). Ttetim krokem je syntéza
novych fetézcli podle denaturované templatové DNA. Reakéni smés je zahiata na
72 °C, tim se aktivuje termostabilni polymerdza rozeznavajici volné 3'-konce primerti

a zacne syntéza nového fetézce ve sméru 5'—3' (Raclavsky, 1998).
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3.6 Partnerské vztahy u ptaku

Partnerské vztahy u ptdkd jsou velmi rozmanité a to jak délkou trvani, tak
1 typem daného svazku (Veselovsky, 2001).

Nejzastoupen¢€j$im partnerskym vztahem u ptaka je monogamie. Monogamie je
tradi¢né definovana jako svazek jednoho paru, kdy spolu oba rodice pecuji o potomstvo
a chrani svoje hnizdo (Dias et al., 2009).

DalSim svazkem je polygamni vztah, ktery tvoii bud’ vice samic, nebo vice
samcl. Pokud se samice pafi se dvéma, nebo i vice samci, nazyvame tento vztah
polyandrii a pokud je tomu naopak, tedy samec se pafi s vice samicemi, pak mluvime
o polyginii. Existuje i polygynandrie, téZ kooperativni polyandrie, kdy je vytvofena
skupina n¢kolika samct a samic vzajemné se paricich a starajicich se o své potomstvo.

Poslednim vztahem je promiskuita. Jednd se o volny, kratky sexualni vztah, pfi
kterém se samec bez individualniho svazku pafi s jakoukoliv samici, kterda je
fyziologicky pfipravena na pafeni. V tomto piipad€ péci o potomstvo piejima pouze

samice (Veselovsky, 2001).

3.6.1 Mimoparové rodicovstvi
Definice monogamie se velmi zménila pfichodem molekuldrnich technik. Diive

bylo povazovéno za monogamni vice nez 90 % druhi ptaki, ale nové genetické studie
ukéazaly, ze u mnoha druhti dochazi k mimoparové kopulaci, coz vede k rostouci
polygamii a nebo k rozsifeni mimoparové paternity (Petrie ef al.,1998; Augustin et al.,
2007). Proto je nyni monogamie délena na dva typy a to na socidlni a genetickou.
Zatimco socialni monogamie je obvykla, genetickd monogamie bézné neni a vyskytuje
se jen asi u 14 % znamych druhl. Socidlni monogamie piedstavuje parovy svazek
béhem obdobi hnizdéni, zatimco genetickd monogamie je charakterizovana
nepfitomnosti mimoparové paternity (EPP — extra-pair paternity), ale neni nezbytné
vyloucena ptitomnost EPC (extra-pair copulation), tedy mimoparové kopulace (Dias et
al., 2009).

Mimoparovou paternitou se mysli to, kdyz ma samec mladé s jinou samici, nez
s tou se kterou tvofi par (Kleven et al., 2007). Stupeit EPP mezi jedinci mize zaviset na

tom, jaky prospéch ztoho jedinci maji a na pfilezitosti mimopéarové kopulovat
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(Augustin et al., 2007). Mezidruhové studie prokéazaly vyskyt EPP v souladu s n¢kolika
udélostmi jakymi je naptiklad imrtnost, nutnost pfitomnosti samce v péci o potomstvo,
morfologickd charakteristika a genetickd variabilita (Bouwman et Komdeur, 2006).
Pokud jde naptiklad o druhy, kdy samice nepotiebuji pro vychovu svych mlad’at samce
nebo o druhy, které maji kratkou primérnou délku zivota, dochdzi k mimoparovému
oplozeni mnohem c¢astéji. Diivodem je, ze samice se neboji ztraty partnera, jelikoZ ho
pro vychovu mlad’at nevyZzaduji a u druht s kratkym reprodukénim obdobim jsou samci
viuci EPP tolerantnéjs$i nez samci druhtl, ktefi maji dlouhou primérnou délku Zivota
(Griffith et al., 2002).

Uroveii EPP miiZe byt ov§em vysoce riiznoroda nejen mezi druhy, ale také mezi
populacemi stejného druhu (Bouwman et Komdeur, 2006). V priméru je 11 % mlad’at
zplozeno jinym samcem, nez tim, ktery o potomstvo pecuje spolu se samici. Toto Cislo
je vzdy vyssi u pévetl (Kleven ef al., 2007). Naopak je tomu naptiklad u dravych ptakda,
sov, papouskil a motskych ptaki, zde je vyskyt mimoparovych mlad’at velmi vzacny
(Masello et al., 2002).

Existuje také mimopéarova maternita (EPM - extra-pair maternity), ktera ale
souvisi s hnizdnim parazitismem a nikoliv s mimoparovou kopulaci (Augustin et al.,

2007).
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4 Material a metody

4.1. Biologicky material

DNA pro analyzy byla vyizolovéna z krve ibise rudého (Eudocimus ruber). Krev

byla odebréna jedinclim pochdzejicim z chovné skupiny v ZOO Dvir Kralové nad

Labem a to pracovniky ZOO. Vzorky byly odebrany tak, ze k 1 ml konzervacniho

Queen’s pufru (Seutin et al., 1991) se ptidalo 20-30 pl krve z kiidelni Zily.

4.2. I1zolace DNA z krve ibise rudého

Izolace DNA byla provedena podle Maniatis ef al. (1982) a byla upravena tak,

aby vyhovovala podminkdm Laboratofe populacni genetiky na Katedfe bunécné

biologie a genetiky PfF UP v Olomouci.

1.

Do mikrozkumavky jsem k 500 pl roztoku krve s Queen’s pufrem (100 pl krve a
400 pl Queen’s pufru) pfidala 100 pl roztoku SDS a 100 pl proteindzy K (10
mg/ml). Nechala jsem pies noc inkubovat (za stalého piekldpéni) v termostatu
pti 37 °C.

Druhy den jsem k této smési piidala 300 pl fenolu a 300 pl chloroformu. Smés

jsem zvortexovala a zcentrifugovala (5000 g/5 min).

. Do nové mikrozkumavky jsem opatrné odebrala ustfizenou Spickou horni fazi

a to tak, abych nenasala proteinovou mezifazi.

K odebranému roztoku v nové mikrozkumavce jsem ptidala 600 pl chloroformu.
Zvortexovala jsem a zcentrifugovala (5000 g/5 min). Pak jsem odebrala
ustiizenou Spi¢kou opét horni fazi do nové zkumavky bez nasati bilého zakalu
proteinové mezifaze. Krok 4 jsem zopakovala.

Ptidala jsem 180 pl vychlazeného octanu sodného (3 mol/l) a vychlazenym 96%
ethanolem jsem doplnila zbytek objemu mikrozkumavky. Smés jsem promichala
a ulozila na 2 hodiny do -20 °C.

Centrifugovala jsem 40 minut pii 13 000 g, poté jsem slila ethanol (nesmi dojit
k vyliti srazeniny DNA) a pfidala 1 ml vychlazeného 70% ethanolu.
Centrifugovala jsem 10 minut pfi 13 000 g.

25



7. Ethanol jsem opatrné slila (nesmi dojit kvyliti sraZzeniny DNA)
a mikrozkumavky vysusila pii 55 °C v termobloku. K vysuSené DNA jsem
ptidala 500 pl TE pufru.

8. Nechala jsem ptes noc rozpoustét (za pieklapéni) pii teplote 40 °C.

9. Na fluorometru jsem stanovila koncentraci DNA, kdy pro PCR je koncentrace
DNA roztoku 50 pg/ml a pak jsem roztok DNA dala zamrazit pii -20 °C. Pro
dal§i pouziti se musi opakovat krok 8, aby byla DNA pofadné rozpusténa.
U vzorkt DNA, které mé¢ly koncentraci vyssi nez pozadovanych 50 pg/ml, jsem

provedla fedéni TE pufrem.

4.3 PCR amplifikace DNA

Slozeni PCR mixu pro 27 vzorku (véetné pocitanych ztrat pfi pipetovani).

Deionizovana voda 199 ul
Storage Buffer 10 x 29,6 ul
Roztok MgCl, o koncentraci 25 mmol/l 17,6 ul
Roztok dNTPs o koncentraci 20 pmol/l 3,04 ul
Primer F o koncentraci 10 pmol/l 14,5 ul
Primer R o koncentraci 10 umol/l 14,5 ul
aTag DNA polymeraza 5 U/ul 5,28 ul

VSechny mikrozkumavky jsem po napipetovani vSech slozek kratce
zvortexovala a zcentrifugovala. Kazda reakce obsahovala 9 ul PCR mixu a 1 pl roztoku
DNA o koncentraci 50 pg/ml.

Casovy a teplotni profil PCR reakce byl nasledujici:

1. 5 min: 94 °C

2. 35x: 30s: 94 °C
30 s: 46-69 °C (podle pouzitych primerti)
30s: 72 °C

3. 7 min: 72 °C

Ptehled vSech testovanych primerd spolu s udaji, od kterého druhu byly odvozeny, je

uveden v tabulce €. 2.
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Tabulka ¢&. 2: Souhrn testovanych mikrosatelitovych lokusti u ibise rudého (Eudocimus

ruber). Sloupce v tabulce uvadgji: tad, do kterého patfily zdrojové druhy, zdrojovy

druh, testované mikrosatelitové lokusy a literarni zdroj.

Rad Zdrojovy Mikrosatelitové Literarni zdroj
druh lokusy
Cip bily Cc01, Cc02, Cc03, Cc04, Cc05, Cc06, Cc07 Shepg%rgge’ al.
(Ciconia ciconia) :
CCl1, CC3,CC7, CCY, CC10, CC13 Segelbacher, osobni
sdéleni
NnAF4, NnBF7, NnCE11, NnCG3, NnDD?9, Ji et al.. 2004
Ibis japonsky NnEB12, NnHB12, NnNF5, NnEA9, etat
(Nipponia NnAD10, NnEH10, NnGF4, NnLF11
nippon) NnO1, Nn03, Nn04, Nn12, Nn16, Nn17, He of al.. 2006
Nnl18, Nn21, Nn23, Nn25, Nn26 v
Ibis rudy
(Eudocimus Eru03, Eru04, Eru06, Eru07 Santos et al., 2006
ruber)
PM1-4, PM1-13, PM1-17, PM2-14, PM2-16,
Kolpik maly PM2-20, PM2-21, PM2- 28, PM2-29, PM2-
(Platalea minor) 37, PM2-62, PM2-68, PM2-80, PM3-13, Yeung et al., 2009
PM3-15, PM3-16, PM3-17, PM3-20,PM3-22,
PM3-25, PM3-28, PM3-29, PM3-31
Kolpik ruzovy . . . . . . Sawyer et
Brodivi (Ajaia ajaja) Aajul, Aaju2, Aaju3, Aaju4, Aaju5, Aajub Benjamin, 2006
rodmi Kvako$ no¢ni nyctil4, nyctil5, nycti22, nycti26, nycti35,
(Nycticorax nycti36, nycti41, nycti43, nycti62, nycti68, Chang et al., 2009
nycticorax) nycti74
Wsu03, Wsu08, Wsu09, Wsul3, Wsul4, Tomasulo-
Nesyt lesni Wsul7, Wsul8, Wsul9, Wsu20, Wsu23, Seccomandi et al.,
(Mycteria WSu24 2003
americana)
WS1, WS2, WS4, WS6 van den Bussche et
al., 1999
Volavka
oo Er21, Er22, Er23, Er24, Er31, Erd2, Erd2,
cervenava Er43, Erdd, Hill et Green, 2011
(Egretta Er4s, Erd6, Er51
rufescens) ’ ’
Ah205, Ah208, Ah209, Ah210, Ah211,
Volavka velka Ah212, Ah217, Ah320, Ah341, Ah343, McGuire et Noor,
(Ardea herodias) Ah414, Ah421, Ah517, Ah522, Ah526, 2002
Ah536, Ah630
olavia | AL AcO4, AcOS, Ac09, Ael3, Ae2d, Aeds,
(2 "re " Ae26, Ae27, Ae28, Ae30, Ae35, Ae36, Ae37, | Huang et al., 2009
& Ae38, Aed2, Aedd, Aed7
eulophotes)
Potapka
) rudokrks PgAATI, PgAAT3, PgAAT6, PgAATS,
Potapky (Podiceps PgAAT25, PgAAT34, PeAAT4] Sachs fégngghes’
grisegena)
Potaplice Potaplice ledni | GimA9, GimA12, GimC5, GimC11, GimD9, McMillan et al.,
P (Gavia immer) GimD12, GimE11 2004
Dlouho- Alkounek
Kiidli drobny Apy06, Apy07 Dawson et al., 2005
(Aethia pygmaea)

27




Rad Zdrojovy Mikrosatelitové Litersrni zdroj
druh lokusy
Kachna divoka |\ n1107 ApH 09, APHOS, APH12, APHI3,
(Anas Maak et al, 2000
APHI16
platyrhynchos)
Kachna
pizmova CmAATI16, CmAAT35, CmAAT3S Stai e Hughes,
(Cairina ’ ’ 2003
Vrubozobi moschata)
Kachnice
lalo¢nati Blml, Blm10, Blm12 Ouay e Mulder,
(Biziura lobata)
omaterts Smol0 Paulus et
o Tiedemann, 2003
mollissima)
Tudénak
Tudiaci | Krouzkovy AMI3 Roeder et al., 2001
(Pygoscelis
adeliae)
Sudo- Pratuzrei)nl;ilcky, HELL
kopytnici (Bos indicus) Lei et al, 2005

4.4 Zpracovani PCR produkti

Tento postup byl optimalizovan pro pouziti vyhiivané sekvenacni elektroforetické

komurky S2 Whatman Biometra, kdy rozméry skel byly 330 x 390 mm a 330 x 420 mm

a tloustkou gelu byla 0,4 mm.

1)

2)

3)

4)

Skla jsem omyla vodou, na kratsi sklo jsem pouzila i saponat a vydrhla karta¢em.
Pak jsem skla oplachla deionizovanou vodou, osusila papirovymi ruc¢niky, oplachla
96% ethanolem (dvakrat) a znova osusila.

Plochu vétsiho skla, kterd se dotyka gelu, jsem oSetfila pfipravkem pro odpuzovani
vody a nechala zaschnout 5 minut. Pak jsem sklo oplachla deionizovanou vodou
a osusila.

Plochu krat$iho skla, kterd se dotyka gelu jsem osetfila roztokem molekularniho
lepidla. Nechala jsem 5 minut zaschnout a poté Ctyfikrat oplachla 96% ethanolem
(pokazdé jsem osusila papirovym ru¢nikem).

Do digestofe jsem na podlozku polozila vétsi sklo oSetienou plochou nahoru, na néj
jsem po stranach polozila spacery ana né krat$i sklo oSetfenou plochou dolt.
Ke krat§imu sklu jsem pfitlacila gumu spacerti a poté jsem na obou stranach sepnula

ob¢ skla dvéma klipsy v misté spacert.
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5)

6)

7)

8)

9)

Gel jsem pfipravila v kddince smisenim 60 ml 6% roztoku akrylamid : N, N'-
methylenbisakrylamid 19 : 1, 40 pl N, N, N’, N'- tetramethylethylendiaminu a 400
ul 10% roztoku peroxodisiranu amonného. VSe jsem promichala a pomalu nalévala
mezi skla. Poté jsem mezi skla zasunula asi 0,7 az 1 cm hluboko hiebinek rovnou
stranou. Skla jsem v tomto misté sepnula ¢tyfmi klipsy a hodinu nechala gel
polymerizovat.

Jakmile ztuhl gel, odstranila jsem klipsy, skla s gelem omyla, osusila a hranou
s hfebinkem nahoru upevnila do elektroforetické komurky (kratsi sklo k hlinikové
desce).

0,5 x TBE pufrem jsem zalila katodovy i1 anodovy prostor, hiebinek jsem vytahla
a mezeru mezi skly vy¢istila proudem nasatého pufru z injekéni stiikacky. Prostor
jsem zaviela, nasadila jsem elektrody a nastavila na zdroji stejnosmérného
elektrického proudu hodnotu vykonu 90 W (hodnoty elektrického napéti 1 proudu
byly nastaveny na maximum: 3000 V / 150m A). Gel jsem asi 30 minut nahiivala.
Nez jsem nanesla vzorky, které obsahovaly 1 objemovy dil PCR produktu a 1/2 dilu
nanaseciho pufru, vlozila jsem je na 3 minuty do denaturac¢nich podminek (95 °C).
Poté jsem vzorky ithned dala do ledové tiisté.

V prubéhu denaturace jsem vypnula zdroj stejnosmeérného elektrického proudu, opét
vycistila mezeru pro hiebinek od rozpusténé mocoviny a zbylého polyakrylamidu.

Do mezery jsem zasunula hiebinek zoubky do gelu asi 1,5 mm hluboko.

10) Vzorky jsem nanesla pipetou po 2 ul (nebo po 0,5 pl) do mezer zoubkl u hiebinku,

uzaviela jsem katodovy prostor a nastavila na zdroji stejnosmérného elektrického

proudu jako limitni faktor hodnotu vykonu 70 W.

11) Po ukonceni elektroforetického déleni vzorki jsem gel se skly vyjmula a polozila

kratSim sklem nahoru. Vytahla jsem spacery a nozem oddélila od sebe skla.

12) Sklo s pfilepenym gelem jsem dala do fotomisky na tfepacce, zalila fix/stop

roztokem a nechala 20 minut ptsobit. Poté jsem fix/stop roztok slila a sklo s gelem

3 krat vymyla po minuté deionizovanou vodou.

13) Nasledné jsem gel vlozila do fotomisky na tfepatce do 1% roztoku HNO; a 4

minuty promyvala. Roztok jsem vylila a sklo s gelem 4 krat vymyla po minuté
deionizovanou vodou. Gel jsem vlozila do fotomisky na tfepacce do 0,1% roztoku
AgNOs3 a 30 minut nechala pisobit. Pfipravila jsem fotomisku s 1-2 1 deionizované

vody.
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14) Roztok AgNOs; jsem slila do zdsobni lahve, sklo s gelem jsem na chvili ponoftila do

fotomisky s deionizovanou vodou, a poté vlozila do fotomisky na tifepacce

do vyvojky a pozorovala vyvijeni obarvenych prouzkii PCR produktii. Vyvijeni

jsem zastavila pfilitim fix/stop roztoku, kdyz uz byly prouzky dobfie viditelné a nez

se zacalo tvofit tmavé pozadi. Nechala jsem ptisobit pfiblizn€ 2 minuty.

15) Pak jsem sklo s gelem dala na 2 minuty do deionizované vody a nasledné nechala

susit v susarné 1 hod pfti 60 °C. Po vysuseni bylo sklo hodnoceno na negatoskopu.

16) Skla s jiz nepotiebnym gelem se vkladdala do roztoku NaOH o koncentraci 1 mol/l.

Gel se po né€kolika hodinach od skla zcela odlepil a skla se umyla.

4.5 Pouzité chemikalie

Akrylamid (Serva)

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

Deionizovana voda

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

Ethanol — 96% roztok (Seliko Olomouc)
Ethylendiaminotetraoctan sodny (Na,EDTA) (Lachema)
Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Lachema)
Fenol (pH: 7,9 £ 0,2) (Sigma)

Formaldehyd (Lachema)

Formamid (Lachema)

Hoechst, trihydrochlorid No. 33258 (Sigma)

Hydroxid sodny (Lachema)

Chlorid sodny (Lachema)

Chloroform (Lachema)

Kyselina borita (Lachema)

Kyselina dusi¢na — 65% roztok (Lachema)

Kyselina chlorovodikové 35% roztok (Lachema)
Kyselina octova — ledova (Lachema)

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

N - lauroylsarkosin (Sigma)

N,N’ - methylenbisakrylamid (Serva)

N, N, N, N - tetramethylethylendiamin (TEMED) (Serva)
Octan sodny - trihydrat (Lachema)

Peroxodisiran amonny (Serva)

Proteindza K (Sigma)
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e Rain Repelent - pfipravek odpuzujici vodu ze skel automobilti (Turtle Wax
Europe B.V.)

Thiosiran sodny (Lachema)

Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)

Uhli¢itan sodny (Lachema)

Xylenova modrt (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.6 Pouzité roztoky

Akrylamid : N,N’"- methylenbisakrylamid 19:1 —40% zasobni roztok:
380 g akrylamidu
20 g N,N’- methylenbisakrylamidu
rozpustit v 500 ml deionizované H,O
objem doplnit na 1 | a roztok uloZit v temné lahvi ve 4 °C

Akrylamid — 6% zasobni roztok:
420 g mocoviny
484 ml deionizované H,O
50ml 10 x 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

Dusi¢nan sttibrny AgNO; — 0,1% roztok:
0,8 g AgNO;
objem doplnit deionizovanou H,O na 800 ml
pted pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu

Fenol (pH: 7,9 = 0,2):
100 ml fenolu (Sigma P-4557), pH 6,7 £ 0,2
6,5 ml ekvilibra¢niho pufru, pH 10,5 (Sigma B-5658) (Tris 0,01 mol/l; EDTA
0,001 mol/l; pH 8,0)
pred prvnim pouzitim protiepat, nechat 2-4 hodiny stat a trvale uchovavat pii
4°C

Fix/stop roztok:
80 ml ledové kyseliny octové
objem doplnit deionizovanou H,O na 800 ml

Hydroxid sodny NaOH (1 mol/l):
40 g hydroxidu sodné¢ho
doplnit deionizovanou vodou do 1 1

Roztok 1% kyseliny dusi¢né HNOs:
12 ml 65% HNO;
objem doplnit deionizovanou H,O na 800 ml

Laurylsiran sodny (SDS) — 10% roztok:
100 g laurylsiranu sodného
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rozpustit v 900 ml deionizované vody
pH upravit na 7,2 pomoci 35% kyseliny chlorovodikové (50 pl)
doplnit deionizovanou vodou do 1 1

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

Nanaseci pufr pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu:
0,125 g bromfenolové modie
0,125 g xylenové modie
25 ml deionizované vody
100 ml formamidu

Octan sodny CH3COONa - roztok (3 mol/l):
408,24 g trihydratu octanu sodného
rozpustit v 800 ml deionizované vody
pH upravit na 5,2 pomoci ledové kyseliny octové
doplnit deionizovanou vodou na 1 1

Peroxodisiran amonny (NHy4),S,0g5 — 10% roztok:
1 g peroxodisiranu amonného (NH4),S,05
rozpustit v 10 ml deionizované H,O
uchovavat v mikrozkumavkach po 400 pl v —20 °C

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

Pufr pro fluorometrické stanoveni koncentrace DNA (pro 20 méieni):
36 ml deionizované vody
4 ml 10 x TNE pufru
4 ul roztoku Hoechst No0.33258

Queen’s pufr:
10 ml zasobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,0
2 ml zasobniho roztoku NaCl (5 mol/l)
2,92 g EDTA
10 g N-lauroylsarkosinu
rozpustit v 900 ml deionizované vody
pH upravit na 7,5
doplnit deionizovanou vodou na 1 1

TBE pufr — 10 x zasobni roztok:
108 g Tris
55 g kyseliny borité H;BO;
40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
doplnit deionizovanou vodouna 1 1
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TE puft:
10 ml z&sobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,0
200 pl zésobniho roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
rozpustit v 800 ml deionizované vody, poté doplnitna 1 1
zfiltrovat

TNE pufr — 10 x zasobni roztok:
12,11 g Tris
3,72 g Na,EDTA
116,89 g NaCl
rozpustit v 800 ml deionizované vody
upravit pH na 7,4
doplnit na 1000 ml deonizovanou vodou a zfiltrovat, ulozit pii 4 °C

Vyvojka:
24 g uhli¢itanu sodného Na,COs
objem doplnit deionizovanou H,O na 800 ml
ulozit ve 4 °C
pfed pouzitim piidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu
sodného Na,S,03

4.7 Laboratorni pristroje

Elektroforeticky zdroj ECPS 3000/150 (Pharmacia)

Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

Chladnic¢ka kombinovana (Whirlpool)

Laboratorni vahy, typ MARK S 622 (Bel Engeneering)

Mikropipety Finnpipette 0,5 az 10 ul (osmikanalovd) a 0,3 ul az 1 ml
(ThermoLabsystems)

Mikropipety Nichipipet EX 0,5 pl az 1 ml (Nichiryo)

Minicentrifuga Cleaver Scientific Ltd

Negatoskop NEGA1 (Maneko)

Sekvenaéni elektroforeticka komiirka S2 (Whatman Biometra)

Susarna HS 122S (Chirana)

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

Termocyklér XP Thermal Cycler (BIOER technology)

Ttepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

Vortex MS2 (Ika)

Vyhtivand magnetickd michacka s regulaci teploty a otacek Mr Hei - Standard
(Heidolph)

Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)

e Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)
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5 Vysledky
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6 Diskuze
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7 Z.avér

V ramci své diplomové prace jsem u ibise rudého (Eudocimus ruber) hledala
pomoci cross-species mikrosatelitové amplifikace polymorfni lokusy, které jsem dale
pouzila pro stanoveni genotypu jedinct ibist rudych. Pro tento ucel jsem testovala
mikrosatelity izolované z DNA fylogeneticky ptibuznych jedinct ztadu brodivych
a déle z fadu dlouhoktidlych, potapek, potaplic, sudokopytnikii, tu¢nakt a vrubozobych.

Testovanim 170 part primerd jsem u ibise rudého nalezla 13 polymorfnich
mikrosateliti. K témto 13 mikrosatelitim, jsem pro dal$i testovani, ptidala Ctyfi
polymorfni mikrosatelity Eru03, Eru04, Eru06 a Eru07, které jsem testovala uz ve své
bakalarské praci. Téchto celkem 17 polymorfnich mikrosateliti jsem pouzila pro
vygenotypovani 7 nepiibuznych jedinct ibisti rudych. Podle vyslednych alelovych
konstituci jednotlivych mikrosatelitii, jsem vybrala 9 nejpolymorfnéjSich a ty jsem
amplifikovala na DNA 27 jedinct ibist rudych pochézejicich z chovné skupiny ze ZOO
Dvir Kralové nad Labem. Pomoci zjisténych genotypt jsem dale provedla statistickou
analyzu téchto 9 mikrosateliti a vybrala 4 nejvhodnéj$i pro ovéfeni piibuzenskych
vztahll u chovné skupiny jedinct ibisti rudych. Jelikoz ZOO dodala pouze ¢ast vzorka

z chovné skupiny, nepodatilo se mi ptibuzenské vztahy ovérit.
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8 Seznam zkratek

IAM

kb
LINE
mtDNA
PCR

adenin

par bazi (base pair)

cytozin

deoxyriboadenozin trifosfat

deoxyribocytydin trifostat

deoxyriboguanidin trifosfat

deoxyribonukleova kyselina

deoxyribonukleosid trifosfaty

deoxyribotymidin trifosfat

etylendiaminotetraoctova kyselina

mimoparova kopulace (extra-pair copulation)
mimoparova paternita (extra-pair paternity)
mimoparova maternita (extra-pair maternity)

guanin

o¢ekavanad heterozygotnost (expected heterozygosity)
pozorovana heterozygotnost (observed heterozygosity)
muta¢ni model nekonecnych alel (infinite allele model)
kilobaze

dlouhé rozptylené repetice (long interspersed element)
mitochondridlni DNA

polymerazova ftetézova reakce (polymerase chain
reaction)

lauryl siran sodny (sodium dodecyl sulphate)

kréatké rozptylené repetice (short interspersed element)
krokovy muta¢ni model (stepwise mutation model)

kratké tandemové repetice (short tandem repeats)

tymin

teplota annealingu (annealing temperature)

teplota tani (melting temperature)

dvoufazovy mutac¢ni model (two phase model)
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