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Souhrn

Tato diplomova prace byla zaméfena na nalezeni novych polymorfnich
mikrosatelitli ¢apa cerného (Ciconia nigra) a jejich charakteristiku. Pro studium DNA
¢apa cerného byly pouzity cross-species pary primerd odvozené od piibuznych druht
ptakd, jelikoz zatim nebyly publikovany zadné pary primerd, které by byly odvozeny
piimo z DNA ¢épa ¢erného.

V teoretické Casti této diplomové prace byla feSena nasledujici problematika:
systém fadu brodivi (Ciconiiformes), charakteristika fadu brodivi, taxonomické zatazeni
¢apa cerného, mikrosatelitové lokusy testované u capa cerného, vSeobecna
charakteristika mikrosateliti, vazba mikrosateliti na pohlavni chromozomy a také
determinace paternity u ptakd.

V praktické ¢asti této diplomové prace bylo testovano celkem 218 cross-species
mikrosateliti. U 204 mikrosateliti pochazejicich od taxonomicky pifibuznych druht
ptakt ztaddu brodivi (Ciconiiformes), dlouhoktidli (Charadriiformes), plamenéaci
(Phoenicopteriformes), potaplice (Gaviiformes) a veslonozi (Pelecaniformes), bylo
testovano, jestli jsou polymorfni také u ¢apa Cerné¢ho. Jedenact z téchto mikrosatelitii
poskytlo u ¢apa cerného polymorfni PCR produkt. Déle bylo znovu otestovano celkem
14 mikrosatelitti, které byly polymorfni u ¢apa bilého, ale podle bakalafské prace
Navratilova (2009) poskytly u ¢apa ¢erného monomorfni PCR produkt. Mezi t€mito
mikrosatelity byl nalezen jeden polymorfni lokus. VSechny polymorfni lokusy, které
byly nalezeny v mé diplomové praci (12 polymorfnich lokusti) a polymorfni lokusy
nalezené v bakaladiské praci Navratilova (2009) (20 polymorfnich lokusil), byly
genotypovany na 24 neptibuznych jedincich ¢apa cerného. Dva mikrosatelity, které
Navratilova (2009) uvadi jako polymorfni, byly monomorfni. Celkem tedy bylo
vygenotypovano 30 polymorfnich mikrosatelitl a ziskany jejich charakteristiky pomoci
programt Cervus 3.0.3 a Genepop 4.0.10. Dvacet pét z nich bylo autozomadlnich,
zbylych 5 mikrosatelith bylo vazédno na pohlavi (4 mikrosatelity byly vazany
na Z chromozom, zplisob vazby 5. mikrosatelitu na pohlavi je nejasny). Tti z téchto

mikrosatelitli vdzanych na pohlavi vykazovaly mezi sebou silnou vazbu.



Summary

This master thesis was focused on finding a new polymorphic microsatellites
in the black stork (Ciconia nigra) and their characterization. To study DNA of the black
stork were used cross-species pairs of primers, which were derived from related species
of birds, because no pairs of primers for the black stork were derived and published yet.

In the theoretic part of this master thesis was described following topics: system
of Ciconiiformes, characterization of Ciconiiformes, taxonomic classification
of the black stork, microsatellite loci tested in the black stork, general
chracterization of microsatellites, linkage of microsatellites on sex chromosomes
and determination of paternity in birds.

In the practical part of this master thesis was tested 218 cross-species
microsatellites. 204 microsatellites derived from taxonomically related species of birds
belonging to the order Ciconiiformes, Charadriiformes, Phoenicopteriformes,
Gaviiformes and Pelecaniformes was tested, if these microsatellites were also
polymorphic in the black stork. Eleven of these microsatellites were in the black stork
polymorphic. Then was retested 14 microsatellites that were polymorphic in the white
stork, but in the bachelor thesis of Navratilova (2009), they were described in the black
stork as monomorphic. Among these microsatellites was found one polymorphic locus.
All polymorphic loci, which were found in my master thesis (12 polymorphic loci)
and polymorphic loci found in the bachelor thesis Navratilova (2009) (20 polymorphic
loci), were genotyped in24 unrelated individuals of the black stork. Two
microsatellites, which Navratilova (2009) identified as polymorphic, were monomophic.
Totaly was genotyped 30 polymorphic microsatellite loci and obtained their
charactecteristics using the software Cervus 3.0.3 and Genepop 4.0.10. Twenty five
of these loci were autosomal, the remainig 5 microsatellites were sex-linked
(4 microsatellites were Z-linked, sex-linkage of the fifth microsatellite was unclear).

Three of these sex-linked microsatelittes showed strong linkage among them.
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1 Uvod

Mikrosatelity patii diky svym ojedin€lym vlastnostem mezi rozsifené markery,
které nachazeji uplatnéni v mnoha oblastech molekularni biologie. Slouzi jako
nezastupitelny nastroj studia genomu rostlinné i zivocisné buiiky. Vyuziti mikrosatelitti
je vSak mnohem SirSi. Tyto repetitivni sekvence DNA nachéazeji uplatnéni
1 pti fylogenetickych studiich populaci nebo pii analyze paternity. U zivocCicha,
konkrétné u ptakd, je vSak v souvislosti s paradoxem C hodnoty malé velikost genomu
i malé zastoupeni mikrosateliti v ném. VétSina dosud znamych ptacich mikrosateliti
pochazi od druhli ztadu pévci (Passeriformes), zatim jen malo mikrosateliti bylo
popsano u druhti fadu brodivi (Ciconiiformes).

Tato diplomovd price se zabyvd hledanim polymorfnich mikrosateliti
pro determinaci paternity u ¢apa ¢erného (Ciconia nigra) s vyuzitim cross-species pari
primert odvozenych predev§im od zastupct fadu brodivi (Ciconiiformes), plamenaci

(Phoenicopteriformes) a veslonozi (Pelecaniformes).



2 Cile

1. Vypracovani reserSe na téma analyza a charakteristika polymorfnich cross-species

mikrosatelitli pro determinaci paternity u ¢apa c¢ern¢ho (Ciconia nigra).

2. PCR amplifikace mikrosatelitovych lokusii s vyuzitim cross-species primeru, které
jsou znamé od taxonomicky pifibuznych druhd ptadkd, za Gcelem zjiSténi jejich

polymorfismu u ¢apa ¢ern€ho.

3.Genotypovani polymorfnich lokusi u dostate¢ného poctu jedincii capa cCerného

pro ziskani jejich charakteristik.



3 Soucdasny stav FeSené problematiky

3.1 Rad brodivi

Do tadu brodivi (Ciconiiformes) jsou fazeni vétSinou velci masozravi ptaci
s dlouhyma nohama a protahlym, Stihlym krkem. Mezi nejvétsi zastupce patii ¢ap bily
(Ciconia ciconia), ktery dosahuje hmotnosti 4 kg, rozpéti kiidel kolem 2 m,
k nejmensim zastupctim tohoto fadu se pak tadi bukdcek maly (Ixobrychus minutus)
0 hmotnosti 0,14 kg a rozpéti kiidel 0,5 m.

Pii letu maji zastupci fadu brodivi nohy vzdy natazené. Capi, ibisi a kolpici maji
v letu krk nataZzeny dopfedu (marabu, ktery se vyznacuje mohutnym zobdkem, vSak 1éta
s hlavou pfitazenou). VSichni zastupci celedi volavkoviti 1étaji s krkem esovité
prohnutym a hlavou pfitazenou k lopatkam.

U zastupcu fadu brodivi dochazi vétSinou ve veétsi ¢i mensi mife k zakrnéni
hlasového ustroji. Zastupci tohoto fadu Casto postradaji hlasové svaly, proto je naptiklad
u mnohych zastupcti celedi capoviti nahrazovan hlas mechanickymi zvuky, jako
je klapani zobaku.

Vétsina zastupct tohoto fadu stavi pomérné velka hnizda situovana na stromech,
na nichz hnizdi fadu let a stale je opravuji. Materidlem pro jejich stavbu jsou klacky
a vétve. Nekteti jedinci, ktefi obyvaji rakosiny, stavi hnizda kazdoro¢né nova a jako
materidl pro stavbu jim slouzi stébla rakosu. Mlad’ata, kterd na téchto hnizdech dosp€lci
vyvadéji, jsou nidikolni. Zpravidla o n¢ pecuji stfidavé oba rodici.

Potrava zastupcli faddu brodivi je zivociSnd, jeji soucéasti jsou hlavné ryby,
obojzivelnici, drobni savci, hmyz a ¢ervi. Marabu africky je navic svym mohutnym
zobdkem, neopefenou hlavou a krkem pfizplisoben k pozirani mrSin (Hudec et al.,

1994),

3.1.1 Systém a fylogeneze Fadu brodivi

Prvotni studie, zabyvajici se rekonstrukci fadu brodivi, byly zalozeny ptedevsim
na hodnoceni morfologickych a behavioralnich dat (Wood, 1984). Objev molekularnich
technik, jako je naptiklad DNA-DNA hybridizace, restrikéni enzymova analyza,
pfipadn¢ analyza mitochondridlni DNA a také vyvoj novych softwarid (PAUP)

v poslednich desetiletich, umoznily odhalit fadu novych poznatkl, které vedly
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k ptehodnoceni vzdjemné fylogenetické piibuznosti riznych druha ptakl nejen v fadu
brodivi (Sheldon & Slikas, 1997).

Rad brodivi je s nejvétsi pravdépodobnosti polyfyleticky. Prvni, kdo se touto
otazkou zabyvali, byli Parkes (v roce 1978) a Olson (v roce 1979), kteti ptredpokladali,
ze tento fad je heterogenni a zahrnuje cCeledi ¢apoviti (Ciconiidae), ¢lunozobcoviti
(Balaenicipitidae),  ibisoviti ~ (Threskiornithidae),  kladivouSoviti ~ (Scopidae),
plamenidkoviti (Phoenicopteridae) a volavkoviti (Ardeidae). Rada druhd patficich
do tohoto tadu sdilela znaky i se zastupci faddu dlouhokiidli (Charadriiformes),
kratkoktidli (Gruiformes), veslonozi (Pelecaniformes), vrubozobi (Anseriformes)
adravci (Falconiformes), coz bylo hlavnim divodem, pro¢ se autofi priklancli
k polyfyletickému plivodu fadu brodivi (Sheldon & Slikas, 1997).

Ve studii Hackett ef al. (2008) je feSena fylogeneze fadu brodivi a veslonozi.
Podle této studie je celed” capoviti vramci fylogenetické rekonstrukce fazena
do samostatné skupiny, zatimco zbylé 4 ¢eledi (¢lunozobcoviti, ibisoviti, kladivouSoviti
a volavkoviti) jsou fazeny do skupiny spolecné s ¢eledémi fadu veslonozi. V ramci této
studie vSak autofi srovnavaji i klasifikace fadu brodivi od tfi dal§ich autorti. Zatazeni
zastupcii fadu brodivi se vSak v téchto pracich liSi. Pro odhaleni co nejpiesnéjSich
fylogenetickych vztahii v fadu brodivi, tak bude nutné provést jesté fadu analyz.

Dle klasického systému se tad brodivi (Ciconiiformes) déli do péti Celedi:
¢apoviti (Ciconiidae), ¢lunozobcoviti (Balaenicipitidae), ibisoviti (Threskiornithidae),
kladivouSoviti (Scopidae) a volavkoviti (Ardeidae) (Hudec et al., 1994).

Celed ¢lunozobcoviti  (Balaenicipitidae) zahrnuje  jediného  zastupce
a to ¢lunozobce afrického (Balaeniceps rex). Jedna se o velkého, Sedé zbarveného ptaka
s kratkou chocholkou a ¢lunu se podobajicim zobakem. Je rozsiten piedevs§im v oblasti
jizniho Stidanu, zapadni Etiopie, Ugandy, jiZzniho Zairu a Zambie.

V ramci Celedi kladivouSoviti (Scopidae) je zndm rovnéz jen jediny zastupce,
kladivous africky (Scopus umbretta), jehoZ charakteristickym znakem je kladivovity
tvar hlavy. Tento ptdk je tmavé zbarven, podoba se ¢apovi, piipadné malé volavce.
Vyskytuje se témef po celé Africe (jizné od Sahary) (Reichholf & Steinbach, 2003).

Do celedi ibisoviti (Threskiornithidae) patii ibisové a kolpici. Jedna se o stfedné
velké ptaky, jejichz pefi mlze byt na hlave, krku a kostr¢i prodlouzeno. Zobak byva
dlouhy, tenky a ohnuty, ptipadné zplostely, na konci 1zicovité rozsifeny.

Mezi zéstupce Celedi volavkovitych (Ardeidae) patii bukaci, bukacci, kvakosi

N 24
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sttedn¢ velci nebo velci ptaci. Maji dlouhé nohy a klinovity, Spicaty zobak, na jehoz
Spicce se nachazeji jemné zoubky (Hudec ef al., 1994). Krk je diky prodlouzeni Sestého
obratle pii letu esovit¢ zahnuty. Takovéto zahnuti krku umoziiuje rovnéz prudké
vymrS$téni hlavy pfi lovu potravy, za kterou jim slouZi naptiklad ryby, korysi a hmyz.
Vyraznym poznavacim znakem nékterych zastupcti mohou byt chocholka, ¢i okrasna
pera svatebniho Satu (volavka stiibrnd) (Hudec et al., 1994; McKilligan, 2005).

V celedi ¢apoviti (Ciconiidae) je zastoupeno celkem 19 druhi pomérné velkych
ptaki. Hlasové ustroji téchto jedincii je zakrnélé, hlasové svaly a vole nejsou vytvoieny.
Krk je pii letu zcela natazen, ¢imz se 1i$i naptiklad od zastupct Celedi Ardeidae. Maji
12 ru¢nich letek, stejny pocet rydovacich per a 17-18 krénich obratli. Vyskytuji
se unich rudimentalni slepa stieva a rudimentélni penis. Zivi se napiiklad rybami,
obojzivelniky, drobnym hmyzem, marabu africky i mrSinami. VétSina zastupcl této
¢eledi ma kosmopolitni rozsifeni, velka ¢ast druhli obyva oblast Afriky (Brown et al.,
1982; Hudec et al., 1994). Mezi typické zastupce patii naptiklad ¢ap bélokrky (Ciconia
episcopus), ¢ap bily (C. ciconia), ¢ap Cerny (C. nigra), ¢ap simbil (C. abdimii), nesyt
africky (Mycteria ibis), nesyt lesni (M. americana) nebo zejozob africky (Anastomus
lamelligerus). V Ceské republice Ziji pouze dva druhy této &eledi a to &ap bily a &ap

¢erny (Hudec et al., 1994; Reichholf & Steinbach, 2003).

3.1.2 Cap &erny (Ciconia nigra)

Taxonomické zafazeni ¢apa ¢erného je nasledujici (Hudec et al., 1994; Opatrny, 2003):

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

Nadrad: Létavi (Neognathae)
Rad: Brodivi (Ciconiiformes)
Celed: Capoviti (Ciconiidae)
Rod: Cap (Ciconia)

Cap ¢erny je pomérné velky ptak o rozpéti kiidel 1,5 m a hmotnosti okolo 3 kg
(del Hoyo et al., 1992). Tvarem tcla se velmi podoba ¢apu bilému, narozdil od néj vSak
dosahuje mensiho vzristu (Brown et al., 1982). Samice isamci maji béhem obdobi

hnizdéni uniformni vzhled. Svatebni Sat obou pohlavi ¢apa cerného je cerny,
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s intenzivnim zelenopurpurovym leskem. Na spodiné téla, od prsou po spodni krovky
ocasni a také v podpazi, je Sat bily. Zobdk, oblast kolem oci, nahd kize uzdicky
1 neopefené Casti nohou jsou Cervené. V obdobi mimo hnizdéni je Sat ¢apa Cerného
identicky s Satem svatebnim, s vyjimkou zobaku a nohou, které¢ maji zbarveni hnédsi.
Pro mlad’ata ¢apa Cerného je charakteristicky prachovy Sat. Prvni a druhé prachové
opefeni juvenilnich jedinct je bilé, na hibeté naSedlé, zobdk je citronove zluty. Pozdéjsi
Sat mlad’at je ndpadné podobny Satu dospélct, je ale hnédsi, bez kovového lesku, pouze
se slabsim leskem na zadech a kiidelnich krovkach. Skoro vSechna tmava pera maji
svétle okrovou Spicku. Zobak a nohy jsou zelenavé Sedé (Hudec ef al., 1994). Jedinci
C¢apa cerného se vyskytuji vlesich stinémi, fekami, piipadné mokiady v okoli,
narozdil od ¢apa bilého, ktery vyhledavd blizkost lidskych  obydli
(Vlachos et al., 2008). Jako potrava jim slouzi ryby, obojzivelnici, hlemyzdi, drobni
plazi, savci, ptipad¢ ptaci, které nabodavaji na ostry zobdk (del Hoyo efal., 1992;
Svensson & Grant, 2004).

3.1.2.1 Hnizdéni

V obdobi hnizdéni se jedinci vyskytuji v parech, mimo toto obdobi je mozné
spatfit ¢apy cerné 1 ve vétSich skupinach zahrnujicich az desitky jedinct (Brown et al.,
1982). Hnizda stavéji na bo¢nich vétvich v korunach stromt v listnatych, smiSenych,
ale i jehlicnatych lesich. Byla vSak pozorovéna ihnizda zbudovand na skalach,
ojedinéle na zemi. Hnizda dosahuji priméru 1,5 m, jsou tvofena z mechu, travy,
lisejnikd, vétvicek a listl, které jsou stmelené pomoci hliny. Na stavbé se podileji oba
jedinci z paru. Pro pary je typické, ze se do hnizd opétovné vraceji i v nasledujicich
letech. Bylo zjisténo, ze kromé budovani vlastnich hnizd mohou ¢api Cerni vyuzivat
1 hnizda dravci, jako jsou naptiklad orli, jestiabi, pfipadné kanata. Na hnizdisté ptilétaji
obvykle oba ptaci z paru soucasné. Kratce po ptiletu dochazi k namluvam, mezi jejichz
projevy patii pokyvovani hlavou nahoru a dolli, ze strany na stranu, zaujimani
vypinacich postojii, vzajemné obchazeni na hnizd¢, pti¢emz dochazi ke vztyCovani bilé
spodni krovky ocasni (del Hoyo et al., 1992; Hudec et al., 1994). Samice snasi
do hnizda 3-4 vejce. Inkubaéni doba se obvykle pohybuje okolo 32-38 dni. O mlad’ata
se stard vZdy jeden z rodi¢l, zatimco druhy shani potravu pro mlad’ata. Ta jsou schopna
letu 55.-60. den, zdrzuji se vSak na hnizdé¢ az 73 dni. Sexudlni zralosti dosahuji

po tfetim roce zivota. Pary hnizdi izolované od ostatnich jedinct. Snéseni vajec probiha
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od zacatku dubna az do zacatku kvétna. Mlad’ata jsou pak vyvadéna v Cervenci a srpnu.
Hnizdni oblasti ¢apa ¢erného jsou roztrouseny téméi po celé Ceské republice, napf.
v Jesenikach, na Sumavé, v Orlickych horach, Hrubém a Nizkém Jeseniku, Bilych

Karpatech (del Hoyo et al., 1992; Hudec et al., 1994; Stastny et al., 2006).

3.1.2.2 Geografické rozsireni

Populace ¢apa Cerného jsou rozsifené jak v Palearktické oblasti (Evropa, sever
Asie az po Himaldje, severni Afrika vcetn¢ Sahary a Kanarskych ostrovii, sever a stfed
Arabského poloostrova), tak v oblasti jizni Afriky. Palearktické populace ¢apa ¢erné¢ho
migruji na zimu do Afriky, zatimco jihoafrické populace zlstavaji v oblasti hnizdéni
celoro¢né (Brown ef al., 1982). Na zaklad¢ studie provadéné v ramci projektu Africka
odysea, bylo zjisténo, ze evropské populace ¢apa Cerného putuji do Afriky dvéma
cestami, zapadni (pfes Gibraltar) a vychodni (pfes Turecko a Izrael). Piiklad zplisobu
migrace zastupcti ¢apa Cerného je uveden v Obrazku €. 1. Populace ¢apa ¢erného Zijici
ve Francii, Belgii a zapadnim Némecku vyuZzivaji k migraci zapadni cestu, Capi
z vychodni Evropy a zdpadniho Ruska vyuzivaji vychodni cestu, zatimco populace ¢apti
Zijici ve vychodnim Némecku, Cesku a Polsku migruji do Afriky obéma cestami. Dale
bylo prokazano, Ze nékteti jedinci migruji do Afriky ptes Italii, Sicilii, Sardinii a Maltu

(Bobek et al., 2008). Asijské populace zimuji v Indii a Ciné (Elphick, 2008).

Obrazek ¢. 1: Migraéni trasy zastupct ¢apa Eerného pochézejicich z Ceské republiky,

kteti byli satelitn€ sledovani v ramci projektu Africka odysea (Bobek et al., 2008).

3.1.2.3 Mikrosatelitové lokusy testované u ¢iapa ¢erného

U ¢éapa cerného nebyly doposud publikovany Zadné prace, které by se zabyvaly

studiem mikrosateliti izolovanych de novo. Provadény byly pouze analyzy s jiz
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existujicimi pary primerti pomoci cross-species PCR amplifikace. Na toto téma byla
zpracovana zatim jedna bakalafskd prace, v niZ bylo metodou cross-species PCR
amplifikace testovano celkem 177 parG primerd pochdzejicich od riznych druht
vodnich ptakii zfadu brodivych, plamendkl, potapek, veslonohych, vrubozobych,
tuénakid a dokonce 1 jeden par primerd od tura domaciho (Navratilova, 2009).
Testovany byly mikrosatelity na DNA pochézejici od Sesti neptibuznych jedincl ¢apa
¢erného. V ramci téchto testovanych parG primert bylo nalezeno 21 polymorfnich
lokust (ve skutecnosti jen 20, jelikoz bylo zjisténo, ze mikrosatelity WSul7 a WSu18
jsou totozny lokus). Udaje o polymorfnich lokusech ziskanych z této bakalaiské prace
jsou uvedeny v Tabulce ¢. 1. Diky této bakalaiské praci bylo nalezeno celkem
16 polymorfnich mikrosateliti (ve skutecnosti jen 15, z divodu jizZ zminéné totoznosti
lokust WSu17 a WSu18), které byly amplifikovany pomoci part primerit pivodné
navrzenych pro riizné druhy ptakd z fadu brodivi (Ciconiiformes), jako jsou ¢ap bily
(Ciconia ciconia), ibis ¢insky (Nipponia nippon), ibis rudy (Eudocimus ruber), kolpik
maly (Platalea minor), kolpik rizovy (Ajaia ajaja) a nesyt lesni (Mycteria americana).
Dale byly nalezeny 3 polymorfni mikrosatelity, které¢ byly amplifikovany pomoci part
primerQ pochéazejicich od zastupcl z fadu veslonozi (Pelecaniformes), konkrétné pary
primert pochdzejici od kormorana galapdzského (Phalacrocorax harrisi) a pelikdna
severoamerického (Pelecanus erytrorhynchos). Pary primeri odvozené od zastupct
ztadu tucndci (Sphenisciformes) a vrubozobi (Anseriformes) umoznily kazdy
amplifikaci jednoho polymorfniho lokusu. Jednalo se o pary primert, které byly
odvozené od tucnaka krouzkového (Pygoscelis adeliae) a kachny divoké (Anas
platyrhynchos). V ramci bakalarské prace Navratilova (2009) byly testovany nejen pary
primertt odvozené od vysSe zminénych druhtl, ale pouzito bylo i mnoho dalSich pari
primeri pochazejicich od kvakoSe no¢niho (Nycticorax nycticorax) avolavky velké
(Ardea herodias) z fadu brodivi (Ciconiiformes), o pary primert od kormoréana velkého
(Phalacrocorax carbo) a pelikana bilého (Pelecanus onocrotalus) z tadu veslonozi
(Pelecaniformes), pary primerd, které byly odvozené od plamendka karibského
(Phoenicopterus ruber) z tadu plamendci (Phoenicopteriformes), pary primert
odvozené od kajky motské (Somateria mollissima), kachnice lalo¢naté (Bizura lobata)
a pizmovky velké (Cairina moschata) z tadu vrubozobi (Anseriformes), o pary primert
od potapky rudokrké (Podiceps grisegena) ztadu potapky (Podicipediformes)

a v neposledni fad¢ 1o jeden par primeri od pratura indického (Bos indicus) z tadu
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sudokopytnici (Artiodactyla). VSechny tyto vySe zminéné pary primert vSak u capa

¢erného poskytly monomorfni PCR produkt.

Tabulka ¢. 1: Charakteristika polymorfnich mikrosatelitovych lokust detekovanych

u Sesti nepiibuznych jedinct ¢apa cerného (Navratilova, 2009).

Rad Zdrojovy druh Mikrosatelitovy lokus (pocet alel)
ra i Cc02 (4)
ap bily
(Ciconia ciconia) Cc04 (6)
Cc07 (4)
Ibis ¢insky Nnl2 (4
(Nipponia nippon) mlZ (@)
Ibis rudy Eru03 (3)
,%\ (Eudocimus ruber) Eru04 (4)
= E PMI-17 (3)
o=
== Kolpik maly PM2-28 (3)
E = (Platalea minor) PM2-62 (3)
S
S PM3-13 (2)
=
Kolpik razovy .
(4jaia ajaja) Agjud (4)
WS4 (2)
WSu17*(4)
Nesyt lesni .
(Mycteria americana) WSIEE)
WSu20 (4)
WSu24 (2)
:w; Kormoran galapazsky PhD11 (4)
‘xR = (Phalacrocorax harrisi)
c S
g S
= § PeEr 06 (2)
§ 2 Pelikan severoamericky
> (Pelecanus erythrorhynchos)
& PeEr09 (4)
Tucnak krouzkovy
z (Pygoscelis adeliae) L
Kachna divoka
< (Anas platyrhynchos) APH 13 (2)

Vysvétlivky:  A...Vrubozobi (Anseriformes); S...Tucndci (Sphenisciformes);
*...Mikrosatelitové lokusy WSul7 a WSul8 amplifikuji stejny

mikrosatelitovy lokus. Autorka vSak uvadi odlisny pocet alel.
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Vyzkumny tym z némecké univerzity ve Freiburgu objevil, v ramci fadu brodivi,
6 novych mikrosateliti (CC1, CC3, CC7, CC9, CC10 a CC13) u capa bilého (Ciconia
ciconia). Dva z téchto mikrosateliti (CC1 a CC9) pak byly detekovany v ramci studie
DNA ¢apa &erného jako polymorfni (Segelbacher, osobni sd&leni). Zadny z téchto
mikrosatelitovych lokusti vSak zatim nebyl publikovan.

Dalsi prace zabyvajici se studiem DNA c¢épa Cerného zatim nejsou znamy.
S pfihlédnutim na taxonomicky pivod druhi, od kterych polymorfni mikrosatelity
testované v bakalarské praci Navratilova (2009) pochdzely, by bylo vhodné otestovat
1nové mikrosatelity pochézejici od dalSich zastupct z fadu brodivi (Ciconiiformes),
veslonozi (Pelecaniformes) a plamenaci (Phoenicopteriformes), které byly popsany
po dokonceni prace Navratilova (2009), jelikoz je velkd pravdépodobnost, Ze mezi

témito testovanymi mikrosatelity budou nalezeny nové polymorfni lokusy.

3.1.2.3.1 Nové mikrosatelity v fadu brodivi (Ciconiiformes)

V ramci fadu brodivi byly nové publikovany pouze mikrosatelity pochazejici
od dvou druhti z Celedi volavkoviti (Ardeidae). Hill & Green (2011) ve své studii
uvadéji 12 novych polymortnich lokusi, nalezenych pii studiu 31 jedinct volavky
cervenavé (Egretta rufescens), pochéazejicich z kolonii v Texasu. Dal§im zastupcem
z ¢eledi Ardeidae je volavka Zlutozoba (Egretta eulophotes). Pro ni bylo v praci Huang
et al. (2010) nalezeno pii testovani 20 jedinc®, zprovincie Fujian v Cing, celkem
18 polymorfnich mikrosatelitd. Pary primerti odvozené od téchto mikrosatelitovych
lokusii byly déle pouzity pro cross-species PCR amplifikaci DNA péti raznych druht
ptakt (4. albus, A. bacchus, B. ibis, E. garzetta a E. sacra). Autofi v této praci uvadeji
pouze procento UspéSnosti cross-species amplifikace, to je-li vysledny PCR produkt

u danych péti druhti ptakt polymortni ¢i nikoliv, vSak v této praci uvedeno neni.

3.1.2.3.2 Nové mikrosatelity v Fadu veslonozi (Pelecaniformes)

Vramci tadu veslonozi (Pelecaniformes) byly nalezeny polymorfni
mikrosatelity u jednoho druhu z Celedi faetonoviti (Phaethontidae), jednoho druhu
z celedi  fregatkoviti  (Fregatidae), dvou druhti zceledi  kormoranoviti

(Phalacrocoratidae) a ti druhti z ¢eledi terejoviti (Sulidae).
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Humeau et al. (2010) nalezli vramci fadu veslonozi celkem 11 novych
polymorfnich mikrosatelitli u factona Zlutozobého (Phaethon lepturus), zastupce Celedi
faetonoviti (Phaethontidae).

U fregatky obecné (Fregata minor) z cCeledi fregatkoviti (Fregatidae) bylo
testovanim 23 jedinci z populaci zijicich na Havaji nalezeno v ramci prace Dearbon
et al. (2008) celkem 18 polymorfnich mikrosatelitti.

V Celedi kormorédnoviti (Phalacrocoratidae) byly nalezeny polymorfni
mikrosatelity u dvou druhli. U kormorana usatého (Phalacrocorax auritus), byly
publikovany celkem 2 studie, vnichz byly nalezeny polymorfni mikrosatelity.
Fike et al. (2009) nalezli testovanim 31 =zastupci kormorana uSatého celkem
24 polymorfnich mikrosatelitli. Dal§ich 8 polymorfnich mikrosatelitl pro kormorédna
usatého bylo nalezeno vramci prace Mercer et al. (2010). Druhym studovanym
zastupcem této Celedi byl kormoran chocholaty (Phalacrocorax aristotelis), u né¢hoz
nalezli autoti Barlow ef al. (2010) celkem 10 polymorfnich mikrosatelitovych lokust.

Faircloth et al. (2009) nalezli celkem 11 novych polymorfnich lokust u tereje
modronohého (Sula nebouxii). Dalsi praci zabyvajici se studiem DNA tohoto zastupce
z Celedi terejoviti (Sulidae) byla prace Taylor ef al. (2010), v niz bylo testovano celkem
10 parG primeri odvozenych od tereje modronohého a tereje gudnového (Sula
variegata). Osm ztéchto parG primerd umoZnilo amplifikaci polymorfniho PCR
produktu u tereje modronohé¢ho a amplifikaci deviti polymorfnich PCR produkti
u tereje guanového. V praci Morris-Pocock et al. (2010), ktera byla zameéfena
na studium DNA tereje cCervenonohého (Sula sula), nalezli autofi celkem
15 polymorfnich lokust. V rdmci této prace pak bylo vybrano 11 pard primert, které
poskytly polymorfni PCR produkt u tereje ¢ervenonohého a tyto pary primerd byly

pouzity pro cross-species PCR amplifikaci u tereje modronohého a tereje gudnového.

3.1.2.3.3 Nové mikrosatelity v Fadu plamenaci (Phoenicopteriformes)

V ramci fadu plamendci byly objeveny mikrosatelitové lokusy od plamenaka
ruzového (Phoenicopterus roseus) z Celedi plamendkoviti (Phoenicopteridae) (Geraci

et al.,2010). V jejich praci bylo popsano celkem 37 polymorfnich mikrosatelit.
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3.2 Mikrosatelity

Mikrosatelity, neboli STRs/SSRs (short tandem repeats/single sequence repeats),
patii mezi repetitivni sekvence DNA, které jsou soucésti tzv. VNTRs lokust (variable
number of tandem repeats). Nachazeji se jak v kodujicich, tak i nekddujicich
(zde ptevazng€) oblastech eukaryotniho genomu. Jak jiz jejich samotny ndzev napovida,
jedna se o kratké tandemové repetice o délce repetitivni jednotky 1-6 bp (Goldstein
et al., 1995; Ellegren et al., 1997; Oliveira et al., 2006). Dle typu opakujici se sekvence
je lze rozd¢lit na dokonalé, nedokonalé, prerusované a slozené. Podle délky repetice
se pak rozdéluji na mono-, di-, tri-nukleotidové sekvence a podobné (Ellegren, 1992;
Oliveira et al., 2006). Mikrosatelity se vyznauji vysokou mutaéni rychlosti 107-10™
(vztazeno na lokus a generaci), vysokym polymorfismem, kodominanci, variabilni
povahou a vysokou heterozygotnosti. Dédi se na zdkladé zakonid Mendelistické
dédicnosti a diky svym jedineCnym vlastnostem nachézeji uplatnéni jako molekulérni
markery pfi testech paternity, v populacnich a evolucnich studiich a rovnéz se vyuzivaji
pfi genetickém mapovani (FitzSimmnons ef al., 1995; Ellegren et al., 1997; Garza

& Williamson, 2001; Cadrin et al., 2005).

3.2.1 Mikrosatelity vazané na pohlavni chromozomy

Vétsina doposud nalezenych a testovanych mikrosateliti ptdki se nachazi
na autozomech a jen u malé ¢asti dosud popsanych mikrosatelitl byla prokazana jejich
vazba na pohlavni chromozomy. Mezi dosud objevené mikrosatelity vazané na pohlavi,
tzv. sex-linked, patii naptiklad polymorfni mikrosatelit Pro86, jehoz zdrojovym druhem
je cukernatka kapska (Promerops cafer) nebo 4 polymorfni mikrosatelitové lokusy
(Emb79, Emb84, Emb107 a Emb117), které byly prvotné popsany u strnada rdkosniho
(Emberiza schoeniclus), ztadu pévci (Passeriformes). VSechny tyto vySe zminéné
mikrosatelitové lokusy jsou vdzany na chromozom Z (Feldheim et al., 2006; Mayer
et al.,2008).

Vykazuji-li mikrosatelitové lokusy vazbu na pohlavni chromozom Z, pak jsou
vSechny testované samice homozygotni (hemizygotni), zatimco testovani samci mohou
mit jak homozygotni, tak heterozygotni konstituci alel (Griffith ef al., 1998; Fridolfson
& Ellegren, 1999; Mayer et al., 2008). Vazba mikrosatelitii na pohlavni chromozomy,
pfipadné na autozomy se ovSem v prub¢hu evoluce miize ménit. Ve studii Brooke et al.

(2010) byl popsan piipad, kdy v disledku efektu hrdla lahve u skfivana razoského,
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nekdy téz uvadéného jako skiivana kapverdského (Alauda razae) doslo k translokaci
mikrosatelitovych lokusii z autozomi na pohlavni chromozomy. Timto zptisobem totiz
muze podle autorti dojit k zachovani urCitého stupné diverzity i v pomérné¢ malych

populacich.

3.3 Determinace paternity u ptaku

Vramci tfidy Aves existuje hned néckolik zplsobti souziti. Ne&ktefi ptaci
upiednostiluji  polygamii, jini pak polyandrii, pfipadné monogamii. V ramci
monogamné zijicich part je vSak nutné rozliSovat monogamii socialni a monogamii
sexualni (Bollmann & Reyer, 1999). V fad¢ ptipada jsou samci ¢i samice ptakl sice
socialné monogamni a vychovavaji spolu mladd’ata, to v§ak nevyluc€uje, aby samice méla
potomky i s jinymi samci (napfiklad z divodu zlepSeni genového fondu potomku),
ptipadné aby samec kopuloval sjinymi samicemi (Reid et al., 2011). V ptipadé
mimoparové kopulace (EPC) samice, s jinym samcem nez je hnizdni partner, mize dojit
k mimoparové fertilizaci (EPF) a néslednému narozeni mimoparovych mlad’at (EPY)
(Kempenaers et al., 1992). K odhaleni téchto mimoparovych potomkl slouzi fada
metod umoZznujicich analyzu paternity. Paternitni analyzy nachéazeji uplatnéni napiiklad
v oblastech molekularni a behaviordlni ekologie a neméné dilezitou roli zastavaji 1 pfi
zodpovidani mnoha evolucnich otazek. V minulosti byly analyzy paternity zalozeny
napiiklad na elektroforetické separaci allozymu, ptipadné na DNA fingerprintingu.
V soucasné dobé se vSak pro analyzu paternity ve velké mife vyuzivaji data ziskana
pomoci analyzy mikrosatelitli, kterda se nasledné statisticky zpracovavaji. Existuje
celkem 6 statistickych metod, tzv. categorical allocation, exclusion, fractional
allocation, full probability parentage analysis, parental reconstruction a sibship
reconstruction (Jones & Arderen, 2003). V poslednich letech rovnéz doslo k rozvoji
pocitacovych softwarll umoziujicich paternitni analyzy, mezi které patii napiiklad
programy Cervus, Gerud, Parente, Pedigree a mnoho dalSich (Cercueil et al., 2002;

Jones, 2005; Kalinowski et al., 2007; Jones et al., 2010).

3.3.1 Exclusion

Tato metoda je zalozena na velmi jednoduchém principu. Na zdklad€ pravidel

Mendelistické dédi¢nosti mldd’ata musi mit vzdy alespoit 1 alelu daného
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mikrosatelitového lokusu spole¢nou s matkou a jednu alelu mikrosatelitového lokusu
spolecnou s otcem. Poté, co je uréen genotyp matky, potencidlnich otct a mlad’at, dojde
k jejich vzajemnému porovnani. V piipad€ nepiitomnosti spolecné alely potencialniho
rodice s mladétem je usuzovéano, ze dané mlad¢ neni biologickym potomkem tohoto
jedince atudiz mize byt tento jedinec ztady potencialnich rodi¢t vyfazen. Timto
zptisobem se porovnavaji 1 dal$i genotypy potencidlnich rodi¢l s genotypy mladat,
do doby, nez jsou nalezeni mezi kandidatnimi jedinci biologicti rodi¢e daného mladéte,
ktefi se shoduji se svym potomkem alespont v jedné alele. Problémy v identifikaci
rodici pomoci metody exclusion mohou nastat v piipadé, kdy zdavodu mutaci
sledovaného lokusu nebo piitomnosti nulovych alel dojde k chybnému vyhodnoceni

genotypt studovanych jedinct (Jones & Arderen, 2003; Herlin ef al., 2007).

3.3.2 Categorical allocation

V situaci, kdy i pies pouziti exclusion metody zlstalo vice potencialnich rodict
mlad’at, se pfistupuje k metod¢ categorical allocation. V tomto piipad¢ je pomoci
vypocétil stanovena pravdépodobnost, sjakou by kandidatni jedinci mohli byt
biologickymi rodi¢i a testovana mlad’ata jsou poté pfifazena k tomu jedinci (paru
jedincil), unéhoz byla hodnota pravdépodobnosti biologického rodiCovstvi nejvyssi

(Jones & Arderen, 2003; Jones et al., 2010).

3.3.3 Fractional allocation

U této metody se postupuje prakticky stejné jako v metod€ -categorical
allocation. V tomto piipadé€ vSak neni mladé pfitazeno pouze k jednomu z potencialnich
rodi¢ll (nebo rodicovskému paru), ale dochazi k jeho ¢aste¢nému ptifazeni ke vSem
potencialnim rodi¢im, ktefi ptipadaji v uvahu, a to na zdklad¢ jejich relativni

pravdépodobnosti byt biologickym rodi¢em dané¢ho mladéte (Jones ef al., 2010).

3.3.4 Full probability parentage analysis

Vétsina metod vyuzivanych pro parentdlni analyzy pracuje pouze s genetickymi
daty. Metoda full probability parentage analysis se vSak od téchto metod ponckud

odliSuje. V ramci parentalni analyzy jsou totiz kromé genetickych dat do statistického
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zpracovani zahrnuty i udaje o prostorové lokalizaci zkoumanych jedincl, rtzna
behavioralni a dalsi data. Diky tomuto komplexnimu zpracovani vSech relevantnich dat
o studovaném souboru jedincli se podstatné zvysi Sance spravného vyhodnoceni

vysledka (Hadfield et al., 2006; Jones 2010).

3.3.5 Parental reconstruction

Tato metoda vyuziva genotypli mlad’at, kterd jsou v Gplném nebo castecném
ptibuzenském vztahu, pro rekonstrukci genotypu rodi¢ii. Podminkou pro uspésnou
parentalni rekonstrukci je vSak to, aby vSechna studovanid mlédd’ata méla spolecného
alespon jednoho z rodict. Pak lze na zaklad¢ znalosti genotypu mlad’at urcit i genotyp
rodict. Tato metoda je velmi vypocetné naro¢na. Navic ma i své nevyhody. Jednou
znich je nutnost vyuzivat vysoce polymorfni markery. Dal$im problémem, ktery
se vramci této metody objevuje, je klesajici UspéSnost parentalni rekonstrukce
v zavislosti na zmenSujicim se poctu testovanych mlad’at. Proto je tato metoda u ptaka

Spatné aplikovatelna (Jones & Ardren, 2003; Jones, 2005; Jones et al., 2010).

3.3.6 Sibship reconstruction

V ptipadé, Ze nejsou k dispozici vzorky rodicl, ale zndma je pouze skupina
mlad’at v potencidlné¢ piibuzenském vztahu, ptfichdzi na fadu sibship rekonstrukce
(Painter, 1997; Jones et al., 2010). Diky této metod¢ je skupina potomkl rozdélena
do tfti pfibuzenskych tfid (do skupiny jedincti v plném piibuzenském vztahu,
v Castecném piibuzenském vztahu a do skupiny jedinci, které nebylo mozno zaradit).
Jakmile jsou mlad’ata takto rozdélena, mohou byt rekonstruovany jejich genotypy

amuze probé¢hnout vlastni paternitni analyza (Jones et al., 2010).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

V této diplomové praci byly pouzity vzorky krve, které byly odebrany vybranym
jedincim ¢&apa &erného (Ciconia nigra), hnizdicim volné na uzemi celé Ceské
republiky. Odebirani vzorkil krve probihalo v letech 2003-2005. Tyto odbéry provedl
v ramci své disertani prace Mgr. Radek Hampl. Mlad’atim z hnizd bylo z brachialni
zily odebrano piiblizn¢ 20-50 pl krve. Krev byla nasledné¢ uchovavéana v Queen’s pufru
(Seutin et al., 1991) askladovdna v lednici pii 4 °C po dobu, nez byla pouzita
pro izolaci DNA, pomoci fenol-chloroformové metody. Nasledné byla zméfena
koncentrace vyizolované DNA a po natfedéni na vhodnou koncentraci (20-50 pug/ml)
byla uchovéna v mrazaku pii -20 °C. Pro zajisténi vzdjemné nepiibuznosti testovanych
jedinct byl pro laboratorni analyzy vybran krevni vzorek vzdy jen jednoho mladcte
z hnizda.

Jelikoz pohlavi jedinci nebylo znamo, bylo v Laboratofi populacni genetiky,
na Katedie bunééné biologie a genetiky Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého

v Olomouci provedeno urceni pohlavi pomoci PCR amplifikace DNA.

4.2 Metody

4.2.1 PCR amplifikace mikrosatelitové DNA

SloZeni PCR mixu pro 6 vzorkl (v€etné pocitanych ztrat pti pipetovani):

Storage Buffer A (50 mmol/l Tris-HCI, pH 8, 100 mmol/l NaCl, 0,1 mol/l EDTA,

1 mmol/l DTT, 50% glycerol, 1% Triton X-100) (10x) 6,7 ul
Roztok MgCl, o koncentraci 25 nmol/l 4,0 ul
Roztok dNTPs o koncentraci 20 pmol/l 0,7 ul
Primer A o koncentraci 10 umol/l 3,3ul
Primer B o koncentraci 10 umol/l 33ul
aTaq DNA polymeréaza 5 U/ul 1,0 ul
Deionizovana voda 44,7 ul
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Po napipetovani vSech slozek se mikrozkumavka dukladné zvortexuje

a zcentrifuguje. Takto pfipraveny PCR mix se dale rozpipetuje po 9 pul

do mikrozkumavek s jiz napipetovanym 1 pl roztoku DNA. Nésledné se vzorky umisti

do termocykleru a zvoli se vhodny program PCR reakce.

Zakladni teplotni a ¢asové podminky PCR reakce:

1) 94°C 5 min

2) 94°C 30s
50°C 30s 35x
72°C 30s

3) 72°C 7 min

4) 10°C do vyjmuti vzorkl

4.2.2 Elektroforeticka separace PCR produkti v polyakrylamidovém gelu

1)

2)

3)

4)

5)

Elektroforetickd separace PCR produktti probiha v polyakrylamidovém gelu
za denaturujicich podminek. Gel se pfipravuje mezi dvé skla o rozmérech 330 x 390
mm a 330 x 420 mm, tloustka gelu ¢ini 0,4 mm. Tato separace se dale provadi
ve vertikalni vyhtivané elektroforetické komote S2 (Whatman Biometra).

Po diikkladném omyti obou skel vodou a nasledném ocisténi 96% ethanolem, se
plocha vétsiho skla, kterda se bude dotykat gelu, oSetii ptipravkem pro odpuzovani
vody. Plocha mensiho skla, ktera se bude dotykat gelu, se oSetfi molekularnim
lepidlem.

Po zaschnuti aplikovanych latek se vétsi sklo opldchne 2x deionizovanou vodou,
mensi sklo 4x 96% ethanolem. Nasledujici kroky jsou jiz provadény pouze
v digestofi.

Na oSetienou plochu vétSiho skla se umisti 2 spacery. Po ptiloZzeni mensiho skla,
osetfenou plochou doli, pak vznikne prostor pro naliti gelu. V misté spaceri
se navic ob¢ skla sepnou ¢tyimi klipy.

Dale se do prostoru vzniklého mezi skly aplikuje pfipraveny 6% polyakrylamidovy
gel. Po rovnomérném rozprostieni gelu po celé plose mezi skly, se v misté plnéni
zasune hiebinek (rovnou stranou, 0,7 cm hluboko), ktery se pfipne Ctyimi klipsy.

Poté se gel nechéd hodinu polymerizovat.
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6)

7)

8)

9)

Po ztuhnuti gelu se skla omyji, o€isti od pfebytecného polyakrylamidu a osusi.
Poté se vlozi do elektroforetické komory a pfipevni pomoci Sroubovacich uchyti.
Nasledn¢ se do anodového i katodového prostoru nalije 0,5 x TBE puftr, odstrani
se hiebinek, prostor mezi skly se ocisti a promyje. Gel se necha nahtivat pii 90 W,
3000 V a 150 mA, zhruba 30 minut.

Po predehiati gelu se komora odpoji od zdroje, znovu se proplachne prostor mezi
skly, nasadi se hiebinek (1 mm hluboko, zoubky smé&fuji do gelu). Do mezer mezi
zoubky se nanesou piislusné vzorky. Do téchto vzorki je pted nanesenim piiddno
5 ul nandSeciho pufru a takto pfipravené vzorky se nechaji denaturovat
v termocykleru pfi teploté¢ 96 °C, po dobu tii minut. Poté se vlozi do ledové triste
a nanesou do gelu po 2 pl. Pfed kazdym novym nanaSenim je nutné pouzité Spicky
proplachnout v 0,5x TBE pufru. Po napipetovani vSech vzorkii se komora pfipoji
opét ke zdroji a vzorky nanesené v gelu se nechaji separovat pii nastavenych
hodnotach 70 W, 3000 V a 150 mA.

Po uplynuti doby nutné pro separaci jednotlivych vzorkii se komora odpoji
od zdroje, 0,5x TBE pufr se vypusti a skla s gelem se vyjmou. Poté se z gelu
odstrani hiebinek a spacery. Skla se od sebe odd€li pomoci noze. Mensi sklo
s gelem se nasledn¢ ponoii na 20 minut do 1azné, s fix/stop roztokem, umisténé

na tfepacce.

10)Po 20 minutach se fix/stop roztok slije zpét do banky a sklo se 3x promyje

deionizovanou vodou. Sklo s gelem se opét umisti na tfepacku a zalije 1% roztokem
HNOs;, jez se nechd ptlisobit 5 minut. Poté se roztok slije, sklo se 4x oplachne
deionizovanou vodou a zalije roztokem AgNOj s pfidavkem 1,2 ml formaldehydu,

sklo ponotené v roztoku AgNO; je opét vlozeno na ttepacku.

11)Po 30 minutach se roztok AgNOs; slije do zasobni ldhve, sklo se oplachne

deionizovanou vodou a umisti do misky na tfepaCce, kde se zalije predem
vychlazenou vyvojkou, do niz se tésn€ pfed pouzitim piida 1,2 ml formaldehydu

a 160 pl roztoku Na,S,0s.

12)Po zaliti gelu vyvojkou dojde k vizualizaci PCR produktl, v ptipad¢ jsou-li

jednotlivé bandy dostatecné zietelné, nasleduje zaliti gelu fix/stop roztokem, ¢imz

dojde k zastaveni reakce.

13) Poslednimi kroky jsou vyjmuti gelu z 1azné, jeho oplachnuti v deionizované vode¢,

ususeni v suSarn¢ a nasledné vyhodnoceni.
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4.3 Chemikalie

- Akrylamid (Serva)

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

- Bromfenolova modf (Serva)

- Deionizovana voda

- Deoxyribonukleosidtrifosfaty (100 mmol/l, 400 pl kazdy), (Promega, U1240)
- Dusicnan sttibrny (Lachema)

- Ethanol 96% roztok (Lihovar Vrbatky)

- Ethylendiaminotetraoctan sodny — Na,EDTA (Lachema)
- Ethylendiaminotetraoctové kyselina — EDTA (Lachema)
- Formaldehyd (Lachema)

- Formamid (Lachema)

- Hydroxid sodny (Lachema)

- Chlorid sodny (Lachema)

- Kyselina borit4 (Lachema)

- Kyselina dusi¢nd — 65% roztok (Lachema)

- Kyselina chlorovodikovéa — 35% roztok (Lachema)

- Kyselina octova — ledova (Lachema)

- 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

- Methylenova modt (Serva)

- Mocovina (Lachema)

- N-lauroylsarkosin (Sigma)

- N,N' - methylenbisakrylamid (Serva)

- N,N,N',N' - tetramethyletylendiamin (TEMED) (Serva)
- Peroxodisiran amonny (Serva)

- Pripravek pro odpuzovani vody (Clear Vue Rain Repellent, Turtle WAX)
- Thiosiran sodny (Lachema)

- Trishydroxymethylaminomethan - Tris (Applichem)

- Uhli¢itan sodny (Lachema)

- Xylenova modi (Applichem)
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4.4 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 doplnitna 11

- 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% zé&sobniho roztoku akrylamid : N,N’- methylenbisakrylamid 19:1

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

Dusic¢nan sttibrny AgNO; — 0,1% roztok
- 0,8 g AgNO;
- objem doplnit deionizovanou H,O na 800 ml

- pted pouzitim piidat 1,2 ml formaldehydu

Fix/stop roztok
- 80 ml ledové kyseliny octové

- objem doplnit deionizovanou H,O na 800 ml

Hydroxid sodny NaOH (1 mol/l) - roztok
- 40 g hydroxidu sodného

- doplnit deionizovanou vodou do 1 1

Molekularni lepidlo
- 1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu
- 3 pl 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu
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Nanaseci pufr pro vzorky v polyakrylamidovém gelu
- 0,125 g bromfenolové modie
- 0,125 g xylenové modre
- 25 ml deionizované vody

- 100 ml formamidu

Peroxodisiran amonny (NH4),S,05 — 10% roztok
- 1 g peroxodisiranu amonného (NHy4)>S,05
- rozpustit v 10 ml deionizované H,O

- uchovavat v lednici ve 4 °C

Polyakrylamidovy 6% gel
- 60 ml 6% zéasobniho roztoku akrylamidu
- 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NH4),S,05
-40 pI N, N, N, N’ - tetramethylethylendiaminu

Queen’s pufr
- 10 ml z&sobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,0
- 2 ml zasobniho roztoku NaCl (5 mol/l)
-2,92 ¢ EDTA
- 10 g N-lauroylsarkosinu
- rozpustit v 900 ml deionizované vody
- pH upravitna 7,5

- doplnit deionizovanou vodou na 1 1

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

- objem doplnit deionizovanou vodou na 800 ml

TBE pufr — 10 x zésobni roztok
- 108 g Tris (trishydroxymethylaminomethanu)
- 55 g kyseliny borité¢ H;BO;
- 40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

- doplnit deionizovanou vodou na 11
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Vyvojka
- 24 g uhli¢itanu sodného Na,CO;
- objem doplnit deionizovanou vodou na 800 ml
- ulozit ve 4 °C
- pted pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu
sodného Na,S,0;

4.5 Pristrojové vybaveni

- elektroforeticky zdroj ECPS 3000/150 (Pharmacia)

- elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

- hybridiza¢ni pec Hybridiser HB-2D (Techne)

- chladnicka kombinovana (Whirlpool)

- laboratorni vahy Mark S 622 (BelEngeneering)

-vyhfivand magnetickd michacka sregulaci otacek a teploty MR Hei-Combi
(Heidolph)

- mikropipety Finnpipette 0,5-10 pl (osmikanalova) a 0,3-1000 pl
(ThermoLabsystem)

- mikropipety Nichipipet EX 0,5-1000 pl (Nichiryo)

- mikrocentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific Ltd)

- minicentrifuga Spectrafuge Mini (Labnet)

- negatoskop NSKR1 (Maneko)

- sekvenacni elektroforetické komory S2 (Whatman Biometra)

- suSarna HS 122A (Chirana)

- termocykler PTC 100 (MJ Research)

- termocykler XP Thermal Cycler (BIOER technology)

- termostat digitalni Dry Bath (Labnet)

- ttepacka Orbit 1900 (Labnet International)

- vortex MS2 Minishaker (Ika)

- vyrobnik deionizované a ultracisté vody, typ 02 (AquaOsmotic)

- 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

1) Ve své diplomové praci jsem otestovala na DNA ¢apa cern¢ho (Ciconia nigra)
celkem 204 cross-species pari primerd, které byly primarn€é navrzeny
pro amplifikaci mikrosatelith u ptakd ziaddu brodivi, dlouhoktidli, plamenaci,

potaplice a veslonozi.

2) Na zakladé vysledkl testi provadénych v rdmci soubézné probihajici diplomové
prace Bc. E. Obrucové (Obrucova, osobni sdéleni), zabyvajici se studiem DNA ¢apa
bilého (Ciconia ciconia), jsem retestovala 14 mikrosatelitd, které byly v bakalarské
praci Navratilovd (2009) detekovany jako monomorfni. Nalezla jsem mezi nimi

1 polymorfni PCR produkt.

3) Vygenotypovala jsem celkem 30 polymorfnich mikrosatelitovych lokust. Pro

genotypizaci jsem pouzila DNA 24 neptibuznych jedinci ¢apa Cerného.

4) Pomoci softwarti Cervus 3.0.3 a Genepop 4.0.10, jsem ziskala charakteristiky téchto

polymorfnich mikrosatelitd.
5) Mezi 30 polymorfnimi mikrosatelitovymi lokusy jsem nalezla 5 mikrosatelitd, které
vykazovaly vazbu na pohlavi (z toho 4 byly jasn€¢ vazany na Z chromozom), mezi

3 z téchto 5 mikrosatelitli jsem pak nalezla silnou vazbu.

6) Vybrala jsem 6 mikrosateliti pro co nejrychlejsi, finanné relativné nendroc¢nou,

ale spolehlivou molekularni determinaci paternity u ¢apa ¢erného.
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8 Seznam pouzitych zkratek

bp
DNA
dNTP
DTT
EDTA
EPC
EPF
EPY
Hexp
Hops
Na,EDTA
PAA
PCR
PIC

SSRs
STRs

TEMED
Tris

VNTRs

par bazi (base pair)

deoxyribonukleova kyselina

deoxyribonukleosid trifostat

dithiothreitol

etylendiaminotetraoctova kyselina

mimoparova kopulace (extra-pair copulation)
mimoparove oplozeni (extra-pair fertilization)
mimoparové mlade (extra-pair young)

o¢ekavana heterozygtnost (expected heterozgosity)
pozorovana heterozygotnost (observed heterozygosity)
ethylendiaminotetraoctan sodny

polyakrylamid

polymerazova fetézova reakce

pramérnd zjisténa vypovidaci hodnota mikrosatelitu (polymorphic
information content)

mikrosatelity (short tandem repeats)

mikrosatelity (single sequence repeats)

teplota annealingu (annealing temperature)

N,N,N',N' — tetramethyletylendiamin
trishydroxymethylaminomethan

tandemové repetice (variable number of tandem repeats)
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