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SOUHRN

Tato diplomova prace se =zabyva vyhleddvanim novych polymorfnich
mikrosatelitovych markert u ¢apa bilého (Ciconia ciconia) metodou cross-species PCR
amplifikace a jejich charakterizaci.

Teoreticka ¢ast prace byla zaméfena na podrobné&jsi popis studovaného druhu,
jeho taxonomické zafazeni a dosud objevené mikrosatelitové markery. Dale se vénuje
obecné charakteristice mikrosateliti a jejich vyuziti pfi determinaci paternity.

V experimentalni ¢asti bylo analyzou 198 cross-species pari primertt nalezeno
celkem 13 polymorfnich mikrosatelitovych lokusi u ¢apa bilého. Retestovanim
nekolika mikrosatelitovych lokust vyhodnocenych v bakalaiské praci (Obrucova, 2009)
u ¢apa bilého jako monomorfni byl nalezen dal$i polymorfni mikrosatelit. Primery
amplifikujici tyto polymorfni mikrosatelitové lokusy byly primérné odvozeny z DNA
zastupcu Ctyi riznych tada: brodivi (Ciconiiformes), dlouhokfidli (Charadriiformes),
plamenidci (Phoenicopteriformes) a veslonozi (Pelecaniformes). V dalsi fazi byly tyto
polymorfni lokusy genotypovany spole¢né S polymorfnimi lokusy ziskanymi
Vv bakalatské praci (Obrucova, 2009). Pomoci statistického programu Cervus 3.0.3 byly
analyzou genotypu ziskany jejich detailni charakteristiky. Ty pomahaji ur¢it vhodnost
a spolehlivost mikrosatelitovych lokusi jako genetickych markerti pro budouci mozné
analyzy (naptiklad determinace paternity ¢i variability populace).

Pomoci programu Genepop 4.0.10 byla zjiSténa silna fyzickd vazba mezi tfemi
mikrosatelitovymi lokusy. Ctyfi lokusy byly vazany na pohlavi (3 mikrosatelity byly
vazany na Z chromozom, u dalsiho mikrosatelitu je zptsob vazby na pohlavi nejasny).
Nakonec byl testovan polymorfismus mikrosatelitovych lokust jiz diive popsanych

piimo u ¢apa bilého.



SUMMARY

The main aim of this master thesis was to obtain new polymorphic microsatellite
markers for white stork (Ciconia ciconia) using cross-species PCR amplification and to
characterize them.

The theoretical part of this thesis firstly deals with a detailed description of the
white stork, its taxonomy and so far discovered microsatellite markers. Further was this
theoretical part focused on general characteristics of microsatellite loci and their using
for determination of paternity.

In the experimental part of this thesis it was discovered 13 polymorphic
microsatellite loci for white stork by analysing 198 cross-species primer pairs. Another
polymorphic microsatellite was discovered by re-testing several microsatellite loci
which were previously described as monomorphic for white stork (Obrucova, 2009). All
primers providing polymorphic products were primary derived from DNA of species
from four different orders: Ciconiiformes, Charadriiformes, Phoenicopteriformes and
Pelecaniformes. Further the polymorphic microsatellite loci obtained in this thesis were
genotyped together with polymorphic loci obtained in the bachelor thesis (Obrucova,
2009). By analysing genotypes were obtained details characteristics using a statistical
program Cervus 3.0.3. These characteristics help to determine suitability and reliability
of microsatellite markers for future possible analyses (as determination of paternity or
population variability).

The strong physical linkage was found out among three microsatellites using
a statistical program Genepop 4.0.10. Four microsatellite loci were sex-linked (3
microsatellites were Z-linked, sex-linkage of the fourth microsatellite was unclear).
Finally was analysed polymorphism of microsatellite loci described directly for white

stork.
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1 UvoD

Mikrosatelity jsou kratké repetitivni sekvence DNA pfitomné v genomu vSech
eukaryotnich organismu. Staly se velmi oblibenym genetickym nastrojem pro urovani
ptibuzenskych vztahti mezi jedinci v populaci, zejména pak pro urCovani paternity.
Analyza je zaloZzena na PCR amplifikaci mikrosatelitové DNA a vizualizaci vzniklych
PCR produktl pomoci elektroforetické separace v 6% polyakrylamidovém gelu.
Nasledn¢ se porovnavaji genotypy potencialnich rodic¢a a potomkii.

Ptibyva stale vice druhii, u kterych byly mikrosatelitové lokusy charakterizovany.
Avsak u ¢apa bilého dosud existuje pouze jedna nedavno publikovana studie (Shepard
et al., 2009), ktera se zabyva charakterizaci mikrosatelitovych lokust. Problematice
mikrosatelitovych lokusti u ¢apa bilého jsem se vénovala jiz ve své bakalarské praci
(Obrucova, 2009), kde jsem testovanim 167 para primeri odvozenych z DNA ptakt
Z riznych adi a jednoho parti primeru odvozenych od savci nalezla 20 polymorfnich
mikrosatelitovych lokust. Tato diplomova price na piedchozi bakalafskou praci
navazuje a pocet polymorfnich lokust u ¢apa bilého rozsifuje a detailné charakterizuje.
Cross-species PCR amplifikaci byly otestovany dalsi od té doby publikované
mikrosatelity popsané piedev§im u zastupci z fadu brodivych (Ciconiiformes),

plamenaku (Phoenicopteriformes) a veslonohych (Pelecaniformes).
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1)

2)

3)

CIiLE PRACE

Vypracovani literarni reSerSe na téma analyza a charakteristika polymorfnich
cross-species mikrosateliti pro determinaci paternity u ¢apa bilého (Ciconia
ciconia).

PCR amplifikace mikrosatelitovych lokus s vyuzitim Cross-species primert,
které jsou zndmé od taxonomicky piibuznych druht ptakt, za Gcelem zjisténi
jejich polymorfismu u ¢apa bilého.

Genotypovani polymorfnich lokusi u dostate¢ného poctu jedinc ¢apa bilého
pro ziskani jejich charakteristik.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Charakteristika ¢apa bilého (Ciconia ciconia)

Diky svym rozméram (prumeérna hmotnost 3,5 kg, vyska 1 m, maximalni rozpéti
kiidel az 2 m) patii ¢ap bily Kk nejvétsim zastupctiim fadu brodivi na naSem tizemi. Tento
napadny ptak je zbarven do bila, jen letky a velké kiidelni krovky jsou ¢erné (Hudec et
al., 1994). Jeho dlouhy zobak a nohy jsou ¢ervené. Pohlavni dimorfismus neni patrny,
samice byvaji pouze v pruméru mensi. Mladd’ata jsou zbarvena nenapadnéji, maji
nadernaly zobak a tmavé zabarveny nohy a duhovku. Capi se bézné dozivaji 8 az 10 let.
Jejich hlasové ustroji je zakrnélé, komunikuji mezi sebou proto pouze typickym
klapanim zobaku nebo sy¢enim (del Hoyo et al., 1992). Cap bily je pievazné masozravy
ptak, zivi se drobnymi obratlovci, plazy, obojzivelniky a nékterymi druhy hmyzu
(Brown et al.,, 1982). V celosvétovém méfitku neni ohrozenych druhem, podle
Cerveného seznamu ohrozenych druh ITUCN (International Union for Conservation of
Nature) verze 2011.1 je zafazen v Kategorii least concern (malo dotéené druhy)
(Anonymous, 2011). V Ceské republice byl zafazen do kategorie téméi ohrozeny druh
(Plesnik et al., 2003).

3.1.1 Vyskyt

Cap bily je typicky tazny ptak. Areal vyskytu se proto rozliSuje na zimovité
a hnizdisté. Hnizdi ve stfedni a jizni Evropé véetné Pyrenejského poloostrova, vyskytuje
se také v severozapadni Africe a zapadni Asii. Koncem Cervence az zacatkem zafi se
zacina vydavat do zimovist,, kterd se nachazeji na africkém kontinenté jizné od Sahary.
Ziidka zimuje kolem Stfedozemniho moie (Hudec et al., 1994). Béhem tnora za¢ina
odlétat zpét do hnizdist’ v hejnech. Neni pro néj typické utvareni pravidelnych formaci
Vv pribéhu tahu (del Hoyo et al., 1992). Do zimovist' ¢api migruji dvéma hlavnimi
sméry. JelikoZ jsou zavisli na teplych vzduSnych proudech vznikajicich nad pevninou,
snazi se obletét Stiedozemni mote. Zapadni cesta vede skrz Spanélsko pres Gibraltar
a vychodni pies Bospor a Suezsky praplav (Brown et al., 1982) (viz obrazek ¢. 1).

V Ceské republice je ¢ap bily rozsifen na vét§ing tGzemi. Hnizdi zejména
v oblastech nizin a stiednich poloh jako jsou naptiklad rybni¢naté oblasti jiznich Cech,
Ostravsko &i jizni Morava (Hudec et al., 1994, Stastny et al., 2006).


http://en.wikipedia.org/wiki/International_Union_for_Conservation_of_Nature
http://en.wikipedia.org/wiki/International_Union_for_Conservation_of_Nature

N, 3
e

Obrazek ¢. 1: Zemépisné rozsifeni ¢apa bilého. Modfe jsou vyznacena zimoviste,
oranzové hnizdisté, Cervené jsou oznaCeny migracni tahy (pfevzato a upraveno dle

wikipedia.org).

3.1.2 Hnizdéni

Cap bily hnizdni jednou ro¢né. Jedinci pohlavné dospivaji ve véku 2 let a hnizdi
mezi 2. — 7. rokem zivota (Brown et al., 1982). Ve dvoudennim intervalu samice
obvykle snasi 2 — 4 bila vejce, z nichz se po 33 — 34 dnech vylihnou mlad’ata. Péce o né
1 0 vejce je rozdelena mezi oba rodi¢e. Mlad’ata jsou po tifi mésice zcela zavisla na
rodicich, ktefi jim do hnizda piinaseji potravu. Od 22. dne jsou schopna se postavit,
okolo 60. dne zadinaji 1état (del Hoyo et al., 1992) (obrazek &. 2). Capi si sva hnizda
typicky stavi na vyvySenych mistech naptiklad na stromech, véZich, opusténych
kominech, elektrickych rozvodnych zafizenich, sloupech a podobné. Hnizda mohou po

kazdoroc¢ni upravé vyuZzivat nékolik let po sobé.
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Obrazek &. 2: Cap bily s mladaty na svém hnizdg.

3.1.3 Taxonomické zarazeni

Cap bily je zastupcem ptak Fadu brodivych (Ciconiiformes). Systematika
a fylogenetické vztahy v rdmci tohoto fadu se zdaji byt se zvySujicim se poctem
molekularnich analyz zna¢né¢ komplikovanéjsi a doposud nejsou zcela vyfeseny.
S nejvétsi pravdépodobnosti tento fad neni monofyleticky (Sheldon et Slikas, 1997).

Tradi¢ni klasifikaéni systém, zalozeny na peclivém zkouméni morfologickych
znakl, rozdéluje tento fad na 5 Celedi, jsou to volavkoviti (Ardeidae), ¢lunozobcoviti
(Balaeniciptidae), kladivousoviti (Scopidae), capoviti (Ciconiidae) a ibisoviti
(Threskiornithidae).

Dalsi nova klasifikace vznikla na zakladé molekularné-biochemickych metod.
Zapouziti DNA-DNA hybridizacnich technik se systematicky zkoumala podobnost
genomu jednotlivych druhti ptakti. Vznikl klasifikac¢ni systém, ktery je zalozen témét
vyhradné na genetické piibuznosti odvozené z dat ziskanych touto technikou (Proctor et
Lynch, 1993). Od pavodniho morfologického systému se v mnohém odliSuje
a k prekvapivym zménam doslo i Vv pfipadé fadu brodivych. Do této klasifikace byly
rovnéZz zafazeny nové taxonomické kategorie, jako infratiida (infraclass), parvotiida
(parvclass), nadiad (superorder), podiad (suborder) ¢i infrafad (infraorder). Stavajici
taxonomické kategorie (tfida, fad, ¢i ¢eled’) nebyly dostacujici pro zobrazeni aktualné
zjiSténych ptibuzensky vztahi mezi hlavnimi skupinami ptakt. Podle tohoto nového
klasifika¢niho systému je fad brodivych zafazen do nadfadu Passerimorphae a déli se na
dva dalsi podiady Charadrii a Ciconii. Rad se znaéné rozsitil o mnoho stavajicich fadd,

které se timto zruSily. Byly sem nové pfifazeny fady: bahiiaci (Charadriiformes), dravci
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(Falconiformes), veslonozi (Pelecaniformes), plamenaci (Phoenicopteriformes),
potapky (Podicipediformes), potaplice (Gaviiformes), trubkonosi (Procellariiformes)
a tuc¢naci (Shenisciformes) (Proctor et Lynch, 1993).

Ptibuznost zéastupcti fadu brodivych s dravci a plamenaky se prepokladala jiz
diive na zaklad¢ anatomickych znakt. Podle nich by mohly byt pfibuzni i s fddem
veslonohych (Pelecaniformes) (Hudec et al., 1994).

Fylogenomicka rekonstrukce je feSena i v praci vyzkumného tymu Hackett et al.
(2008). Celedi fadu brodivych jsou zde promichany v ramci jednoho fylogenetického
kladu s ¢eledémi tadu veslonohych a studie rovnéz neprokazala Zadnou spojitost mezi
¢apy a dravci jako v piipadé vySe zminéné molekularné-biochemické klasifikace.

Dale je uvedeno zafazeni Cdpa bilého do systému podle tradi¢ni klasifikace
(vlevo; Opatrny, 2003) a piiklad alternativniho systémového zatazeni (vpravo, Sibley
et Ahlquist dle Proctor et Lynch, 1993):

Rige: Animalia (zivo¢ichové)
Oddéleni: Bilateria
Pododd¢leni: Deuterostomia (druhousti)
Kmen: Chordata (strunatci)
Podkmen: Vertebrata (obratlovci)
Ttida: Aves (ptaci)
Nadrad: Neognathae (1étavi) Infratiida: Neoaves
Rad: Ciconiiformes (brodivi) Parvotiida: ~ Passerae
Celed: Ciconiidae (¢apoviti) Nadfad: Passerimorphae
Rod: Ciconia (¢ap) Rad: Ciconiiformes
Druh: Ciconia ciconia (¢ap bily) Podiad: Ciconii
Infrarad: Ciconiides
Celed: Ciconiidae
Rod: Ciconia
Druh: Ciconia ciconia
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U capa bilého existuji dva podruhy, a to Ciconia ciconia ciconia (¢ap bily
evropsky, Linnaeus 1978) a Ciconia ciconia asiatica (¢ap bily stiedoasijsky, Severtsov,
1873) (del Hoyo et al., 1992).

3.1.4 Populace ¢apa bilého

Stavy ¢éapa bilého prodé€laly od zacatku druhé poloviny 20. stoleti v celé Evropé
s vyjimkou nékolika zemi citelny ubytek (Rejman et Lacina, 2002). Na nékolika
tizemich doglo ik celkovému lokalnimu vyhynuti, napiiklad v Belgii, Svédsku ¢&i
Svycarsku (Stastny et al., 2006). Proto bylo také zahdjeno mnoho zachrannych projektii
a Vv posledni dob¢ se celoevropska populace opét pozvolna zvétSuje a pocet hnizdicich
paru se zvySuje, V roce 2004 dosahl pocet part vice nez 180 000 (Rejman et Lacina,
2002). Napiiklad ve Svédsku se opétovné navraceni Gapa bilého do piirody uspésné
uskutecnuje od roku 1989 (Olsson, 2007).

Popula¢ni ubytek byva zplsobovdn zejména dvéma hlavnimi faktory, a to
destrukci ptirozeného prostfedi a zménami ve zptisobu zeméd€lského obhospodarovani
(del Hoyo et al., 1992). Zasahem c¢lovéka do krajiny a zintenzivnénim zeméd¢lské
¢innosti se ztraceji pfirozené lokality, rozhodujicim cinitelem je zejména rozsah
mokrych luk a pastvin.

Reproduk¢ni  aspésnost je také negativné ovliviiovana nizkymi teplotami
a Cetnosti srazek, zejména v obdobi néckolika dni cerstvé po vylihnuti, kdy je
termoregulace mlad’at nedokonala. Proto oblasti s chladnymi a deStivymi jarnimi mésici
pfispivaji k niz8i populacni hustoté nez oblasti s teplejSim jarnim obdobim. (Carrascal et
al., 1993). Hojnost populaci je tedy kromé& piimého lidského vlivu (jako je lov,
pesticidy, nieni hnizd, elektrické vedeni) vyznamné ovlivnéna charakterem prostiedi

a klimatu, ktery tu panuje.

Monitoring hnizdnich populaci v Ceské republice

Populace ¢apa bilého je v celém aredlu hnizdniho rozsifeni monitorovana od roku
1934, kdy probéhlo prvni s¢itani na uzemi Ceské republiky (Rejman et Lacina, 2000).
Pravidelné kazdoro¢ni s¢itani hnizdnich parti ¢apa bilého je na nasem tizemi provadéno
od roku 1984. Tento kazdoro¢ni monitoring organizuje Skupina pro vyzkum, ochranu
a evidenci ¢apa bilého v Ceské republice pod zastitou Ceské spoleénosti ornitologické.
Udaje jsou uchovavany v centralni kartotéce a postupné pievadény do pocitatové
databaze, ktera usnadiiuje jejich zpracovani. Tato databaze je navic dopliiovana
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fotodokumentaci pro snadnou identifikaci hnizd. Mezi zaznamenanymi daji nalezneme
naptiklad geografické informace (kraj, obec, okres, nadmotska vyska), idaje o umisténi,
vySce nad zemi, piipadné zjisténé zajimavosti z pozorovani (Rejman et Lacina, 2002).

Na rozdil od vétsiny evropskych zemi na tzemi Ceské republiky nebyl
zaznamenan v minulém stoleti pokles stavu populace (Rejman et Lacina, 2002).
Posledni oficialng zvefejnéné informace o hnizdnim rozsifeni ¢apa bilého v Ceské
republice jsou z roku 2003. Bylo zaznamenano 1221 hnizd, 811 pard a mlad’ata byla
vyvedena z 603 hnizd (Stastny et al., 2006).

3.1.5 Mikrosatelitové lokusy u ¢apa bilého

Doposud byl publikovan pouze jediny ¢lanek popisujici  polymorfni
mikrosatelitové lokusy u ¢apa bilého. V ném bylo charakterizovano sedm novych
mikrosatelitovych lokust a Sest odvozenych od zéstupce ze stejné ¢eledi (Ciconiidae)
nesyta amerického (Mycteria americana) (Shepard et al., 2009). Paraleln¢ s jejich praci
bylo pomoci PCR amplifikace s pouZzitim cross-species primert u ¢apa bilého nalezeno
a popsano 20 polymorfnich lokusti v bakalaiské praci (Obrucova, 2009). V této své
bakalaiské praci jsem provadéla analyzu Se 168 pary primert amplifikujicimi
polymorfni mikrosatelitové lokusy, které byly odvozeny z DNA zastupcl ze 7 riznych
radi: brodivi, potapky, veslonozi, vrubozobi, plamenéci, tuciidci a sudokopytnici.
Testovani probihalo na DNA 6 nepiibuznych jedincti ¢apa bilého. Nalezenych 20
polymorfnich lokust bylo amplifikovdno pomoci primert pochézejicich od zastupct
z tadu brodivych (nesyt americky, ibis rudy, ibis japonsky, kolpik rizovy, kvakos no¢ni,
volavka velka), ztadu veslonohych (kormoran galapazsky, pelikan bily, pelikan
severoamericky) az fadu plamenaci (plamenak karibsky) (pfehled viz tabulka ¢&. 1).
U dvou part mikrosatelitovych lokusti bylo zjisténo, Ze se jedna o tzv. ortologni
mikrosatelity (Navratilova, 2009, Obrucova, 2009). V tomto piipadé je jeden lokus
prezentovan jako dva nezavislé lokusy. Podobné piipady nejsou ojedinélé (Dawson et
al., 2006), a je proto potieba lokusy testovat, zda mezi nimi neni vazebné spojeni.

S prihlédnutim na Gspé&Snost cross-species amplifikace mezi jednotlivymi taxony,
jak blizce tak 1 vzdéalené piibuznymi, jsem v této diplomové praci pokracovala
V testovani nové objevenych mikrosatelitil, které byly od té doby aktualné publikovany
u dalSich zastupcu ze stejnych radu:

- brodivi (Ciconiiformes), plamenaci (Phoenicopteriformes), veslonozi

(Pelecaniformes)
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Dale jsem rovnéz ptidala analyzu nékolika mikrosatelitovych lokusti popsanych
u zastupct z dosud netestovanych fada:

- potaplice (Gaviiformes), dlouhokfidli (Charadriiformes)
Aktualné bylo také objeveno védeckym tymem némecké univerzity ve Freiburgu pod
vedenim prof. Segelbachera 6 novych mikrosatelitovych lokust u ¢apa bilého. Doposud

nejsou publikovany, na zékladé osobniho sdéleni byly ziskany sekvence primert.

Tabulka €. 1: Polymorfni mikrosatelitové lokusy u ¢apa bilého (Ciconia ciconia)

nalezenych metodou cross-species PCR amplifikace (Obrucova, 2009).

Rad Zdrojovy druh Pocet lokusii | Pocty alel

Nesyt americky

(Mycteria americana) 8 2-4

Kvako$ no¢ni

(Nycticorax nycticorax) 1 2
Volavka velka L ,

Brodivi (Ardea herodias)
Ibis rudy 3 ,

(Eudocimus ruber)
Ibis japonsky . ,

(Nipponia nippon)
Kolpik razovy . ,

(Ajaia ajaja)

Kormoran galapazsky 1 X

(Phalacrocorax harrisi)

(Pelecanus onocrotalus)

Pelikan severoamericky
(Pelecanus erythrorhynchos)

(Phoenicopterus ruber)

3.2 Mikrosatelitové markery

Genetick¢ markery jsou obecné dédicné znaky, urcité jednotky informace,
kterymi mize byt detekovana genetickd variabilita mezi jedinci. Dulezitou podminkou
je, aby byl marker polymorfni, tzn. aby existoval v nékolika riznych variantach.
Genetickym markerem miiZe byt fenotypovy znak, protein ¢i sekvence DNA.

Tradicné muze byt diverzita uvnitf a mezi populacemi determinovana
hodnocenim morfologickych znaki (markery morfologické). Sleduji se r1Gzné

fenotypové projevy alel gent (naptiklad odlisna vyska ¢i barva oci).
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Dalsi skupinou markerti jsou markery proteinové (biochemické), kam patii
zejména izoenzymy. Jednd se o rtizné varianty téhoz enzymu, které katalyzuji stejnou
biochemickou reakci, ale 1i§i se v primarni struktufe. Na zdkladé této odliSnosti
v aminokyselinové sekvenci se daji rozliSit podle rizné elektroforetické pohyblivosti
(rozdily se odrazi v celkovém naboji, velikosti a tvaru molekuly) (Kahl et Meksem,
2005).

Posledni skupinou, ktera je v dnesni dob¢ nejpocetnéjsi a nejvice vyuzivana, jsou
DNA markery vychazejici z polymorfismu nukleotidovych sekvenci. DNA
polymorfismus se detekuje technikami zalozenymi na hybridizaci (napiiklad RFLP),
sekvenovani (SNP) nebo metodou PCR (napfiklad RAPD, AFLP ¢i markery odvozené
z repetitivnich sekvenci). Pravé do této skupiny patii mikrosatelitové markery, které

byly pouzity v praktické ¢asti této prace.

3.2.1 Zakladni charakteristika mikrosatelitu

Mikrosatelity (téZ oznacovany SSRs — simple sequence repeats ¢i STRs — short
tandem repeats) patii mezi repetitivni sekvence DNA. Tento termin souhrnné oznacuje
homologni DNA useky, které¢ jsou v genomu pfitomny v nékolikanasobnych kopiich
(Jurka et al., 2007). Existuji dva zakladni typy repetitivni sekvence, a to rozptylené
repetice a tandemové repetice. Prvnim typem jsou repetice, které jsou rozmistény vice
¢i mén¢ ndhodné na rtiznych mistech genomu. Na rozdil od nich, druhy typ - tandemové
repetice priléhaji bezprosttedné jedna za druhou v ur€itém useku genomu. Do této
skupiny jsou zafazeny mikrosatelity, v nichZ jsou repetice vytvafeny kratkymi motivy
sefazenymi tandemové€ za sebou (Flegr, 2005). Délka téchto motivii je obvykle mezi 2-6
bp (Toth et al., 2000).

Mikrosatelity vykazuji vysoky stupen polymorfismu (Weber et May, 1989),
aproto se staly velmi uZitenymi a velice Casto pouzivanymi genetickymi markery
(Jarne et Lagoda, 1996). K popularité navic pfispéla snadnost a finan¢ni dostupnost
analyzy. K zjisténi polymorfismu neni zapotiebi Zadné specialni a nadkladné vybaveni,
detekce je zaloZena na technice PCR a nésledné gelové elektroforéze.

Podle typu repetice se mikrosatelity nejCasteji deli na di -, tri- ¢i tetranukleotidové

sekvence. Dale se také rozdéluji podle vzajemného uspotadani repetic na:

— Dokonalé (perfect): jsou sloZeny z jediné zékladni repetice, kterd neni preruSena
zadnou bazi (naptiklad TATATATATATA)
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— Nedokonalé (imperfect): zékladni repetice je preruSena jinym parem bazi
(naptiklad TATATACTATATA)

— PferuSované (interrupted): mezi zékladni repetici je vlozena mald sekvence,
ktera s ni nijak nesouvisi (naptiklad TATATACGTGTATATA)

— Slozené (composed): se skladaji ze dvou tésné pfiléhajicich odlisnych repetic
(naptiklad TATATATATAGTGTGTGT) (Oliveira et al., 2006).

3.2.2 Genetické vlastnosti mikrosatelita

Mikrosatelity jsou dédény podle pravidel Mendelovské genetiky (Sharma et al.,
2007). Patii mezi kodominantni genetické markery, je tedy mozné od sebe odlisit
heterozygota a homozygota. Homozygotni mikrosatelitovy lokus ma stejny pocet
repetic na obou homolognich chromozomech, zatimco heterozygotni mikrosatelitovy
lokus mé odlisny pocet repetic pro kazdou alelu, naptiklad jedna alela je sloZena
z9repetic a druha z10. Alelou je tedy v pfipadé mikrosateliti minéna délkova
variabilita. V ramci populace jako celku muize existovat pro stejny mikrosatelitovy

lokus nékolik riznych variant alel, coz umoznuje od sebe odlisit dva rizné jedince

(Oliveira et al., 2006).

3.2.2.1 Mutaéni mechanismy

Vysoky polymorfismus mikrosateliti je zplsoben variabilnim pocétem kopii
jednotlivych repetic  (Ellegren, 1992). Pocet opakovani zékladniho motivu
Vv jednotlivych lokusech se tedy lisi, v pfipadé¢ mikrosateliti dosahuje celkova délka
lokusu az 150 nukleotidd (Flegr, 2005). Variabilita v po¢tu repetic v ramci lokusu
souvisi s jejich vysokou proménlivosti. Mutabilita v ptipadé mikrosatelitii je mnohem
vys$§i neZ u ostatnich sekvenci v genomu, pohybuje se okolo 0,1 % za generaci. Jde
0 jedny z nejrychleji vyvijejicich se sekvenci DNA (Weber et Wong, 1993, Flegr,
2005).

Stupen alelové rozlicnosti také pozitivné koreluje s délkou repetice. Lokusy
s delsimi repeticemi jsou obecné polymorfngjsi nez lokusy s krat§imi motivy (Valdes et
al., 1993, Scribner et Pierce 2000). Mikrosatelitova nestabilita mize byt ovlivnéna
| uspotadanim repetice. Pferusovany typ mikrosatelitu zpravidla méné podléha mutacim
nez dokonaly typ. Je to ziejmé diky tomu, ze sekvence vlozena mezi jednotky
mikrosatelitu znesnadiuje sklouznuti DNA polymerazy (Kunst et al., 1997). Bylo také

zjiSténo, Ze mutacni procesy ovlivituje 1 pohlavi jedince. Naptiklad mikrosatelitové
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lokusy u samcu vlaStovek obecnych (Hirundo rustica) podléhaly témét dvakrat vice
mutacim nez lokusy u samic (Primmer et al., 1997).

Existuji dva zakladni mechanismy, kterymi se vysvétluje vysoka mutacni rychlost
mikrosatelitli, a to je sklouznuti DNA polymerazy a nerovnomérna rekombinace

(Wierdl et al., 1996).

Nerovnomérna rekombinace

Rekombinace miize zménit délku mikrosatelitového lokusu nerovnomérnym
crossing-overem nebo genovou konverzi (Harding et al., 1992). K nerovnomérnému
crossing-overu (unequal crossig-over) dochazi mezi dvéma homolognimi chromozomy
béhem meidzy, kdy nedojde k vyméné stejné¢ dlouhych segmenti (Kocarek, 2008).
Vétsinou dochdzi k drastickym zménam, tzn. ke ztrat€ ¢i ziskani znaéného poctu
repetic. Béhem genové konverze dojde ke zméné€ poctu repetic pouze na jednom vlakné,

druhé zustane nezménéno.

Sklouznuti (slippage) DNA polymerazy

Ke sklouznuti DNA polymerazy mlize dochdzet v pribéhu replikace ¢i pii opraveé
DNA (Oliveira et al., 2006). Nov¢ syntetizované vlakno DNA se docasné oddéli od
templatového, ale poté se znovu navaze diky repetitivni sekvenci na jinou pozici,
s posunem o nékolik jednotek repetice. Pokud replikace pokracuje dal, zméni se pocet
repetic, a tedy délka jejich alel. Pfi $patné reasociaci vlaken je tedy ¢ast vyklonéna
mimo dvousroubovici a vznikne klicka bud’ na nové vznikajicim fetézci, coz vede
k naslednému prodlouzeni repetice (expanzi) nebo se vytvori klicka na templatovém
fetézci arepetice se zkrati (delece) — viz obrazek ¢. 3 (Hancock, 1999). Tento
mechanismus je povazovany za hlavni zdroj mutability mikrosateliti (Levinson et

Gutman, 1987).
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Obrazek €. 3: Sklouznuti DNA polymerazy béhem replikace. A - pokud probéhne
standardni replikace, pocet repetic (5 — zndzornéno ramecky) zistane nezménén. B -
v ptipadé sklouznuti DNA polymerdzy a nésledném doreplikovani fetézce dojde ke

zméné poctu repetic (na 4 a 6) (pievzato a upraveno dle Oliveira et al., 2006).

3.2.2.2 Mutaéni modely

Teoretické mutacni modely slouzi pro spravny odhad populacnich parametri
(jako je genetickd struktura populaci, jejich vzajemnd evolu¢ni vzdélenost, pocet
migraci za generaci a jiné) z experimentalnich dat ziskanych z analyzy mikrosatelit
(Estoup et Cornuet, 1999). Také se pouzivaji k odvozeni predpokladaného poctu alel

v populaci z pozorované heterozygotnosti (Oliveira et al., 2006).

A) Infinite allele model (IAM, Kimura et Crow, 1964)
Tento model zahrnuje mutace mikrosatelitovych alel, pii kterych dojde ke ztraté ¢i
ziskani rizného poctu repetic. VZdy vznikd nova alela, ktera se v populaci predtim
nevyskytovala. Pokud se tedy v populaci vyskytuji dvé stejné alely, maji i stejny
puvod (Harding et al., 1993).

B) Stepwise mutation model (SMM, Kimura et Ohta, 1978)
Na rozdil od ptedchoziho modelu, tento model ptedpokladd, Ze mutace jsou
zpusobeny deleci nebo inzerci vzdy jen jediné repetice. Z toho vyplyva, ze dvé

alely lisici se pouze jednou repetici, jsou piibuznéjsi nez alely, které se 1isi ve vice
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repeticich (Oliveira et al., 2006). Mutaci mtze vzniknout alela, ktera je jiz

V populaci pfitomna.

C) Two phase model (TPM, di Rienzo et al., 1994)
Tento nove€jsi model rozsifuje SMM model o predpoklad, ze se mohou rovnéz
objevit (i kdyz s malou frekvenci) rozsahlej$i mutace, pfi kterych dojde ke zméné

vétsSiho poctu repetic.

D) K-allele model (KAM, Crow et Kimura, 1970)
Pfedpokladem tohoto modelu je, Zze v populaci se vyskytuje piesné K moznych
alel a pravdépodobnost, s jakou alela mutuje na jinou, je rovna w/K — 1 (kde u

predstavuje mutacni frekvenci) (Oliveira et al., 2006).

3.2.3 Vyskyt mikrosatelitd v genomu a jejich funkce

Mikrosatelitovda DNA byla objevena v genomu u vSech doposud zkoumanych
eukaryotnich organismu (Field et Willis, 1996). V genomu neni pravidelné rozmisténa,
obecné se vyskytuje vice v nekddujicich oblastech DNA (Li et al., 2002). Mutace
vznikajici v kodujicich oblastech zpravidla méni ¢teci rdmec, a proto jsou pod vysokym
negativnim selekénim tlakem (Metzgar et al., 2000). Frekvence vyskytu se také lisi
mezi jednotlivymi taxony. Pocet repetitivnich sekvenci je tim niz$i, ¢im ma
organismus mensi velikost genomu a niz§i obsah nekodujici DNA (Hamada et al.,
1982). To plati 1 pro genom ptakd, ktery ma oproti ostatnim taxoniim mezi obratlovci
mensi genom a tim padem 1 znateln€ nizsi frekvenci vyskytu mikrosatelitti (Primmer et
al., 1997).

Doposud neni stale vyfeSena otdzka funkéni role mikrosatelitd v genomu (Li et
al., 2004). Nekteré studie pifedpokladaji, ze mohou hrat roli v regulaci gend (Hamada et
al., 1984). Pokud byly odstranény useky repetitivni sekvence v oblasti promotoru,
vyrazn¢ se snizila transkripéni aktivita (Hoffman et al., 1990). Mohou se také podilet na
evoluci genomu, vyvoji a adaptaci organismu (Li et al., 2004) nebo mohou mit vliv na
organizaci chromozomt a uspofadani genomu (Cuadrado et Schwarzacher, 1998). Zcela
jisté se ale podileji na vzniku nékterych zavaznych lidskych chorob, jako je myotonicka
dystrofie, syndrom fragilniho X nebo Huntingtonova choroba (Koreth et al., 1996).
Ve vsech piipadech byla zaznamenana rozsahld expanze trinukleotidovych repetitivnich
sekvenci.
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3.2.4

Metody hledani mikrosatelitt

Existuji dva zakladni zpiisoby, jak ziskat nové mikrosatelitové lokusy u druhu,

u kterého jesté nebyly objeveny.

1.

3.3

Izolace mikrosateliti de novo

Timto klasickym zpiisobem se daji mikrosatelitové lokusy vyhledat piimo
v genomu studovaného druhu. Je zapotiebi mit k dispozici genomovou knihovnu
ptislusného druhu. Jednotlivé klony této knihovny se nasledné skrinuji
hybridizaci na nylonové membrané s vysokou hustotou. Znacenou sondu tvofi
oligonukleotidové repetice (Rashmann et al., 1991). Pozitivni klony se nasledné
osekvenuji a vyhledaji se ohrani¢ujici sekvence mikrosatelitu, podle kterych se

navrhnou primery pro PCR analyzu (Zane et al., 2002).

Cross-species amplifikace

Touto metodou se mikrosatelitové lokusy amplifikuji pomoci PCR za pouziti
primerd, které jsou jiz zndmy u jiného blizce ptibuzného druhu (Ellegren, 1992).
Mikrosatelitové primery nemohou byt univerzalné vyuzity mezi rozdilnymi
druhy diky nakumulovanym mutacim v oblastech flanking regions, ale
u blizkych druhu je cross-species amplifikace relativné uspé$na (Primmer et al.,
2005). Sance na usp&$nou amplifikaci se tedy sniZuje se zvySujici se
fylogenetickou vzdalenosti (Scribner et Pearce, 2000). Pomoci toho lze také
sledovat evolu¢ni vztahy a ptibuznost mezi jednotlivymi taxony. Tento ptistup
byl pouzit v této diplomové praci k hledani novych mikrosatelitovych lokusii

u ¢apa bilého.

Analyza paternity pomoci mikrosateliti

Mikrosatelitové lokusy lze velmi efektivn€ vyuzit pro stanoveni paternity

a ptibuzenskych vztahti jedincti v populaci. Timto zpisobem se také v ornitologii daji

sledovat reprodukcni strategie ptaki jako mimoparova paternita ¢i vnitrodruhovy

hnizdni parasitismus (Ellegren, 1992). Molekularné — genetické metody vnesly novy

pohled na parovaci strategie ptakl, které byly piedtim pifedvidany jednoduchym

pozorovanim charakteru socialnich vazeb (Griffith et al., 2002). Odhalilo se, Ze sexualni
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monogamie je daleko vzacnéjsi, nez jak se predpokladalo, a vyskyt mimoparovych
mlad’at je Castym jevem.

Urcovani paternity je zalozeno na porovnavani jednotlivych genotypid mezi
potomky a potencionalnimi rodi¢i. Vyuziva se zde faktu, Ze mikrosatelity jsou striktné
dédény podle Mendelovskych pravidel. Potomek tedy muze ziskat jen ty alely, které
se vyskytuji také u rodict. Pokud ziskd vzdy po jedné alele od kazdého rodice,
rodiCovstvi je s vysokou pravdépodobnosti potvrzeno (Obrazek ¢. 4 a ¢&. 9).
Pro rodi¢ovské analyzy se obvykle pouziva skupina 6 az 20 mikrosatelitovych lokust
(Marshall et al., 1998).

Jedinci c¢apa bilého, jsou povazovani za monogamni druh (Zielinsky 2002,
Reichard et Boesch, 2003). Mimoparova kopulace (EPC — extra-pair copulation) se
objevuje zfidka, 1 v pfipadé kolonialniho hnizdéni. Navic byla pozorovdna zejména

u jedinct, kteti Cerstvé vytvofili par (Tortosa et Redondo, 1992).

3.3.1 Komplikace pii hodnoceni

Problémy béhem hodnoceni mohou zpusobovat tzv. nulové alely a je potfeba
s jejich vyskytem pocitat (Arden et Jones, 2003). Nulové alely se objevuji, pokud se
vyskytne mutace v mistech, kam nasedaji primery pii PCR amplifikaci. Ty nemohou
nasednout na homologni sekvenci (flanking region) a alela mikrosatelitu se
neamplifikuje, pfestoze je pfitomna. Heterozygot pak vypada jako zdanlivy homozygot.
Ocekavanou frekvenci nulovych alel dokédzi snadno detekovat piislusné pocitacové
programy (napfiklad Cervus, Famoz ¢i Parente) pomoci specidlniho algoritmu jako
odchylku od Hardy — Weinbergova zakona.

V nékterych piipadech mize znesnadnit hodnoceni také vyskyt tzv. stutter bandu.
Tyto bandy se objevuji, pokud jsou produkty PCR mikrosatelitové amplifikace
vizualizovany gelovou elektroforézou. Mikrosatelit md na vysledném gelu podobu
bandu (prouzku), resp. dvou prouzkil, protoze se pracuje v denaturujicich podminkach
a kazdy band znazoriiuje jednotlivd vlakna dvousroubovice DNA, kterd migruji mirné
odlisn¢. Stutter bandy se vyskytuji hned pod bandem mikrosatelitového lokusu (viz
srovnani obrazku ¢. 4 a ¢. 5). Jsou pravdépodobné vysledkem sklouznutim DNA

polymerazy béhem PCR amplifikace (Luty et al., 1990)
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Obrazek €. 4: Elektroforetogram PCR produktu mikrosatelitového lokusu PTC3

u lejska ¢ernohlavého (Ficedula hypoleuca). Jedna se o ptiklad uréeni paternity pomoci
PCR amplifikace. F je oznaceni pro potencialni matku, M pro potencionalniho otce,
¢isly 1 — 5 jsou oznacena jednotliva mlad’ata, Sipky na kazdé stran¢ oznacuji alely obou
potencionalnich rodicti. VSechna mlad’ata maji vzdy po jedné alele od kazdého rodice,
zadné tedy neni mimoparové. Na tomto piikladu jsou nazorné vidét tzv. stutter bandy

(Ptevzato a upraveno dle Ellegren, 1992).
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Obrazek ¢. 5: Elektroforetogram PCR produktu mikrosatelitového lokusu Ase 48
u lindusky lu¢ni (Anthus pratensis). Jedna se o piiklad uréeni paternity pomoci PCR
amplifikace. F je oznaceni pro potencialni matku, M pro potencionalniho otce, Cisly 1 —
6 jsou oznacena jednotlivda mladata, Sipky na kazdé strané oznacuji alely obou
potenciondlnich rodi¢d. VSechna mladd’ata maji vzdy po jedné alele od kazdého rodice,

zadné rovnéz neni mimoparové (Pfevzato a upraveno dle Nadvornik, 2005).
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4  MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pro genetické analyzy byla pouzita DNA vyizolovana z krve 23 mlad’at ¢apa
bilého (Ciconia ciconia). Krev byla odebrana Mgr. Radkem Hamplem jednorazovou
sterilni injekéni jehlou a mnozstvi 20 pl bylo ve zkumavce smichano s1 ml
konzerva¢niho roztoku Queen’s pufru (Seutin et al., 1991). Jednalo se o nepiibuzné
jedince z riznych hnizd z kraje Pardubického, Kralovéhradeckého a Vysociny.

DNA byla vyizolovana pomoci fenol — chloroformové metody a rozpusténa v TE
pufru. Pro testovani cross-species primert byla vybrana DNA 6 jedinct, genotypovani
polymorfnich mikrosatelitovych lokusi se uskute¢nilo u vSech 23 jedinci. Jejich
pohlavi nebylo znamé, proto bylo za pomoci mikrosatelit vazanych na pohlavi (2550

F, 2718 R) zjisténo. Pocet samic byl 12 a samct 11.

4.2 PCR amplifikace DNA

Reakce probihaly v termocycleru (XP Thermal Cycler, BIOER technology) podle

nasledujiciho teplotniho a ¢asového profilu:

1. 94°C:5min

2. 94°C:30s
48 -69 °C: 30's 35 cykla
72 °C:30s

3. 72°C:7min

Reakéni smés byla umisténa v 1,5ml mikrozkumavce obsahujici komponenty
uvedené v tabulce ¢. 2. Zkumavky byly po napipetovani vSech slozek zvortexovany
a centrifugovany. Kazda reakce sestdvala z 9 ul PCR mixu a 1 pl roztoku DNA

(koncentrace byla upravena v rozmezi 10 - 50 ug/ml). Tabulka ¢. 3 uvadi piehled

testovanych mikrosatelitovych lokust.
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Tabulka ¢. 2: Slozeni reak¢ni smési pro 6 a 23 vzorka (v€etné pocitanych ztrat pii

pipetovani)
Slo7ka reakéni Koncentr’ace Objem roztolfu pro | Objem roztokou pro
smési pracovniho 6 vzorku 23 vzorku
roztoku [ul] [ul]
Deionizovana voda 42 182
Pufr 10 x 6,3 27,3
MqgCl, 25 nmol/I 3,75 16,3
dNTPs 20 pmol/l 0,65 2,8
Primer F 10 umol/l 3,1 13,4
Primer R 10 umol/1 3,1 13,4
aTaq DNA 2,5 Ulul 0,94 41
polymeraza

Tabulka ¢. 3: Piehled testovanych mikrosatelitovych lokusi u c¢éapa bilého.
V jednotlivych sloupcich je uvedeno: tad, ze kterého zdrojovy druh pochazi;

druh, u kterého byl mikrosatelitovy lokus popsan, kdy a kym; nazev mikrosatelitového

lokusu.
Rad Z.d rojovy drulf, Mikrosatelitovy lokus
literarni zdroj
_ Capbily CcO1, Cc02, Cc03, Cc04, CcO5, Cc06,
(Ciconia ciconia) Co07
Shephard et al., 2009 CC1, CC3, CC7, CCY, CC10, CC13
Segelbacher, osobni sd¢leni, 2009 ' ' ' ' '
;E Volavka zlutozoba Ae01, Ae04, Ae05, Ae09, Ael3, Ae24,
o (Egretta eulophotes) Ae25, Ae26, Ae27, Ae28, Ae30, Ae35,
= Huang et al., 2010 Ae36, Ae37, Ae38, Aed2, Aed4d, Aed7
?/E‘g?gtlt‘;‘ :Sg:;?}g Er21, Er22, Er23, Er24, Er31, Er4l, Er42,
Hill et Green, 2011 Er43, Erd4, Erd5, Er46, Er51
5
= Alkounek drobny
= (Aethia pygmaea) Apy06, Apy07
2 Dawson et al., 2005
a2
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Plamenak karibsky
(Phoenicopterus ruber)
Kapil et al., 2010

Prup 7, Prup 8, Prup 9, Prup 13

:2 PrA2, PrA3, PrA9, PrA102, PrA103,
5 PrA104, PrA105, PrA110, PrAl111, PrA113,
E Plamenak ruzovy PrB1, PrB2, PrB3, PrB102, PrB105, PrB110,
- (Phoenicopterus roseus) PrC1, PrC6, PrC12, PrC101, PrC109,
Geraci et al., 2010 PrC117, PrC122, PrD3, PrD4, PrD5, PrD7,
PrD9, PrD10, PrD12, PrD102, PrD105,
PrD108, PrD117, PrD121, PrD126, PrD139
3 Potaplice ledni ) ) ) ) )
= (Gavia immer) G!mA9, GlmA12; GImC5, GimC11, GimD9
;-'Z: McMillan et al., 2004 GimD12, GimE11
(Flfﬁ;te(t’ﬁo?f}ggfuafgs) P3A3, P3C1, P3D7, P3F3, P3F5, P3F7,
P3G12, P3H10, P4F2, P4G1
Humeau et al., 2010
Kormorén chocholaty Phaar! 01, Phaar! 02, Phaar! 03, Phaari 04,
(Phalacrocorax aristotelis) Phaar! 05, Phaar! 06, Phaar! 07, Phaar! 08,
Barlow et al. 2010 Phaar! 09, Phaar! 11, Phaar! 12, Phaar! 13,
N Phaari 14, Phaari 15, Phaari 16, Phaari 17
COR 01, COR 03, COR 05, COR 06, COR
07, COR 12, COR 15, COR 17, COR 19,
Kormoran usaty COR 20, COR 21, COR 22, COR 23, COR
(Phalacrocorax auritus) 26, COR 28, COR 30, COR 31, COR 35,
Fike et al., 2009 COR 38, COR 40, COR 41, COR 43, COR
Mercer et al., 2010 45, COR 47
Dcco-01, Dcco-02, Deco-03, Deco-04,
Dcco-05, Dcco-06, Deco-07, Deco-08
‘5 ) Fmin01, Fmin02, Fmin03, FMin04, Fmin05,
£ Fregatka H_lala Fmin06, Fmin07, Fmin08, Fmin09, Fmin10,
% (Fregata minor) Fminl1, Fmin12, Fmin13, Fmin14, Fmin15,
> Dearborn et al., 2008 Fmin16, Fminl7, Fmin18

Terej modronohy
(Sula nebouxii)
Faircloth et al., 2009
Taylor et al., 2010

BOOB-RM2-F07, BOOB-RM3-D07,
BOOB-RM3-F11, BOOB-RM4-A08,
BOOB-RM4-B03, BOOB-RM4-C03,
BOOB-RM4-D07, BOOB-RM4-EQ3,
BOOB-RM4-E10, BOOB-RM4-F11,
BOOB-RM4-G03

Sn2B-68, Sn2B-83, Sn2A-90, Sn2A-123,
Sn2A-36, Sn2B-100

Terej Cervenonohy
(Sula sula)
Morris-Pocock et al., 2010

Ss1b-16, Ss1b-51, Ss1b-57, Ss1b-98, Sslb-
106, Ss1b-142, Ss2b-2, Ss2b-35, Ss2b-48,
Ss2b-71, Ss2b-88, Ss2b-92, Ss2b-110, Ss2b-
138, Ss2b-153

Terej guanovy
(Sula variegata)
Taylor et al., 2010

SV2A-2, SVv2A-26, SV2A-47, SV2A-50,
SV2A-53, SVv2A-95, SVv2A-152, Sv2B-27,
Sv2B-138
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4.3 Zpracovani PCR produkti

PCR produkty byly separovany pomoci vertikalni elektroforézy v 6%

polyakrylamidovém gelu v denatura¢nich podminkédch a vizualizovany barvenim

dusi¢nanem stiibrnym AgNOj. Nasledujici postup je optimalizovan pro pouziti

vyhtivané sekvenaéni elektroforetické komurky S2 Whatman Biometra, s rozméry skel

330 x 390 mm a 330 x 420 mm a tloustkou gelu 0,4 mm.

1)

2)

3)

4)

Ob¢ skla byla dikladn€ omyta vodou, oplachnuta deionizovanou vodou a 96%
etanolem. Delsi sklo bylo na plose, ktera se dotykala gelu, oSetfeno pfiblizné
0,5 ml pfipravku pro odpuzovani vody ze skel automobila (Clear Vue Rain
Repellent). Kratsi sklo bylo na plose, kterd se dotykala gelu, oSetfeno
roztokem molekularniho lepidla. Po zaschnuti bylo sklo ¢tyfikrat oplachnuto
96% etanolem. Na okraje oSetfené strany delsiho skla byly polozeny 0,4 mm
silné spacery a na né bylo poloZeno mensi sklo oSetfenou plochou dolt.

Gel byl pfipraven smisenim 6%  roztoku akrylamid: N,N’-
methylenbisakrylamid 19:1, N, N, N’, N" - tetramethylethylendiaminu
a nakonec byl pridan 10% roztok peroxodisiranu amonného. Tento roztok gelu
byl vypoustén mezi pfipravena skla. Po vyplnéni celého prostoru mezi skly
gelem byl v mist¢, kde se tento prostor plnil gelem, vsunut hiebinek rovnou
stranou pfiblizn¢ 0,8 cm hluboko mezi skla. Gel se nechal minimalné 1 hodinu
polymerizovat.

Po utuhnuti gelu byla skla ulozena do elektroforetické komrky.
Do katodového i1 anodového prostoru byl nalit 0,5 x TBE puft. Gel se nechal
nahfivat pifiblizné¢ 35 minut (nastavené hodnoty na zdroji stejnosmérného
elektrického proudu: napéti: 3000 V, proud: 150 mA, vykon: 90 W).
Po uplynuti této doby byl do prostoru mezi skly vsunut hiebinek zoubky dolu
pfiblizn€ 1 mm hluboko do gelu. Vzorky se smisily s 5 pl nandSeciho pufru
a denaturovaly 4 minuty v termobloku nastaveném na 95 °C. Po uplynuti této
doby byly mikrozkumavky se vzorky ihned umistény do ledové tiste.

Do mezer mezi zoubky hiebinku byly naneseny pipetou denaturované vzorky
(2 pl). Po napipetovani vSech vzorkt se katodovy prostor uzaviel a na zdroji
stejnosmérného elektrického proudu se nastavily piislusné hodnoty (napéti:
3000 V, proud: 150 mA, vykon: 70 W). Cas separace vzorki zavisel na

molekularnich hmotnostech rozdélovanych PCR produktii.
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5) Po uplynuti doby elektroforetického déleni PCR produktt byla skla s gelem
vyjmuta z komurky a poté byla od sebe odd€lena. Dalsi kroky byly provedeny
ve fotomiskach umisténych na tiepacce v digestoii a pracovalo se uz pouze
s kratSim sklem umisténym ve fotomisce plochou s gelem nahoru (dale uz jen
gel).

— Gel byl zalit fix/stop roztokem. Doba trvani fixace byla pfiblizn¢ 20
minut. Nasledovalo 3x promyti v deionizované vodé.

— V dal8im kroku byl gel zalit 1% roztokem HNOj3 a nechal se 5 minut
pusobit. Nasledovalo 4x promyti v deionizované vodé.

— Dale byl gel zalit 0,1 % roztokem AgNO3, do kterého se bezprostiedné
pted pouzitim pfidalo 1,2 ml formaldehydu. Doba ptisobeni roztoku byla
minimalné 30 minut.

— Po uplynuti této doby byl gel na nékolik sekund ponofen do pfipravené
misky s deionizovanou vodou a pfemistén do fotomisky na tiepacce
s 800 ml vychlazené vyvojky.

— Postupné se vyvijely hnédoCerné prouzky PCR produkti. Az byly
dostatecn¢ ztetelné, zastavilo se vyvijeni ptilitim fix/stop roztoku.

— V dal$im kroku byl gel umistén na 2 minuty do deionizované vody a poté
se nechal 1 hodinu susit v susarné nastavené na 60 °C.

6) Gel svizualizovanymi produkty se vyhodnotili na negatoskopu
a z elektroforetogramtt se zjistil pocet alel jednotlivych polymorfnich
mikrosatelitovych lokusi. Skla se naskenovala a obrazky se ulozily ve

formatu png (rozliseni 300 dpi) pro pozd¢jsi analyzy.

4.4  Statistické zpracovani vysledki

Pro jednotlivé polymorfni mikrosatelitoveé lokusy, které byly testovany na vSech
23 jedincich, se stanovila nasledné jejich detailni charakteristika. K tomu tcelu byly
pouzity dva populaéné-genetické programy — Cervus 3.0.3 (Kalinowski et al., 2007)
a Genepop 4.0.10 (Rousset, 2008).

Pomoci programu Cervus 3.0.3 se zjiStovala o¢ekdvana heteozygotnost, zda jsou

lokusy v Hardy-Weinbergové rovnovaze, pfitomnost nulovych alel a zjisténi
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spolehlivosti pii detekovani paternity. Pomoci programu Genepop 4.0.10 se zjistovalo,

zda mezi lokusy neni vazebné spojeni.

45 Chemikalie

Akrylamid (AppliChem)

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

Clear Vue Rain Repellent (Turtle WAX)
Deionizovana voda

Deoxyribonukleosid trifosfaty (100 mmol/l, 400 ul kazdého), U1240 (Promega)
Dusicnan sttibrny (Lachema)

Ethanol — 96% roztok (lihovar Vrbatky)
Formaldehyd (Lachema)

Formamid (Lachema)

Kyselina boritd (Lachema)

Kyselina dusi¢na — 65% roztok (Lachema)

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

N,N’- methylenbisakrylamid (AppliChem)

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

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

Xylenova modi (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.6 Pouzité roztoky

Fix/stop roztok

- 80 ml ledové kyseliny octové, 800 ml deionizované H,O
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Molekularni lepidlo

- 1 ml 0,5 % kyseliny octové v 96% etanolu, 3 ul 3-methakryloxypropyltri-
methoxysilanu

Nanaseci pufr pro elektroforetickou separaci

- 0,125 g bromfenolové modie, 0,125 g xylenové modre, 25 ml deionizované
vody, 100 ml formamidu

Polyakrylamidovy 6% gel

- 60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu, 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu
amonného (NHy4),S,0g, 40 ul N, N, N’, N - tetramethylethylendiaminu
Roztok 0,1% dusi¢nanu stiibrného AQNO3
- 0,8 g AgNO3, 800 ml deionizované H,O

- pred pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu
Roztok 1% kyseliny dusiéné HNO3
- 12 ml 65% HNO3, 800 ml deionizované H,0O

Roztok 10% peroxodisiranu amonného (NH4),S,0g

- 1 g peroxodisiranu amonného (NHy),S,0g rozpustit v 10 ml deionizované H,O
- uchovat v mikrozkumavkach po 400 ul v — 20 °C
Vyvoka
- 24 g uhli¢itanu sodného Na,CO3, 800 ml deionizované H,O a vychladit na
teplotu pod 10 °C
- pred pouzZitim piidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu
sodného Na,S,03
Zasobni roztok 6% akrylamidu
- 420 g mocoviny, 484 ml deionizované H,O, 50 ml 10 x TBE, 150 ml 40%
zasobniho roztoku akrylamid : N,N’- methylenbisakrylamid 19:1

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

Zasobni 40% roztok akrylamidu : N.N’- methylenbisakrylamidu 19:1

- 380 g akrylamidu a 20 g N,N’- methylenbisakrylamidu rozpustit v 500 ml
deionizované H,0, objem doplnit na 1 I, roztok ulozit v temné lahvi ve 4 °C
Zasobni roztok 10x TBE pufr
- 108 g Tris, 55 g kyseliny borité H3BOs3, 40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH
8,0 a doplnit deionizovanou vodou na 1 |
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4.7 Laboratorni pomicky a pristroje

Elektroforeticky zdroj: EV232 (Consort)

Elektroforeticky zdroj: ECPS 3000/150 (Pharmacia)

Laboratorni vahy: Mark S 622 (BelEngeneering)

Magneticka michacka: MR Hei-Combi (Heidolph)

Mikropipety: Finnpipette 0,5-10 ul (osmikanalova) a 0,3 ul-1 ml
(ThermoLabsystem)

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

Minicentrifuga: CLE CSQSP (Cleaver Scientific Ltd)

Minicentrifuga: Spectrafuge Mini (Labnet)

Negatoskop: NEGAL (Maneko)

Sekvenacni elektroforeticka komurka S2:  (Whatman Biometra)

Susarna: HS 122S (Chirana)

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

Termocyklér: XP Thermal Cycler (BIOER technology)

Trepacka: Orbit 1 900 (Labnet International)

Vortex: MS2 (Ika)

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

V ramci své diplomové prace jsem otestovala na DNA c¢apa bilého (Ciconia
ciconia) 210 cross-species paru primerd. 198 part bylo pro analyzu polymorfismus
U capa bilého pouzito poprvé, zbylych 12 part primerG bylo pro ovéfeni znovu
retestovano, jelikoz poskytly polymorfni produkt u blizce ptibuzného druhu c¢apa
cerného (Ciconia nigra). Celkem jsem objevila 14 polymorfnich lokust, které byly
odvozeny z DNA od taxonomicky piibuznych druhti pochazejicich z fadd brodivych,
dlouhokitidlych, plamendku, potaplic a veslonohych.

Nasledné jsem provedla genotypizaci téchto 14 polymorfnich mikrosatelitovych
lokusti na 23 nepiibuznych jedincich ¢apa bilého spolu s 20 mikrosatelitovymi lokusy,
které byly nalezeny v mé ptedchozi bakalaiské praci (Obrucova, 2009). U dvou dvojic
lokust z téchto 20 mikrosateliti jsem potvrdila ortologni mikrosatelity (pro dalsi
analyzu jsem vybrala vzdy jeden z nich) a jeden mikrosatelit jsem vyhodnotila jako
monomorfni. Pomoci statistickych programi Cervus 3.0.3 a Genepop 4.0.10 jsem
analyzou genotypiza¢nich dat ziskala detailni charakteristiku vSech polymorfnich
lokust. Na zaklad¢ zjisténych charakteristik jsem néasledné vybrala 7 lokust, které jsou
vhodné pro budouci analyzu ptibuzenskych vztahil, zejména pak determinaci paternity
u ¢apa bilého.

Mezi tfemi mikrosatelitovymi lokusy jsem nalezla silnou fyzickou vazbu.
Ve tfech piipadech na pohlavni chromozom Za u jednoho neni zpisob vazby na
pohlavni chromozom jasny. Dal$i analyza by byla nad ramec této diplomové prace.
Dale jsem testovala polymorfismus n¢kolika mikrosatelitovych lokusti popsanych ptimo

u ¢apa bilého a zjistila jejich charakteristiky.
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13 SEZNAM ZKRATEK

AFLP

bp

DNA
dNTPs
IAM
IUCN

EPC

He

Ho
KAM
PCR
RAPD
RFLP

SNP

SMM
SSRs
STRs

Ta
TPM

adenin

polymorfismus délky amplifikovanych fragmenti (Amplified fragment length
polymorphism)

par bazi (base pair)

cytozin

deoxyribonukleova kyselina

deoxyribonukleosid trifosfaty

muta¢ni model nekonecnych alel (infinite allele model)

mezinarodni sdruzeni ochrany ptirody (International Union for Conservation
of Nature)

mimoparova kopulace (extra-pair copulation)

guanin

o¢ekavana heterozygotnost (expected heterozygosity)

pozorovana heterozygotnost (observed heterozygosity)

model K-alely (K-allele model)

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

amplifikace polymorfni DNA nahodna (random amplified polymorphic DNA)
polymorfismus délky restrikénich fragmenti (restriction fragment length
polymorphism)

jednonukleotidové polymorfismy (single nucleotide polymorphism)

krokovy muta¢ni model (stepwise mutation model)

opakovani jednoduchych sekvenci (simple sequence repeats)

kratké tandemové repetice (short tandem repeats)

tymin

teplota annealingu (annealing temperature)

dvoufazovy muta¢ni model (two phase model)
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