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SOUHRN

Ve své bakaig&ké praci jsem se émovala hledani polymorfnich
mikrosatelitovych lokus, které by se bylo moZzno pouzit pro analyzu patgritise
hagedaSeBostrychia hagedagta takéreSeni literarni problematiky, jakradu brodivi,
tak i konkrétr u ibise hagedase.

Pro hledani mikrosatelitovych markgsem pouZzila metodaross-specie®CR
amplifikace za vyuziti celkem 340 gaprimert. Vzniklé amplikony jsem nasledn
separovala v 6% polyakrylamidovém gelu za denahich podminek pomoci
elektroforézy. Vzniklé produkty separace jsem vizaaala roztokem AgN@

Pary primei, které jsem testovala, byly izolovany z diybtaki z fadi brodivi
(Ciconiiformes), plam&aci (Phoenicopteriformes), pelikani (Pelicaniforinasjinych.
U zjisttnych polymorfnich mikrosatelitovych lokiusjsem nasledh optimalizovala
teplotu annealingu polymerazovérettzové reakce aas elektroforetického &tkni.
Vysledkem mé prace bylo nalezeni 38 polymorfnickrasatelitovych lokus, u nichz
jsem zjistila poet alel (pget alel se pohyboval od 2 do 4 alel na lokus) a
heterozygotnost.

NejuspesS#Si cross-species amplifikace jsem zaznamenala u prifner

odvozenych z DNA ptékz tadu brodivi (Ciconiiformes).



SUMMARY

My bachelor thesis is focused on searching for mpolphic microsatellite loci,
which would be used for paternity analysis had#is (Bostrychia hagedaghand also
address literary issues, as the order Ciconiiforraed specifically in hadada ibis.

To search for microsatellite markers was used awkthf cross-species PCR
amplification using a total of 340 pairs of primersubsequently incurred by separating
amplicons in 6% polyacrylamide gel using electraels. Products resulting from the
separation | visualizated AgNGolution.

Primer pairs, which | tested, were isolated frand$of the order Ciconiiformes
(Ciconiiformes), flamingos (Phoenicopteriformes)elipans (Pelicaniformes) and
others. The detected polymorphic microsatellitei,loc subsequently optimized
annealing temperature of the polymerase chainioraand electrophoretic separation
time. The result of my work was to identify polymbic microsatellite loci in 38, where
| found the number of alleles (number of allelesged 2 to 4 alleles per locus) and
heterozygosis.

The most successful cross-species amplificatiotin wrimers I've seen from

DNA derived from the order Ciconiiformes birds.



OBSAH

I U A V@ 0 RPN 8
2 CILE PRACE .....ciiiiiiei ettt ettt 9
3 LITERARNI P REHLED ....cocooviiiiiicicicieie et 10
3.1R&d brodivi (CICONITOIMES) .......ccveeeeiee et 10
3.1.1Celed volavkoviti (AEIHAE) ...........cccveeveeeeimeeeeeeeeee e, 11
3.1.2Celed CApOoViti (CICONIAAR).........ceeveeeeeeereeeeeeeeee e, 13
3.1.3Celed ibisoviti (Threskiornithdae) .............c.cceeeereeeeeeerieireeene, 13
3.1.3.1 Ibis hagedaBgstrychia hagedagh................ccooiriricceen, 15
3.1.4 Z&azeni ibise hagedasSe do Systému...........ceeeeeeeeeeeieeeeeeein, 16
3.2 REPELItIVII DNA ..ottt 17
3.2.1 Mikrosatelitni DNA .........ooiiiiiiiememriiiee e 7.1
3.2.2 Analyza mIKrosatetit............ccceeeeeiiiiieee e 20
3.2.2.1 Polymerazov@ttzova reakce..........cccuvvveeeeeeiiiiieneesicoee 20
3.2.2.2 Elektroforetick& separace nukleovych kgsel.................. 21
3.2.3Cross-speciePCR amplifikace U ptaK..............ccceeevvevvveeeiviiiininnn. 21
3.2.4 Vyuziti mikrosatelit u fadu brodivi (Ciconiiformes)
a hledani mikrosatélde nova................ccooecciiiiiiiiiiieiceec e 22
4 MATERIAL A METODY ..ottt 24
4.1 Biologicky Material...........cooeiiiiii e 24
4.2 Izolace genomické DNA z krve ptakK...........cccoeeiiiiieieeiiiiicee e 24
4.3 Vyhledavani vhodnych mikrosatelitovych matkpro ibise
hagedaSe pomoci metampss-speciePCR amlifikace...............oo........ 25
4.3.1 PCR amplifikace DNA .......oovieeiiis it e e 28
4.3.2 Zpracovani PCR produKt...........ccccoeeeeeiiiiiieeiii s 29
4.4 Seznam pouZitych ChemiKAlii ............. e eeeeeiiiiiiieeee e 1.3
4.5 Seznam POUZItYCh rOZDK..........ccccuuviiiiiiiiiiiiieieee e 32
4.6 Seznam pouzitych laboratorniafiSprojii ..........cevvvvvvvvvciiiiieieeeeeeeeeeeee, 34.
5 VYSLEDKY .ottt ommms et s s eesesenenas 36
B DISKUZE ...ooiiiiitiiiee ettt e e e e e ae e e 43
T ZAVER oo 51
8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK ....ooeiieeeeeeeeeeeeeeeee e, 52
9 POUZITALITERATURA ....ooviiiiiiiiii i e eeeeeeeeeeeeiee e eee 2222253



1 UvoD

Mikrosatelity jsou tandemavse opakujici repetitivni sekvence DNA s délkou
motivu 1 - 6 pak bazi. Vyskytuji se v genomech vSech eukaryotnfgamsmi. Jedna
se o vysoce polymorfni oblasti DNA, dilkdemuz jsou velmi dobrymi genetickymi
markery. Uplaiuji se zejména ip analyze paternity, ib zkoumani fylogenetické
piibuznosti organisin ¢i pro ziskavani informaci o genetické struktupopulaci.
Vyhodou vyuZivani mikrosatelitje jiz zmirény vysoky stupg polymorfismu a také
relativré snadna identifikace jednotlivych alel. Nevyhodeuwnptnost izolacde novou
now zkoumanych druin

U ptaki je wtSina znamych mikrosatalitodvozena zejména od dfulz radu
pévcia (Passeriformes). Vramcitadu brodivi (Ciconiiformes) byly nalezeny
mikrosatelity zatim u 9 ze 113 driuh

V nésledujici praci budu pro hledani polymorfnécbss-speciemikrosateliti u
ibise hagedaSeBpstrichia hagedaghpouzivat primery ziskané pro amplifikaci DNA
ptaki z radi brodivi (Ciconiiformes), dlouhdidli (Charadriiformes), potaplice
(Gaviiformes), potapky (Podicipediformes), platdei (Phoenicopteriformes), &héci
(Sphenisciformes), veslonozi (Pelecaniformes), @zubi (Anseriformes), a z jednoho

druhu ztadu sudokopytnici (Artiodactyla).



2 CILE PRACE

1. Shromazdit dostupné literarni zdroje a vypracovtrdrni reSerSi na téma

bakal&ské prace.

2. Provést PCR amplifikaci mikrosatelitovych lokuss vyuzitim cross-species
primer, které jsou znamé od taxonomickyiljuznych ¢i negribuznych drub
ptaki, za &elem zjiS€ni jejich polymorfismu u ibise hagedasS8oétrychia

hagedash

3. U zjiS&nych polymorfnich mikrosateiit provést optimalizaci paramétrPCR
amplifikace a casu separace PCR prodikt v denaturujicim 6%

polyakrylamidovém gelu za denattindch podminek.



3 LITERARNI P REHLED
3.1  R&d brodivi (Ciconiiformes)

Dosud bylo popsanoll3 recentnich druh ptaki z peti celedi: ¢apoviti
(Ciconiidae), ¢lunozobcoviti  (Balaeniciptidae), ibisoviti  (Thresknithidae)
kladivouSoviti (Scopidae) a volavkoviti (ArdeiddBejéek et Stastny, 1999). Déeledi
volavkovitych z#azuji autdi Bejcek et Stastny (1999) 60 druh) mezi kladivouSovité
pati jenom jeden druh, a to kladivous africk$scobpus umbretja rovréz celed’
¢lunozobcoviti zahrnuje pouze jeden druh, je §ilomozubec africky Balaeniceps rex
Do celedicapovitych spada 19 driita mezi ibisovité zahrnuji az 32 difuhGaisleret
Zima (2007) rozduji brodivé na iti celedi: capovité, ibisovité a volavkovité, dale
uvadiji, Ze uradu brodivi se nejednd o monofyleticky taxon.

Do tadu brodivych pédt velci az gedre velci ptaci s porrné jednotnym
vzhledem v ramci celé skupiny. Tvata umo#uje ziskat potravu z vody bazinatych
biotopi. VétSina zastupc ma vyrazny dlouhy zobak, dlouhy krk a dlouhé nohyar a
velikost zobaku je projevemiippasobeni k lovu potravy (Veselovslet al, 2001). |
ptaci, ktdi si jsou navzajem velmiifibuzni, mohou mit zcela rozdilné typy zobthak
(Veselovsky et al, 2001). U volavek nachazime rovné ostré zobakyjismkou
volawika ¢lunozubého Cochlearius cochleariysten méa Sirokglunovity zobak.Capi
maji také rovné zobaky (Veselovsky al, 2001).Capim piibuznéceled ibisovitych
ma dlouhé zahnutéi rovné vgedu zplostlé zobaky. Nohy jsou zwaé protahlé,
zvlase v behaku a bérci (Hudeet al, 1994). \&tSina zastupc ma kratkou blanu mezi
vngjSim a stednim prstem, coz jim umaije brodit se v rlkych vodachei bahnitych
puadach. PestoZe brodivi maji dlouhé nohy, nepouzivaji jestkuy pohybuji se vzdy
pomalym krokem, jakmile prchaji, vzlétnou (Hudscal, 1994).Postradaji itomnost
volete, jejich Zaludek jgidilny, slepa steva byvaji zakréla (u volavek byva vyvinuto
pouze jedno), u samce miize vyskytovat rudimentarni penis (GaiséZima, 2007).
Hlasové ustroji (syrinx) je u brodivychétginou v izné mie zakrrglé, postrad&asto
hlasovych svdi a rekdy i hlasovych bubink— proto zejména mnozapoviti jsou gmi
a nedostatek hlasu nahrazuji vydavanim mechanickyoki, nag. klapanim zobak
(Hudec et al, 1994). Pouze volavkoviti maji vyragsi hlasové projevy, coZ je

Vyborre létaji, hlavé plachti za vyuZziti vzduSnych proiudvznikajicich

oteplovanim vzduchu nad pevninou (statické pkadht Lovi miznou Ziva@iSnou
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potravu (Gaisleret Zima, 2007), ¥tSinou jsou masoZravi a orientovani na vodni
Zivogichy od hmyzu po ryby a jiné obratlovce (Bek et Stastny, 1999), vyjiméné
jsou mrchozravi (Gaisleat Zima, 2007).

Obyvaji prakticky cely st az na nejchladij§i a nejsussSi mista (Bek et
Srastny, 1999). ¥sinou jsou obyvateli vnitrozemskych vod. Hnizdavétobvykle na
stromech nebo v rakosinach, jednatlimebo v koloniich (Gaisleet Zima, 2007).
Hnizda jsou porrné velka sta¥nd z ¥tvi a klacki. Vejce jsou skoro u vSech diiuh
neskvrnita (Hudeet al, 1994). O narozena ndfata se staraji oba r@@i. Brodivi Ziji
vétSinou v monogamii.

Na zéklad stupré zavislosti mladte na rodiich rozeznavame dvskupiny
mlad’at, a to ml&ata nidifugni (nekrmivd) a nidikolni (krmiva). Mfata zastupciadu
brodivych pati mezi nidikolni, to znamenda, Ze se lihnou neschopamostatného
Zivota. Lihnou se na nizkém stupni zargdEho vyvoje, jsou vSak vidouci a vyzn#
se rychlym éstem. Jsou neofena nebo jen Zasti opéend, maji nad#rné vyvinutou
travici soustavu, ale nedostai® vyvinutou nervovou soustavu, smyslové organy a
organy pohybu, row? jejich termoregulace dosud neginna (Gaisleret Zima, 2007).
Rodie je proto zativaji a krmi, jedna se tedy o rdidta krmiva. Potrava je podavana
tak, Ze je vyvrhovana do hnizda, u volavek zpriump do zobak. Mladata mnoha
druhi, zvlast téch, které hnizdi v rakosinach a v hustéstvevi, opou&ji hnizdo
dlouho red dosazenim vzletnosti (Hudeical., 1994).

Zastupcicapi a volavek pat mezi ptaky tazné, kiekonaji dvakrat do roka
dlouhé pelety mezi mistem svého hnémd a mistem zimovani. Mezi naSe tazné ptaky
fadime nafiklad ¢4pa bilého aerného. Odrostla mi&ta volavek vykonévaji tzv.
piedodletoveé potulky, které sAst&n¢ podobaji leim prelétavych ptak Tyto potulky
ale mohou fejit v pravy tah.

Hudecet al. (1994)tad brodivych pirazuji, z fylogenetického hlediska, jak k
fadu veslonohych (Pelecaniformes), tak@#lu dravé (Accipitriformes). Zetelrgji jsou
vSak gibuzni s plamaky.

3.1.1 Celed’ volavkoviti (Ardeidae)

Do této ¢eledi podle Gaisleet Zima (2007) pat celkem 65 druly, z toho 4
pravidelrt a 2 oltas hnizdi i u nas. Begk et Stastny (1999) viak do téteeledi

zarazuji 60 drub. Mezi druhy hnizdici u nasadime volavku popelavouA(dea
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cinereg — vyskytuje se nadhkolika mistechCR a hnizdi zejména na stromeéh

v blizkosti vodnich nadrzi, kvakoSe amdho (Nycticorax nycticorax — hnizdi

v koloniich napiklad v jiznich Cechach nebo v zameckém parku Lednice na Morav
(Gaisleret Zima, 2007). Dale také volavku rusohlavd@ubulcus ibiy — vyskytuje se
hlavre v jizni Evrog, ale oldas zaléta i d@€R a bukéka malého Ikobrychus minutys

— u nas se vyskytuje jiz velmi vzacw hustych rakosovitych porostech, hnizdi od
Evropy po Austrdlii (Gaisleet Zima, 2007).

Jedna se o Stihlé ptaky s tzkym Kklinovitym zobaketauhy krk za letu esowit
skladaji (Bejek et Stastny, 1999). Esovité ohnuti krku uniofe 6. obratel, ktery je
znané prodlouzeny. P& oSetuji pomoci drobivého prachu, ktery se odlamuje rnige
na prsou a na kosir(Bejcek et Stastny, 1999). U &kterych se vyskytuji chocholky, u
jinych se ve svatebnim gabbjevuji na #iznych mistechéta ozdobna pera (Hudest
al., 1994). Ped Spékou klinovitéhoc¢i Spicatého zobaku se nachazeji jemné zoubky.
Koftisti se zmotiuji jak v mel¢inach, tak i na sousi. Lovici volavky #jv ¢ vyckavaji na
mis& nebo pomalu kid, piicemz maji dozadu prohnuty krk a dedu smfujici ostry
zobéak (Bejek et Stastny, 1999), ktery do vody zangi velmi rychlym harpunovacim
zpusobem. Potravou jim jsou obojzivelnici a jejichvigr korysi, hmyz, ryby, hadi,
drobni ptacti savci.

Hnizdi &tSinou kolonialg na stromech nebo v middnich bylinnych porostech
(Bejcek et Stastny, 1999). U volavek, také u drévé sov, se vyskytuje znamy jev
zvany asynchronni inkubace vajec. Timto jevem s&tefi ptaci gizpusobili
nepedvidatelnym podminkam prostli @i rozmnozovani (Veselovskgt al, 2001).
Asynchronni inkubace se uplaje jiz od prvniho sneseného vejce a zabja tak
piipadnému uhynuti mééat @i zhorSenych podminkach. Jedna se o typ inkubgee,va
pii némz se ml&ata ve sfsSce nelihnou zarovie tudiz se midata lihnou #izn¢ stara.
To miZze mit za nésledek znevyhadin pozaji vylihnutych jedind oproti €m, jeZ se
lihnou dive.

NejveétSi volavkou je volavka obrovskérdea goliath. Rozgti kiidel dosahuje
210 az 230 cm, dlouha je asi 140 cm. Vyskytuje sdrice na jih od Sahary. Mezi dalSi
zastupceaadi nap. volavku cervenou Ardea purpureg volavku bilou Egretta albg,
volavku ¥ibarvou Egretta trikolon), volavku stibiitou (Egretta garzettp volavku

vlasatou Ardeola ralloide$ aj.
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3.1.2 Celed’ &apoviti (Ciconiidae)

Capoviti jsou velci ptaci, kieza aktivniho letwi plach&ni natahuji stj dlouhy
krk daleko dopedu (Begek et Stastny, 1999). Maji velky klinovity zobak, zaklé
hlasové ustroji bez hlasovych svalkusticky se projevuji pouze klapanim zobaku.
Jejich vysoké nohy jsou vice nez do poloviny béreepé&ené a maji posiné slake
vyvinuty palec (Hudeet al, 1994).Céapoviti maji rudimentarni penis i slepaesa.
Létaji s natazenym krkem (Hudetal, 1994).

Zpasob lovu je sér potravy v ngélkych vodach nebo na suchu, potrava byva
velmi rozmanita. Hnizdi jednotlvi v koloniich (Befek et Stastny, 1999).Capi
pouzivaji své hnizdogkolik let aZ rekolik generaci (Veselovskst al, 2001).

Celed ¢apovitych zahrnuje 19 drah které jsou roz#né pedevsim
v tropickych oblastech. Dva 2dhto drulii hnizdi i u nas, a téap bili Ciconia ciconig
a ¢ap ¢erny (Ciconia nigrg. Cap bili na rozdil odierného hnizdni na stromech i
budovach, v zapadni a severni Exirggvazmi ohrozen (Gaisleet Zima, 2007), i CR
pocet hnizdicich pdr vyrazré poklesl, nyni je vSak situace stabilni.céBimostcapa
¢erného se u nas naopak zvysila.

Mezi vyznamné zastupce pabhagiklad ¢ap vychodni Ciconia boycian® ¢ap
cernokrky Ephippiorhynchus asiaticliis¢ap simbil Ciconia abdimi), marabu africky
(Leptoptilos crumeniferysktery se doziva az 14 let a na rozdil &tBwy ¢apovitych

nema pi letu natazeny krk.

3.1.3 Celad ibisoviti (Threskiornithidae)

Jsou to sedre velci ptaci hnizdici v koloniich (Gaislet Zima, 2007). Mezi
ibisovité fadi 32 druly, vétSinou roz&enych v tropickych oblastech. Obyvaji vSechny
swtadily s vyjimkou Antarktidy (Bejek et Stastny, 1999). Naiklad ibise Bloliciho
(Plegadis chihi mizeme nalézt od severni hranice USA aZz po MexicKiv,zdise
hnédého Plegadish falcinellus ktery se vyskytuje v tropech a subtropech Amgrik
Eurasie i Afriky. Dle Hudceet al. (1994) se do tétgeledi radi 34 druk Zijicich
v tropech celého s$ta, 7 druli z 5 rodi se vyskytujicich v palearktické oblasti a 2
druhy ze 2 rotl nachazejicich se @R. Veselovskyet al. (2001) uvadji, ze na zéaklag
studia tetihornich ibig (Threskiornithidae) bylo zji8ho, Ze ibisi jsou mnohem
piibuzrejSi bahaka nezé¢apim.
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Ibisoviti se VCR a SR vyskytuji zejména v zoologickych zahradgsou
to ZOO Bojnice, Bratislava, Brno, v Kralové, Chomutov, Liberec, Ohrada, Ostrava,
Praha, Plz¢ a Zlin — LeSna (Hofrichterova, 2008).

Hlavnimi stanovisti ibig jsou rozsahlé aaeng c¢lenité mokady, jen wktere
druhy obyvaji sucha bezlesa Uzemi. Jejich potrgsou gedevsim korysi, &kkysi,
hmyz a jini bezobratli, mensi obratlovcigdy i mr3iny ($astnyetal., 1998).

Celed’ ibisoviti zahrnuje druhy s hustym dpeim, rkdy na hla¥, krku a
kostri znain¢ prodlouzenym (Hudeet al, 1994). Prachové pienarista ibisovitym po
celém tle na rozdil od jim fibuzné ¢eledi ¢apovitych, jimz prachové i roste
rozptylere po €le. Mla&data, stejg jako mlalata ¢apovitych, se rodi s dvojim
prachovym Satem (Hudeet al, 1994). Kidla jsou Sirokd a dlouha, ocas kratky
(Stastny et al., 1998). Na hla¥ mivaji koZzovité zahybyi hola mista, skdy krytéa
prodlouzenymi pery. Gbpohlavi jsou stefh zbarvena, samci oproti samicim byvaji
vétSi, mladi ptaci jsou vybaveni majgim péim. Za letu maji nohy i krk natazené,
samotny let je velmi rychly. Ibisi &ledi Threskiornithidaenaji zobaky tenké, dlouhé a
srpovié zahnuté, kolpikm z rodu Platalea se konec zobaku ro#sje v rohovitou
IZicku, pomoci které vybiraji potravu z bahna.

Celed ibisovitych je rozdlena na poteled ibist a podeled’ kolpiki. Mezi
vyznamné zastupce illipati nagiklad ibis posvatnyThreskiornis aethiopicysktery
se vyskytuje v tropické Africe, podobnako bajny fénix (volavka) byl nabozensky
uctivanym ptakem ve starékém Egypé, Zije predevsSim v bazinatém prosti, take
ibis obrovsky Pseudibis gigantda u rgj neni vyloweno, Ze vyhynul, posledni
hnizdist leZelo v Dong Tham Muoi (&stnyetal., 1998). Dale ibis skalniGeronticus
eremitg, hnizdi pedevSim na skalach v suchych, bezlesych oblaswewatrazapadni
Afriky i Malé Asie, preziva pouze 700 zastuptohoto druhu, a to v zajeti, aj.

Kolpici jsou pongrné velci ptaci, kize na bragla kolem @i je lysé. Pedni prsty
asi do 1/3 spojeny plovaci blanou (Hudetcal, 1994). Do podeledi kolpiki pati
kolpik bily (Platalea leucordi ktery hnizdi na jihu Evropy, v Asii a na sevéuiky
(Bejcek et Srastny, 1999). Daldim zastupcem je kolpik africkiaalea alb3,
vyskytuje se zejména vdkkych vodach ve vnitrozemi Afriky. Je cely bilynj@mohy a
piedni holowast hlavy m&ervené (Bejek et Stastny, 1999). Kolpikirzovy (Platalea
ajaja) je jediny druh kolpika sizovym opéenim, stanovigm tohoto ptaka jsou slané a
brakické mokady pobliz méského pokezi.
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3.1.3.1 Ibis hagedasBostrychia hagedash

Ibis hagedaS obyva susSi oblastiewe kulturnich krajin, Ize ho spat i
v mestskych parcich nebo nabitovech. Vyhledava travinné porosty i v tropickyih
subtropickych oblastech, zvl&Spodél vodnich tok které lemuji stromy (Beégk et
Srastny, 1999). Méncasto osidluje mialy, zatopené baZingi mangrovové moiady.
Je roz&ien v oblasti kontinentalni Afriky na jih od Sahary.

V jizni Africe po sniZzeni pfiu jedindi na gelomu stoleti se @povre rozsfil,
zejména diky zavedeni pastvy dobytka, kterd sowasivySenim pidu koprofagniho
hmyzu jako velmi dleZitého potravniho zdroje (Sstnyet al, 1998). K prvotnimu
snizeni potu doslo v dsledku lovu Bhem kolonialni expanze, kdy byl tento druh
loven a prodavan v Nigérii. DoZiva se patnacti eaceti let, hmotnostla je asi 1,3 kg,
dornista délky 46 — 102 cm. Ro#p kiidel mize byt mezi 90 az 97 centimetry. Ibisi se
Zivi hmyzem, korysi, Zabamigervy ¢i drobnymi plazy.

Stromova hnizda si stavi z klagika vodorovnych &tvich, obvykle 3 az 6
meti nad zemi. Nkdy si postavi hnizda i na telegrafnich sloupecfaggyet al.,
1998). Snasi 2 - 3 vejce, vyjitieg 4, doba inkubaceini 25 az 28 dni (celotoe,

v zavislosti na obdobi dé&¥. Hnizda vyuZiva zpravidla rok co rok, ovSem nénéu
stejny par. Rodie sva ml@ata krmi do doby vzletnosti, po dobu asi sedmiiydn

P¥i odletu ¢i priletu na nocovigt nebo pi vyplaSeni vydava ibis hagedas
negijemné skeky. Nocuji ve spolmosti asi 200 jinych ptdk mezi €z radime
napiklad kormorany nebo volavky.

Barva pé je tma¥ hneda, zejména natbet a svrchnich stranachiillel se
objevuji zelené az modrozelené odlesky (viz ObrdelNohy jsoucerné, steja jako
dlouhy zobéak, ktery ma navic vyrazigrveny pruh na hornfelisti. V letu typicky
meéni rychlé a volné razyiidel (Yastnyetal., 1998).

Ibise hagedase @eské republice Zije pouze v zajeti zoologickychradha to
ZOO Dwir Kralove, ZOO Liberec a ZOO Praha. V ZOO WDWKralové byli v roce
2008 chovani celkentitsamci, @t samic a d¥ mlad’ata ibise hagedase. V Libereckeé
zoologické zahratibyl ke stejnému roku evidovan jeden samec a v Zbé&ha to byl
pak jeden chovny par.

Ibis hageda$ je zapsanCervené knize ohroZenych taf IUCN (The IUCN
Red list of Threatened species). Mezinarodni svadwamy girody (IUCN) fadi ibise

hagedaSe mezi mé&mhrozené druhy, Kii vétsSi velikosti celkové populace, ktera
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nedosahuje prahovych hodnot nutnych préazeni do skupiny kriticky ohrozenych
zvitat (prahova hodnota je < 10000 d&dgph jedindai s 10% poklesem populace
v prabéhu deseti let nebait generaci). Druh je ohroZzen hlavm obdobi sucha, kdy

dochazi ke snizeni dostupnosti potravy (Anonym2089; www.iucnredlist.org).

3.1.4 Zdazeni ibise hagedaSe do systému
« Rise Animalia
* PodFise Eumetazoa
» Oddéleni Bilateria
* Kmen Chordata
* Podkmen Vertebrata
* Nadtrida Tetrapoda
* Trida Aves
* Podtrida Ornithurae
e Nadiad Neognathae
+ Rad Ciconiiformes
« Celad Threskiornithidae
* Rod Bostrychia
e Druh Bostrychia hagedash

(Anonymous, 2010, www.biolib.cz)

Obrazek 1 Ibis hagedaSBostrychia hagedash)
Foto http://kisspanda.rajceeisliez/Z00 Praha 15.7.2008/
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3.2  Repetitivni DNA

Repetitivni DNA jsou nukleotidové sekvence, kter@ % genomu nachazi
v mnoha kopiich. Lze je roztt na tandemo¥ se opakujici repetitivni DNA a na
rozptylenou repetitivni DNA.

Tandemov repetitivni DNA se v sa¥m genomu vyskytuje z 10 az 15 %, kdy
délka opakované jednotkyni az deset parbazi. Jedna se tedy o kratké sekvence, jez
jsou opakovany v mnoha kopiich. Nukleotidové slézandemov¥ repetitivni DNA je
casto dostate¢ odliSné od zbytku butné DNA, repetitivni DNA ma vnihé
odliSenou hustotu,cehoz vyuZivaji zejména badatelé, iktgi izoluji diferertni
ultracentrifugaci (Cambedt Reece, 2006). Tandembvepetitivni DNA se vyskytuje
v rozpeti pres 100 000 pérbazi (Cambeét Reece, 2006). Satelitni DNA raddjeme
na dw kategorie, na minisatelitni DNA, jejiz délka rapeniho Useku se vyskytuje
v rozpEti 100 - 100 000 bp, a na mikrosatelitni DNA, kteeavyskytuje v jestkratSich
Gsecich 10 - 100 bp. Vyskyginé satelitni DNA je z&tSi ¢asti na chromozomovych
telomerach nebo centromerach.

Rozptylena repetitivni DNA se u eukaryotnich oigeni nachazi roztrousén
po celém genomu, jednotky tedy nejsou uémigtjedna za druhou jako je tomu u
tandemové repetitivni DNA. Délka opakované jedngikyl00 az 10 000 parbazi a
pocet takovych jednotek v jednom genomu je 10 - 1aniliTyto jednotky jsou si
navzajem velmi podobné, avSak nejednd se o idéntsgkvence. U lidi a primat
pochéazi tyto repetice z rodiny, kterd se nazfué element. Useksthto elemerit je
dlouhy kolem 300 nukleotidovych paMnohéAlu elementy jsouigpisovany do RNA
molekul; jejich bugéna funkce, je - li §aka, je neznama (Cambet Reece, 2006).
Tyto repetitivni sekvence jsou s n&li prav@podobnosti transpozony, pohyblivé
genetické elementy.

3.2.1 Mikrosatelitni DNA

Jako mikrosatelity se oz&aji kratké, tandemay se opakujici jednoduché
sekverini motivy zpravidla o 2 - 6 bp, vyskytuji se ve eSedosud zkoumanych
prokaryotickych a eukaryotickych genomech a to\atodujicich, tak i nekodujicich
oblastech (Zimaet al., 2004). V nekodujicich oblastech se nachazi dilgoké mie

mutaci, nahromaahi takovych mutaci Ze nakonec inhibovat amplifikaci v jednom
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druhu s primery fivodré navrZzenymi od druhevolwné vzdalerjSich (Primmeret al.,
1996). Mikrosatelity byvaji takéékdy ozn&ovany jako STR — short tandem repeat
(kratké tandemové repetice) nebo i SSR - simpleuesssmps repeat (repetice
jednoduchych sekvenci).

NejcastjSi mikrosatelitni sekvenci, ktera se v genothavéka (podobs i u
bakterii) vyskytuje, je poly (Afi poly (T). Tyto sekvence se ale v oblasti popalah
studii nevyuZzivaji pro svou z&@ou nestabilitu v praihu PCR reakce. Z ,typickych*
mikrosateliti jsou nejfrekventovaijSi dinukleotidové motivy, nasledované tri - a
tetranukleotidovymi sekvencemi (Zingdal., 2004). NejetrgjSi sekvence u sawgsou
(TG)/(AC),. Tato opakovani se vyskytuji az dvaktastji nez repetice AT a dokonce
az tikrat castji nez AG. Mezi trinukleotidy jsou nejfrekventowgsi CAG a AAT.

Mikrosatelity jsou vysoce variabilni a somatickglsini, diky¢emuz jsoutasto
vyuzivany jako molekularni markery. Za hlavni zdreysoké promnlivosti je
povaZzovano sklouznuti nukleotidovéhettzce Ehem replikace (Zimaet al., 2004).
Diky tomuto jevu se jednotlivé alely liSi navzajeswoji délkou a mohou tak byt
roz&klovany pomoci elektroforézy.

Mikrosatelity jsou diky jejich vysokému stupni q@dnosti a celogenomové
distribuci vyuzivany jako vyznamné genetické maykegjména fi mapovani genomu,
jejich vysoka promnlivost a vzajemna kodominance jednotlivych alatich ¢ini
nastroj forenznich analyz, individualniho typovajidinai v populaci, uovani
paternity, velikosti a struktury populace, genetigkongnlivosti, toku ge®, v ochrag
druhi atd. (Zima et al.,, 2004). AvSak ani predispozice v podolvysokého
polymorfismu u witého druhu nezatwije, Ze stejny polymorfismus bude nalezen u
piibuznych drubh zejména fi zvySovani evoltni vzdalenosti (Rubinszteet al, 1995;
Morison et al, 1998; Zaneet al, 2002). U ptak, stejré tak i u dobytka, se potvrdila
50% UuspSnost pouZiti cross-speciesamplifikace a detekce polymorfismu, coz
potvrdilo, Ze jecross-specieamplifikace Uspgsna u velmi fibuznych taxof, jako jsou
nagiklad druhy patici do stejného rodu (Zaret al, 2002). AvSak dle Barbaret al
(2007) je schopnostignosu ucross-speciesnikrosatelitovych lokus v ramci taxod
velmi nevyrovnana, coz snizuje univerzalnost miktekti jako genetickych markér
NejvySSi potencial pro ipnos cross-speciesmikrosatelitovych lokus je u druti
S nej\tSimi generénimi ¢éasy a u druln, kde se velikost genomu [iSi u cilovych

organisnii v porovnani s genomy zdrojovych organis(Barbaraet al, 2007).
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Za hlavni nevyhodu mikrosatélitze oznait nutnost izolacele novagpro druhy,
které jsou zkoumany poprvé. A to hlagwliky tomu, Ze sedSina mikrosatelit nachazi
v nekodujicich oblastech genomu, jez charakterigygoka frekvence nukleotidovych
substituci. Ztoho ivodu je navrhovani ,univerzalniho primeru“ odpoyidih
sekvenci ginnych pro mitochondrialni DNA obtizné (Zaeé al, 2002). U intenzivé
studovanych organisim(¢lovék, mys, octomilka aj.) je znama celdda mikrosatelit,
které Ize pouzit i naifbuzné druhy (Zimatal., 2004).

Mikrosatelity jsou vyuzivanyiedevSim jako genetické markery, dale také jako
kodujici a reguléni elementy vyskytujici se v oblasti promotoru, ksleuzi jako
zesilov&e, avSak vfipact delece oblasti mikrosatelitu dochézi k zeslabestio]
aktivity. Nékteré mikrosatelity mohou také vazatlu specifickych reguiaich proteir
(Zima et al., 2004). S touto funkci byly nalezenyiady reguldnich proteir, jejich
promenlivost v p&tu repetic miva hlawnfunkéni nasledky. Recentni studie prokazuji
fenotypové dinky zmen délky mikrosatelitovych repetici na fyziologiioatogeneticky
Vyvoj na urovni organismu (Zimat al., 2004). ZmnoZeni repetici zZ&fnuje vznik
n¢kterych zavaznych poruch, nédgdad u genuSry, ktery jezodpovdny za determinaci
pohlavi u mysi domacti zodpowdny za syndrom fragilniho chromozomu X, jehoz
dusledkem byva mentalni retardace u lidi. Za syndiragilniho X je zodpo¥dné prvni
stanovena sekvence ,tripletovych opakovani® (Cambeel Reece, 2006). Také
Huntingtonova choroba je z&Aginéna opakovanim triplét a sice CAG (Cambebt
Reece, 2006). Stegjrjako mikrosatelity, fenotyp organismu owuliyji také minisatelity.
Jejich vliv na organismus byl prokazai pyzkumu Exonu Ill genu D4DR (D4
dopamine receptor gehe

Izolace mikrosatelitovych markierse provadi mnoha #poby. Rivodré se
mikrosatelitové lokusy izolovaly gast€nych genomovych knihoven (selektované pro
malé inzerty) danych druihpomoci screeningué¢kolika tisic klori prostednictvim
hybridizace se sondami. Tato metoda se ukazalagék® zdlouhava, a proto se dalSi
metody snazily o Uspordasu khem izolace a o &Si vynos. Aby se zabranilo
konstrukci genomovych knihoven a zdlouhavému séngendosSlo k navrzeni &itych
zmeén nahodr amplifikované DNA (RAPD) za vyuziti nahodnych (dam) primet Ci
RAPD primefi a za pomoci Southern hybridizace s mikrosatelittivyondami (Zanet
al., 2002).Dalsi z metod zaloZzenych na PCR reakci vyuZiva wjpeikh a ukotvujicich
se primet. | kdyz tyto metody Séit ¢as (i sestavovani genomovych knihoven a jsou

asp@sné, nejsoucasto vyuzivany. Jina skupina izotach metod je zaloZena na
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selektivni hybridizaci (Zaneet al, 2002). Prvnim krokem je fragmentace DNA,
nasledovana zéenovanim vektoit ¢i adaptoéi. Délka DNA fragment nezavisi na
nukleotidovém slozeni genomu, ale naopak vyZaduyj/oieni tupych kon& u
jednotlivych fragmerit (Zaneet al, 2002). Mezi nové metody fatzv. FIASCO Fast
Isolation byAFLP of Sequence<Ontaining repeats) autbrZaneet al. (2002). Tato
metoda je rychla, jednoducha a byla testovanaimaych organismech jako nama
ptacich Passera lagi rybach Sparus aurataa Lophius americanys korySich

(Meganyctiphanes norvegicacervenych koralechQorallium rubrun).

3.2.2 Analyza mikrosateliti

Pokud zname sekvence pouzivanych primetteré jsou komplementarni
k okrajovym jedinénym sekvencim, ohratujicim mikrosatelitovy lokus, Ize provést
PCR reakci a naslednou separaci PCR pradukt agar6zovém nebo
polyakrylamidovém gelu pomoci elektroforézy. U wigkleotidovych a malo
promenlivych mikrosatelit miZe postait kvalitni a relativié koncentrovany agarézovy
gel a barveni ethidium bromidem, figpad dvounukleotidovych a vysoce
polymorfnich mikrosatelit je vSak nutno pouzit PAGE a barvit disinem sibrnym,
nebo Coomassie Blue (Zingdal., 2004).

3.2.2.1 Polymerazové&etézova reakce

Polymerazové&etzova reakce (PCR) je cyklicky se opakujici syntaagych
fettzca vybranych Usek dsDNA prostednictvim DNA polymerazy. Dany Usek je
vymezen dvojici primetr, které se vazou na protilehigéitzce DNA. K samotné syntéze
se vyuZziva termostabilni polymeraza (hdmgDNA polymeraza), kterd je vyizolovana
z termofilnich mikroorganisin(Smardzet al, 2005).

PCR je proces, vémz se cyklicky opakujiit kroky, cykli byva nefastji 25 —
35, aby se dosahlo dostaté amplifikace. V prvnim kroku dochazi k denaturaci
dvourettzcovych molekul DNA fi teplo& 94 - 98 °C. Nasleduje zchlazeni réak
smési na 30 - 65 °C a dochazi k hybridizaci prithdérodclenym rettzcim DNA.
Tretim krokem je syntéza novyeettzch prostednictvim DNA polymerazy, &e se tak
pii teplo€ 65 - 75 °C. Nov&etzce se syntetizuji ve simu od 3°-konce daného

primeri k 5°-konci templatové DNA.
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Reakce se provéfd v termocyklerech, dochazi zde k automatickyméaém
teploty, v zavislosti na prév probihajicim kroku daného programu. Opakovanim
jednotlivych kroki dochazi k exponencialnimué&sovani pétu kopii vybraného Useku
DNA.

3.2.2.2 Elektroforeticka separace nukleovych kyseli

Elektroforéza pdat v molekularni biologii k nejpouzivé$im separénim
technikam P izolaci a analyze nukleovych kyselin a bilkoviinfardaet al, 2005).
Zakladnim principem je pohyb nabitych molekul v k&lekém poli. Separace se
provadi ve vhodném ndasi jimz obvykle byva gel. Elektroforetické gelycené pro
separaci nukleovych kyselin jsou &&$Eji polyakrylamidové nebo agarézové.
Agardzové gely jsou vhodné pro separaci molekulebkesti od 100 bp po 50 kb,
polyakryalmidové gely se pouZzivaji pro separaci $ien molekul, o velikosti 10 az
1000 bp (Smardat al, 2005).

Po dokowreni elektroforézy je ptgba vysledny produkt vizualizovat. K
vizualizaci molekul DNA se pouziva restji ethidium bromid nebo jiné fluorescém

barviva,¢i dusiénan stibrny.

3.2.3 Cross-speciePCR amplifikace u ptakia

Moznost prova&t cross-speciesPCR amplifikaci u ptadk byla zji¥ovana
pomoci analyzy sady primepochézejicich z DNA vlaStovky obecridifundo rusticg
a lejska cernohlavého Kicedula hypoleuca na 48 tiznych druzich ptak Bylo
zaznamenano 16Zipadi heterologni amplifikace, deset z vyslednych arikaléhich
produkti byly sekvence, které byly shledany homolgnimi &vgonimu lokusu
(Primmer et al, 1996). Stejni autd poukazuji na negativni vztah mezi genetickou
vzdalenosti a mirou polymorfismu. Polymorfismussiguje se zvySujici se genetickou
vzdalenosti, tudiz gmeérna délka repetice u vysoce polymorfnich mikrosdiddlesa s
rostouci genetickou vzdalenosti. Tento jev poulang skuténost, Ze kratké repetice
jsou v phaibéhu evoluce zachovavarkastji nez dlouhé repetice, coz vyznagnzvysuje

vyuzitelnost mikrosatelitové&ross-specie?CR amplifikace P studiu fylogeneze a
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uréovani jednotlivych druln Usmdna cross-speciesieterologni amplifikace DNA je

inverznim vztahem k evotni vzdalenosti mezi dna druhy (Primmeet al, 1996).

3.2.4 Vyuziti mikrosateliti u ¥Fadu brodivi (Ciconiiformes) a hledani

mikrosatelitd de novo

Vyuziti mikrosateliti pro studium girodnich populaci neustale fata (Primmer
et al, 1996). Prorad brodivych byly mikrosatelity poprvé pouzity u adv druhi
kvakoSe noniho (Nycticorax nycticoraxa u nesyta lesnihd/fycteria americanga

V ramci celedi volavkovitych (Ardeidae) byly polymorfni miksatelity
nalezeny u volavky velkéAfdea herodiag kde autéi McGuire et Noor (2001) ziskali
60 polymorfnich mikrosatelitovych lokéis Pro sedmnéct z nich byly navrZzeny
piislusné primery, které byly testovany na volavdé (Ardea alb3, popelavé Ardea
cinereg a jihoamerické Ardea cocoj. 15 lokusi bylo u volavky velké A. herodia®
polymorfnich. Changet al. (2009) ziskali 11 polymorfnich mikrosatelitovyorarkefi
pro kvakoSe niniho (Nycticorax nycticorak Ziskané polymorfni lokusy byly dale
testovany na néfbuznych jedincich druhvolavek a buk&i. Autofi Changet al
(2005) ve svéntlanku uvadi poziti primérnavrzenych pro amplifikaci polymorfnich
mikrosatelitovych lokus odvozenych od volavky velkéAfdea herodias u kvakoSe
noéniho. Testovali osm mikrosatelitovych lokKugAh 211, Ah 320, Ah 343, Ah 421,
Ah 209, Ah 414, Ah 522 a Ah 526) ngth populacich nalézajicich se v oki@ky
Yangtze. Dale byly popsany mikrosatelity u volavkutozubé Egretta eulophotgs
(Huang et al, 2009). lzolovano bylo 18 polymorfnich mikrosdatalych lokusi
z genomu daného druhu testovanim celkem 20 jéginchazejicich z provincie Fujian
z Ciny. Paet alel na lokus se pohyboval od 2 do 9. Autory EilGreen (2010) bylo
izolovano 12 polymorfnich mikrosatel z genomu volavky cervenavée KEgretta
rufescengstestovanim 31 jediricz kolonie nachazejici se v Texasucé&taalel na lokus
je od 2 do 10.

Autofi Tomasulo - Seccomandet al (2003) vyizolovali 11 polymorfnich
mikrosatelitovych lokus z DNA nesyta lesnihoMycteria americana taxonomicky
zarazeného dakeledi ¢apovitych (Ciconiidae). Primery testovali na dvoopplacich
nesyta lesniho z Brazilie a USA. Pro stejny druly py diive autory Van Den Bussche

et al (1999) nalezeny 4 polymorfni mikrosatelitové leiulLokusy byly izolovany ze
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136 jedin@ pochazejicich z deviti kolonii. Shephaidal. (2009) analyzovali populaci
¢itajici 30 jediné ¢apa bilého Ciconia ciconig pochéazejici z Animal Wildlife Park
z Belgie. Vysledkem bylo nalezeni sedmi polymotfinimikrosatelitt s patem alel
v rozmezi 2 - 10 na lokus.

V ¢eledi ibisovitych (Threskiornithidae) bylo z genonkuiticky ohrozeného
ibise japonskéhoNipponia nippoi autory Jiet al (2004) ziskano 8 polymorfnich
mikrosatelitovych lokus. Cross-speciemamplifikace &chto lokusi byla testovana na
trech @ibuznych jedincich ibiséernohlavého Threskiornis melanocephaludJ ibise
japonského Nipponia nippoh bylo nalezeno Heet al (2005) 11 polymorfnich
mikrosatelifi. Nalezené lokusy byly testovany na 27 jedincidhoto druhu Zijicich
v zajeti a na 9 jedincich vyskytujicich se wliPaiet alel na lokus se pohyboval
v rozmezi od 2 do 5. DalSich 10 polymorfnich milatesitovych lokug bylo nalezeno v
genomu ibise rudéhde(idocimus rubgra pro tyto lokusy byly dale navrzeny primery.
Testovani probihalo na 45 z&stupcigtbtazilskych populaci tohoto druhu. Atittaké
uvadi pdéet alel, ktery se pohyboval v rozmezi 3 - 17 akelakus (Santost al, 2005).
Autoii Sawyer et Benjamin (2006) ve své praci nalezli Sest polymict
mikrosatelitovych lokus odvozenych z DNA kolpikatuZzového Ajaia ajaja). Pro
testovani bylo vybrano 61 jediinze i zoologickych zahrad a jednéinpzere se
vyskytujici populace. Mikrosatelity obsahovalyapgrné Sest alel na lokus. Yeures
al. (2008) vyizolovali 23 polymorfnich mikrosateltovydbkusi ziskanych z genomu
kolpika malého Rlatalea minoj. Primery testovali na 20 jedincich kolpika malgho

pocet alel na lokus byl v rozmezi od 2 do 8.
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4

4.1

MATERIAL A METODY

Biologicky material

Biologicky material byl ziskan ze ZOO bw Kralové. Vzorky krve byly

odebrany jedinim vyskytujicim se v chovu ibise hagedaSe vetégimazoologické

zahrady pomoci injeki stikacky. Odebrano bylo malé mnoZstvi krve (50 — 100

z tarzalni zily, krev byla dale uchovavana v 1 mkén’s pufru (Seutiet al, 1991).

4.2

Izolace genomické DNA z krve ptak

Postup izolace dle Maniatist al. (1982) byl upraven na zakkadsybaveni

Laboratde popul&ni genetiky na Katdge buré¢né biologie a genetikyrRrodowdecké
fakulty UP.

1.

Do zkumavky se 10Qul roztoku pt&i krve v Queen” s pufru bylatigana

proteinaza K (10Qul) a stejny objem 10% roztoku SDS. &rbyla ponechana
k inkubaci v termostatuips noc. Naslednbyl ke snési pridan chloroform a
fenol (300ul obého).

Zkumavky s roztoky byly zvortexovany a zcentrifugay (5 minut). Poté byla
ze zkumavek odebrana vrchni faze, ke které biiltapo 700ul chloroformu a

opet byl vzorek centrifugovan (5 minut).

Po centrifugaci byla a@povné odstragna svrchni faze a byliplan vychlazeny
octan sodny (18Qul). Zbyly prostor zkumavky byl vypkn vychlazenym
izopropanolem. Cela st byla uloZzena na 2 hodiny do -20 °C.

Po vychlazeni byl ze sfai odlit izopropanol a k vytwené srazenthDNA byl

piidan vychlazeny etanol. Nasledovala centrifugaceiftuit).
Poté byl etanol slit a zbytek $si ve zkumavce byl vysuSen v termobloku.

K vysuSené sraZzeninbyl pridan TE pufr (500ul). Smés byla ponechanaigs

noc v termostatu k rozpowsi.
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6. Po stanoveni koncentrace DNA byl roztok zamrazén-0 °C a takto

uchovavan pro pouziti k PCR reakci.

4.3  Vyhledavani vhodnych mikrosatelitovych marketi pro ibise hagedaSe

pomoci metodycross-speciePCR amplifikace

Pfi hledavani vhodnych markierpro ibise hagedaSe metoda@noss-species
mikrosatelitové DNA jsem testovala jednotlivé pdpyimeri, které amplifikovaly
polymorfni mikrosatelity u zastupiczradi brodivi (Ciconiiformes), dlouhdkdli
(Charadriiformes), planiéci (Phoenicopteriformes), potapky (Podicipedifasine
potaplice (Gaviiformes), tuaci (Sphenisciformes), veslonozi (Pelecaniformes),
vrubozubi (Anseriformes) a u jednoho druhtddu sudokopytnici (Artiodactyla

Podrobny pehled vSech testovanych primiespolé&né s Udaji o daném druhu,

od kterého byly odvozeny, jejichiz@eni daadi jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Testované mikrosatelitové lokusy u ibise hagedB&strychia hagedagh
V tabulce je uveden zdrojovy druh, jeh#azeni ddadu, dale testované

mikrosatelitové lokusy a atitééchto lokusi.

RAD ZDROJOVY DRUH MIKROSATELITOVY AUTOR
LOKUS

Cap bily Cc01, Cc02, Cc03, Cc04, Cc05, (Shephardt al,

(Ciconia ciconig Cc06, Cc07 2009)
CC1, CC3, CC7, CC9, CcC10, (Segelbacher,
CC13 osobni sdleni)
Ibis japonsky NnAF4, NnBF7, NnCE11, (Jiet al, 2004)

(Nipponia nippoi NnCG3, NnDD9, NnEB12,

NnHB12, NnNF5, NnEA9,
NnAD10, NnEH10, NnGF4,
NnLF11

BRODIV(. Nn01, Nn03, Nn04, Nn12, (Heet al, 2006)
Nn16, Nnl17, Nn18, Nn21,
Nn23, Nn25, Nn26

Ibis rudy Eru02, Eru03, Eru04, Eru05, (Santoset al,
(Eudocimus rubgr Eru06, Eru07, Eru08, Eru09, 2006)
Erul0,Erull
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Kolpik maly

PM1-4, PM1-13, PM1-17, PM2;

(Yeunget al,

(Platalea minoy 14, PM2-16, PM2-20, PM2-21 2009)
PM2- 28, PM2-29, PM2-
37,PM2-62,
PM2-68, PM2-80, PM3-13,
PM3-15, PM3-16, PM3-17,
PM3-20,PM3-22, PM3-25,
PM3-28, PM3-
29, PM3-31
Kolpik r tzovy Aajul, Aaju2, Aaju3, Aajud, (Sawyeret
(Ajaia ajaja) Aajub, Aajub Benjamin, 2006)
Kvakos noéni nyctil4, nyctils, nycti22, (Changet al,
(Nycticorax nycticorax nycti26, nycti35, nycti36, 2009)
nycti4l, nycti43, nycti62,
nycti68, nycti74
Nesyt lesni Wsu03, W08, Ws109, Ws113, (Tomasulo-
(Mycteria americang | Wsul4, W17, W18, W19, | Seccomandét al,
Wsu20, W3123, WSi124 2003)

WS1, WS2, WS4, WS6

(van den Bussche

COR20, COR21, COR22,
COR23, COR26, COR28,
COR30, COR31,COR35,
COR38, COR40, CORA41,
COR43, COR45, COR47

BRODIV] et al, 1999)
Volavka velka Ah205, Ah208, Ah209, Ah210, (McGuireetNoor,
(Ardea herodiap Ah211, Ah212, Ah217, Ah320, 2002)
Ah341, Ah343, Ah414, Ah421,
Ah517, Ah522, Ah526, Ah536,
Ah630
Volavka zlutozoba | Ae01, Ae04, Ae05, Ae09, Ael3, (Huangetal,
(Egretta eulophotgs | Ae24, Ae25, Ae26, Ae27, Ae28, 2009)
Ae30, Ae35, Ae36, Ae37, Ae38,
Aed2, Aed4, Aed7
Fregatka obecna Fmin01, FMin02, Fmin03, (Dearborret al,
(Fregata minoy Fmin04, Fmin05, Fmin06, 2008)
Fmin07, FmMin08, Fmin09,
Fmin10, Fminll, Fmin12,
Fmin13, Fminl14, Fmin15,
Fmin16, Fminl7, Fminl18
Kormoran galapazsky | PhB2, PhB4, PhB11, PhC11, (Duffie et al,
(Phalacrocorax PhD11, PhF12, PhG8, PhG12 2008)
harrisi)
VESLONOZ|. Kormoran usaty CORO01, CORO03, CORO05, (Fike et al., 2009)
- (Phalacrocorax CORO06, CORO07, COR12,
auritus) COR15, COR17, COR19,

Dcco-01,Dcco-02,Dcco-03,
Dcco-04,Dcco-05, Dcco-
06,Dcco-07,Dcco-08

(Merceret al,
2010)
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VESLONOZ|

Kormoran velky

PcD 2, PcD 4, PcD 5, PcD 6,

(Piertneyet al,

(Phalacrocorax carbp PcT 1, PcT 3,PcT 4 1998)
Pelikan bily PELO86, PEL149,PEL175, (de Ponte
(Pelecanus PEL185, PEL188, Machadcet al,
onocrotalu$ PEL190,PEL207, PEL221, 2009)

PEL265, PEL304

Pelikan
severoamericky
(Pelecanus
erythrorhyncho}

PeEr01, PeEr02, PeEr03,
PeEr04, PeEr05, PeEr06,
PeEr07, PeEr08, PeEr09

(Hickmanet al,
2008)

Terej ¢ervenonohy
(Sula sula

Ss1B-16, Ss1B-51, Ss1B-57,
Ss1B- 98, Ss1B-106, Ss1B-142,
Ss2B-2, Ss2B-35, Ss2B-48,

Ss2B 71,Ss2B- 88, Ss2B-92,

Ss2B-110, Ss2B-138, Ss2B-153

(Morris-Pococket
al., 2010)

Terej guanovy
(Sula variegata

Sv2A-2, SV2A-26, SV2A-47,
Sv2A-50, Sv2A-53, Sv2A-95,
Sv2A-152, Sv2B-27, Sv2B-138

(Tayloret al,
2009)

Terej modronohy
(Sula neboux)i

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

(Tayloret al,
2009)

Terej modronohy
(Sula nebouxji

BOOB-RM2-F07, BOOB-RM3-
D07, BOOB-RM3-F11,
BOOBRM4-A08, BOOB-RM4-
BO3,
BOOB-RM4-C03, BOOB-RM4-

D07, BOOB-RM4-EO3,
BOOBRM4-E10, BOOB-RM4-
F11, BOOB-RM4-G03

(Fairclothet al,
2009)

Plameaiak karibsky
(Phoenicopterus rubgr

Prwl, Pryu2, Pru3, Prw4,
Prw5, Pry6, Pru7, Prys8,
Prw9, Pryui13

(Kapil et al, 2010)

Plameidk rizovy
(Phoenicopterus
roseusg

PrA2, PrA3, PrA9,
PrA102,PrA103, PrA104,
PrA105, PrA110, PrAl111,
PrA113, PrB1, PrB2, PrB3,

PrB102, PrB105, PrB110, PrC1
PrCe, PrC12, PrC101, PrC109,
PrC117,

PrCi122, PrD3, PrD4, PrD5,

PrD7, PrD9, PrD10, PrD12,

PrD102, PrD105, PrD108,
PrD117, PrD121,
PrD126, PrD139

(Geraci ¢al.,
2010)

POTAPKY

Potapka rudokrka
(Podiceps grisegena

PgAAT1, PgAAT3, PgAATS,
PgAATS, PgAAT25, PgAAT34,
PgAAT41

(SachsetHughes,
1999)

POTAPLICE

Potéaplice ledni
(Gavia immey

GImA9EPA, GIimA12EPA,

GIimC5EPA, GImC11EPA,

GImD9EPA, GIimD12EPA,
GImE11EPA

(McMillan et
al., 2004)
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Alkounek drobny Apy06, Apy07 (Dawsoret al,
DLOUHO - (Aethia pygmaea 2005)
KRIDLI
Kachna divoka APHO7, APH 09, APHO0S, (Maaket al, 2000)
(Anas platyrhynchgs APH12, APH13, APH16
Kachna pizmova CmAAT16, CmAAT35, (StaietHughes,
VRUBOZUBI (Cairina moschata CmAAT38 2003)
Kachnice laloénata Bim1, BIm10, BlIm12 (Guayet Mulder,
(Biziura lobatg 2005)
Kajka moiska Smol0 (Pauluset
(Somateria mollissima Tiedemann, 2003
Tuénak krouzkovy AM13 (Roedetret al,
) (Pygoscelis adelige 2001)
JTUCNACL
Pratur indicky, zebu HEL1 (Lei et al, 2005)
SUDO - (Bos indicus)
KOPYTNICI

4.3.1 PCR amplifikace DNA

Jednotlivé slozky redki snesi byly pipetovany do mikrozkumavek vipali,
které uvadi Tabulka 2. Po napipetovani vSech sld¥tk snés zvortexovana a kratce

centrifugovana. Kazd4 reakce byla sloZzenay PCR mixu a 1ul roztoku DNA (50
ug/ml).

Tabulka 2: Slozeni reaéni snesi pro 4 vzorky.

SloZky PCR snési Pipetované objemy ji]
Deionizovana voda 29,7
Storage Buffer 10x 4,5

Roztok MgC4 (25 mmol/l) | 2,7
Roztok dNTPs (2@mol/l) | 0,5
Primery F a R (1@mol/l) 2,2
aTaqDNA polymeraza 0,6
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Zakladni ¢asovy a teplotni profil PCR reakce

1. 94 °C: 5 min 1 cyklus
2.94°C:30s
50°C:30s 35 cykia
72°C:30s
3.72°C: 7 min 1 cyklus

4.3.2 Zpracovani PCR produkii

Nasledujici postup byl optimalizovan pro pouZiti hkiyané sekveni
elektroforetické koriirky S2 Whatman Biometra, s rozng skel 333 x 392 mm, 333 x
418 mm a tloud&ou gelu 0,4 mm.

V¢étsSi sklo bylo omyto deionizovanou vodou, potéenb do sucha. Plocha
vétSiho skla, ktera sefimo dotykala gelu, byla navic oBeta pipravkem pro
odpuzovani vody (sobeni pipravku 5 min). Mensi sklo bylo omytu vodou za ptuz
béZného saponatu a z obou stran oplachnuto deiompovaodou, deno do sucha.
Plocha dotykajici se gelu byla dale #8et roztokem 0,5% kys. octové v 96% etanolu
s 3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu. Dobaigpbeni 5 min, poté bylo sklo
oplachnuto 4x 96% etanolem.

Na wtSi sklo byla ploZzena dvojice spacer(0,4 mm silné), oS&nou plochou
na ré bylo polozeno mensi sklo. Spacery byly ugrigtna hranu skel a skla byla
upevréna pomoci klips.

Priprava 6% polyakrylamidového gelu aipgh elektroforetické separace:

1. 60 ml 6% akrylamidu, 400l 10% roztoku peroxodisiranu amonného gqufl,

N, N’, N’-tetramethylethylendiaminu bylo smisendkadince a roztok byl

opatrré viévan mezi skla zaji&na klipsy.

2. Po vyplreni skel gelem byl na misto, kam se p#g@ipetovaly vzorky vsunut
hiebinek jeho rovnou stranou, skla byla&togepnuta klipsy a gel polymerizoval

minimalng 1 hod.

3. Po ztuhnuti gelu byla skla ukladré omyta, osuSena, umdstn do

elektroforetické korirky a radre upevréna. Katodovy i anodovy prostor
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komarky byl zalit 0,5x TBE pufrem, #ebinek byl opatrh vysunut a prostor
vznikly po iebinku byl v¢istén od zbytki gelu a bublin.

Komirka byla zapojena ke zdroji stejnodmého proudu a gel bylipdeltivan
asi 30 min g hodnot 90 W.

V probehu nalfivani byl PCR produkt smichan s nandSecim pufrem a

denaturovan v termocykéru, poté okam¥iozen do ledové&isti.

Béhem denaturace byla kdimka odpojena od zdroje, doSlo k viozetiéthinku
(zoubky asi 1 mm hluboko v gelu). Do mezer byl \ameszorek (2ul). Poté byl
katodovy prostor znovu uzgen, zdroj nastaven na hodnotu 70 W a proud byl

spusén.

. Cas separace byl pak dale optimalizovan, tak aby byzné zjistit jednotlivé

polymorfismy. Negastji se jednalo o 1 — 3 hodiny.

Vizualizace gelu po dokd@eni elektroforetické separace:

1.

Po ukorieni separace byl zdroj proudu vypnut, skla byla¥gha z korirky a
nasledg odctlena od sebe tak, aby nedoslo k poskozeni gelepa®/anymi

vzorky.

Sklo s nalepenym gelem bylo, gelem &mh vioZzeno do fotomisky a zalito

fix/stop roztokem, v &m ponechdno minima#20 min.

Po uplynuti 20 min byl gel 3x promyt deionizovaneadou a zalit roztokem
HNO;3; po dobu 5 min.

Poté doSlo k promyti deionizovanou vodou (4x) a bgl dale vloZzen do
fotomisky s roztokem AgNg) do rEjz byl tsné pied pouzitim fdan

formaldehyd (1,2 ml). Na¢pace byla miska s gelem ponechana 30 min.

Roztok AgNQ byl slit do stejné nadoby, gel byl promyt deioniaoeu vodou a
ponden do roztoku vyvojky. Po zvizualizovani prouzgrodukti nasledovalo

zaliti fix/stop roztokem.

Nakonec byl gel porfen do deionizované vody a vysuSen. Po vysuSenjdiyl
vyhodnocen na negatoskopu a nastedaskenovan. Poté bylo sklo s gelem
pondeno do roztoku NaOH o koncentraci 1 mol/l a umyto galSi pouZiti.

-30 -



4.4  Seznam pouzitych chemikalii

e Akrylamid (Serva)

e alagDNA polymeraza (5Uil), M1241 (Promega)

* Bromfenolova moti(Serva)

* Deionizovana voda

» Deoxyribonukleosid trifosfaty (100 mmol/l, 4@dkazdého), U1240 (Promega)

* Dusknan stibrny (Lachema)

e Ethanol - 96% roztok (Seliko Olomouc)

« Ethylendiaminotetraoctan sodny (D TA) (Lachema)

» Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Lachema)

e Formaldehyd (Lachema)

e Formamid (Lachema)

* Hydroxid sodny (Lachema)

* Chlorid sodny (Lachema)

» Kyselina borita (Lachema)

» Kyselina dusina - 65% roztok (Lachema)

» Kyselina octova - ledova (Lachema)

» 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

* Mocovina (Lachema)

* N, N-methylenbisakrylamid (Serva)

* N, N, N’, N-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Seyva

» Peroxodisiran amonny (Serva)

* Rain Repellent - ippravek odpuzujici vodu ze skel automab(Turtle Wax
Europe B.V.)

» Thiosiran sodny (Lachema)

e Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)

« Uhli¢itan sodny (Lachema)

» Xylenova mod (Xylencyanol FF) (AppliChem)
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4.5

Seznam pouzitych roztoi

Fenol pro izolaci DNA pH 7,9 £0,2:
100 ml fenol (Sigma P-4557) pH 6,7 £ 0,2

6,5 ml ekvilibr&ni pufr pH 10,5 (Sigma B-5658) (Tris 0,01 mol/I Bt0,

EDTA 0,001 mol/l)
protrepat a nechat 2 — 4 hodiny stat
uchovavat max. 6 #&siai ve 4 °C

Fix/stop roztok:
80 ml ledové kyseliny octové

objem doplnit deionizovanou,® na 800 ml

Nanaseci pufr pro elektroforézu v polyakrylamidogaiu:
0,125 g bromfenolové meel

0,125 g xylenové mad

25 ml deionizované vody

100 ml formamid

Polyakrylamidovy ge{6%):

60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu

400l 10% roztoku peroxodisiranu amonného @¥E,0g
40l N, N, N', N'-tetramethylethylendiaminu

Queen's pufr:

10 ml zasobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,8

2 ml zasobniho roztoku NaCl (5 mol/l)

2,92 g ethylendiaminotetraoctové kyseliny (EDTA)
10 g N-lauroylsarkosinu

rozpustit v 900 ml deionizované vody

pH upravit na 7,5

doplnit deionizovanou vodou na 1000 ml|
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Roztok 10% peroxodisiranu amonného:
1 g (NH;)2S0g
rozpustit v 10 ml deionizované vody

uchovavat v mikrozkumavkach po 400v —20 °C

Roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu (moléi lepidlo):
1 ml 0,5% kyseliny octove v 96% ethanolu

3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

Roztok 1% kyseliny dusié HNQ:
12 ml 65% HNQ
objem doplnit deionizovanou-® na 800 ml

Roztok 0,1% du&nanu skibrného AgN@
0,8 g AgNQ
objem doplnit deionizovanou,® na 800 ml

pred pouzitim pidat 1,2 ml formaldehydu

Roztok hydroxidu sodného NaOH 1 mol/I:
40 g hydroxidu sodného

doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Roztok octanu sodného gEDONa 3 mol/l:

408,24 g trihydratu octanu sodnéhoLLI@ONa . 3 HO
rozpustit v 800 ml deionizované&@

upravit pH na hodnotu 5,2 pomoci ledové kyseliotpee

objem doplnit deionizovanou,® na 1 |

TE pufr:

10 ml zasobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,0
200ul zasobniho roztoku NEDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
rozpustit v 800 ml deionizované&@

po rozpu&ni doplnit na 1 | a Zfiltrovat
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Vyvojka:

24 g uhlgitanu sodného N&O;

objem doplnit deionizovanou,® na 800 ml ulozit ve 4 °C

pred pouzitim pdat 1,2 ml formaldehydu a 160l 1% roztoku thiosiranu
sodného N&,0;

Zasobni roztok 10x TBE pufru:

108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
55 g kyseliny borité EBO3

40 ml roztoku NgEDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

doplnit deionizovanou vodou na 1 |

6% zasobni roztok akrylamidu:

420 g m@oviny

484 ml deionizované D

50 ml 10x TBE

150 ml 40 % zasobniho roztoku akrylamid: N,N'-ny&thbisakrylamid 19:1

po rozpusini vSech slozek zfiltrovat a ulozZit v temné lahgi4/ °C

Seznam pouzitych laboratornich fistrojt

Elektroforeticky zdroj ECPS 3000/150 (Pharmacia)
Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

Chladntka kombinovana (Whirpool)

Laboratorni vahy max 620g +/- 0, 1 g ( BelEngemagri
Magneticka mich&a Mr Hei — Standard (Heidolph)
Mikropipety Finnpipette 0,5 az 1@l (osmikanalovd) a 0,3ul az 1 ml
(Labsystems)

Mikropipety Nichpipet EX 0,5l az 1 ml (Nichiryo)
Minicentrifuga Cleaver Scientific Ltd

Negatoskop NEGA1 (Maneko)

Sekvenani elektroforeticka korirka S2 (Whatman Biometra)
Susarna HS 122S (Chirana)
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Termocyklér PTC 100-96 VHB (Bioteca)

Termocyklér XP Thermal Cycler (BIOER Technology)
Trepaka Orbit 1 900 (Labnet International)

Vortex MS2 (lka)

Vyrobnik deionizované a ult¢ssté vody typ 02 (AguaOsmoaotic)
Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)
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VYSEDKY
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6

DISKUZE
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7 ZAVER

Ve své bakalské praci jsem se émovala hledavani polymorfnich
mikrosatelitovych lokus pomoci cross-species PCR amplifikace DNA u 4
negibuznych jeding ibise hagedasS@pstrychia hagedagta vertikalni elektroforetické
separace vzniklych amplikérv 6% polyakrylamidovém gelu. Z celkovéhoc¢po 340
testovanych pdr primeri jich 38 z nich amplifikovalo polymorfni mikrosaiteiveé
lokusy.

Nalezené polymorfni mikrosatelitové lokusy pochazm ¢apa bilého Ciconia
ciconia), ibise japonskéhad\ipponia nippoi, ibise rudéhoEudocimus rubér kolpika
malého Platalea mino}, kolpika Kizového Ajaia ajaja), kvakoSe néniho (Nycticorax
nycticoray a nesyta lesnihoMycteria americanp ztadu brodivi (Ciconiiformes),
ztadu vrubozubi (Anseriformes) pochazely mikrosaieét lokusy od kachny divoké
(Anas platyrhynchgs dale z fregatky obecné-regata mino), kormorana uSatého
(Phalacrocorax aureys kormorana galapazskéhBhalacrocorax harris), kormorana
velkého Phalacrocorax carbyy tereje cervenonohého Sula suld, pelikana bilého
(Pelecanus onocrotalligpaticich dotadu veslonozi (Pelecaniformes)idru potapek
(Podicipediformes) pochazely od potapky rudokrmRédiceps grisegenaz plamaaka
razového Phoenicopterus rosela karibskéhoR. rubel) paticich dofadu plamaaki
(Phoenicopteriformes).

Paet alel na jeden mikrosatelitovy lokus se pohybowdl 2 do 4. Zjisina
heterozygotnost byla ngjst;ji 0,5.

Mnou nalezené polymorfni mikrosatelitové lokusy fiaphly byt déle vyuZity
pro studium determinace paternity a pro analydiuzenskych vztah u jednotlivych

jedinai ibise hagedas@pstrychia hagedagh
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AFLP

bp

C

DNA
D4DR
FIASCO

IUCN

PAGE
PCR
RAPD

RNA
SSR

STR

Ta

adenin

polymorfizmus délky amplifikovanych fragmér(@mplified
Fragment Lenght Polymorfigm

par bazil{ase paiy

cytozin
deoxyribonukleova kyselina

gen dopaminového receptol4(Dopamine Receptor gene
metoda izolace mikrosatelitovych matk@éfast Isolation by
AFLP of Sequences Containing repgats

guanin

Mezinarodni svaz ochranyipdy a gfirodnich zdraj
(International Union for Conservation of Nature aNdtural
Resources

diskontinualni elektroforéza v polyakrylamiém gelu
polymerazovéetzova reakceRolymerase Chain Reactipn
nadhod# amplifikované polymorfni DNARandom Amplified
Polymorphic DNA

ribonukleova kyselina

oznéeni mikrosatelii (Single Sequence Repégats

ozn&eni mikrosatelii (Single Tandem Repeats

tymin

annealingteplota PCR reakcé\(inealing temperatuje

uracil
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