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Souhrn

Tato diplomova prace byla vypracovana na téma: ywmaala charakteristika
polymorfnich cross-speciegnikrosatelitt u ¢apa bilého Ciconia ciconig, ¢erného
(C. nigra) a simbila C. abdimi).

V teoretickécasti své diplomoveé prace jsem se zabyvala charstkeu radu
brodivi (Ciconiiformes), jeh@eledi ¢apoviti (Ciconiidae) a roddap (Ciconia), kam
pati praw vySe zmigné ti druhy ¢api. Dale jsem obeénpopsala mikrosatelity jako
molekularni markery. A v posledni kapitole jsemu&te charakterizovala vSechny
dodnes nalezené polymorfni mikrosatelitové lokugpaki z radi brodivi, dlouhokidli
(Charadriiformes), planmigéci (Phoenicopteriformes), potapky (Podicipedifosine
a veslonozi (Pelecaniformes).

V  experimentalni casti jsem se d&novala hledani polymorfnich
mikrosatelitovych lokus u ¢apa biléhocapacerného atapa simbila. Vyuzila jsem
k tomu metodicross-specie®CR amplifikace a 31 pamprimerii pavodné navrZzenych
pro jiné druhy Zadu brodivi a potapky. Wapacerného aapa simbila jsem nenalezla
zadné polymorfni produkty. Ucapa biléeho jsem detekovala 5 polymorfnich
mikrosatelitovych loku s pa@tem alel 2-4.

V bakal&skych pracich Nevimové (2012) a Novosadové (2048 halezeno
celkem 50 pdr primeii od drutii z fadu brodivi, dlouhakdli, plameiaci a veslonozi,
které daly polymorfni produkty u 6 nébuznych jediné ¢apa simbila. V mé praci bylo
téchto 50 polymorfnich lokus genotypovano na 10 nigpuznych jedincichcapa
simbila. Pomoci statistického programu Cervus 3.0gly ziskany detailni
charakteristiky 46 hodnotitelnych polymorfnich lekua pomoci programu Genepop
4.1 byla ufena ¢ast€na vazba mezi dwna lokusy Wal7 a Wfl18. Dale jsem
u 5 polymorfnich mikrosatelitovych loktisdetekovala pravgbodobnou vazbu na

chromozom Z a jeden lokus jsem vyhodnotila jakolgati marker.



Summary

| processed this master thesis on the topic: Amalgad characterization of
polymorphic cross-species microsatellites in WBiterk Ciconia ciconig, Black Stork
(C. nigra) and Abdim’s Stork(. abdimij.

In the theoretical part of my master thesis | tdeath the description of the
order Ciconiiformes, of its family Ciconiidae anérgisCiconia which includes the
above mentioned types of Storks. | also brieflycdbed microsatellites as molecular
markers. In the last chapter | descripted all kn@etymorphic microsatellite loci of the
orders Ciconiiformes, Charadriiformes, Phoenicaofiitanes, Podicipediformes and
Pelecaniformes.

In the experimental part | focused on the seafchotymorphic microsatellite
loci in White Stork, Black Stork and Abdim’s Stordkapplied the method of cross-
species PCR amplification, and | tested 31 primarsporiginally designed for the
polymorphic microsatellites for birds belonging torders Ciconiiformes and
Podicipediformes. | did not find any polymophicilot Black Stork and Abdim’s Stork.
In White Stork | found 5 polymorphic microsatelliteci with the number of allele
ranged from 2 to 4.

Totally 50 primer pairs designed for the polymacpmicrosatellite loci for birds
belonging to orders Ciconiiformes, CharadriiformeBhoenicopteriformes and
Pelecaniformes. They were polymorphic in 6 unrelatelividuals of Abdimi’s Stork in
bachelor thesis of Nevimova (2012) and Novosad@®4 %). In my master thesis these
50 polymophic loci were genotyped in 10 unrelatedividuals of the Abdim’s Stork.
By analysing genotypes were obtained detail chariatics of 46 evaluable polymophic
loci using a statistical program Cervus 3.0.3. ph#ial physical linkage was found out
among two microsatellites, W$7 a Ws18, using a statistical program Genepop 4.1.
| also detected 5 sex-linked microsatellite locok@bly linked to chromosome Z and

one acted similar to a marker for sex determination
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1. Uvod

Mikrosatelity jsou tandema@v se opakujici sekvence se zakladni repetitivni

jednotkou nefesahujici délku 6 bp. Nachazeji se v eukaryotickgebkaryotickych ale

i bakterialnich genomech, jak v kédujicich tak roii§écich oblastech. Mikrosatelity
pati v dnesni dob k nejvyuzivagjSim molekularnim markém a nachazeji uplatni

v mnoha oblastech genetikgatné popul&nich studii, analyze paternity, konzetna
genetice a dalSi. Velky rozsah jejich vyuziti jendi@ktem, Ze jsou kodominantni,
vysoce polymorfni a jejich studium je zaloZzeno n&LRP kter4d je doie
reprodukovatelna

Cilem této diplomové prace bude nalézt polymonfmkrosatelitové lokusy
u ¢apa bilého Ciconia ciconig, capacerného Ciconia nigrg ac¢apa simbila Ciconia
abdimii). Budou k tomu vyuzity primery primamavrzené pro vybrané druhyéadu
brodivi a potapky a testovany pomoci metottpss-speciesPCR amplifikace na
6 nefibuznych jedincich vSeclhiitdruhi ¢api. DalSim Ukolem bude charakterizace jiz
nalezenych polymorfnich mikrosatélitu ¢apa simbila. Polymorfni mikrosatelitové
lokusy uc¢apa simbila byly nalezeny wexchozich bakatakych pracich pomoci par
primeri pavodré navrzenych pro druhy zadi brodivi, veslonozi, plami@ci
a dlouhokidli. U vSech polymorfnich lokus budou zjis¢ny alelové konstituce
u 10 nepibuznych jedind c¢apa simbila a charakterizovdny pomoci genetickych

progrant.



2. Cile prace
1. Vypracovat literarni reSerSi na téma diplomové @rac

2. Otestovat primery amplifikujici mikrosatelitové laedy od vybranych druh
ztadu brodivi a potapky na 6 r#puznych jedincichcapa bilého,cerného

a simbila.

3. Charakterizovat polymorfriross-speciemikrosatelity nalezené ¢apa simbila,
které jako polymorfni ozrdy Klara Nevimova (2012) a Eva Novosadova
(2012) ve svych bakaigkych pracich.



3. Literarni piehled

3.1 RAd brodivi

Rozmanitytad brodivi (Ciconiiformes) zahrnujetstini az velké druhy ptéak
které jsou si navenek zir@ podobné (8astnyet al, 1998). Charakteristickymi rysy
tohoto f&du jsou dlouhé nohy uépobené k brothi a chizi ve vod, dlouhy krk
a dlouhy zobak, ktery byvé&asto specializovany pro lov vodnich Zbight (Brown et
al., 1993). Tatodesna pizptisobeni jim vSak nebrani zit i v jinych podminkaat n
vodnich, jako jsou suché stepi nebo lesiaéyet al, 1998).

VSichni brodivi jsou masoZravi ptaci hledajici potr gevadzié ve vodnim
prostedni, rkolik malo drulii se Zivi suchozemskymi Zziwighy, mrSinami nebo
parazity ($astnyet al, 1998). Obvykle jim chybi vole, majfidilny Zzaludek a samci
mohou mit rudimentarni penis (Gaisler, 1994). V iepé secasto vyskytuji hola
koZovitd mista neboazné vyistky. Casta jsou také dlouhd ozdobna pera, ktera jim
vyrastaji na hlav a krku, zejména v tylu. U brodivych neni typickyphtavni
dimorfismus. Zbarveni obou pohlavi je zpravidlgrste jen samice byvaji mensi nez
samci a mohou mit mémzdobnych per (&stnyet al, 1998). \&tSinou jsou to vyborni
letci, prekonavajici velké vzdalenosti.fiPplachgni vyuZivaji proudy, vznikajici
oteplovanim vzduchu nad pevninou (statické pkadht Volavky za letu drzi krk
v esovitém zakveni, kdeztocapi a ibisi létaji s krkem natazenym (Gaisler, 1,994
Burnie et al, 2008). Hlasové Ustroji je wkolika skupin vicesi mére zakrreélé. Pokud
jsou hlasové projevyifiomny, tak byvaji vyrazné. Pokud nejsou, ptaciastatek hlasu
dophuji nebo nahrazuji jinymi zvukovymi signaly jakaagnim zobaku (Hudest al,
1994). Velmi typicka je trvala zvukova kulisa nazuni kolonii (Fastnyet al, 1998).

Socialni chovéani je u této skupiny rozmanité&ktéré druhy Ziji po cely rok
individualné a ve stalych parech, jiné ttfichnizdni kolonie o stech az tisicich parech
a mnohdy smiSené i s druhy z jinytad (Stastnyet al, 1998). \&tSina kolonialnich
druhi hnizdi na stromech nebo v mangrovovych porostedttadou 4 az 6 vajec.
Mlad’ata jsou nidikolni, v hnizdzistavaji rkolik tydni a staraji se oéoba rodée
(Gaisler, 1994; Burniet al, 2008). Pohlavni dosjwsti dosahuji mezi 1. az 5. rokem

Zivota. Celyrad je kosmopolitni, s vyjimkou polarnich oblastiypzsfen po celé Zemi,



v

kdy t&ZiSttm vyskytu jsou tropické oblasti.ddteré druhy pat ke kriticky ohrozenym,
ale diky disledné ochranse jejich péty zvysuji ($astnyet al, 1998).

Ré&d brodivi zahrnuje 115 drithv 5 ¢eledich. U nas hnizdi 10 driuhkteré
spadaji do dvoweledi, ale Bzr je v CR zji&no hnizéni pouze 4 drul (Stastnyet
al., 1998).

Taxonomické rozélenifadu brodivi do Beledi podle del Hoya (1992):
R&d: Ciconiiformes (brodivi)
Celed: Ardeidae (volavkoviti)
Celed: Scopidae (kladivou3ovit)
Celed’: Balaenicipitidae {lunozobcovit)
Celed’: Threskiornithidae (ibisoviti)

Celed’: Ciconiidae ¢apovit)

3.1.1Celed’ ¢apoviti

Celed’ ¢apoviti (Ciconiidae) je velmi ddb definovana skupina, ktera byla velmi
vyraznda v obdobitétihor a nejstar&iap zejmeé pochazi z doby svrchniho eocénu. Podle
fosilnich nalea asi 30 druf, doslo k nejétSi radiaciceledi v nadchazejicim oligocénu
(del Hoyoet al, 1992). Nyni je 19 recentnich déulv 6 rodechtazeno do 3 trit.
Tribus Mycteriini zahrnuje rodyMycteria (nesyt) a Anastomus(zejozob), tribus
Ciconiini (typicti ¢api) obsahuje jeden rd@iconia (¢ap) a tribus Leptoptilini (obrovsti
¢api) zahrnuje zbyvajicfitrody Ephippiorhynchugcap), Leptoptilos(marabu) aabiru
(jabiru) (Brownet al,, 1993).

Capoviti jsou gedrs velci ptaci typiti svym dlouhym krkem, zobakem
a nohama. ABkoliv maji mohutgjsi stavbu &la nez jejich pibuzni volavky, jsou
si struktur@ podobni. Nej¥tSi clenove celedi ¢apoviti se zarovefadi mezi nejutsi
letavé ptaky (del Hoyet al, 1992). \&tSina druli je zbarvena&erno-bile, ob pohlavi

stejré, kdy samice jsou zpravidla mensitéStny et al, 1998). Capi jsou ténif
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kosmopolitni a w®Sina z nich odléta fpzimovat do Asie nebo Afriky. Ddb
se fizpasobuji okolnim podminkdm a obvykle davajegnost blizkosti vody, dkteri

jsou zcela zavisli narfpomnosti vodniho prostdi (del Hoycet al, 1992).

3.1.2 Rodeap

Pavodre rod ¢ap (Ciconia) zahrnoval pouze dva druhy ad@pa biléhoCiconia
ciconig) acapacerneho Ciconia nigrg (Boles, 2005). Kahl (1972) ve své praci roksi
rod Ciconia o dalSi i druhy ¢apa simbila Ciconia abdimi), ¢apa jihoamerického
(Ciconia maguani a ¢apa klokrkého Ciconia episcopys V dnesni dob se ale uvadi
celkem 7 druf tohoto rodu, jejichZ vztahy popisuje obrazek 1mBoi molekularnich
metod, bylo zji&no, Zecap orientalni Ciconia boyciang ktery byl pivodre oznaen
jako poddruh¢apa bilého, je samostatny druh. To samé plati i goyma pestrého
(Ciconia storm), ktery byl zase povaZzovan za poddi#ipa Elokrkého. V této praci
bylo také zji&no, Ze ¢ap ¢erny je nejiivodnijSi druh tohoto rodu (Slikas, 1997).
V Ceské republice Ziji pouze dva drukdgp bily acap cerny, coz jsou zarovienejvice

fylogeneticky vzdalené druhy tohoto rodu.

Obrazek 1: Fylogenetické vztahy v ramci roduCiconia.

———  Ciconia ciconia

——  Ciconia boyciana

Ciconia maguari

R ——  Ciconia episcopus

———  Ciconia stormi

Ciconia abdimii

Ciconia nigra
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3.1.2.1Cép bily

ey

Cap bily pati mezi nejpopulargsi divoce Zijici evropské ptaky (Gaislet
Zima, 2007). Je to velky ptak s dlouhym krkem aaroh. Blo ma bilé gernymi
letkami, cervenym zobdkem a nohama, jak jeétvida obrazku 2. Jeémy, ale hlasovy
projev nahrazuje klapanim zobaku, zvldfasitym i setkani partnér na hnizd
(Svenssoret Grant, 2004).

Obrézek 2: Cap bily zachyceny u Hradce KralovgCopyright © Véaclav John).

Cap bily je sthovavy ptak. V Palearktické oblasti Zije na d@sawch
prostranstvich¢asto, ale ne nu&u vodnich tok. Mohutn& hnizda si stavi z klagika
stromech a ve #stech vyuziva rovnych plochiasto se jeho hnizda nachazeji na
sttechach nebo kominech (SvenssinGrant, 2004). Kazdotmé se vraci na stejné
misto, samec oktgjn¢ priléta dive, aby hnizdo opravil. Pokud se jeden z paruatgvr
opati si osandly ptadk rychle nového partnera (Burréé al, 2008). Z&atek migrace
nastava obvykle v ¥Aa fijnu, zpit se vraci hlavé v bieznu a dubnu (Browet al,
1993). Jeho zimovis§tse nachazejirpvazié ve stedni a jizni Africe, kde obydluje
stepi, savany, baziny, zatopené louky, laguny ergezdel Hoyeet al, 1992; $astnyet
al., 1998). Do Afriky pilétd pres Gibraltar nebo Suez, jenom velrtidka [Feléta pes
Stredozemni mie. Migruje vzdy v poetnych hejnech, ktera se na miisbzdli do
mensich skupin. Prof@gkonavani velkych vzdalenosti se pohybuje pomaoathtini

a vyuziva stoupavé termické proudy nad pevninooBret al, 1993).
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Jeho potrava je rozmanita, i kdyZ je zcela &i$wého fivodu. Lovi malé savce
jako mysi, velky hmyz napsaragdata, malé a mladé obojzivelnikyevazrié Zaby, dale
hady, jestrky, ryby, ¢ervy apod. (del Hoyet al, 1992). V Africe nasleduje hlagn
hejna pemnozenych sardat sthovavych (Burnieet al, 2008).Cap bily hnizdni
obvykle koloniél®, kdy hnizda jsou blizko u sebe.iShu tvdi vétSinou 4 vejce, ktera
se lihnou za 33 dni. Mi&ata jsou bila a mafierny zobak. Sexualni dodpsti dosahuji
ve wku asi 4 let (del Hoyet al, 1992). Volr Zijici ¢api bili se mohou dozivat az 33
let, v zajeti se nejstar&ap dozil wku 48 let ($astnyet al, 1998).

V zépadni a severni Evroge vazr ohrozen, patfv disledku chemického
znesisténi prostedi, drat vysokého nagti a odvodiovani luk. VCeské republice jsou
jeho paty nyni stabilni (Gaisler et Zima, 2000ap bily spolu sapemeernym byli
zvoleni ptaky roku 2014 (Beraet al, 2014).

3.1.2.2C4p ¢erny

Cap cerny je mensi neZap bily, kterému setlem podoba (viz obrazek 3).
Zblizka ho Ize snadno odliSit podierné hlavy, krku, hrudi arhetu s kovovym leskem
do zelena nebo fialova. Za letu jsou rozdily @atrné, protoze ma ze spodni strany
kiidel bilé trojuhelnikové skvrny. Dlouhé nohy a Zoldacervené. SlySet je malokdy,
klapani zobakem je tiché a velmi vzacné (Svenss@rant, 2004).

Cap ¢erny obyva otetené klidné lesy, okolfi¢nich toki, baZiny a motady.
Naopak se vyhyba uzganym lesm a velkym vodnim plocham (del Hogt al., 1992).
Na rozdil odcapa bilého je velmi plachy a strani se kontaktudskymi obydlimi.
(Svenssoret Grant, 2004). Zije v malych skupinadtitajicich kolem 30 jedinic nebo
je zcela solitérni. P&t mezi sthovavé ptaky, ale vyjimku t¥o stélé populace
ve Spasisku. Palearktické populace |étaji do Afrikiep Suez a Gibraltar, ale takéep
Sttedozemni mi® oproti ¢apu bilému, protoZe nejsou tak zavisli na stoupgavyc
termickych proudech (Browet al, 1993). Nkolik ¢api z Kfivoklatska, oznénych
miniaturnimi vysilgkami, bylo hlavnimi aktéry akce jménem Africka odgsii které
se sledovala jejich migrace ddgestni Afriky (S'astnyet al, 1998).

Zivi se hlavi rybami, které chyta v atké vod, rychlym bodavym pohybem
zobéaku. Dale obojzivelniky, hady, malymi savci akyt Je mnohem mérzavisly na
hejnech sarafat a kobylek nezap bily nebo simbil (Browret al, 1993).Cap erny
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hnizdi v jednotlivych parech uviitesi (Stastny et al, 1998). Obvykle ma hnizdo
v korurg stromu, ve Spatisku a v severni Africe si hnizd&asto stavi na Gtesech.
Pokud to podminky umagji, jsou hnizda jednotlivych p&rod sebe vzdalena
minimalne 8 km. Buduji je pomoci klacika obydluji kazdy rok (Browmet al, 1993).
Obvykle snasi 3-4 vejce, ktera se lihnou asi zar#5 Sexualni dosjosti nedosahuji
pied 3. rokem Zivota. Ve volné&ipodé se dozivaji az 18 let, v zajeti se nejstaég
¢erny dozil 31 let (del Hoyet al, 1992).

Obréazek 3: Cap ¢erny chovany v ZOO Zlin (Copyright © Lubomir KIatil).

V Evrope se jeho péty silné snizily v 19. stoleti a ze zapadni Evropy &&m
vymizel. Po roce 1930 vSak jehogetnost z&ala postupé rist a jeho Uzemi se &do
rozSiovat snérem na zapad (&stnyet al, 1998).

3.1.2.3Cép simbil

Cap simbil je nejmensi drutapa, ktery se vyskytuje pouze v Africe. Hlava, krk
a vrchnicasti €la jsoucerné se zelenym a fialovym odleskem. N&prsenkichb,
spodni stranu ocasudast spodni stranyiidel mé& naopak bilé. Jeho zobak j&tkv
zeleny séervenou Spikou a obléej je Sedo-modry gervenym flekem u oka skrem
k zobaku. Zelené nohy jsou v mistech klowbna prstech tak&rvené (Browret al,
1993). Vzhled dosf¢ho jedince je zachycen na obréazku 4.
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Obréazek 4: Cap simbil zachyceny v ZOO PrahgCopyright © Zdegk Chalupa).

Simbil obyva oteiené pastviny, olidavané [idy, ¢asto v blizkosti vody, ale
neni vyjimkou, Ze Zije ve velmi suchych oblastecipaopoustich (del Hoyet al,
1992). Zije ve velkych skupinachfidka je vidn ve skupig &itajici pod 10 jedini;
casto v blizkosttapi bilych. Stejg jako ¢ap bily se nestrani spoleosti lidi (Brownet
al., 1993). Pat mezi tazné ptaky, ale z Afriky se nevzdaluje, mjg vzdy na sever
nebo na jih od rovniku. &tuje se v obrovskych hejnech, kt&ftaji az 10 000 jedinc
Hnizdit z&ina v kwtnu na zaatku obdobi de%, v severni Africe, pak ieléta
do Afriky jizni. Je to kolonialni druh, hnizda siagi na utesech nebo v korunach
stromi, ¢asto s jinymi druhy ptak(del Hoyoet al,, 1992).

Cap simbil se Zivi zejména sataty, kobylkami, cwky a jinym velkym
hmyzem. Spolu gdpem bilym je zavisly na hejnech kobylek a s&manDale se také
Zivi Zzabami, jegrkami, mySmi a malymi rybami (Browat al, 1993). \&tSinou snasi
2-3 vejce, ale neni vyjimkou pouze jedno. V zamdi mla’ata lihnou za 30 dni
a nejstarStap simbil se v zajeti dozZil 21 let. Jeho populaegsaou globalda ohrozeny
(del Hoyoet al, 1992).
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3.2 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou tandemav se opakujici sekvéni motivy, kde zakladni
repetitivni jednotka ndpsahuje délku 6 parbazi (Anmarkrudet al, 2008). Spolu
s minisatelity a satelity fipdstavuji velkou rodinu, zvanou jako tandemova treye
DNA (Bennett, 2000). NejZnéjSi jsou mono-, di- a tri-nukleotidové motivyiigemz
velikost celé repetice négsahuje délku 100 bp (Tautz, 1989). Jsou vstittypné,
nachazeji se jak v eukaryotickych tak v prokaryotoch genomech, ale také
v nejmensich bakterialnich chromozomech a to jakodujicich tak nekodujicich
oblastech. Mikrosatelity, jinak také jednoduchéetéjvni sekvence, jsou mimo jiné
casto spojovany s lidskymi chorobami. ZvEstri-nukleotidové sekvence hraji
vyznamnou roli viadk neurodegenerativnich onemenn jako je Huntingtonova
chorea, myotonicka dystrofie a dalSi (T@hal., 2000). Pai mezi nejvice variabilni
sekvence DNA a na rozdil od unikatnich sekvencjejjeh polymorfismus zaloZzen na
riznych pdtech opakujicich se repetitivnich jednotek, tud& delce mikrosatelitu,
nezli na jeho primarni sekvenci. Krém toho je geneticka variabilita
v mikrosatelitovych lokusech dana také vysokou fegtggotnosti a fitomnosti velkého
poctu alel (Ellegren, 2004).

Mikrosatelity pati mezi nejvyuziva&gSi molekularni markery a nachéazeji
uplatréni v mnoha oblastech genetikygeire popul&nich studii, analyze paternity,
konzerv&ni genetice a v dalSich. Velky rozsah jejich vyujat dan faktem, Ze jsou
kodominantni, vysoce polymorfni a jejich studiumzpgozZzeno na PCR, ktera je deb
reprodukovatelna (Oliveirat al., 2006). Molekularni mechanismus vzniku variability
mikrosatelitovych loku$ neni zcela objagn, ale za hlavni zdroj se povaZzuje
sklouznuti DNA polymerazy dnem replikace. Tento proces ma za nasledek ziskani
nebo ztratu jedné nebo vice repetitivnich jednof@kmarkrud et al, 2008).
Sklouznutim polymerazy vznika na templatovém nebgénsyntetizovaném vlakn
DNA tzv. smyka. Na templatovém viaknma za nasledek zkraceni délky repetice,
naopak pitomnosti na syntetizovaném viakwznika repetice delSi (Bennett, 2000).

Hledani novych specifickych mikrosatelitovych peirinje velmi drahé, proto se
pro studium mikrosatelitvyuziva primeit, které byly navrzeny pro jiné druhy, jedna se
0 tzv. cross-specie®CR amplifikaci (Galbusera, 2000). WSpost amplifikace ifmo

koreluje s fylogenetickou vzdalenosti mezi zdrojovya zkoumanym druhem.
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Nap‘iklad primery @vodné navrzené prodkteré primaty, byly pouzity pro amplifikaci
mikrosatelitovych lokus u ¢lovéka (Primmeret al, 1996).

Ackoli se mikrosatelity jevi jako vyborné markery, inoo nastat problémyiip
analyze vysledk Takovym problémem fize byt gitomnost nulovych alel, které
nejsou amplifikovany pomoci PCR a tedy ani detekgvdomoci gelové elektroforézy.
naseda primer. Mutaceide postihnout jednu nebo ®bekvence pro nasednuti prirer
a tim padem nedojde k amplifikaci (Daket Avise, 2004). B PCR amplifikaci
mikrosatelii mohou vznikat tzvsttuter bandy,které mohou znesnadnit hodnoceni
vysledii (Walshet al, 1996). Ty jsou o jednu nebo drepetitivni jednotky kratSi nez
hlavni produkt a jsou Zigobeny sklouznutinTag DNA polymerazy (Danielst al,
1998). Jev, P kterém vznikaji stej velké alely, které ale nejsou odvozené z jedné
ancestralni alely, se nazyva homoplazie alel. Hlgkidinou jejich vzniku jsou mutace
(Estoupet al, 2002).

3.2.1 Mikrosatelity u éapa bilého

Shephardet al., (2009) jako jedini publikovaliclanek, tykajici se izolace
a charakterizace mikrosatelitovych lokus ¢apa bilého Ciconia ciconig. DNA pro
tvorbu genomické knihovny, byla extrahovana z kjednoho jedince a analyzu
provedli u 30 jeding. Nalezli celkem 7 novych mikrosatelitovych marke€c01-Cc07,
s patem alel 2-10 na lokus. Také pouZili pary prith@alezené u nesyta amerického
(Mycteria americanf (Tomasulo-Seccomanddt al., 2003) pro cross-speciesPCR
amplifikaci uc¢dpa bilého a nalezli tak &jr6 polymorfnich lokus s pa@tem alel 2-3 na
lokus.

S cilem nalézt nové polymorfni mikrosatelity @i@pa bileého, s pouZitirross-
speciesprimer, od blizce pibuznych drufi, se zabyvala ve své bakiaké praci také
Obrwova (2009). Celkoy touto metodou testovala 167 psrimer, které jiz dive
daly polymorfni produkty u drdh z fadu brodivi (Ciconiiformes), plaméci
(Phoenicopteriformes), potapky (Podicipediformesjesionozi (Pelecaniformes),
vrubozobi (Anseriformes), &iaci (Sphenisciformes) a sudokopytnici (Artiodadtyla
K testovani pouzivala DNA extrahovanou z krve poinfenol-chloroformové metody,

ziskanou od 6 néfbuznych jediné ¢apa bilého. Dohromady objevila 20 polymorfnich
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mikrosatelitovych lokus, ale u 2 par se jednalo o ortologni mikrosatelity (Eru07
a Eru09, Wgl7 a Ws18). Vysledkem byl tedy zisk 18 nezavislych polyfmésh
mikrosatelifi.

Burianova (2011) ve své diplomové praci popsakdéhi a analyzu novych
mikrosatelitovych markérs pouZzitimcross-specieprimert pro determinaci paternity
u ¢apa bilého. K dispozici &la 198 pat primef, diky kterym nalezla 13 polymorfnich
lokusi a takeé retestovalatkolik mikrosatelifi, vyhodnocenych Obtovou (2009) jako
monomorfni, diky¢emuz nalezla 1 polymorfni mikrosatelitovy lokus.ryP@rimeri
byly pivodre navrzeny na mikrosatelity jinych giah druhi z 5tadi a to: brodivych,
dlouhokidlych (Charadriiformes), plamiéki a veslonohych. DalSim jejim ukolem byla
genotypizace nayv nalezenych lokus a také polymorfnich mikrosatelithalezenych
Obrwovou (2009). Pro zjighi spolehlivosti polymorfnich mikrosatelit jako
genetickych markér pro budouci studium, pouZila statisticky programn@s 3.0.3.
A pro zjiseéni pripadné vazby mezi lokusy a vazby na pohlavi vyuftagram
Genopop 4.0.10. Vysledkem byl mimo jiné nalez silh&ické vazby mezi

3 mikrosatelitovymi lokusy a byly nalezeny 4 lokugzané na pohlavi.

3.2.2Cross-species mikrosatelity u ¢apaéerného

Navrétilova (2009) a za ukol nalézt polymorfni mikrosatelitové manker
u ¢apacerneho. Charakterizaci provld na 6 nefibuznych jedincichtapacerného,
kterym byla odebrana krev a naslédmolovana DNA pomoci fenol-chloroformové
metody. K amplifikaci pouzivala 174 géprimera, pivodné navrzenych pro jiné druhy
z tadu brodivi, veslonozi, vrubozobi, potapkyri@ci a sudokopytnici. fT polymorfni
lokusy detekovala pomoci gaprimeri od veslonohych, po jednom od vrubozobych
a twnéki a 16 pomoci primérod brodivych, zbylych 153 loktsylo monomorfnich.
Celkem bylo objeveno 21 polymorfnich prodiukd i v této bakai&ké praci byl
podpden fakt, Ze pary primérWsul7 a W#18 jsou ortologni, tudiz amplifikuji stejné
lokusy. Vysledkem bylo 20 nezavislych polymorfnioikrosateliti.

DalSi prace, ktera se zabyvala analyzou a charsiiteu polymorfnichcross-
speciesmikrosatelifi pro determinaci paternity ¢apacerného, byla diplomovéa prace
Cahlikové (2011). Cilem bylo provéstoss-speciesPCR amplifikaci s 218 pary

primeri odvozenymi od druh z fadi brodivi, dlouhokidli, plameaaci, potaplice

18



(Gaviiformes) a veslonozi. DalSim uUkolem bylo takdtestovani monomorfnich
mikrosatelifi nalezenych @apacerného v praci Navratilové (2009). Celkem ziskdéa 1
polymorfnich lokug, které spolu s polymorfnimi lokusy z prace Navoag (2009)
genotypovala na 24 jedincialapa ¢erného. Jejich charakteristiku provedla pomoci
statistickych prografh Cervus 3.0.3 a Genepop 4.0.10 a nalezla mimo jiné
5 mikrosatelil, které byly vazany na pohlavi # z nich mezi sebou vykazovaly silnou

vazbu.

3.2.3Cross-species mikrosatelity u ¢apa simbila

Cilem bakalgské prace Nevimoveé (2012) bylo nalézt polymorfnknosatelity
u c¢apa simbila s pouzitineross-speciepai primerti pavodre navrzenych pro ptaky
ztadi brodivych, potapek, potaplic, dlouhddlych a twnakia, které testovala na
6 jedincich. K dispozici #a celkem 187 péarprimefi, které nejprve shodnestovala
pii teplo€ annealingu 50 °C a elektroforetické separaci 1,5 hod. ObgeVvi6
polymorfnich market, s p@&tem alel 2-6. U jednoho mikrosatelitového lokuslenka
nulovou alelu a nejvice polymorfnich prodiuktoskytly primery jgvodrg navrzené pro
nesyta lesniho &pa bilého.

Novosadova (2012) se také zabyvala hledanim palynob mikrosatelib
ucapa simbila, ale pouzivala pary primeprimarre navrzenych od ptdk z radi
veslonozi a plam#ci. Ve své bakat&ké praci testovala 194 @aprimeri pomoci
cross-speciesPCR amplifikace na 6 népuznych jedincich. Z&kladni teplota
annealingu byla 50 °C a délka separace 1,5 hodialg, tyto hodnoty gnila pro zisk
optimalnich podminek k hodnoceni vyslédiZ celkového p&tu 194 pait primefi, 24
poskytlo polymorfni produkty, z toho 14 ggvochazelo od druhz fadu veslonozi a 10
od plameaki.
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Tabulka 1: Pofet nalezenych polymorfnich mikrosatelifi u ¢&apa simbila
v bakalarské praci Nevimova (2012)Dale tabulka uvadi zdrojovy druh, pro ktery byl

puvodne par primett navrZzen a jeho *azeni dateledi aradu.

Pocet
Réad Celed Zdrojovy druh polymorfnich
mikrosatelita
Cap bily 4
(Ciconia ciconig

Capoviti Cap vychodni 3

(Ciconiidae) (Ciconia boyciana
Nesyt lesni r

(Mycteria americang
Kolpik razovy 1

Brodivi Ibisoviti |(<Aj|a ii ajaj|a')
N isoviti olpik maly
(Ciconiiformes) (Threskiornithidae) (Platalea minoy 2
Ibis japonsky 5
(Nipponia nippoip

Volavka Zlutozoba 1

(Egretta eulophotgs
Volavkoviti Volavkacervenava 5

(Ardeidae) (Egretta rufescens
Kvako$ néni 3

(Nycticorax nycticorax
Dlouhokridli Alkoviti Alkounek drobny 1
(Charadriiformes (Alcidae) (Aethia pygmaea

Tabulka 2: Pofet nalezenych polymorfnich mikrosatelifi u ¢&apa simbila
v bakalarské praci Novosadova (2012)D4ale tabulka uvadi zdrojovy druh, pro ktery

byl pavodre par primedé navrZzen a jeho *azeni daieledi aradu.

Pocet
Rad Celad’ Zdrojovy druh polymorfnich
mikrosatelita
L Plameidk mizovy
(PE(l)aergiilgCLeri- Plameaakoviti (Phoenicopterus rosesus 9
P (Phoenicopteridae) Plameiak karibsky
formes) ) 1
(Phoenicopterus rubgr
Faetonoviti Faeton Zlutozoby 1
(Phaethontidae) (Phaethon lepturys
Veslonozi Fregatkoviti Fregatka obecna 4
(Pelecaniformes (Fregatidae) (Fregata minoy
Pelikanoviti Pelikan bily 1
(Pelecanidae) (Pelecanus onocrotaljig
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Tabulka 2: Pokraé¢ovani.

5 5 Pocet
Rad Celad’ Zdrojovy druh polymorfnich
mikrosatelita

Pelikdn severoamericky

Pelikanoviti (Pelecanus 1
(Pelecanidae)
eythrorhynchop
Kormoran usaty 1
Kormoranoviti (Phalacrocorax auritu
. (Phalacrocoracidae Kormoran velky
Veslonozi (Phalacrocorax 1
(Pelecaniformes aristotelig
Terej modronohy 3
(Sula neboux)i
Terejoviti Terejcervenonohy 1
(Sulidae) (Sula sula
Terej guanovy 1

(Sula variegata

3.2.4 Mikrosatelitové lokusy nalezené u drul z ¥adu brodivi

V ramci fadu brodivi bylo vydano é&kolik praci, popisujicich izolaci
a charakteristiku mikrosatelitovych lokKusPublikovany byly mikrosatelity nalezené
udruhi z celedi ¢apoviti (Ciconiidae), ibisoviti (Threskiornithidaed volavkoviti
(Ardeidae).

V pripadt celedi capoviti byly vydany 4 &decke ¢lanky, jejichz autéi se
zabyvali celkem 3 druhy: nesytem americkyMy¢teria americang ¢apem bilym
(Ciconia ciconig a ¢apem vychodnim Giconia boycian® u kterych hledali
mikrosatelitové lokusy.

Van Den Busschet al. (1999) nalezli 4 polymorfni mikrosatelity u nesyta
amerického. Vzorky krve byly odebrany 136 jedinmcz 9 fiznych hnizdnich kolonii ve
statech Florida a Georgie a k vlastni analyze hgkonec pouzito 67 vzoikod jedind
ze 7 fiznych kolonii. Polymorfni lokusy WS1, WS2, WS4 a 8\f®slouzily ke studiu
genetické diverzity mezi hnizdnimi koloniemi. TomsSeccomandiet al (2003)
popsali izolaci 11 polymorfnich mikrosatélit (WSu03-Wau24) také u nesyta

amerického. Z 24 testovanych fpdrimefi, se ukazalo 11 jako polymorfnich a bylo
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jimi genotypovano celkem 31 jediicTii lokusy W08, Ws114 a W20 nebyly
v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou. U ldki&sul7 a W18 nalezli vazbu.
Pctet alel se pohyboval v rozmezi 2 az 4 alely na dokipozorovana heterozygotnost
byla v rozmezi 0,000-0,727. Polymorfni mikrosagelinély poslouzit ke studiu
genetické variability americkych a brazilskych plamit

Jiz zmirgni autdi Shephardet al. (2009) objevili 7 mikrosatelitovych marker
(Cc01-Cc07) wépa bileho. DNA pro tvorbu genomické knihovny, bgkdrahovana
z krve jednoho jedince. Analyzu provedli u 30 jexdira objevili 2-10 alel na lokus
s atekavanou heterozygotnosti 0,13-0,84. Nezjistilihydky od Hardy-Weinbergovy
rovnovahy u Zadného lokusu. Polymorfni lokusy ybyiZity pro analyzu paternity.

DalSim studovanym druhem b§hp vychodni, kterym se zabyvali Waagal.
(2011). Tento druh jeéazen mezi kriticky ohroZzené, nachazi se pouze whognim
Rusku a severr(ing. Hlavrs diky lidskécinnosti se jeho populace rok od roku ragidn
snizuji, v roce 2001 byly populace odhadovany risi8e jediné. Autori predstavili
11 mikrosatelitovych par primei, které navrhli pomoci metody FIASCOFgst
Isolation by AFLP of Sequences Containing repe&tSechny markery byly vyuZzity ke
studiu konzervéni genetikyéapa vychodniho. Vzorky krve nebo tkabyly odebrany
23 volre Zijicim jedina@im, kteai zenteli ptirozenou smrti a k extrakci DNA byla
pouzita fenol-chloroformova metoda. #p alel u 11 mikrosatelit se pohybovaly
v rozmezi 2-8 na lokus, pozorovana élkavana heterozygotnost byla 0,000-0,857
a 0,222-0,851. U lokuis Cbol33 a Cho235 byly objeveny nulové alely a také
se odchylovaly od Hardy-Weinbergovy rovnovahy. U drdkch mikrosatelit

nezaznamenaliffiomnost vazebné nerovnovahy.

Celkem 5 ¥deckych praci se zabyvalo hledanim a analyzou reéltetitovych
lokusi u 4 drulii z ¢eledi ibisoviti. Bylo to u druln ibis japonsky Nipponia nippoi,
ibis rudy Eudocimus rubér kolpik rizovy (Ajaia ajaja) a kolpik maly Platalea
minor).

Ji et al (2004) nalezli polymorfni mikrosatelity u ibiseaponského. Ibis
japonsky je kriticky ohrozeny druh. S&asné populace se vyvinuly ze 4 divoce Zijicich
jedinai, nalezenych v roce 1981Ging. Diive se hoja vyskytovali v Rusku, Japonsku,
Koreji, ale jejich populace byly zdecimovany lovemmasivnim odlesovanim,
vysusovanim maladi, chemickym hnojenim a pouzivanim pestici® ohledem na

jeho dnesni stav, existuje Zmg zajem o stanoveni genetické diverzityrdopznosti
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jedinal tohoto druhu. Auth c¢lanku nalezli 8 polymorfnich mikrosateiits di- a tri-
nukleotidovou zakladni jednotkou repeticate®avana heterozygotnost se pohybovala
v rozmezi 0,01-0,50 a pet alel byl 1-3, coz jefikladem efektu hrdla lahve u tohoto
druhu. No¥ nalezené mikrosatelity pouzili proross-specie?CR amplifikaci u i
piibuznych jeding ibise ¢ernohlavého Threskiornis melanocephalusPri UspEsné
amplifikaci objevili 5 polymorfnich lokus He et al (2006) také hledali polymorfni
mikrosatelity u ibise japonského. Izolovali 11 nokylokusi, které byly pouzity pro

ey

determinaci genetické diverzity v@rzijicich populaci a populaci chovanych v zajeti.
36 vzorki, kterymi byla krev¢asti sval a péi, ziskali z 9 divoce Zijicich jedida z 27
jedinai v zajeti. VSech 11 lokisbylo polymorfnich v obou populacich, kdygeo alel
byl 2-5 na lokus. @ekavana heterozygotnost v divoce Zijici populadab,506,

u populace v zajeti 0,486 a u 5 alel zjistili odklyod Hardy-Weinbergovy rovnovahy.
JelikoZ heterozygotnost u obou populaci nebyifiSprozdilnd, indikovalo to blizkou
genetickou struktury populaci.

Pro druh ibis rudy popsali izolaci a charakterizagolymorfnich
mikrosatelitovch lokus Santoset al. (2006). Genomickou knihovnuripravili z DNA
jednoho jedince a na 17 mikrosatelitovych lakusavrhli primerové pary.
Polymorfismus a heterozygotnost otestovali na DNAjedding, ktei byli odchyceni
ve i riznych brazilskych populacich. #nérny paiet alel na lokus byl 6, pozorovana
heterozygotnost 0,03-0,92 a&ekavana 0,06-0,92. Pouze jeden mikrosatelit (Erul0)
se nachéazel v Hardy-Weinbergowvnovaze u vSeclhiitpopulaci.

U dalSiho druhu Zeledi ibisoviti, kolpika iZového, bylo popsano 6 (Ajajal-
Ajaja6) polymorfnich mikrosatelitovych lokts(Sawyeret al, 2006). V USA se
nachazi mnoho zoologickych zahrad, které chovdgikg rizové. Zachovani genetické
diverzity populaci a tim zvySeni genetické fitnpssomli je zavislé pra¥ na vynené
jedinal mezi zoologickymi zahradami. Ve svéntirpzeném prosedi jsou kolpici
monogamni, ale v zajeti bylo zachyceno mimopéarolévani. Cilem studie bylo
spravre identifikovat genetickou konstituci jedib@ zajistit tak penos nefibuznych
ptaki mezi zahradami. Auto analyzovali vzorky z 61 jediric které poskytly fi
zoologické zahrady a jedna veliZijici populace. Objevili gimérné 6 alel na lokus
a aiekdvana heterozygotnost byla 59% az 81%. Zjidtdilokus Aajud ré dve alely
a byl vazany na pohlavi. Mensi alela 161 bp byleama na chromozom W a delSi alela

200 bp na chromozom Z.
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Yeunget al (2009) izolovali 23 mikrosatelitovych lokiusu kolpika malého.
Tento pték je Z@mzen na listinu ¥ové ohroZzenych drulh a endemicky se vyskytuje
pouze ve vychodni Asii. Ret alel na lokus se pohyboval od 2 do 19 a frekeeénalel
se odchylovala od Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Autbjevili jeden mikrosatelit,
PM2-20, ktery byla pravgbodobr vazan na chromozom Z, protoZze vSichni
homozygoti, byly samice. Zbylych 18 vhodnych lokubylo pouZito jako molekularni
markery ke studiu konzertnai genetiky across-specie®®CR amplifikaci u ostatnich
ptaki ztadu brodivi, kde uz autioneuvedli p@ty testovanych jediricani, zda byly

produkty polymorfni.

Posledniceled v ramcitadu brodivi, kterd bylaipdmétem studia, bylaeled
volavkoviti. Celkem bylo publikovano 6lanka, popisujici hledani a charakteristiku
mikrosateliti u 5 drult.

U volavky velké Ardea herodiak popsali hledani novych mikrosatelitovych
lokusi McGuire et Noor (2002). Objevili 60 sekvenci, které obsahgvaikrosatelity
ana 28 z nich navrhli pary printerPro genotypizaci pouzili vzorky DNA od 40
jedinai volavek velkych. 26 pérprimetta poskytlo PCR produkty, kdy 15 z nich bylo
polymorfnich, 2 byly monomorfni a 9 poskytlo nehotitelné produkty. P&et alel u 15
polymorfnich lokué se pohyboval od 2 do 18.

Changet al. (2009) publikovali praci, ve které charakteriziodd polymorfnich
mikrosatelifi nalezenych u kvakoSe &udho (Nycticorax nycticorax PouZili
genomickou DNA, ktera byla izolovana z krve 32 pedi Primery navrhli pomoci
metody FIASCO a detekovali celkem 82 alel. Pozondvaheterozygotnost se
pohybovala v rozmezi 0,25-1,00 ge&avana od 0,51 do 0,88. Mezi lokusy nebyla
nalezena zadna vazebna nerovnovakahfd 11 mikrosatelit bylo pouzito kecross-
speciesPCR amplifikaci u dalSich 11 draite ¢eledi volavkovitych. Lokusy nycti26
a nycti62 byly amplifikovany u vSech 11 diula lokusy nycti22, nycti68 a nyctil5
poskytovali amplifik&ni produkt u 10 druln Autori jiZ neuvedli, zdali u testovanych
jedinai byly produkty polymorfni.

U volavky Zlutozobé Hgretta eulophotgs Huang et al (2010) objevili
18 polymorfnich mikrosatelitovych lokiis Tento ptak jefazen nacervenou listinu
ohrozenych druly genetické markery tak mohou pomoci zodjudv ekologické
a genetické otazky, tykajici se jeho zachrany. ¥g@ro genotypizaci igdstavovala

DNA 20 jedin@ tohoto druhu, odchycenych ¥inské provincii Fujian. Rt
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nalezenych alel se pohyboval od 2 do 9, pozorovaarozygotnost byla 0,20-0,85
a atekdvana 0,18-0,82. Jeden lokus (Ae25) se odchydil Hardy-Weinbergovy
rovnovahy a mezi lokusy nebyla zaznamenana zZadrdavad yto lokusy (Ae01-Ae47)
byly pouzity pro cross-speciesPCR amplifikaci u dalSich 5 drihz celedi
volavkovitych. Uspsnostcross-specie®CR amplifikace se pohybovala od 77,78 %-
100,00 %, ale o polymorfismu se dale @ut@zmiuji. Nejnowjsi prace se tyka objevu
23 mikrosatelitovych markértaké u volavky Zlutozobé (Dast al, 2013). Autdi

k objeveni novych mikrosatelitovych lokupouZili celogenomové sekvenovani pomoci
metody 454 pyrosekvenovani. Nejprve vSech 74 mabjevenych markértestovali na

6 jedincich, a poté wadili ty, které daly monomorfni produkty nebo nebyl
amplifikovany. Zbylych 26 mikrosatelitovych markertestovali na 32 jedincich
a nalezli 2-9 alel na lokusjipemz 3 z nich vkadili (Eel0, Eel7 a Ee23) Avbda
odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovahy.

DalSi druh v ramateledi volavkoviti, u kterého byly hledany mikroddte byla
volavkacervenava Egretta rufescens(Hill et Green 2010). Genomickou DNA ziskali
izolaci z krve, ktera byla odebrana z brachialhi 8 jedind z jedné hnizdni kolonie
v Texasu. Peet alel, ziskany testovanim 31 individui se pohgbomezi 2-10.
Pozorovana heterozygotnost byla 0,03-0,9@ekavana 0,03-0,88figemz dva lokusy
nespadaly do Hardy-Weinbergovy rovnovahy (Er23 dlkrz nichz jeden lokus
obsahoval nulové alely (Er4l). Adtonalezené mikrosatelity ckt dale vyuzit pro
studium genetické struktury nidp druhy a také ckti najit potencionalni rozdily mezi
razné barevnymi poddruhy v populacich

Campaniniet al. (2012) identifikovali 11 polymorfnich mikrosatiéliu volavky
rusohlavé Bubulcus ibiy. DNA byla extrahovana pomoci fenol-chloroformouétody
z krve 2 jediné volavky rusohlave, odchycenych v Brazilii. Celkadentifikovali na
35 jedincich 28 alel v rozmezi 2-4 na lokus. VSgcHakusy byly v Hardy-
Weinbergo¥ rovnovaze a nenasli Zddné nulové alely. Sedmengti polymorfnich
markefi Us@sSre testovali na 8 druzich &eledi volavkoviti pomoceEross-specie®CR
amplifikace, ale neposkytuji informace o polymocimiproduktech. Polymorfni lokusy
chtli autori vyuzit pro pochopeni struktury populaci a studikoionizace amerického
kontinentu &¢mito druhy.
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3.2.5 Mikrosatelitové lokusy nalezené u druth z fadu plameaiaci

Rad plameéci zahrnuje Zeled’ s nazvem planigikoviti (Pelecanidae). V ramci
této celedi byly vydany 4 prace zabyvajici se hledanioharakteristikou mikrosatelit
u 2 drulii a to u plamiaka karibskeéhoRhoenicopterus rubgra plaméaka 6zového
(Phoenicopterus rosels

Prvni prace, kterd se zabyvala hledanim polymadnfnimikrosatelit
u plameaaka karibského, byla dizetta prace Kapil (2005). Uvedl objev celkem Sesti
mikrosatelitovych lokus, kdy 4 z nich byly vysoce polymorfni (Rri+ Pruud4)
s patem alel 5-14 a 2 ménpolymorfni Pru5 a Pru6 a pdtem alel 2-4. DalSi
dizertani prace, kter4 zkoumala polymorfni mikrosatelitglameiaka karibského byla
od Preston (2005). Popisuje izolaci celkem 7 mikteltovych lokud Pry.7- Pruul3.
Ve spoléné publikaci (Kapilet al, 2009), charakterizovali 9 polymorfnich lokus
Pruul- Pryu9. Z 9 polymorfnich lokusdva tvdily komplexni sloZené repetice &isté
tri-nukleotidové repetice. Ret alel byl od 3 do 14 a hodnoty pozorované
heterozygotnosti 0,12-0,91. VSechny lokusy byly ouladu s Hardy-Weinbergovou
rovnovahou a nezaznamenali Zadnou vazbu mezi lokusy

Zastupcem ¥adu plameééci, u kterého byly izolovany polymorfni mikrosatigl
byl i plameidk mizovy (Geracket al, 2010). DNA pro tvorbu genomické knihovny byla
extrahovana fenol-chloroformovou metodou ze vidawe, které ziskali od 10 miét
z hnizdni kolonie ve Francii. Pro 60 potenciondiniokusi navrhli pary primek
a testovali je na 22 jedincich. Paitta se jim objevit 37 polymorfnich mikrosatelit
s patem alel 2 az 33 a z toho jeden lokus, PrD117,rbyho Hardy-Weinbergovu
rovnovahu. Zbylych 36 mikrosatdlitbylo pouzito pro studium genetické diverzity

a struktury populaci.

3.2.6 Mikrosatelitové lokusy nalezené u drut z Fadu potapky

Pot4pkoviti (Podicipedidae)sou jedinou celedi fadu potapky. Hledanim
a charakteristikou mikrosatelitovych loKuse zabyval jedertlanek, ktery hledal
mikrosatelity u potapky rudokrké¢diceps grisegenaa jedna dizertmi prace, ktera

popisuje izolaci mikrosatetitu potapky zapadnAgchmophorus occidenta)is
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Prvni prace, ktera se tykala mikrosatelit potapek byla od Saclet Hughes
(1999). Ve své praci charakterizovali 7 mikrosadelych lokusi u potapky rudokrké,
které chéli vyuzit k evol&nim studiim. VSechny nalezené lokusy byly polymbrfn
s patem alel 7-18 a heterozygotnosti 65 %-86 % a byile destovany u 5 dalSich
potdpek konkréth u potapky cernokrké Podiceps nigricolliy potapky Zlutorohé
(Podiceps auritus potapky americké Rodilymbus podiceps potapky zapadni
(Aechmophorus occidenta)jspotapky Clarkovy Aechmophorus clarkiia u hybrida
potapky zapadni/ClarkovyA€chmophorus occidentalis/clarkiiU potapky Zlutorohé
bylo v8ech 7 mikrosatetitpolymorfnich s p&tem alel 3-7 u potépkyernokrké byly
naopak vSechny mikrosatelity monomorfni. U zbylhdituhi bylo nalezeno od 2 do
4 polymorfnich produki s paty alel 2-5.

Humple (2009) ve své diplomova praci popsala izoldctetranukleotidovych
mikrosatelifi u potapky zapadni.¢€hto 11 lokus otestovala na 16 jedincich potapky
z4padni a potapky Clarkovy. Nalezenycgioalel byl v rozmezi 2-10 s gmérnym
poétem 4,5 alely na lokus. &kavana heterozygotnost byla 0,482-0,857 a pozoéova
0,188-0,875.

3.2.7 Mikrosatelitové lokusy nalezené u drui z Fadu dlouhok¥idli

V ramcitadu dlouhokidli se pro amplifikaci u druhztadi brodivi, veslonozi
a plamédci pouzivaji pary primér pavodns navrzené pro alkounka drobnéhethia
pygmaeg ktery spada doeledi alkoviti (Alcidae).

Dawsonet al (2005) objevili 17 mikrosatelitovych loktusi alkounka drobného.
Pavodre navrhli primery pro 23 potencionalnich mikrosdtelia testovali je na
8 negfibuznych jedincich alkounka. 6 @aprimeri neamplifikovalo Zadné lokusy,
2 pary daly monomorfni produkt a 15 poskytlo polymbd produkty. Lokusy Apy0O1,
Apy03, Apyl3 a Apyl5 byly mimo Hardy-Weinbergovuvnovahu a peéet alel
se pohyboval od 1 do 25. Pro amplifikaci u vodnftaki se pouzivaji dva pary
primert, Apy06, protoZe poskytl polymorfni produkt u fag#oZlutozobého (2 alely)
a Apy07 protoze dal polymorfni produkt u fregatksneSené Rregata magnificens
(2 alely).
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3.2.8 Mikrosatelitové lokusy nalezené u drui z ¥adu veslonozi

V souwasné dob jsou popsany nové mikrosatelity u 12 diuh5 celeditadu
veslonohych. Publikovany byly mikrosatelity nalegen druli zéeledi faetonoviti
(Phaetontidae), fregatkoviti (Fregatidae), pelikaiio(Pelecanidae), kormoranoviti

(Phalacrocoracidae) a terejoviti (Sulidae).

Zatim od jediného zastupceledi faetonoviti, faetona Zlutozobého, Humeau
etal. (2010) izolovali a popsali 11 polymorfnich mikrés@t. Ke konstrukci
genomické knihovny pouzili DNA jednoho jedince, em#ného mrtvého na ostiov
Réunion v Indickém océanu a genotypizaci provedlbh jedincich. Ret alel byl 2 az

38, pozorovana atekavana heterozygotnost byla 0,06-0,91 a 0,06-0,95.

Dearbornet al (2008) publikovali praci, ve které uvedli obje8 fiolymorfnich
mikrosatelitovych lokus u fregatky obecné, coz je zatim jediny takto prdstvany
zéstupceceledi fregatkoviti. U tohoto druhu dochézi pravigelk piibuzenskému
kiizeni nejméa v jedné populaci. Bylo zji8ho, Ze pibuzenské ¥Zeni niZe sniZzovat
funkce imunitniho systému. Auiose rozhodli pouzit mikrosatelity, ke zj@/ani
piibuznosti mezi jedinci a hledani souvislosti s immim systémem. Vzorky DNA
ziskali pomoci fenol-chloroformové metody z krve jedné samice a jednoho samce,
odchycenych na Havaji. Nalezli a navrhli 28 tpaorimefi, které testovali na
23 jedincich z jedné populace, Zijici také na Hawdysledkem bylo, Ze jeden par
primeri neamplifikoval zZadny lokus, jeden poskytl nehodbebty produkt, 8 bylo
shleddno monomorfnimi a 18 poskytlo polymorfni prikty. Z 18 polymorfnich lokuis
tii: Fmin07, Fminll a Fminl6, vykazovaly vysokou haygotnost, pravipodobré
v dasledku vyskytu nulovych alel. A jeden par, Fminl#&kazoval genetickou

nerovnovahu. Pro genetické studie bylo nakonecipgoych 14 mikrosatelit.
Pelikan severoamericky Pélecanus erythrorhynchosh bily (Pelecanus

onocrotalu3 setadi doceledi pelikanoviti,fadu veslonozi a i u nich byly hledany

mikrosatelitové lokusy a publikovany celkem 2 prace
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Hickman et al, (2008) objevili 9 mikrosatelitovych loktisu pelikdna
severoamerického. Tento druh ptéka byl na pokmdjubeni, ale diky ochrarse jeho
populace zé&aly Us@gSre rozmistat. 25 par primefi, které navrhli pro izolované
mikrosatelitové lokusy, testovali na 23 jedinci€bjevili 9 paha primeia (PeEr01-
PeEr09), které daly polymorfni produkty u vSechv2®rki. Paiet alel se pohyboval
v rozmezi 2-8.

U pelikana bilého bylo objeveno 10 mikrosatelitcvylokusi (De Ponte
Machado et al, 2009). K charakterizaci 10 izolovanych lokupouzili DNA ze
46 jedind. VSechny lokusy byly polymorfni a pet alel se pohyboval od 2 do 19.
Pozorovand heterozygotnost byla 0,261-0,913 ¢akavand 0,232-0,947. Lokusy
PEL185 a PEL221 byly mimo Hardy-Weinbergovu rovriuvaa lokusy PEL185
a PEL190 mly pravdEpodobré nulove alely. Pomoci identifikovanych polymorfnich
lokusi, provedli cross-speciesPCR amplifikaci u ii pelikani: pelikdna afrického
(Pelecanus rufesceps pelikana severoamerického @elecanus erythrorhynchps
apelikana hadého(Pelecanus occidenta)isU pelikana afrického nalezli 4 polymorfni
mikrosatelity s 2 alelami na lokus. U pelikana seaenerického 4 polymorfni produkty
s patem alel 2-4 a u pelikdna &ého také 4 polymorfni mikrosatelity s 2-7 alelarai
lokus.

DalSi celedi, u které byly nalezeny nové mikrosatelity, labyceled
kormoranoviti. V ramci tétaeledi bylo zvéejnéno 6 ¢lanka, které popisuji objev
novych mikrosatelitovych lokuisu 5 drulii kormorari.

Piertney et al (1998) nalezli 7 vysoce polymorfnich lokusi kormorana
velkého Phalacrocorax carby které byly dale pouzity ke studiu popind struktury,
integrace, izolace a genového toku. Stupelymorfismu otestovali na DNA ze 100
negibuznych jediné kormorana velkého z kolonii v Anglii, Skotsku azbzemi.
Nalezli velky p@et alel v rozmezi 9-49. Polymorfni mikrosatelityelpouZili kecross-
speciesPCR amplifikaci u kormorana usatého, chocholatghnodrookého a také na
poddruhu kormorana velkého. VSechny pary primer vyjimkou PcD4, daly
polymorfni produkty.

Dalsi prace, ktera se zabyvala izolaci mikrogételientokrat u kormorana
galapazskéhoPhalacrocorax harisgj byla od Duffieet al. (2008). Tento druh se
vyskytuje endemicky pouze na Galapagach a je tmyegelétavy druh nejen v ramci

rodu kormoran, ale také v ramci iskych ptak. Jako vzorky pro izolaci
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mikrosatelitovych loku$ jim poslouzila DNA z krve 26 jediricz ostrova Isabela
a DNA z krve 24 jedint z ostrova Fernandina. Vytkith 24 pari primert a diky nim
objevili 8 tetra-nukleotidovych polymorfnich mikmatelith (PhB2-PhG12) s gbem alel
od 3 do 9.

U kormorana uSatéhdrfialacrocorax auritup bylo objeveno 24 polymorfnich
mikrosateliti (Fike et al,, 2009). Stavy tohoto druhu se drasticky sniZzdjipmloviny
20. stoleti a to hlavnz divodia zamdeni pesticidy, mikrosatelity poslouzi ke studiu
genetické variability jejich populaci. Ke konstrukgnomické knihovny pouZzili DNA
izolovanou z krve dvou jedific Identifikovali celkem 51 mikrosatelitovych lokius
a navrhli na & primery. 46 par primeti bylo dale pouZzito ke skrininku 31 jedinc
a 24 shledano jako polymorfnich (COR 01-COR 47)cePalel se pohyboval od
2 do 13 a nalezli 7 lokus které obsahovaly nulové alely. Meradral. (2010) se také
zabyvali hledanim novych mikrosatélitt kormorana uSatého. Navrhli 40 pgrimert
a ty otestovali na DNA 60 népuznych jeding. Jako polymorfni se ukazalo
8 mikrosatelitt (Dcco-01 az Dcco-08) s pmm alel vrozmezi 2-17. &®kavana
heterozygotnost byla 0,05-0,89 a nedetekovali Zaddkys mimo Hardy-Weinbergovu
rovnovahu. Nakonec tyto nalezené polymorfni mikrel#g testovali pomocicross-
species PCR amplifikace u kormorana zapadnihBhdlacrocorax penicillatus
a kormorana migkého Phalacrocorax pelagicys Autoii neuvadiji, zda amplifik&ni
produkty byly polymorfni.

Dalsi nalezené mikrosatelity byly u kormorana ttudatého (Phalacrocorax
aristotelig (Barlow et al., 2010). Autdi popsali izolaci 5 di-nukleotidovych a 5 tetra-
nukleotidovych mikrosatelitovych lokiis ziskanych z DNA 20 jediri¢c z kolonie
v jihovychodnim Skotsku. Ke genotypizaci pouzili BNelkem 40 jedint ze skotské
a korsické populace a zjistili tak ¢ alel pohybujici se od 1 do 15. Pozorovana
heterozygotnost u lokiss Hardy-Weinbergo¥ rovnovéaze byla 0,00-0,89.

NejnowjSi prace se tyka izolace a charakterizace miketifatu kormorana
tasmanskeho Phalacrocorax fuscescengRiordan et al, 2012). Tento druh se
endemicky vyskytuje pouze v jiznich oblastech Adlgtr Mikrosatelitové lokusy
izolovali z genomické DNA pomoci metody 45hotgunsekvenovani. Identifikovali
tak 31 mikrosatelitovych lokdsa navrhli na & pary primed, které testovali na
42 jedincich kormorana tasmanského. 2 lokusy sedadfm amplifikovat, 13 bylo
monomorfnich a 16 polymorfnich. Zéchto 16 Ilokugé bylo 7 vybrano pro

charakterizaci. Ret alel se pohyboval od 3 do 8, pozorovana hetgainpst byla
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0,66 a ¢ekavana 0,62. 3 lokusy (Pfll, Pf33 a Pf39) byly miRardy-Weinbergovu
rovnovahu, jeden lokus (Pfl1l) byl vazany na pohkawi jednoho lokusu (Pf33) byl

zaznamenan vyskyt nulovych alel.

Posledniceledi, u které byly popsany nové mikrosatelity,anigled” terejoviti.
Celkem 3 préce popisuji objev novych mikrosaialiterejecervenonohéhoSula suld,
guanového$ula variegataa modronohéhdSula neboux)i

Jako prvni popsali izolaci a charakterizaci miktebtvych lokusi u tereje
modronohého Fairclothat al (2009). Tyto mikrosatelity poslouZzily ke studinildniho
parazitismu a mimoparového chovani u tereje modrého. Vzorky pro genotypizaci
tvorila DNA 31 jedindi, ktera byla testovana pomoci 60 amavrzenych pdrprimef.
Pro optimalizace a testovani polymorfismu bylo dadezito 18 par primerti a z toho
se nakonec 11 ukazalo jako polymorfni (Boob-RM2-E(Z7Boob-RM4-G03). Ret
alel byl 3-22 a Zadné lokusy nevykazovaly vazbu, sa nevychylily od Hardy-
Weinbergovy rovnovahy.

Taylor et al. (2010) izolovali 10 mikrosatelitovych lokiustaké u tereje
modronohého a tereje guanového (Sn2A-36 az Sn2R-B¥homické knihovny byly
pripraveny zvlag z DNA, extrahované z krve obou jedin&tei byli odchyceni v Peru,
a bylo navrzeno 20 paprimett. Ke genotypizaci autém poslouzilo 24 jedinctereje
modronohého a 27 jedifictereje guanového. Celkem 16 lokubylo spolehli¢
amplifikovano u tereje modronohého nebo guanovél® a nich bylo polymorfnich
s informativni hodnotou. Tyto primery také pouZilio cross-specie®CR amplifikaci
tereje ZlutonohéhdSula leoucogastgrkde nalezli 7 polymorfnich lokiss patem alel
3 az 10.

U tereje cervenonohého Morris-Pococket al. (2010) popsali 15
mikrosatelitovych lokus (Ss1b-16 az Ss2b-153). Genomickou DNA izolovdtnze
15 mlafat a pouzili ji k tvorls 18 pati primeri. Nejprve je testovali na 4 jedincich
tereje cervenonohého a vadili tak jeden monomorfni mikrosatelit. Poté jedpthé
testovali, tentokrat na 14 jedincich a 2 lokusy agtotili jako monomorfni a takeé je
vyradili. Zbylych 15 pék primeit, které poskytovaly polymorfni produkty, testovadi
30 jedincich a charakterizovali je pomoci genetitkyprograni. Paiet alel se
pohyboval v rozmezi 2-11 na lokus, pozorovana betegotnost 0,10-0,90 a jeden

lokus (Ss2b-35) byl mimo Hardy-Weinbergovu rovnayah
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4. Material a metody

4.1 Biologicky material

K testovanicross-speciepatt primerti a nalezeni polymorfnich mikrosatélit
byla pouzita genomickd DNA, ktera byla extrahovankrve 6 nefibuznych jeding
¢apa bilého Ciconia ciconig, ¢apacerného Ciconia nigrg a ¢apa simbila Ciconia
abdimii). Pro genotypizaci, jiz nalezenych polymorfnichkrosatelifi v predeSlych
pracich wédpa simbila, byla pouzita DNA 10 népuznych jeding ¢apa simbila.

4.2 l1zolace genomické DNA

Pro PCR bylo nejprve nutné vyizolovat genomickdNADz ptai krve, fenol-
chloroformovou metodou. Postup izolace bkgyzat podle Maniatisl al. (1982) a byl
optimalizovan pro podminky Labord& popul&ni genetiky na Katee burécné
biologie a genetiky #rodoveédecké fakulty UPOL.:

- Napipetovat 40Qul roztoku krve v Queen’s pufru (Seugnal, 1991) do 1,5 ml
mikrozkumavky.

- Do roztoku pipipetovat proteindzu K (10 mg/ml) a &s promichat
preklapgnim, poté pidat 100ul 10% SDS.

- Inkubovat mikrozkumavky v termostatii 87 °C @ges noc.

- Druhy den pidat 350 ul fenolu a 350ul chloroformu a mikrozkumavky
zvortexovat a zcentrifugovat (5000 g/2 min). Potikrgaci odebrat vrchni fazi
do nové mikrozkumavky.

- K odebranému roztoku s DNAtridat 700 ul chloroformu a mikrozkumavky
zvortexovat a zcentrifugovat. Po centrifugaci vicfazi opit odebrat do nové
mikrozkumavky. Tento krok zopakovat.

- K odebranému roztokufiolat 180 ul vychlazeného octanu sodného (3 mol/l)
aobjem doplnit vychlazenym 96% etanolem. Obsah romkumavek
pieklapnim promichat a poté ulozit na 2 hodiny do -20 °C.

- Po uplynuti doby mikrozkumavky centrifugovat 30 oipti 213000 g/min.
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- Etanol slit, aby nedoslo k vyliti srazeniny DNAidat 1 ml vychlazeného 70%
etanolu.

- Mikrozkumavky ogt centrifugovat tentokrat 10 minutid3000 g/min.

- Etanol slit, tak aby nedoSlo k vyliti srazeniny DNAobsah mikrozkumavky
vysusit v termobloku.

- KvysuSené DNA fipipetovat 50Qul TE pufru.

- Mikrozkumavky umistit pes noc do termostatuiip40 °C a jejich obsah
pieklapEnim rozpustit.

- Nakonec stanovit koncentraci DNA na nanodropu & pottok DNA zmrazit
v -20 °C.Cast obsahu mikrozkumavek odebratiedit deionizovanou vodou na

koncentraci 10-5@g/ml pro PCR a uchovat v lednici.

4.3 Mikrosatelity amplifikované u ¢apa bilého,¢apa cerného acapa

simbila

Prvnim Ukolem bylo pomodiross-specie®CR amplifikace nalézt polymorfni
mikrosatelity u Sesti néfpbuznych jeding capa biléhogdpacerného acadpa simbila.
Genomicka DNAcapa bilého atdpa cerného byla amplifikovana pomoci 31 far
primeri, které byly mgvodné navrZzeny procapa vychodniho Giconia boyciana
a volavku rusohlavouBubulcus ibi$ z f&du brodivi (Ciconiiformes) a pro potapku
zapadni Aechmophorus occidentalig radu potapky (Podicipediformes). Genomicka
DNA céapa simbila byla amplifikovana 22 pary priraekteré byly @ivodné navrzeny
pro volavku rusohlavou a potapku zapadni. VSeclasyované lokusy jsou uvedeny

v tabulce 3.
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Tabulka 3: Prehled now testovanych mikrosatelii u ¢4pa bilého, ¢apa éerného
a ¢apa simbila. V tabulce je dale uveden zdrojovy druh, jehtazani doradu a autor

publikace.

<

=
QO
o

Zdrojovy druh Testované lokusy Autor

Cbo102, Cho108,
Cap vychodni Cbo109, Cbo121,
(Ciconia boyciana Cbo133, Cbo151,
Cbo168, Cbho235
Volavka rusohlava 8!01’ 8?08’ 8!13’ 8?15'
(Bubulcus ibi B|18_, B|20_, B|223 Bi26,
Bi28, Bi29, Bi30

Wanget al, 2011

Brodivi

Campaniniet al.,
2012

B8, B11, B102, B112b,

Potapka zapadni
(Aechmopﬁorus opcci dentgig BLL3, C5 E202, G118, Humple, 2009
¥ G206, G209, G215

Potapky
(Podicipediformes) (Ciconiifomres)

. U c¢épa simbila byly testovany pouze pary pritnexd volavky rusohlavé

)
]
N
>

a potapky zapadni.

DalSim ukolem bylo provést genotypizaci 10 jedintapa simbila pomoci
polymorfnichcross-speciepari primert, které byly jiz dive nalezeny v bakaigkych
pracich Nevimové (2012) a Novosadové (2012). Keotygrizaci bylo pouzito 50 par
primeri, které byly mvodne navrzeny pro druhy ziadu brodivi, veslonozi
(Pelecaniformes), plaméci (Phoenicopteriformes), dlouhddli (Charadriiformes)
a potapky. V bakal&ké praci Nevimové (2012) bylo nalezeno 25 polymict
mikrosatelifi pomoci pat primert od druh z f&du brodivi a dlouhdkdli. V rdmcitadu
brodivi to bylo konkréta od ¢apa biléhogapa vychodniho, nesyta lesnindygteria
americand, kolpika fzoveho, kolpika maléhoP(atalea mino), ibise japonského
(Nipponia nippol, volavku Zlutozobou Egretta eulophotgs volavku ¢ervenavou
(Egretta rufescensa kvakoSe nimiho (Nycticorax nycticoraxa ztradu dlouhokidli od
alkounka drobného Agthia pygmaea DalSi bakalésk4 prace, ktera se zabyvala
hledanim polymorfnich mikrosatelitu ¢apa simbila, byla od Novosadové (2012).
Nalezla také 25 polymorfnich mikrosatéldiky patm primeam, které byly gvodne
navrzeny pro plameka Gzového Phoenicopterus roseus plaméaka karibského
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(Phoenicopterus rubgz fadu plameaci a pro faetona Zlutozobéh®haeton lepturus

fregatku obecnouRfregata mino), pelikana biléhoRelecanus onocrotallispelikana

severoamerickéhoPglecanus erythrorhynchpskormorana uSatéhoPfalacrocorax

auritus), kormorana velkéhoPhalacrocorax aristoelis tereje modronohéhoS(la

nebouxi), tereje¢ervenonohéhoSula sula a tereje guanovéh&qla variegata z fadu

veslonozi. VSechny genotypované lokusy jsou uvedempulkadch 4 a 5.

Tabulka 4: Prehled polymorfnich mikrosatelitovych lokusi u ¢apa simbila, které

byly nalezeny v bakal&ské praci Nevimové (2012).V tabulce je dale uveden

zdrojovy druh, jeho Zazeni daadu a autor publikace.

Polymorfni

Réad Zdrojovy druh mikrosatelity Autor
Shepharckt al.,
Cap bily Cc02, Cc03, Cc04 2009
(Ciconia ciconig ccl Segelbacher-
osobni sdleni
Cap vychodni Cbo108, Cbho121,
(Ciconia boyciana Cbo168 Wangetal, 2011
Tomasulo-
Wsu08, Wqul3, Waul7, Seccomandet al
Nesyt lesni Wsul18, W20 2003 N
e (Mycteria americanp
_ € Van Den Bussche
s 5 WS4, WS6 etal, 1999
8= Kolpik raizovy
= C .
o g (Ajaia ajaja) Aaju4d Sawyeet al, 2006
O ’ 7
= Kolpik maly PM2-28, PM2-68 Yeungt al, 2009
(Platalea minoy
Ibis japonsky

(Nipponia nippoh

NnCE11, NnEB12

Jet al, 2004

Volavka Zlutozoba
(Egretta eulophotgs

Ae30

Huanget al, 2010

Volavkacdéervenava
(Egretta rufescer)s

Erd2, Erd4

Hillet Green, 2010

Kvako$ n@ni

(Nycticorax nycticorak nyctils, nycti22, nycti3g Chargt al., 2009
S _
% g Q Alkounek drobny Dawsonet al.,
25E Acth Apy06 2005
S85 (Aethia pygmaea)
SO
a)
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Tabulka 5: Prehled polymorfnich mikrosatelitovych lokusi u ¢apa simbila, které

byly nalezeny v bakald&ské praci Novosadové (2012)V tabulce je dale uveden

zdrojovy druh, jeho Zzazeni daadu a autor publikace.

<

=
QO
o

Zdrojovy druh

Polymorfni
mikrosatelity

Autor

Plameaak nizovy

PrA103, PrA104,
PrA105, PrA110,

(Sula nebouxji

g
(&] o~ .
@
(o) .g é (Phoenicopterus rosejs P'?gi%%lpl:;g)ﬁ7 Geraciet al, 2010
E = ’ ’
839 PrD121
“z Plam@ak karibsky
(Phoenicopterus rubgr Pry. 6 Kapiletal, 2009
Faeton Zlutozoby P3D7 Humeauet al,
(Phaethon lepturys 2010
Fregatka obecna Fmin08, FMinl13, Dearborret al,
(Fregata minoy Fminl7, Fmin18 2008
Pelikan bily De Ponte Machad
(Pelecanus onocrotaljis PELO86 et al, 2009
- Pelikdn severoamericky PeEr 09 Hickmanet al,
GEJ (Pelecanus eythrorhynchps 2008
S S Kormoran usaty COR 28 Fikeet al, 2009
= (Phalacrocorax aurituls
Q S Kormoréan velky PcD6 Piertneyet al.,
> % (Phalacrocorax arostotel)s 1998
a Fairclothet al,
Terej modronohy Boob-RM4-D07 2009

Sn2A-36, Sn2B-83

Taylaet al.,2010

Terejcervenonohy
(Sula sula

Ss2b-138

Morris-Pococket
al., 2010

Terej guanovy

(Sula variegata

Sv2A 26

Tayloret al, 2010

4.3.1 PCR amplifikace

Reakni smes pro cross-speciesPCR amplifikaci mikrosatelitovych lokis
u¢apa biléhocerného a simbila byla vytvena napipetovanim jednotlivych slozek,
které jsou uvedeny v tabulce 6, do 1,5 ml mikrozauky. Pro amplifikaci vzdy

6 vzorki byly pouzity primery pro testované lokusy, ktexédi tabulka 3.
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PCR mix pro genotypizaci 10 vzdrkidpa simbila byl fipraven obdobnym
zpisobem, pouze se liSily objemy pipetovanych sloZderé jsou také popsany
v tabulce 6. Byly pouzity pary primirpro jiz znamé polymorfni mikrosatelity, které

jsou uvedeny v tabulkach 4 a 5.

Tabulka 6: SloZeni reakéniho mixu pro PCR amplifikaci 6 a 10 vzorki.

SloZzky PCR mixu Obje\r/nzélr;il()ﬁpro ° Objer\r;z(ourll)d?m 10
Deionizovana voda 44,4 74
Reaction Buffer 10x 6,7 11
MgCl, (25 mmol/l) 4,0 6,6
dNTPs (20 pmol/l) 0,7 11
Primer F (10 umol/l) 3,3 5,5
Primer R (10 pmol/1) 3,3 55
araqDNA-polymeraza (5U/ul) 1,0 1,6

VSechny pouzité chemikalie byly uchovavany v mrazgk -20 °C a ped
pouzitim byly nejprve rozmrazeny, zvortexovany emtdfugovany. @aaq DNA-
polymerdza se z mrazéku vyndavala pouze na nezlgftbuhou dobu a kratce se
vortexovala, aby nedos$lo k jejimu poSkozeni. Slokily pipetovany v piadi, jak je
uvedeno v tabulce 6 a vyttemy PCR mix byl poté rozpipetovan do 0,2 ml
mikrozkumavek. Samotné PCR reakce se skladalylzgénomické DNA jednotlivych
¢api a 9 pl reakéni snesi. Takto pipravené mikrozkumavky byly vioZzeny

do termocykléru s nastavenyfasovym a teplotnim profilem:

SMIN...ii e, 94 °C
30s e 94 °C
35x { 30S..cciiiiiiiiiiiiii i ieeene e 2V0lENA teplotmnealingu
30Siiiiiiiiiii i 12 °C
TMIN. e 72 °C
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Pro vSechny primery byla nejprve zvolena shodndotamnnealingu50 °C.

Tato teplota se u nalezenych polymorfnich mikrdgatg/ch lokusi dale upravovala

v rozmezi 44-63 °C. Pokud testovany par primegposkytl Zzadny amplifikeni produkt

nebo byl produkt slabviditelny, teplotaannealinguse postupfisnizovala. Jestlize byl

PCR produkt HliS silny a nebylo moZzné od sebe rozeznat jedridthlely, teplota

annealinguse postuptizvySovala az na hodnotu 64 °C.

4.3.2 Zpracovani PCR produkfi

Tento postup je zoptimalizovan po Wigané sekverimi elektroforetické korirky
S2 Whatman Biometra s rozny skel 330 x 390 mm a 330 x 420 mm a s tikos

gelu 0,4 mm.

Obke¢ skla dikladre omyt vodou se saponatem a vydrhnout Kkdén. Poté
oplachnout deionizovanou vodou, osuSit a dvakrdéabhmout 96% etanolem
a osusit papirovym ubrouskem.

VeétSi sklo oSédit pripravkem na odpuzovani vody na té ploSe, kde se bud
dotykat gelu. Hpravek nechatjsobit 5 minut, pak oplachnout deionizovanou
vodou a osusit papirovym ubrouskem.

Mensi sklo oS¢t 1 ml roztokem molekularniho lepidla na té plokde bude
gel. Roztok rozétt papirovym ubrouskem a nechdispbit 5 minut. Poté sklo
4x oplachnout 96% etanolem a pokazdé osusit papirabrouskem.

Velké sklo gemistit do digest@ a polozit na polystyrenovou desku nefgiaiu
plochou dol. Na oSetenou plochu po stranach polozit dva 0,4 mm tlusté
spacery a na&polozit malé sklo oS&tnou stranou dél Spacery umistit az do
kraje skel tak, aby se guma na ni¢srnt dotykala kratSiho skla.

Pripravit 6% polyakrylamidovy gel a opatrprelit z kadinky mezi skla, tak aby
nevznikly bubliny v gelu.

Kdyz je prostor mezi skly vyptm gelem, vlozit mezi & rovnou stranou
hiebinek (v mist, kde se naléval gel) asi 1 cm hluboko. Na tutargtrumistit

Klipsy a gel nechat asi 1 hodinu polymerizovat.
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Po ztuhnuti gelu vSechny klipsy odstranit a skloyuod zbytki gelu. Umyté
sklo umistit do elektroforetické kairky hiebinkem nahoru a dovhitipevnit
pomoci Sroubovacich Ucliyt

Katodovy i anodovy prostor zalit 0,5 x TBE pufrerhtabinek opatrévyjmout,
tak aby nedos$lo k posSkozeni gelu. Prostor mezi didkjadre vycistit proudem
pufru z injekéni stikacky. Katodovy i anodovy prostor uzdi a na zdroji
stejnosmirného proudu nastavit hodnotu vykonu 90 W. Skloeterg takto
nechat nativat podobu 30 minut.

5 minut ged nanesenim vzaikk(smichat 1 objemovy dil PCR produktu a 1 dil
nanasSeciho pufru) je umistit na 3 minuty do demafich podminek.
Po denaturaci je okam&iumistit do ledovériSte, ¢imz se zabrani renaturaci.
Béhem denaturace vypnout zdroj stejnésmého proudu a prostor mezi skly
opét dukladre vycistit. Poté do mezery vlozitiebinek asi 1 mm hluboko
do gelu.

Do mezer mezi zoubky fébinku nanést osmikanalovou pipetou vzorky
o objemu 2 ul. Na nanaSeni pouZivat stejné c&yi které vzdy vymyt
opakovanym nasatim a vyp&sim pufru. Po naneseni vzdrkatodovy prostor
uzawit a na zdroji stejnosénného proudu nastavit 70 W. Elektroforetickou
separaci nechatbet 1,5-4 hodiny.

Béhem elektroforetické separacéippavit fix/stop roztok a vyvojku, ktera se
umisti do ledniky vychladit.

Po uplynuti doby elektroforetické separace vypnadtoj stejnosrérného
proudu, odpojit elektrody a ot#v kanalek, kterym pufr odtéka do é&hého
prostoru. Sklo s gelem opa¥rwyjmout, odstranit spacery adbinek a mensi
sklo s gelem odlepit pomoci noze a#dSiho skla.

Odchlipnuté mensi sklo umistit do fotomisky bepttku gelem nahoru a zalit
fix/stop roztokem. Nechatigobit asi 20 minut.

Po ukzhnuti doby slit fix/stop roztok 2p do kadinky, pro dalSi pouziti. Poté
malé sklo s gelem 3 krat po 3 minutach promyt demranou vodou, umistit do
fotomisky na tepaku a zalit po dobu 5 minut 1% roztokem HN®o uplynuti
doby 4 krat po 3 minutych promyt deionizovanou wedo

Po omyti sklo s gelem &pumistit na tepaku a zalit 0,1% roztokem AgNQ
do kterého &sné pred pouzitim fidat 1,2 ml formaldehydu a nechatsobit

30 minut.
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- Poté sklo vyndat a umistit sklo s gelem asi naeBrvtlo misky s deionizovanou
vodou a poté zft na tepaku, kde bylo zalito vyvojkou. &hem vyvijeni
pozorovat vznik hédocernych, stibrem obarvenych, prouZkPCR produki.
Nakonec zalit fix/stop roztokem, ktery zabrani galsvyvijeni.

- Obarveny gel fesunout asi na 30 minut do suSarriy 90 °C. K hodnoceni
pouzit negatoskop a vyhodnoceny gel naskenovat a@tape pro uchovani
vysledki.

- Vysledky dale statisticky vyhodnotit pomoci genlefich prograni
Cervus 3.0.3 a Genopop 4.1.

4.4 Pouzité chemikalie

e Akrylamid (AppliChem)

e alragDNA-polymeraza (5Uil), M1241 (Promega)

* Bromfenolova moti(Serva)

» Deionizovana voda

» Deoxyribonukleosidtrifosfaty (100 mmol/l, 4Q0 kazdého), U 1240 (Promega)
e Dusknan stibrny (Lachema)

» Etanol - 96% roztok (Lihovar Vrbatky)

» Ethylendiaminotetraoctan sodny (D TA) (Lachema)
» Ethylendiaminotetraoctova kyselina (Lachema)

* Fenol (Sigma)

* Formaldehyd (Lachema)

* Formamid (Lachema)

* Hydroxid sodny (Lachema)

e Chlorid sodny (Lachema)

e Chloroform (Lachema)

* Kyselina borita (Lachema)

* Kyselina dusina - 65% roztok (Lachema)

» Kyselina octova - ledova (Lachema)

e Laurylsiran sodny (SDS) (Lachema)

* 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)
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e Mocovina (Lachema)

e N-lauroylsarkosin (Sigma)

* N,N"-metylenbisakrylamid (AppliChem)

* N,N,N’,N’-tetrametylendiamin (TEMED) (Serva)

» Peroxodisiran amonny (Serva)

* Proteinaza K (Sigma)

* Clear Vue, Rain Repellent (Turtle WAX)

e Thiosiran sodny (Lachema)

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

* Xylenova mod (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.5 PouZzité roztoky

o Z&sobni roztok 6% akrylamidu:
420 g m@oviny
484 ml deionizované vody
50 ml 10 x TBE
150 ml 40% zé&sobniho roztoku akrylamid:N,N"-methisakrylamid 19:1 po
rozpuséni vSech slozek zfiltrovat a ulozit v temné lahei4 °C
» Polyakrylamidovy 6% gel:
60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
400ul 10% roztoku peroxodisiranu amonného ¢)S,0g
40 pl N,N,N",N"-tetrametylethylendiaminu
e Zasobni roztok 10x TBE pufru:
108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
55 g kyseliny borité EBO;
40 ml roztoku NgEDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
rozpustit v 800 ml deionizované vody, doplnit dérmvanou vodou na 1 |
» Fix/stop roztok:
88 ml ledové kyseliny octove
800 ml deionizované vody
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Nanaseci pufr pro elektroforézu:

0,125 g bromfenolové moel

0,125 g xylenové mad

25 ml deionizované vody

100 ml formamidu

Roztok 1% kyseliny dusiné HNOs:

12 ml 65% HNQ

800 ml deionizované vody

Roztok 0,1% dusinanu stribrného AgNOs:

0,8 g dusinanu stibrného AgNQ

doplnit objem deionizovanou vodou na 800 ml
pied pouzitim fdat 1,2 ml formaldehydu

Vyvojka:

24 g uhlgitanu sodného N&O;

800 ml deionizované vody

umistit do chladriky, aby se vychladil na teplotu nizsi nez 10 °C
pied pouzitim pidat 1,2 ml formaldehydu a 160l 1% roztoku thiosiranu
sodného Ng5,0;

Roztok 10% peroxodisiranu amonného (NH),S,Og:
1 g peroxodisiranu amonného (IN#$,0s

rozpustit v 10 ml deionizované vody, uchovavat ladhicce
Roztok hydroxidu sodného NaOH 1 mol/l:

40 g hydroxidu sodného NaOH

rozpustit v 800 ml deionizované vody

doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Molekularni lepidlo:

1 ml 0,5% kyseliny octove v 96% ethanolu

3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu
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
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rozpustit v 900 ml deionizované vody

pH upravit na 7,5

doplnit deionizovanou vodou 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 900 ml deionizované vody

doplnit deionizovanou vodou na 1 | a zfiltrovat

4.6 Laboratorni pristroje

Elektroforeticky zdroj ECPS 3000/150 (Pharmacia)
Elektroforeticky zdroj EV 232 (Consort)

Chladnika kombinovana (Whirlpool)

Laboratorni vahy MARK S 622 (BEL Engineering)
Magneticka miché&ka MR Hei-Standard (Heidolph)
Mikropipety Finnipipette 0,5l az 10ul (osmikanalova) (Labsystems)
Mikropipety Finnipipette 0,3l az 1 ml (Labsystems)
Mikropipety Nichipet EX 0,5l az 1 ml (Nichiryo)
Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)

Negatoskop NEGA1 (Maneko)

Sekvenani elektroforetické korirka S2 (Whatman Biometra)
Susarna — sterilizator CAT 8050 (Contherm)

Temperovany blok Dry-block DB-2D (Labnet Internaib)
Termocyklér GenePro (BIOER technology)

Termocyklér PTC 100-96 VHB (MJ Research)

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

Vortex MS2 (lka)

Vyrobnik deionizované a ulttssté vody typ 02 (AquaOsmotic)
Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)
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5. Vysledky
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6. Diskuze
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7. Zaver

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala hledanimlynparfnich
mikrosatelitovych loku®s u ¢apa bilého¢apacerného adpa simbila. Provéth jsem to
metodoucross-speciePCR amplifikace na DNA 6 né&jpuznych jeding vSech i
druhi ¢api. K amplifikaci DNA c¢apa bilého atapa ¢erného jsem pouzivala pary
primeri pavodrg navrzené pr@apa vychodniho a volavku rusohlavoiadu brodivi
a potapku zapadni ¥Adu potapky. U¢apa simbila jsem provéd amplifikaci pouze
s pary primek od volavky rusohlavé a potapky zapadni. Z celkovaaitu
31 testovanych parprimeri jsem ucapacerného nenalezla zadné polymorfni produkty
a ucapa bilého jsem objevila 5 polymorfnich mikrosatelych lokusi. S pouzitim
22 pén primeri jsem uc¢apa simbila nenalezla také Zadny polymorfni produkt

Déle jsem provedla genotypizaci 10 Kbpznych jediné c¢apa simbila
s pouzitim par primei, které jiz poskytly polymorfni produktyipcross-specie®CR
amplifikaci na 6 nefibuznych jedincicl&apa simbila v fedeSlych pracich. K dispozici
jsem nela celkow 50 pafi primerti od drutii z radi brodivi, dlouhokidli, plameaiaci
a veslonozi. Metodoaross-specie®PCR amplifikace jsem u jednotlivych loKuarcila
pocet alel, optimalni teplotannealingua optimalni délku elektroforetické separace.
Pomoci genetického programu Cervus 3.0.3 jsem gdtaweharakterizaci jednotlivych
polymorfnich mikrosatelitovych lokidsa ukila u nich @&ekdvanou a pozorovanou
heterozygotnost, zda lokusy jsou nebo nejsou v asluls Hardy-Weinbergovou
rovnovahou, obsah polymorfni informace a pgatiobnost vyskytu nulovych alel.
Diky dalSimu programu, Genepop 4.1, jsemtaygla, zda #které lokusy nejsou ve
vazl®. U lokusi Wsul17 a W18 program util vysokou pravdpodobnost vazby, ale ve
skute&nosti se jedna o jeden a tentyZ lokus, na ktery bglvrzeny dva pary primer
Dale jsem zjiSovala vazbu lokusna pohlavi. Jeden lokus jsem ogitejako pohlavni
marker, kde vSechny samice byly heterozygotky ehwvBisamci homozygoti. U dalSich
5 polymorfnich lokus jsem objevila prawpodobnou vazbu na pohlavni chromozom Z.
Pokud by tomu tak bylo, samice by byly homozyggimi alelu Z, ale ve skutrosti by
se jednalo o hemizygotky a samci by byli homozygwbo heterozygoti pro jednu
z alel.

Celkem se mi u 10 né&jpuznych jeding ¢apa simbila pod#do charakterizovat

45 nezavislych polymorfnich mikrosatelitovych lokus
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8. Seznam pouzitych zkratek

bp
DNA
Hexp
Hobs
ND
k
PCR
PIC
Ta

ts

base pairspar bazi

deoxyribonucleic aciddeoxyribonukleotidova kyselina
expected heterozygosityekavana heterozygotnost
observed heterozygosifyozorovana heterozygotnost

not done nevyhodnoceno

pccet alel

polymerase chain reactippolymerazovdettzova reakce
polymorphic information contenbbsah polymorfni informace
annealing temperaturdeplota nasednuti printer

separation timegdélka elektroforetické separace
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