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SOUHRN

Tuto diplomovou praci jsem zpracovavala na téma analyza a charakteristika

polymorfnich cross-species mikrosatelitt u potapky rohace (Podiceps cristatus).

V teoretické Casti prace jsem se zabyvala popisem celedi potapkovitych, jakoz
I vlastniho druhu potapky rohace, a jejimu fylogenetickému zatazeni v ramci tfidy
ptakut. Dale jsem obecné vysvétlila pojem mikrosatelit a cross-species PCR amplifikace.
Nakonec jsem charakterizovala mikrosatelitové lokusy vhodné pro testovani u potapky

rohace.

Pro potapku rohace nebyly doposud popsany zadné polymorfni mikrosatelitové
lokusy, cilem experimentalni ¢asti mé prace tedy bylo jejich nalezeni pomoci cross-
species PCR amplifikace. Celkov¢ jsem otestovala 407 mikrosatelitovych lokusu, které
zahrnovaly vSechny znamé lokusy odvozené od zastupci tadi potapek, potaplic,
brodivych, veslonohych a plamendki a dale nékolik vybranych lokusti odvozenych od
zastupcti z fadt dlouhokfidlych, vrubozobych, tucidkii a sudokopytnikii. Takto jsem
nalezla 41 parG primert amplifikujicich 42 polymorfnich lokust (jeden par primert
amplifikoval dva polymorfni lokusy). U vSech lokust jsem urcila alelové konstituce na
13 nepiibuznych jedincich a nasledné je charakterizovala programy Cervus 3.0.3
aGenepop 4.1. Na zakladé téchto statistickych dat jsem vybrala 4 polymorfni
mikrosatelitové lokusy vhodné pro determinaci paternity u potapky rohace. Dale jsem
U vSech jedinct urcila pohlavi a na zaklad¢ toho detekovala 5 mikrosatelitovych lokusi
ve vazbé na pohlavi, Z nichZ jeden byl urcité, dalsi tf1 pravdépodobné (bylo by moZné
potvrdit aZ po otestovani vétSiho poctu jedincl) vazané na chromozom Z a paty se

choval jako pohlavni marker.



SUMMARY

| processed this master thesis on the topic of the analysis and characterization of

polymorphic cross-species microsatellites in Great Crested Grebe (Podiceps cristatus).

In the theoretical part of my thesis | focused on describing the family Grebes, as
well as its own species Great Crested Grebe, and its phylogenetic classification within
the class of birds. I also explained the general term microsatellite and cross-species
PCR amplification. Finally, | characterized microsatellite loci suitable for testing in
Great Crested Grebe.

For Great Crested Grebe have not been described any polymorphic
microsatellite loci yet, so the aim of the experimental part of my thesis was their finding
using cross-species PCR amplification. Overall, | tested 407 microsatellite loci, which
included all known loci derived from representatives of the orders grebes, loons, storks,
pelecaniformes and flamingos as well as several selected loci derived from
representatives of the orders charadriiformes, ducks, penguins and ungulates. Thus
| found 41 primer pairs that amplified 42 polymorphic loci (one primer pair amplified
two polymorphic loci). For all loci | identified allelic constitution in 13 unrelated
individuals and subsequently characterized by the programs Cervus 3.0.3 and Genepop
4.1. Based on these statistical data, | chose four polymorphic microsatellite loci suitable
for determination of paternity in Great Crested Grebe. | also determined sex in all
individuals and based on of this I detected 5 sex-linked microsatellite loci, one of which
was certainly, three more probably (it would be confirmed after testing a larger number

of individuals) linked to chromosome Z and fifth acted as a marker for sex determination.
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1 UVOD

Mikrosatelity jsou tandemové opakované motivy jednoduchych sekvenci DNA
vyskytujici se ve vSech eukaryotickych 1 prokaryotickych genomech. V dusledku
vysoké urovné polymorfizmu v po¢tu repetic jsou Casto pouzivany jako genetické
markery V popula¢né-genetickych studiich, pfi studiich paternitnich vztaht, ale
i napiiklad ve forenzni DNA analyze. Izolace mikrosatelitovych lokusi de novo je
¢asove 1 finanné naro¢nd, proto jsou pro piibuzné druhy levnéji hledany pomoci cross-
species PCR amplifikace jiz znamych lokusd.

Potapka roha¢ (Podiceps cristatus) je zafazena v Cerveném seznamu do
kategorie zranitelnych druhii, proto je dulezité¢ studovat jeji populace mimo jiné
molekularng-genetickymi metodami. Ukolem této diplomové prace tedy bude nalezeni
doposud neexistujicich polymorfnich markertit u tohoto druhu pomoci cross-species
PCR amplifikace vSech dosud popsanych mikrosatelitovych lokusti od zastupct z fada
potapek, potaplic, brodivych, veslonohych, plamendki a né€kolika vybranych lokust
odvozenych z tadu dlouhoktidlych, vrubozobych, tucndki a sudokopytnikii. Dale pak
budu tyto lokusy charakterizovat pro nésledné pouziti ke studiu paternity a dalSich

populaénich charakteristik u tohoto druhu.



2 CILE PRACE

1. Shromazdéni dostupnych literarnich zdroji a vypracovani reSerSe na téma

diplomov¢ prace.

2.  Otestovani primerd amplifikujicich mikrosatelitové lokusy, které jsou znamé od
taxonomicky pfibuznych druhd ptakd, za ucelem zjisténi jejich polymorfizmu

u potapky rohace.

3. Charakterizovani  polymorfnich  cross-species mikrosatelitovych  lokustu

nalezenych u potapky rohace.



3 LITERALNI PREHLED

3.1 Celed potapkoviti

Celed’ potapkovitych (Podicipedidae) predstavuji mali az stfedné velci vodni ptaci
velmi dobie ptizpisobeni k plavani a potapéni (Fjeldsa, 2004; Gaisler a Zima, 2007).
Jejich velikost je znan€ rozmanita, od malych druhti s délkou téla kolem 25 cm az po
75 cm uvelkych druht. Co se tyce struktury téla, tvofi homogenni skupinu - maji
Spicaty zobak, spiSe malou hlavu, $tihly krk, kratké aerodynamické télo, zakrnély ocas
a malo pneumatizované kosti (Hudec a kol., 1994; Fjeldsé, 2004). Vyznacuji se jemnym
hustym opetfenim a velkou kostréni zlazou (Gaisler a Zima, 2007).

Charakteristicka je pro né lemovand noha, kazdy prst je samostatné vrouben
Sirokym koZovitym lemem a sousedni lemy srlstaji jen pii koteni prstit (Hudec a kol.,
1994; Gaisler a Zima, 2007). Navic jsou jejich nohy v paté velmi pohyblivé, posazené
zna¢né dozadu téla a ve vodorovné pozici s povrchem vody (Hudec a kol., 1994;
Fjeldsé, 2004). To jim umoziuje velkou obratnost a rychlost pfi pronasledovani ryb
a bezobratlych Zivocichil, jimiz se zivi (Fjeldsd, 1994). Potapéni jsou piizplsobeni
i fyziologicky, jejich tmavé Cervena barva svalti odrazi silnou schopnost ukladat kyslik
jako oxyhemoglobin a oxymyoglobin. Vétsi druhy se v mofi dokazou potopit az do
hloubky 40 m (Fjeldsa, 2004).

Potapkoviti jsou jedini ptéci, ktefi jsou schopni stravit cely zivot na vod¢, stavi si
plovouci hnizda z rostlinnych ¢éasti ukotvend v jezerni vegetaci, tudiZ nepotiebuji ani
v dobé hnizdéni pevnou zem (Fjeldsd, 2004). Ziji v monogamii, jsou prosluli svym
Zivym a pohyblivym tokem. Mnohé¢ druhy maji v hnizdnim Saté pestré zbarveni a na
hlavné vztycitelné pérové razky a limce (Hudec a kol., 1994). Kladou nejc¢astéji 3-7 bile
zbarvenych vajec. Mlad’ata jsou schopna ihned po vylihnuti plavat. Kviili nedokonalé
termoregulaci vSak nesnesou dlouhodoby styk s vodou, proto se zpocatku vozi na
zadech rodiclh. Potrava je mlad’atim lovena a zpocatku podavana do zobdku jejich
rodici, pozdé&ji jen pfedkladana, jedna se tedy o druhy polokrmivé (Hudec a kol., 1994).

Zastupci potapkovitych Ziji ve stojatych vodach témét na celém svété (Fjeldsd,
2004). Druhy hnizdici na severni polokouli odlétaji zimovat na motské biehy a jezera
teplejSich oblasti, druhy ve stabilnich klimatickych podminkach Ziji vétSinou na stejném

uzemi celorocné (Fjeldsa, 1994). Létaji velmi rychle a pfimocate, ale z vody startuji



dost ztézka, musi se nejprve rozbéhnout po hladiné (Fjeldsa, 1994; Gaisler a Zima,
2007).

Nejveétsim nebezpecim pro tyto vodni ptaky je niceni jejich ptirozeného prostiedi.
V disledku své mimotadné potravni specializace jsou velice citlivi na zmény
v ekosystémech jezer. Skodi jim zejména zneistovani a vysouseni mél¢in, na kterych
hnizdi (Fjeldsa, 1994).

K zvlastnim zvyktim celedi potapkovitych patii polykani vlastniho pefi, které
muze zaplnit az polovinu objemu zaludku. Zatka z pefi vytvofend v pyloru u¢inné brani
priniku pevnych casti kofisti do stfev, coz potvrzuje fakt, Ze obsah stfev je tvoien jen
tekutinou. Pefi se také vyznamné podili na tvorbé vyvrzka (Fjeldsa, 2004). Nejvetsi
vyznam tohoto jevu tedy zfejmée spociva v ochrané traviciho traktu ptfed mechanickym
poskozenim ostrymi kostmi pozienych ryb (Hudec a kol., 1994; Fjeldsa, 2004).

Do celedi potapkovitych podle Fjeldsa (2004) patii 22 druhii zatazenych do 7
roda (Ceské nazvy uvedeny podle Anonymous (2006)): Rollandia (potapka Rollandova,
potapka kratkoktidla), Tachybaptus (potapka australska, potapka mala, potapka
skoticovohrdla, potapka madagaskarska, potapka nejmensi), Podilymbus (potapka
americka, potapka obrovskd), Poliocephalus (potapka Sedohlava, potapka
novozélandska), Podicephorus (potapka velka), Podiceps (potapka Zlutorohd, potapka
rudokrka, potapka rohac, potapka cernokrka, potapka andska, potapka stribiita, potapka
Taczanowského, potapka argentinska), Aechmophorus (potiapka zapadni, potapka
Clarkova; Sachs a Hughes (1999) uvadégji v ptirodé se vyskytujiciho kiiZzence téchto
dvou druhi — hybrid potipky zépadni/Clarkovy). Systematické zatazeni Cceledi
potapkovitych podle Hudec a kol. (1994) a Gaisler a Zima (2007) je nasledujici:

Rise: 7ivo¢isna (Animalia)
Kmen: strunatci (Chordata)

Podkmen: obratlovci (Vertebrata)

Ttida: ptaci (Aves)
Rad: potapky (Podicipediformes)
Celed: potapkoviti (Podicipedidae)

V Ceské republice se vyskytuje pét druhil této Geledi, ale bézné jsou jen tfi
(Gaisler a Zima, 2007). Potapka mala (Tachybaptus ruficollis) je hojnd na riznych

vodach, vcetné malych nadrzi, zimuje na nezamrzlych fekach. Potapka cernokrka
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(Podiceps nigricollis) hnizdi na vétSich rybnicich a mélkych vodnich nadrzich s hustym
porostem, u nds zimuje jen ojedinéle. Nejvétsim druhem u nés je potdpka rohac
(Podiceps cristatus), ktera obyva vétsi vodni plochy s okrajovymi porosty, v zimé
nezamrzlé vétsi toky (Dungel a Hudec, 2001; Gaisler a Zima, 2007). V malém poctu
a zfidka v CR hnizdi a zimuje také potapka rudokrka (Podiceps grisegena) a potapka
Zlutoroha (Podiceps auritus) (Dungel a Hudec, 2001).

3.1.1 Potapka rohac

Potapka roha¢ (Podiceps cristatus) patii k vétSim ptakim obyvajicim vodni
prostiedi, dorasta délky 50 cm a vazi kolem 1,2 kg; samice je o néco malo mensi
(Fjeldsa, 2004; Stastny akol., 2006). Vyznaluje se stihlym krkem s dlouhym
dykovitym zobdkem (Fjeldsd, 2004), ve svatebnim Satu na hlavé prodlouzenym cernym
pefim tvoticim rizky (dvojitou chocholku) a po strandch hlavy (na hrdle) hnédym petim
tvoricim limec. V prostém Satu je chocholka jen naznacend a limec sotva znatelny.
Hibet a Sije jsou hnédocerné, spodina téla a predni ¢ast krku svitivé bila. U mlad’at
nejsou ruzky ani limec vyvinuty a na tvafich jsou podélné tmavé prouzky (Hudec a kol.,

1994). Vzhled dospélych ve svatebnim Satu a mladéte je vidét na Obr. 1.
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Obr. 1: Rodic¢e a mlad¢ potapky rohace (vlevo samec, vpravo samice).

(Zdroj: http://www.mos-cso.cz/cz/galerie/album-dolezal)

Hlavni potravu potapky rohace tvoti drobné ryby (okoun, jezdik, hrouzek, plotice
apod.), pocetn¢ hmyz a jeho larvy, mekkysi i jini bezobratli, vzacné zaby nebo uzovky.
Za potravou se pievazné potapi, drobné ¢lenovce sbird z vodni hladiny.

Vyskytuje se hojné v souvislém aredlu v Evropé a Asii (nejpocetnéjsi poddruh
Podiceps cristatus cristatus), izolované¢ v mensich hnizdistich v Africe (poddruh
Podiceps cristatus infuscatus) i v Australii a Novém Zélandu (poddruh Podiceps
cristatus australis) (Hudec akol., 1994; Fjeldsa, 2004; Stastny akol., 2006).
V soucasné dobé¢ Zije v Evropé ptes 300 000 parti a populace je charakterizovand jako
zabezpecena. Jedna se prevazné o tazny druh, evropsti ptaci zimuji v pfimoiské oblasti
Severniho a Baltského mote nebo na Stiedozemnim a Cerném mofi.

Potapky z CR zimuji ve Stfedomoii mezi Italii a Skadarskym jezerem, nékteré
ojedinéle ziistdvaji na naSich nezamrzlych tocich. V obdobi let 2001-2003 hnizdilo
v CR 2 500 az 5000 part potapky rohade, proti poéetnosti v roce 1989 jde o pokles

témet o 30 %. Pficiny snizovani pocti jsou pravdépodobné v intenzivnim rybni¢nim
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hospodaistvi véetnd uprav rybnikii. Proto je v Cerveném seznamu potipka rohad
zafazena do kategorie zranitelného druhu (Stastny a kol., 2006).

Vétsinou hnizdi v jednotlivych péarech, vzacngji i v podetnych koloniich, v CR
jsou v8ak znamy jen mens$i kolonie (Hudec a kol., 1994). Preferuji oteviené vodni
plochy s okrajovymi porosty (Fjeldsa, 2004). Na hnizdistich se objevuji zaatkem az
koncem biezna a opoustéji je mezi koncem srpna aZ fijnem (Stastny a kol., 2006).
Ihned po priletu zacina tok, ktery je u téchto potapek velmi ritualizovany a slozity.
Sklada se z rlznych fazi, pii kterych samice a samec potfdsaji hlavami, v zobacich
vynaseji kousky vodnich rostlin, echraji si pefi, potapéji se nebo se naopak vztycuji na
vod¢ a vydavaji pfi tom kvokavy zvuk kok. Také stavéni hnizda je zna¢né ritualizované
a tzemi v okoli hnizda si potapky héji (vyhruzné a bojové postoje).

Tvofi monogamni pary a o mlad’ata pecuji oba rodice. Vejce snaseji na plovouci
hnizda, vytvotfena ze zbytkli vodnich rostlin, ukotvend mezi rakosim prostfednictvim
vodnich rostlin, v zaplavenych houstinach nebo i na klidné volné hlading. V CR je
bézné hnizdéni jen jednou za rok, ale v jinych oblastech jsou pomérné bézna dvé, ziidka
1 tf1 hnizda (Hudec a kol., 1994; Fjeldsa, 2004). Velikost snlisky se pohybuje od 1 do 9

vajec, primérné kolem 4 vajec (Fjeldsa, 2004).

3.1.2 Fylogenetické vztahy celedi potapkovitych

Ackoliv jsou evoluéni vztahy mezi hlavnimi skupinami ptakl intenzivné
studovany, vysledky jsou stale sporné. Pouze dva nody u zékladny evolu¢niho stromu
ptakli  jsou soucasn€ podporovany jak molekularné genetickymi (DNA-DNA
hybridizace, analyza mitochondridlnich genomi, ribozomdlni RNA, exonovych
a intronovych sekvenci), tak morfologicko fylogenetickymi daty. Prvni nodus rozd¢luje
Paleognathae (bézci a tinamy) a Neognathae (ostatni ptaci). Druhy rozdéluje
Neognathae na Galloanserae (kur, kachna) a Neoaves (ostatni Neognathae).

Fylogeneze ptakl obecné souvisi s prostiedim, ve kterém ziji. Nicméné adaptace
vznikaly béhem evoluce evidentné nékolikrat, to vysvétluje, pro¢ napiiklad mnoho
ptakt zijicich u vody neni soucasti kladu vodnich ptakti (faetonoviti, plamendci,
potapky) a naopak ptéaci zijici na sousi jsou zafazeni mimo klady suchozemskych ptaka
(turakoviti, holuboviti, stepokuroviti, kukackoviti) (Hackett a kol., 2008). Ptiklady
konvergentni evoluce muzeme najit v témét kazdé adaptivni zoné. Naptiklad, jak

potapkoviti (Podicipedidae), tak potaplicoviti (Gaviidae) jsou celedi specializované
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k loveni potravy pod vodou, maji tedy hodn¢ spole¢nych charakteristik. Maji viceméné
stejné Spicaté zobaky, nohy posazené na konci aerodynamického témét bezocasého téla
a jejich kostry jsou napadné podobné. Proto byli potapkoviti a potaplicoviti az do prvni
poloviny 20. stoleti zatfazovani do stejného fadu. Az v roce 1925 byly zaznamenany
prvni pochybnosti o vztahu potaplicovitych a potapkovitych vzhledem k odliSnym
jazyklim navzdory podobnému slozeni potravy. Poté byly zjistény dalsi odli$nosti, jako
rizn¢ formované nékteré casti kostry nebo nohy opatiené plovaci blanou
u potaplicovitych na rozdil od lalo¢naté nohy potapkovitych (Fjeldsa, 2004). Nyni se
zda, Ze jejich podobnost je vysledkem konvergentni evoluce, kdy se tyto skupiny
nezavisle pfizpisobovaly potapivému zplsobu zivota, nepatii tedy do stejné
fylogenetické skupiny (Fjeldsa, 1994).

Vzestup molekuldrni biologie v poslednich desetiletich oteviel nové cesty
analyzam fylogenetickych vztaht (Fjeldsd, 2004). Sibley a Ahlquist (1990) pomoci
DNA-DNA hybridizace zjistili, ze potapkoviti pfedstavuji mezi ostatnimi vodnimi
ptaky velmi izolovanou linii a potaplicovité piemistili vedle trubkonosych a tuc¢naka.
Dalsi studie na tuto zménu ve fylogenetickém systému ptaki (oddéleni potapkovitych
od potaplicovitych) navazovaly.

Van Tuinen a kol. (2001) vyvratili hypotézu o spoleéném kladu kachnovitych
(Anatidae) aplamenakovitych  (Phoenicopteridac) a vytvofili ~ spoleény  klad
plamenakovitych s potapkovitymi (Podicipedidae). Pouzili k tomu sekven¢ni analyzy
jadernych a mitochondrialnich genomi i DNA-DNA hybridiza¢ni analyzy zastupct
hlavnich celedi ptakda.

Plamenakovité jako sesterskou ¢eled’ k potapkovitym (obé skupiny se vyvinuly
ze spolecného predka, ale specializovaly se riznym smérem, Fjeldsd, 2004) nésledné
potvrdily dal$i vyzkumy: Mayr (2004), Ericson a kol. (2006), Hackett a kol. (2008).
Plamenaci jsou dlouhonozi ptaci Zivici se drobnymi organismy, které filtruji z vody,
zatimco potapky se zivi organismy, pro které se potapi pod vodu a jsou morfologicky
velmi odli$né, sestersky vztah mezi témito skupinami tedy poskytuje zajimavy piiklad
evoluce riznych potravnich strategii ptaka (Mayr, 2004).

Morfologickymi podobnostmi mezi potdpkami a plamendky potvrdil Mayr
(2004) jejich spolecny klad, kdyz provedl kladistickou analyzu 70 morfologickych
znaki ze sedmnacti taxonl. Napiiklad pro plamendky charakteristicky humerus
s vyraznou ovalnou prohlubeninou v misté uponu musculus scapulohumeralis cranialis

byl taktéZ pozorovan u potapek.

14



Ericson a kol. (2006) pouzili genomickou DNA izolovanou ze vzorkt krve nebo
tkani 87 druhi Neoaves reprezentujicich 75 Celedi. Analyzou péti genovych oblasti
DNA (c-myc, RAG-1, myoglobin, B-fibrinogen a ornitin dekarboxylaza) potvrdili
spolecny klad plamenakovitych s potapkovitymi.

Hackett a kol. (2008) pouzili pro svij vyzkum fylogenetickych vztaht DNA
sekvenci o délce 32 kbp z devatenacti nezavislych lokust ze 169 druhti reprezentujicich
vSechny hlavni skupiny ptak. Na zaklad¢ analytického zpracovani ziskanych dat
dospéli k teseni fylogenetického zarazeni nékterych kontroverznich skupin, mimo jiné
potvrdili, ze potapky (Podicipediformes) a plamenaci (Phoenicopteriformes) tvoii

sesterské skupiny.
3.2 Mikrosatelity

Mikrosatelity, také znamé jako repetice jednoduchych sekvenci DNA (simple
sequence repeats, SSRs), jsou tandemové opakované motivy 1-6 bazi (Zane a kol.,
2002), podle zZhu a kol. (2000) motivy 2-5 bazi, Richard a Paques (2000) uvadgji 1-9
bazi. Vyskytuji se Vv kodujicich, castéji v nekodujicich oblastech vSech dosud
analyzovanych prokaryotickych a eukaryotickych genomt (Zane akol., 2002).
Z ditvodu jejich vysokého polymorfizmu v poctu jednotlivych repetic a mendelistické
dédicnosti jsou cCasto pouzivany jako genetické markery pii studiich fylogenetické
ptfibuznosti, struktury populaci, forenzni DNA analyze a v neposledni tadé pfii
genetickém mapovani (Zhu a kol., 2000; Zane a kol., 2002, Faircloth a kol., 2009).

Vysokd urovenn polymorfizmu mikrosatelitovych lokust je zplisobena vysokou
mutacni rychlosti, pficemz vySS§i rychlost je prokézana v nekddujicich oblastech
genomu (Hardy a kol., 2002; Zane a kol., 2002). Pocet repetic obvykle stoupa nebo
klesa po jednotlivych repetitivnich jednotkach (Zhu a kol., 2000). Cim v&tsi je rozdil ve
velikosti mezi dvéma alelami, tim vyssi je pocet mutacnich udalosti (¢asova prodleva),
ke kterym dosSlo v pribéhu evoluce od spoleéného piedka (Hardy a kol., 2002).
Pricinnou téchto mutaci je prevazné sklouznuti (slippage) DNA polymerazy béhem
replikace (Zhu a kol., 2000).

Obvykle jsou mikrosatelitové lokusy de novo izolovany z parcialnich
genomickych knihoven studovaného druhu screenovanim tisice klonli pomoci

hybridizace se sondami obsahujicimi repetice. Tato klasicka strategie je vSak méné
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uzitecna napriklad pfi praci s taxony s velmi nizkou frekvenci mikrosatelitt, jako jsou
ptaci nebo rostliny. Proto se vyvijeji modifikace postupu izolace, napiiklad hledani
novych mikrosateliti pomoci bud’ repetici ohranicenych nédhodnych primert nebo
pouzitim RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) primert a nasledné
Southernovy hybridizace produkti polymerazové fetézové reakce se sondami
mikrosateliti (Zane a kol., 2002). Dalsim zpiisobem, jak zvySit UspéSnost izolace
novych mikrosatelitovych lokusti naptfiklad u ptdkt je konstrukce o mikrosatelity
obohacené¢ genomické knihovny (Longmire a kol., 1999; McGuire a Noor, 2002).
Protoze vyvoj novych druhové specifickych mikrosatelitovych primert je
financn¢ a Casov€ narocny, nové nalezené primery jsou uspéSné testovany pro
mezidruhovou amplifikaci u ptibuznych druhti (cross-species PCR amplifikace). Timto
zpusobem lze ziskat uzite¢ny soubor markerd bez jejich slozité izolace pro kazdy druh

zvlast (Galbusera a kol., 2000).

3.2.1 Cross-species mikrosatelity

Mikrosatelity patifi v soucasné dobé mezi nejcastéji pouzivané genetické
markery Vv populacné biologickych studiich. Nicméné, jeden z hlavnich dtvodi
omezené¢ho uplatnéni mikrosateliti je nedostatek univerzalnich PCR primerd, které
uspesné amplifikuji homologni produkty v ramci Sirokého spektra druht. Ackoli
mikrosatelitové primery nelze obecné pouzit univerzdlné, urcitd uroven PCR
amplifikace mikrosatelitovych lokusi mezi blizce piibuznymi druhy je moZna
a oznacuje se jako cross-species PCR amplifikace.
mikrosatelitovych lokusii je negativni asociace s genetickou vzdalenosti zdrojového
acilového druhu, coz znamena, ze jejich PCR amplifikace se sniZzuje s rostouci
genetickou vzdélenosti (Primmer a kol, 1996; Primmer a kol., 2005). Podil
polymorfnich lokusi mezi témito markery naznacuje, Ze béhem evoluce jsou
zachovavany pouze kratké repetice (Primmer a kol., 1996). Od divergence zdrojového
a cilového druhu ze spole¢ného predka se primérna délka alel v jednotlivych lokusech
vyvijela nezavisle u obou druhi, Ellegren akol. (1995) ve své praci uvadeji, ze
pramérna délka mikrosatelitového lokusu zdrojového druhu je vzdy vyssi ve srovnani
s primérnou délkou stejn¢ho lokusu u cilového druhu. Vzhledem k tématu mé prace

stoji za zminku pozorovani Barbara a kol. (2007), totiz, ze pokles uspé$né cross-species
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PCR amplifikace mezi rody v ramci Celedi je strméj$i u bezobratlych a ptakd ve
srovnani s plazy asavci. Na druhou stranu vSak bylo u ptakt vyznamné procento
markerti ispésné amplifikovano dokonce i mezi rozdilnymi celedémi.

Mezi dalsi faktory ovliviiujici GspéSnost cross-species PCR amplifikace patii
podle Primmer a kol. (2005) teplota annealingu PCR reakce, kdy se pfi jejim snizeni
vyrazné zvySuje Sance UspéSné cross-species PCR amplifikace. Dale, délka
mikrosatelitu u zdrojového druhu (pocet repetitivnich jednotek) je v pozitivni korelaci
s podilem cilovych druhti, u kterych byl objevem polymorfizmus. Napiiklad cross-
species PCR amplifikujici lokus obsahujici dvacet a vice repetitivnich jednotek
u zdrojového druhu mél v praci Primmer a kol. (2005) z 56 % vétsi pravdépodobnost
odhaleni polymorfizmu u cilového druhu nez lokus obsahujici méné nez deset
repetitivnich jednotek u zdrojového druhu. Pocet repetic tedy mlze byt povazovan za
ptresny indikator lokusového polymorfizmu.

Barbara a kol. (2007) mimo jiné zjistili, ze na uspéch cross-species PCR
amplifikovanych mikrosatelit mé vliv také rozmnozovaci systém. Niz$i uspéSnost PCR
amplifikace byla prokdzana ptfedevSim u samospraSnych druht rostlin, coz miize byt
vysvétleno vétsi pravdépodobnosti akumulaci mutaci (v dasledku malé efektivni
velikosti populace) vedoucich ke konzervaci mikrosatelitovych markerd. Zptisob a mira
zmén v genomu u rostlin se v8ak napadné liSi od zivocicht. Barbara a kol. (2007) dale
prokazali negativni efekt genomové velikosti (C hodnoty) na u¢innost Cross-species
PCR amplifikace, to znamena, ze amplifikace je vyS$i U druhd, u kterych je velikost

genomu niz$i neZ u zdrojového druhu.

3.2.2 Mikrosatelity popsané u druhi z Celedi potapkovitych

Doposud byly de novo izolovany mikrosatelity pouze od dvou druhu z ¢eledi
potapkovitych (Podicipedidae), a to sice od potapky rudokrké (Podiceps grisegena)
a potapky zapadni (Aechmophorus occidentalis) (Sachs a Hughes, 1999; Humple,
2009).

Sachs a Hughes (1999) odvodili a charakterizovali sedm mikrosatelitovych
lokust od potapky rudokrké (PgAATI1 az PgAAT41) s cilem prozkoumat evoluc¢ni role
hnizdéni v koloniich. Dale otestovali polymorfizmus téchto lokusi na péti jedincich péti

dalsich druhti a jedné hybridni formé potapky, konkrétné u potidpky cCernokrké
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(Podiceps nigricollis), potapky zlutorohé (Podiceps auritus), potapky americké
(Podilymbus podiceps), potapky zapadni (Aechmophorus occidentalis), potapky
Clarkovy (Aechmophorus clarkil) a u hybrida potapky zapadni/Clarkovy
(Aechmophorus occidentalis/clarkii). VSech sedm mikrosatelitovych lokusti bylo
polymorfnich u 87 jedinct potapky rudokrké se sedmi az osmndcti alelami na lokus
a heterozygotnosti v rozsahu od 65 do 86 %. U ostatnich testovanych druhti byla cross-
species PCR amplifikace s navrZzenymi primery méné U¢inna. VSechny lokusy byly
polymorfni pouze u potapky zlutorohé s pocty alel od téi do sedmi na lokus. U blizce
ptibuzné potapky Cernokrké byly naopak vSechny lokusy monomorfni, coz ale zfejme
souvisi s nizkou efektivni velikosti populace. U zbyvajicich testovanych druhti byly
nckteré lokusy nehodnotitelné a u ostatnich se pocty alel pohybovaly od jedné do péti
na lokus. Tyto primery byly testovany na vétsim poctu jedinct (7-13) potapky zapadni a
potapky Clarkovy také v ramci prace Humple (2009), kde bylo dosazeno srovnatelnych
vysledkd.

Humple (2009) ve své diplomové praci izolovala jedendact tetranukleotidovych
mikrosatelitovych lokusi od potapky zapadni (B8 az G215) se zdmérem studovat
strukturu hnizdni populace v zdpadni ¢asti Severni Ameriky. Téchto jedenéct
mikrosatelitovych lokust otestovala i u potapky Clarkovy. Jak u zdrojového druhu
potapky zapadni, tak u potapky Clarkovy byly vSechny lokusy polymorfni s dvéma az
deseti alelami na lokus. Hodnoty ocekavané heterozygotnosti se pohybovaly v rozmezi
0,482-0,857 a hodnoty pozorované heterozygotnosti v rozmezi 0,188-0,875. Dale tento
soubor mikrosatelitovych lokust testovala vzdy na jednom jedinci péti dalSich druhi
z ¢eledi potapkovitych, a to konkrétné u potapky rudokrké, potapky Zlutorohé, potapky
cernokrké, potapky americké a potapky nejmensi (Tachybaptus dominicus). PCR
amplifikace vSech lokust byla tspésna (1 az 2 alely) alesponi na jednom testovaném
druhu a pouze u potapky zlutorohé byly uspé$né amplifikovany vSechny lokusy.
U ostatnich druhii poskytovala PCR reakce nekterych lokusti nehodnotitelné, poptipadé
zadné produkty. Tyto vysledky vSak maji vzhledem k velmi nizkému poctu

otestovanych jedinct (pouze 1) malou vypovidajici hodnotu.
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3.2.3Dalsi vhodné mikrosatelity pro testovani u potapky

rohace

Jak jsem jiz uvedla v kapitole Fylogenetické vztahy celedi potapkovitych, podle
nejnovejSich studii tvoii potapky a plamenaci sesterské skupiny. Ve zminované kapitole
jsem také rozvedla problematicky vztah potapek a potaplic. Piesto, ze jsou si tyto fady
v mnohém podobné, Hackett a kol. (2008) umistili potaplice do kladu vodnich ptaki
spolu s brodivymi a veslonohymi, zatimco potapky s plamenaky zaradili mimo tento
klad do pifibuznosti ¢eledi faetonovitych, coz potvrzuje i studie Van Tuinen a kol.
(2001), naopak jina studie (Morgan-Richards a kol., 2008) uvadi jako sesterskou
skupinu ke spole¢nému kladu potapek s plamenaky dlouhokiidlé. Veslonohé a brodivé
Hackett a kol. (2008) zatadili ve své fylogenetické studii do spole¢ného kladu, ve
kterém dochazi k promichdvani zéastupci téchto dvou fadi. Umisténi celedi
pelikdnovitych (Pelecanidae) tradicné patficich do faddu veslonohych se zdd byt
s podporou novych molekularnich dat sporné, naptiklad Ericson a kol. (2006) je tadi
k ¢lunozobcovitym (Balaenicipitidae) a kladivousovitym (Scopidae). Dalsi zménou
oproti klasickému systému ptakl je vyclenéni Celedi faetonovitych (Phaetontidae)
z veslonohych, Van Tuinen a kol. (2001) je tadi jako sesterskou skupinu kladu potapek
s plamenaky, kdezto Morgan-Richards a kol. (2008) je umistuji jako sesterskou skupinu
k dravcim. V jiné studii McCormack a kol. (2013) zase uvadéji faetonovité jako
sesterskou celed’ k slunatcovitym (Eurypygidae) z fddu kratkokiidlych (Gruiformes)
a tyto dvé skupiny spole¢né fadi jako sestersky klad k potapkam a plamendkim.

Na zaklad¢ téchto fylogenetickych vztahi potapek uvadim charakteristiku
vhodnych mikrosatelitovych lokust pro cross-species PCR amplifikaci u potapky

rohace odvozenych od zastupct z fada plamenaci, potaplice, veslonozi a brodivi.

3.2.3.1 Mikrosatelity popsané u druht z Fadu plamenaci

Doposud byly popsané mikrosatelity u dvou druhti z fadu plamenaci, a to sice u
plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber) a plamenaka rtuzového (P. roseus)
(Preston, 2005; Kapil a kol., 2009; Drobek, 2010; Geraci a kol., 2010).

Z deviti polymorfnich mikrosatelitovych lokusti odvozenych od plamenaka

karibského uvedenych v praci Kapila a kol. (2009), dva tvofi komplexni slozené
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repetice (Prup3 a Prup5) a ostatni (Prupl, Prup2 Prup4, Prup6, Prup7, Prup8 a Prup9)
Cisté tfinukleotidové repetice. Primery byly navrzeny na zakladé sekvence kloni
obsahujicich mikrosatelity z parcialni genomové knihovny ziskané z DNA piiblizné
Sedesati plamenaku zijicich v Mexiku. Charakteristika téchto polymorfnich lokust byla
provedena pomoci na PCR zalozené genotypizaci u 38 az 97 jedincli. Pozorovana
heterozygotnost byla vrozmezi od 0,12-0,91, vSechny Ilokusy byly v Hardy-
Weinbergové rovnovaze, zadné lokusy nebyly ve vazbé a pocet alel byl stanoven
v rozmezi od 3 do 14 na lokus. Nicméné Drobek (2010) ve své diplomové praci dospél
k zavéru, ze 3 rtizné pary primert navrzené pro PCR amplifikaci lokusti Prup7, Prup8
a Prup9 ve skutecnosti amplifikuji pouze jeden lokus, tudiz od plamendka karibského
Kapil a kol. (2009) ziejmé& izolovali pouze 7 mikrosatelitovych lokust. Dalsi
mikrosatelitovy lokus (Prupl3) publikovala ve své dizertacni praci Preston (2005), pro
ktery genotypizaci 39 jedincii plamenaka karibského nalezla 21 alel.

Pro de novo izolaci mikrosatelitovych lokusti od plamenaka rizového pouzili
Geraci a kol. (2010) DNA izolovanou z krve deseti mlad’at z jedné hnizdni kolonie ve
Francii. Po konstrukci ¢ty parcidlnich genomickych knihoven bylo vyizolovéno
37 mikrosatelitovych lokust (PrA2 az PrD139). Pro jednotlivé lokusy byly urceny
genotypy u 24-30 mlad’at plamenéka rizového v ramci jedné hnizdni kolonie, pocet alel
se pohyboval mezi 2 az 33 na lokus, primérna pozorovana heterozygotnost byla 0,856,
ofekavana 0,647, jen jeden lokus nebyl v Hardy-Weinbergové rovnovaze a zadné
lokusy nebyly ve vazbé. Neyjméné alel (2) vykazovaly lokusy PrAl11 a PrB2, nejvice
(33, 32) pak PrA105 a PrB102.

3.2.3.2 Mikrosatelity popsané u druhu z fadu potaplic

McMillan a kol. (2004) popsali primery a podminky PCR amplifikace sedmi
mikrosatelitovych lokust (GImA9EPA az GimE11EPA), které izolovali z potéaplice
ledni (Gavia immer). Primery testovali na 83 jedincich z deseti lokalit v Severni
Americe, U jednotlivych lokust nalezli dvé az sedm alel s pozorovanou

heterozygotnosti v rozmezi 0,048 az 0,695.
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3.2.3.3 Mikrosatelity popsané u druhii z Fadu veslonohych

Z Celedi faetonovitych (Phaetontidae) byly de novo izolovany mikrosatelitové
lokusy pouze od jednoho druhu (faetona Zlutozobého, Phaethon lepturus).

Ke konstrukci genomické knihovny faetona zlutozobého pro izolaci
mikrosatelitli pouzili Humeau a kol. (2010) DNA jednoho mrtvého jedince nalezeného
na ostrové Réunion v Indickém oceanu. Objevili jedendct mikrosatelitovych lokusii
(P3A3 az P4G1), pomoci kterych urcili genotypy 55 jedinct, pocet alel na lokus se
pohyboval od 2 do 38, nebyly zaznamenany zadné nulové alely, pozorovana
heterozygotnost byla mezi 0,06-0,91 a nebyla nalezena zadna odchylka od Hardy-
Weinbergovy rovnovahy. Podobnost teplot nasedani primert (annealingu) mezi lokusy
a Sirokd Skala velikosti fragmentli usnadiiuje multiplex PCR, a tak mize umoznit rychlé

generovani multilokusovych genotypi potiebnych pro studie struktury populace.

V ramci Celedi kormoranovitych (Phalacrocoracidae) bylo publikovano pét
odbornych ¢lankti popisujicich mikrosatelitové lokusy odvozené od ¢tyt druhd.

Piertney a kol. (1998) popsali sedm mikrosatelitovych lokust (PcD 2 az PcT 4)
pro kormorana velkého (Phalacrocorax carbo), vSechny se ukazaly byt extrémé
polymorfni (9 az 49 alel) u sta nepfibuznych jedincii. K provéfeni spolehlivosti téchto
lokusit u jinych druhG veslonohych byly primery testovany na kormoranovi
chocholatém, uSatém, modrookém (Phalacrocorax triceps) a poddruhu kormorana
velkého (neboli kormoranovi ¢erném, Phalacrocorax c. novaehollandiae). Vsechny
pary primerd, kromé PcD 4, poskytovaly PCR produkt pozadované velikosti a byly
polymorfni (2-11 alel na 5-20 jedincich), coz naznacuje, Ze tyto primery mohou byt
uzite¢né pro populacni studie 1 u ptibuznych druht.

U kormorana galapazského (Phalacrocorax harrisi) byly Duffiem a kol. (2008)
de novo izolované mikrosatelitové lokusy PhB2 az PhG12. Geneticka variabilita byla
stanovena pouZzitim nejméné 38 jedinct ze dvou populaci, pocet alel se pohyboval od 3
do 9 na lokus.

Fike a kol. (2009) nalezli u kormorana usatého (Phalacrocorax auritus) 24
polymorfnich mikrosatelitovych markert (COR 01 az COR 47) s pocty alel od 2 do 13.
U tohoto kormorana pak Mercer a kol. (2010) popsali dalSich 8 lokusti (Dcco-01 az
Dco0-08), u kterych byla geneticka variabilita hodnocena na Sedesati jedincich s pocty

alel mezi 2 aZ 17 na lokus. Dale byly vSechny Dcco lokusy uspé$né amplifikovany
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uUdvou piibuznych druhG: kormorana zapadniho (Phalacrocorax penicillatus)
a kormorana moiského (Phalacrocorax pelagicus), nicméné pocet alel ani pocet
testovanych jedinct autofi neuvadéji.

Barlow a kol. (2010) izolovali a charakterizovali deset polymorfnich
mikrosatelitovych markerti pro kormorana chocholatého (Phalacrocorax aristotelis),
moiského druhu vyskytujictho se endemicky v severovychodnim Atlantiku a ve
Stiedozemnim mofi. P&t mikrosateliti bylo tvofeno dinukleotidovymi repeticemi
(PhaariO1 az Phaari06) a pét tetranukleotidovymi repeticemi (PhaariO8 az Phaaril6),
jejich charakterizace byla provedena na 40 jedincich ze severovychodniho Skotska
a Korsiky. Pocet alel na lokus byl stanoven mezi 1 az 15, pozorovand Uroven
heterozygotnosti mezi lokusy v Hardy-Weinbergové rovnovaze byla v rozmezi od 0 do
0,89.

Z Celedi fregatkovitych (Fregatidae) byly izolovany mikrosatelitové lokusy
pouze od jednoho druhu (fregatky obecné, Fregata minor).

Snizend heterozygotnost spojena s inbreedingem muzZe snizit funkci imunitniho
systému, coz muze mit neblahé dusledky pro Zivotaschopnost piirozené populace.
K testovani vztahu mezi inbreedingem a imunitnimi funkcemi je tfeba znat miru
ptibuznosti mezi pary, rodokmenové udaje vSak byvaji dostupné pouze pro kratce Zijici
organismy. Proto Dearborn a kol. (2008) vyvinuli mikrosatelitové markery pro méfeni
genetické piibuznosti parh fregatky obecné — motského ptaka dozivajiciho se Ctyficeti
i vice let, ukterého dochazi pravideln¢ k pfibuzenskému kiizeni nejméné v jedné
populaci. Mikrosatelitové lokusy byly izolovany z genomové knihovny zkonstruované
z DNA jednoho samce a jedné samice fregatky obecné z ostrova Tern na Havaji.
Polymorfizmus pro 12 dinukleotidovych (Fmin0O1 az Fminl2) a 6 tetranukleotidovych
(Fmin13 aZz Fnim18) mikrosatelitovych lokusii byl stanoven u 23 jedinci fregatky (12
samcli a 11 samic) zjedné populace na Havaji. Alelickd diverzita se pohybovala
vrozmezi od dvou do dvanicti s primérnou pozorovanou heterozygotnosti 0,637
anebyla prokdzana zadnad vazba na pohlavi. Tti lokusy (Fmin0O7, Fminl1l a Fminl6)
vykazovaly vysokou homozygotnost, pravdépodobné kviili nulovym aleldm, a jeden par
lokusti (Fminl2 a Fminl8) vykazoval silnou genetickou nerovnovahu. Celkové tedy
bylo nalezeno 14 mikrosatelitovych lokusti pouzitelnych pro studie piibuzenstvi

a populaéni struktury.
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V ramci Celedi terejovitych (Sulidae) byly publikovany c¢tyfi odborné ¢lanky
popisujici mikrosatelitové lokusy odvozené od tii druhii.

Terej modronohy (Sula nebouxii) je moisky ptak zijici v koloniich, a¢ socialné
monogamni vykazuje intraspecificky hnizdni parazitismus a mimoparovou kopulaci.
Pochopeni evoluce mimoparového pareni, parového chovani a hnizdniho parazitismu
vyzaduje urceni genetickych rodi¢ti a odhad ptibuznosti mezi hnizdnimi pary. Pro tyto
ucely a také pro analyzu malych, izolovanych populaci jaké tvoii modronozi terejové
Faircloth a kol. (2009) popsali a charakterizovali jedenact mikrosatelitovych lokusi
(BOOB-RM2-F07 az BOOB-RM4-G03), které otestovali na 31 jedincich odchycenych
na ostrové Isla Isabela v Mexiku. Pocet alel na lokus se pohyboval od 3 do 22, v§echny
lokusy byly v Hardy-Weinbergové rovnovaze a zadné lokusy nebyly ve vazbé.

Taylor a kol. (2010) izolovali dalSi mikrosatelitové lokusy od tereje
modronohého (Sn2A-36 az Sn2B-100) a tereje guanového (Sula variegata) (Sv2A-2 az
Sv2B-138) pro jejich uzite¢nost v populaéné-genetickych studiich, zejména pro urceni
fylogenetické ptibuznosti v ramci celedi terejovitych. DNA pro konstrukci dvou
genomickych knihoven pro kazdy druh zvlast byla ziskdna izolaci z krve ti jedincii
tereje modronohého a tfi jedinci tereje guanového z Peru. Z celkové dvaceti navrzenych
para primert, bylo 16 spolehlivé amplifikovano u tereje modronohého nebo tereje
guanového. Deset mikrosatelitovych lokust bylo polymorfnich s informativni hodnotou
aspoil u jednoho z terejii, 8 bylo polymorfnich u tereje modronohého s 2 az 10 alelami
na lokus a 9 bylo polymorfnich u tereje guanového s?2 az 12 alelami na lokus.
Pozorovana heterozygotnost se pohybovala v rozmezi 0,29 az 0,84. Tyto vysledky byly
ziskany genotypizaci 24 jedinci tereje modronohého a 27 jedinch tereje guanového.
Mikrosatelitové lokusy Sn a Sv mohou byt také pouzity pro studium genetické struktury
populace a hybridizace mezi terejem modronohym a gudnovym. Dale byly tyto lokusy
testovany na 4 az 14 jedincich tereje zlutonohého (Sula leucogaster) se ziskanymi pocty
alel od 1 do 10 na lokus.

15 mikrosatelitovych lokust (Ss1b-16 az Ss2b-153) bylo odvozeno od tereje
cervenonohého (Sula sula) (Morris-Pocock a kol., 2010). Primérny pocet alel na lokus
byl na tficeti jedincich stanoven na 4,7 (2-11). Cross-species PCR amplifikace jedenacti
lokust byla provedena na 16 jedincich tereje modronohého a 4-8 jedincich tereje
guanového s pocty alel od 1 do 6 na lokus, u tereje guanového byly dva lokusy

nehodnotitelné.
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Z Celedi pelikanovitych (Pelecanidae) byly doposud popsané mikrosatelitové
lokusy u dvou druhd, a to sice upelikana severoamerického (Pelecanus
erythrorhynchos) a pelikana bilého (P. onocrotalus) (Hickman a kol., 2008; De Ponte
Machado a kol., 2009).

Hickman akol. (2008) nalezli pro pelikana severoamerického devét
mikrosatelitovych lokusi (PeEr 01 az PeEr 09), které testovali na 23 jedincich, vSechny
byly polymorfni s poc¢tem alel na lokus od 2 do 8.

De Ponte Machado a kol. (2009) popsali mikrosatelitové markery pro studium
rozsahu efektu hrdla lahve popsaného v zapadni Jizni Africe béhem padesatych let
minulého stoleti a k uréeni stupné genového toku mezi koloniemi u pelikana bilého.
Izolovali deset mikrosatelitovych lokust (PEL086 az PEL304), které otestovali na
celkove 46 jedincich pelikana bilého, 23 z Nambie a 23 z Jizni Afriky. VSechny lokusy
byly polymorfni s pocty alel od 2 do 19 na lokus, s pozorovanou heterozygotnosti mezi
0,261 az 0,913. Dva lokusy byly mimo Hardy-Weinbergovu rovnovahu (PEL185
u populace z Jizni Afriky a PEL221 u populace z Nambie). Zadny lokus nebyl ve vazbg.
Cross-species PCR amplifikace byla Gspé$na pro osm az deset lokust u dalSich tii
pelikant: pelikana afrického (Pelecanus rufescens), pelikana severoamerického
a pelikana hnédého (Pelecanus occidentalis), s poctem alel pohybujicich se od 1 do 6 na

lokus.

3.2.3.4 Mikrosatelity popsané u druhu z Fadu brodivych

V ramci Celedi volavkovitych (Ardeidae) bylo publikovano sedm odbornych
¢lanki popisujicich mikrosatelitové lokusy odvozené od péti druht.

Pro volavku velkou (Ardea herodias) vyvinuli McGuire a Noor (2002) primery
pro PCR amplifikaci 17 mikrosatelitovych lokusti (Ah 205 az Ah 630), u kterych
detekovali variabilitu u zdrojového druhu, a které zkouSeli amplifikovat (pocty alel ani
pocty testovanych jedinct autofi neuvadéji) u tii blizce ptibuznych druhti: volavky bilé
(Ardea alba), volavky popelavé (Ardea cinerea) a volavky jihoamerické (Ardea cocoi).
Pii genotypizaci Ctyficett a vice jedinci volavky velké bylo patnact lokust
polymorfnich a dva lokusy se zdaly byt monomorfni, ale vykazovaly variabilitu ve
velikosti produktu mezi druhy vramci rodu. Schopnost amplifikovat polymorfni
produkty u blizce pfibuznych druhl naznacuje, Ze jsou tyto markery uZite¢né i u jinych

volavek, coz potvrzuje studie Qing a kol. (2005), ktefi testovali cross-species PCR
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amplifikaci osmi téchto lokusti u dalSiho zéstupce volavkovitych. Genotypizaci 67
jedinct kvakose no¢niho dospéli k vysledkim — 6 lokusi bylo vysoce polymorfnich
(Ah 209, Ah 211, Ah 343, Ah 414, Ah 421 a Ah 522) s 8 az 18 alelami na lokus a dva
lokusy (Ah 320 a Ah 526) méné polymorfni s 2 a 3 alelami na lokus. Navic, Huang
aZhou (2011) testovali soubor téchto pari primert na ¢apu vychodnim (Ciconia
boyciana), zastupci ¢eledi ¢apovitych (Ciconiidae). Pomoci PCR amplifikace DNA z 23
jedinct nalezli u tohoto druhu 6 polymorfnich mikrosatelitovych lokusti odvozenych od
volavky velké s pocty alel od tfi do jedenacti na lokus.

Chang a kol. (2009) pouzili pro izolaci markeri DNA izolovanou ze svali
kvakoSe noc¢niho  (Nycticorax nycticorax). Celkem  charakterizovali 11
mikrosatelitovych lokusti (nycti22 az nycti36) od tohoto druhu s primérnym poctem
alel 7,5 (4-13) na lokus. Hodnoty pozorované heretozygotnosti se pohybovali od 0,25
do 1,00 a o¢ekavané heterozygotnosti od 0,51 do 0,88. Zadné lokusy nebyly ve vazbé
a jen jeden lokus nycti36 se vyznamné odchyloval od Hardy-Weinbergovy rovnovahy.
Jedenact pard primert bylo dale testovano cross-species PCR amplifikaci u dalsich
jedenacti zastupcii Celedi volavkovitych. Pii stejnych PCR podminkach jako
U zdrojového druhu byly lokusy nycti26 a nycti62 amplifikovany u vSech druhi
a lokusy nycti22, nycti68 a nyctil5 u témet vSech druhti, u ostatnich lokusi bylo taktéz
detekovano vysoké procento uspéSné PCR amplifikace mezi druhy. Pocty alel
u amplifikovanych lokust ani poCty testovanych jedinct autofi neuvadéji.

Hill a Green (2010) izolovali a charakterizovali 12 novych polymorfnich
mikrosatelitovych lokust (Er21 az Er51) od volavky Cervenavé (Egretta rufescens).
Genotypizaci provedli na 31 jedincich z jedné hnizdni kolonie v Texasu, pocet alel se
pohyboval od 2 do 10 na lokus. Dva lokusy (Er4l a Er23) nespliiovaly podminky
Hardy-Weinbergovy rovnovahy a z toho jeden lokus (Er41) pravdépodobné obsahoval
nulové alely.

Huang a kol. (2010) izolovali 18 polymorfnich mikrosatelitovych lokust (Ae01
az Ae47) od volavky zlutozobé (Egretta eulophotes) a otestovali je na dvaceti jedincich
odchycenych v provincii Fujian v Cing. Na tomto souboru detekovali na lokus 2 az 9
alel, lokus Ae25 se vyrazné odchyloval od Hardy-Weinbergovy rovnovahy a zadny par
lokusti nebyl ve vazbé. Pro vyzkum univerzalnosti primerti primarné navrzenych pro
volavku Zlutozobou, byly tyto markery testovany na amplifikaci genomické DNA
dalsich péti druhii volavek: volavky sttibtité (Egretta garzetta, n = 2), volavky pobtezni

(Egretta sacra, n = 2), volavky bilé (Ardea alba, n= 2), volavky c¢inské (Ardeola
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bacchus, n = 2) a volavky rusohlavé (Bubulcus ibis, n = 3). 18 lokusi vykazovalo
rliznou miru aspésnosti cross-species PCR amplifikace od 77,78% pro volavku pobiezni
po 100% pro volavku stiibfitou a devét lokusti bylo amplifikovano u vSech téchto
druhti. Pocty alel u amplifikovanych lokusti ani pocty testovanych jedincii autoii
neuvadgji.

Volavka rusohlava (Bubulcus ibis) je invazivni druh na celém americkém
kontinentu, pokracovani jeji expanze ohrozuje puvodni druhy ptaki. Pochopeni
populacni genetiky tohoto druhu je nezbytné pro monitorovani populaci a vyvoj
ucinnych strategii pro zastaveni Sifeni. Campanini a kol. (2012) ve své praci
prezentovali 11 polymorfnich mikrosatelitovych lokusii (BiO1 az Bi30) s poctem alel od
2 do 4 na lokus. Tyto vysledky ziskali genotypizaci 35 jedincl z kolonie na jihovychodé
Brazilie. Dale provétili tspésnost cross-species PCR amplifikace se vzorky osmi druhti
z ¢eledi volavkovitych, pro vSechny druhy byly testy uspésné u 7 lokusi (pocty alel ani
pocty testovanych jedinct autofi neuvadéji), coz dokazuje jejich potencialni uziteénost

pro genetické studie s jinymi volavkami.

V ramci Celedi ibisovitych (Threskiornithidae) bylo publikovano sedm
odbornych ¢&lankd popisujicich mikrosatelitové lokusy odvozené od &tyt druhi. Celed’
ibisovitych je rozd¢lovdana na dvé podceledi, nejprve uvadim lokusy odvozené od
zastupct kolpiku (koplik rizovy, Ajaia ajaja a kolpik maly, Platalea minor) a posléze
od zastupct ibisu (ibis ¢insky, Nipponia nippon a ibis rudy, Eudocimus ruber).

Koplik rizovy je chovan v mnoha zoologickych zahradach v USA. Tento druh
vytvaii ve volné pfirodé¢ pravdépodobné monogamni svazky, avSak v zajeti bylo
pozorovano mnoho mimoparovych mlad’at. Schopnost spravné¢ identifikovat genetickou
pfibuznost kolpikil je nutnd k zajisténi pfenosu ptdkli mezi zahradami s cilem
maximaln¢ zvysit genetickou diverzitu v populaci, a tim zajistit genetickou zdatnost
budouciho potomstva. Za timto Ucelem Sawyer a Benjamin (2006) izolovali
a charakterizovali pét polymorfnich mikrosatelitovych lokusii (Aajul az Aaju6)
s poctem alel od tfi do deviti na lokus a jeden na pohlavi vazany mikrosatelitovy lokus
(Aajud) z genomické DNA 61 kolpikd razovych ze tii zoologickych zahrad a z jedné
volné Zijici populace. Polymorfizmus lokusu Aaju4 byl omezen na dvé€ alely, jeho
vazba na pohlavi byla jednoznac¢na, protoze jedna alela byla spojena s W chromozomem
samic a druhd s Zchromozomem, tento lokus je tedy mimofddné uziteCny pro

identifikaci pohlavi. Mikrosatelitové lokusy odvozené od kolpika riizového byly také
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pouzity Mifiou a Del Lamou (2009) pifi vyvoji metody izolace DNA pro genetické
studie u populaci vodnich ptakli z vypelichaného pefi. Tato neinvazivni metoda by
mohla usnadnit odbér genetického materidlu od druhti hnizdicich v nepfistupnych
lokalitach.

Kolpik maly patii k celosvétové ohrozenym druhiim, stejné¢ jako mnoho
zastupcti fadu brodivych, s endemickym vyskytem ve vychodni Asii. Yeung a kol.
(2009) izolovali od tohoto druhu 23 mikrosatelitovych markerd (PM1-4 az PM3-31).
Na souboru 16 az 20 jedincti se pocet alel pohyboval v rozmezi od dvou do devatenacti
na lokus. Frekvence alel péti lokust se odchylovala od Hardy-Weinbergovy rovnovahy
a lokus PM2-20 byl pravdépodobné vazany na Z chromozom, protoze vSichni
homozygoti (hemizygoti) byly samice. Zbyvajicich 18 lokusi muze poskytovat
dostate¢ny soubor molekularnich markerti pro pouziti v ekologickém a konzervacné
genetickém vyzkumu téchto ohrozenych druhti. VSechny primery byly také testovany na
jednom jedinci u péti dalSich zastupct brodivych. Nicméné autoti pouze uvadéji, jestli

PCR amplifikaci vznikl produkt, ale nezminuji ptipadny polymorfizmus.

Ibis ¢insky (Nipponia nippon) je kriticky ohrozeny ptak, jeho soucasna populace
se vyvinula z poslednich &étyf volné Zijicich jedincti objevenych v roce 1981 v Cing.
Vzhledem k vysokému stupni ochrany je zna¢ny zdjem o vyhodnocovani genetické
diverzity a ptibuznosti jedincti tohoto druhu. Za timto ucelem Ji a kol. (2004) popsali
tfinact mikrosatelitovych lokusi (NnAD10 az NnNF5) na 107 jedincich ibise ¢inského.
Z toho osm bylo polymorfnich s méné nez ¢tyfmi alelami (1-3) na lokus, coz odrazi
vyrazny efekt hrdla ldhve u tohoto druhu. Pary primert byly také testovany na tfech
ptibuznych jedincich (sourozencich) ibise ¢ernohlavého (Threskiornis melanocephalus),
amplifikace byla ispé$na u vSech lokusi, z toho pét bylo polymorfnich s 2 a 3 alelami.
He a kol. (2006) uvadi jedenact mikrosatelitovych lokusti (NnOl az Nn26) s vétSim
polymorfizmen neZz Ji a kol. (2004) u ibise ¢inského s pocty alel na lokus mezi 2 azZ 5.
Tyto vysledky ziskali genotypizaci 36 jedinct z volné Zijici populace a Z populace Zijici
Vv zajeti. P&t pard lokust bylo ve vazbé (jeden u jedincii z volné Zijici populace, ostatni
ujedincti z populace chované v zajeti) a dale pét lokust vykazovalo odchylky od
Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Heterozygotnost u populace z volné piirody nebyla
vyrazné¢ rozdilnd od heterozygotnosti jedinci chovanych v zajeti, coz indikuje
podobnou genetickou diverzitu téchto dvou populaci. Mikrosatelitové lokusy odvozené

od ibise Cinského byly také testovany na polymorfizmus u ¢apa vychodniho, zastupce
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Celedi ¢apovitych, avSak neuspesné, vsechny lokusy byly monomorfni (Huang a Zhou,
2011).

Santos a kol. (2006) prezentovali ve své praci 10 polymorfnich
mikrosatelitovych lokust (Eru02 az Erull) ziskanych od ibise rudého (Eudocimus
ruber). Analyza na 45 jedincich ze tfi brazilskych pfirozenych populaci ukazala
alelickou diverzitu v rozmezi od tii do sedmnacti alel na lokus. Mira pozorované
heterozygotnosti se vyznamné liSila od Hardy-Weinbergovy rovnovahy u rtznych
lokust v kazdé populaci, jen lokus Erul0 byl v Hardy-Weinbergové rovnovaze ve vSech

populacich. Tyto odchylky v§ak mohly byt zptisobeny naptiklad fragmentaci populace.

V ramci Celedi ¢apovitych (Ciconiidae) bylo publikovano pét odbornych praci
popisujicich mikrosatelitové lokusy odvozené od tii druhti.

Tomasulo-Seccomandi a  kol.  (2003) izolovali 11  polymorfnich
mikrosatelitovych lokusdt (WSu 03 az WSu 24) od nesyta lesniho (Mycteria
americana). PCR primery testovali na dvou populacich (11 jedincich z Brazilie a 10
jedincich z USA), kdy pfi genotypizacich poskytovaly dvé az Ctyfi alely na lokus.
Vazebnd nerovnovaha byla detekovana u jednoho paru lokust (WSp 17 a WSp 18)
u populace z USA. Ne¢které ztéchto primert byly také testovany v jinych studiich.
Shephard a kol. (2009) testovali tyto primery na cross-species PCR amplifikaci u ¢apa
bilého, kde byla taktéZ prokdzana vazba lokust WSp 17 a WS 18, lokus WSu 03 byl
ziejm¢ mimo Hardy-Weinbergovu rovnovahu a pocet alel na lokus se pohyboval od
dvou do tfi na lokus. Drobek (2010) ve své diplomové praci dospél k zavéru, ze 2 rizné
pary primertt navrzené pro PCR amplifikaci lokust WSp 17 a WSp 18 amplifikuji
pouze jeden lokus, coz vysvétluje, pro¢ byla v pfedchozich pracich detekovana vazba
mezi témito dvéma lokusy. Od nesyta lesniho Tomasulo-Seccomandi a kol. (2003) tedy
ziejme izolovali pouze 10 mikrosatelitovych lokusii. Dale Wang a kol. (2011) testovali
tyto primery u ¢apa vychodniho, kde byly vSechny tfi testované lokusy (WSu 13, WSu
17 a WSp 18) polymorfni s tfemi az péti alelami na lokus. Nizka uroven polymorfizmu
téchto markerti odvozenych od nesyta lesniho je v souladu s piedeslou studii Van Den
Bussche a kol. (1999), ve které analyzou izolovanych ¢ty mikrosatelitovych lokust
(WS1 az WS6) taktéz od nesyta lesniho odhalili nizkou uroven alelové diverzity
(primérny pocet alel na lokus 2,2) mezi 136 genotypovanymi jedinci z deviti kolonif

v USA a nizkou genetickou divergenci mezi t€émito koloniemi.
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Cap bily (Ciconia ciconia) v sou¢asné dobé hnizdi v celé Evropé, ale ve 30. aZ
40. letech minulého stoleti prodélaly jeho populace vyrazné demografické zmény kvuli
upravam biotopil, zintenzivnéni zemédélstvi a ndsledné reintrodukci. Shephard a kol.
(2009) identifikovali sedm mikrosatelitovych markert (CcO1 az Cc07) od tohoto druhu
za ucelem pouziti v populacnich studiich. Analyza populace o tficeti jedincich odhalila
dv¢ az deset alel na lokus. Pary primeri mikrosatelitovych lokusti od ¢apa bilého byly
také testovany ve studii Huanga a Zhou (2011) na cross-species PCR amplifikaci u ¢apa
vychodniho (Ciconia boyciana). Po provedeni genotypizace na 23 jedincich bylo
identifikovano pét téchto lokusl jako polymorfnich s pocty alel mezi 4 a 10 na lokus.

Wang a kol. (2011) navrhli pro konzervaéni genetické studie osm
mikrosatelitovych part primert (Cbol02 az Cbo235) od ¢apa vychodniho (Ciconia
boyciana). Vsechny lokusy byly polymorfni kromé lokusu Cbo235, ktery byl
homozygotni u vSech 23 testovanych jedincti. Pocet alel na lokus se pohyboval od 2 do
8. Lokusy Cbol33 a Cbo235 byly mimo Hardy-Weinbergovu rovnovahu

a pravdépodobné obsahovaly nulové alely.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Biologicky material (krev) z tfinacti nepiibuznych jedincii potapky rohace
(Podiceps cristatus) odchycenych na rybnicich stiedni Moravy byl pro ucely mé
diplomové prace poskytnut pracovniky Ornitologické stanice v Pferové (ORNIS).

Krev 0 objemu 20-100 pl byla standardné odebrana z kiidelni zily, smichana

s 1 ml Queen’s pufru a uchovana pii 4 °C pro naslednou izolaci DNA.

4.1.1 Izolace genomické DNA z krve

Postup fenol-chloroformové izolace genomické DNA pro PCR z krve ptakt byl
pfevzaty od Maniatis a kol. (1982) a upraveny pro podminky Laboratoie populacni
genetiky na Katedie buné¢éné biologie a genetiky PiF UP v Olomouci.

1. den
K 500 pl roztoku krve v Queen’s pufru jsem piipipetovala 100 pl roztoku
proteinazy K (10 mg/ml), 100 pl 10% roztoku SDS, promichala jsem a nechala

inkubovat pfes noc za preklapéni v termostatu pii 37 °C.

2. den

Ke smési jsem pfidala 300 pl fenolu a 300 pl chloroformu, zvortexovala
a zcentrifugovala (2000 g, 2 minuty).

Vrchni fazi jsem odebrala do nové mikrozkumavky, pfipipetovala 600 ul
chloroformu, zvortexovala a zcentrifugovala (2000 g, 2 minuty). Vrchni fazi jsem opét
odebrala a zopakovala tento krok jesté jednou.

K odebranému roztoku jsem ptidala 150 pl octanu sodného (3 mol/l)
a mikrozkumavku doplnila izopropanolem. Promichala jsem a uloZzila na 2 hodiny do
-20 °C.

Mikrozkumavky jsem poté centrifugovala (13 000 g, 30 minut). Izopropanol
jsem slila, ptipipetovala 1 ml 70% ethanolu a centrifugovala (13 000 g, 15 minut).
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Ethanol jsem opatrné slila a obsah mikrozkumavky jsem nechala vysusit
v termobloku (cca 1 hodinu pii 55 °C).
K vysuSené¢ DNA jsem piidala 500 ul TE pufru a nechala rozpoustét pies noc za

stalého preklapéni v termostatu pii 40 °C.

3. den
Pomoci pfistroje NanoDrop jsem zmeéfila koncentraci DNA a vzorky jsem
uchovala v -20 °C. Pro opétovné pouziti bylo potfeba DNA znovu rozpustit pfes noc za

neustalého pieklapéni v termobloku pii 40 °C.

4.2 Mikrosatelity amplifikované u potapky rohace

PCR amplifikace jsem provadéla s primery pro mikrosatelitové lokusy, které
byly dfive popsany jako polymorfni u zdrojovych druht. Konkrétné jsem pouzila
vSechny publikované mikrosatelitové lokusy existujici pro zastupce z fadi potapek,
potaplic, brodivych, veslonohych a plamendki a dale nckolik malo lokusi od
dlouhoktidlych, vrubozobych, tu¢naklt a sudokopytniki. VSechny mikrosatelitové
lokusy, které jsem v ramci své diplomové prace testovala na polymorfizmus u potapky

rohace (Podiceps cristatus) jsou piehledné uvedeny v Tab. 1.

Tab. 1: Mikrosatelitové lokusy testované na polymorfizmus u potapky rohace.
Ve sloupcich tabulky je uveden tad, zdrojovy druh, ndzev mikrosatelitového lokusu

a literarni zdroj.

Rad Zdrojovy druh Mikrosatelitovy lokus Literarni zdroj

Potapky Potapka rudokrka | PgAAT1, PgAAT3, PgAAT6, | Sachs

(Podicipediformes) (Podiceps PgAATS, PgAAT?25, PgAAT34, | a Hughes,
grisegena) PgAAT41 1999

Potapka zapadni B8, B11, B102, B112b, B113, Humple, 2009
(Aechmophorus C5, E202, G118, G206, G209,

occidentalis) G215
Potaplice Potaplice ledni GImA9EPA, GImA12EPA, McMillan
(Gaviiformes) (Gavia immer) GIimC5EPA, GimC11EPA, a kol., 2004
GIimD9EPA, GimD12EPA,
GImE11EPA
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Tab. 1: Pokracovani 1.

Rad Zdrojovy druh Mikrosatelitovy lokus Literarni zdroj
Brodivi Kvakos no¢ni nyctil4, nyctils, nycti22, Chang a kol.,
(Ciconiiformes) (Nycticorax nycti26, nycti35, nycti36 2009
nycticorax) nycti4l, nycti43, nycti62,
nycti68, nycti74
Volavka velka Ah 205, Ah 208, Ah 209, McGuire
(Ardea herodias) | Ah 210, Ah 211, Ah 212, a Noor, 2002
Ah 217, Ah 320, Ah 341,
Ah 343, Ah 414, Ah 421,
Ah 517, Ah 522, Ah 526,
Ah 536, Ah 630
Volavka Ae01, Ae04, Ae05, Ae09, Ael3, | Huang a kol.,
Zlutozoba Ae24, Ae25, Ae26, Ae27, Ae28, | 2010
(Egretta Ae30, Ae35, Ae36, Ae37, Ae38,
eulophotes) Aed2, Aedd, Aed7
Volavka Er21, Er22, Er23, Er24, Er31, Hill a Green,
Cervenava Erdl, Eed2, Er43, Erd4, Er45, 2010
(Egretta Er46, Er51
rufescens)
Volavka BiO1, Bi08, Bil13, Bil5, Bil8, Campanini
rusohlava Bi20, Bi22, Bi26, Bi28, Bi29, a kol., 2012
(Bubulcus ibis) Bi30
Kolpik razovy Aajul, Aaju2, Aaju3, Aaju4, Sawyer
(Ajaja ajaja) Aajub, Aajub a Benjamin,
2006
Aaju SEX Podle Sawyer
Kolpik maly PM1-4, PM1-13, PM1-17, Yeung a kol.,
(Platalea minor) PM2-14, PM2-16, PM2-20, 2009
PM2-21, 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
Ibis rudy Eru02, Eru03, Eru04, Eru05, Santos a kol.,
(Eudocimus Eru06, Eru07, Eru08, Eru09, 2006
ruber) Erul0, Erull
Ibis ¢insky NnAD10, NnAF4, NnBF7, Ji akol., 2004

(Nipponia
nippon)

NnCE11, NnCG3, NnDD9,
NnEA9, NnEB12, NnEH10,
NnGF4, NnHB12, NnLF11,
NnNF5

32




Tab. 1: Pokracovani 2.

Rad Zdrojovy druh Mikrosatelitovy lokus Literarni zdroj
Brodivi Ibis ¢insky NnO1, Nn03, Nn04, Nn12, He a kol.,
(Ciconiiformes) (Nipponia Nn16, Nn17, Nn18, Nn21, 2006

nippon) Nn23, Nn25, Nn26

Cap bily Cc01, Cc02, Cc03, Cc04, Cc05, | Shephard

(Ciconia ciconia) | Cc06, Cc07 a kol., 2009

CC1, CC3, CC7, CC9, CC10,
CC13

Segelbacher,
osobni sd€leni

Cap vychodni Cbo102, Cbo108, Cbo109, Wang a kol.,
(Ciconia Cbo121, Cbo133, Cbo151, 2011
boyciana) Cho168, Cho235
Nesyt lesni WS1, WS2, WS4, WS6 Van Den
(Mycteria Bussche
americana) a kol., 1999
WSu 03, WSu 08, WSu 09, Tomasulo-
WSu 13, WS 14, WS 17, Seccomandi
WSu 18, WSu 19, WSu 20, a kol., 2003
WS 23, WSy 24
Veslonozi Faeton zlutozoby | P3A3, P3A4, P3C1, P3D7, Humeau
(Pelecaniformes) (Phaethon P3F3, P3F5, P3F7, P3G12, a kol., 2010
lepturus) P3H10, P4F2, PAG1
Kormoran PhaariO1, Phaari02, Phaari03, Barlow a kol,
chocholaty Phaari05, Phaari06, Phaari08, 2010
(Phalacrocorax Phaarill, Phaaril2, Phaaril4,
aristotelis) Phaaril6
Phaari04, PhaariO7, Phaari09, Podle Barlow
Phaaril3, Phaaril5, Phaaril7
Kormoran usaty COR 01, COR 03, COR 05, Fike a kol.,
(Phalacrocorax COR 06, COR 07, COR 12, 2009
auritus) COR 15, COR 17, COR 19,
COR 20, COR 21, COR 22,
COR 23, COR 26, COR 28,
COR 30, COR 31, COR 35,
COR 38, COR 40, COR 41,
COR 43, COR 45, COR 47
Dcco-01, Dcco-02, Dcco-03, Mercer a kol.,
Dcco-04, Dcco-05, Dcco-06, 2010

Dcco-07, Dcco-08
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Tab. 1: Pokracovani 3.

Réd

Zdrojovy druh

Mikrosatelitovy lokus

Literarni zdroj

Veslonozi
(Pelecaniformes)

Kormoran velky
(Phalacrocorax
carbo)

PcD 2, PcD 4, PcD 5, PcD 6,
PcT 1, PcT 3, PcT 4

Piertney a kol.,
1998

Kormoran PhB2, PhB4, PhB11, PhC11, Duffie a kol.,
galapazsky PhD11, PhF12, PhG8, PhG12 2008
(Phalacrocorax

harissi)

Fregatka obecna Fmin01, Fmin02, Fmin03, Dearborn
(Fregata minor) Fmin04, Fmin05, Fmin06, a kol., 2008
Fmin07, Fmin08, Fmin09,

Fminl10, Fminl11, Fminl2,

Fminl13, Fmin14, Fminl5,

Fminl6, Fminl7, Fminl18
Terej modronohy | BOOB-RM2-F07, Faircloth
(Sula nebouxii) BOOB-RM3-D07, a kol., 2009

BOOB-RM3-F11,

BOOB-RM4-A08,

BOOB-RM4-B03,

BOOB-RM4-C03,

BOOB-RM4-D07,

BOOB-RM4-E03,

BOOB-RM4-E10,

BOOB-RM4-F11,

BOOB-RM4-G03

Sn2A-36, Sn2A-90, Sn2A-123, | Taylor a kol.,

Sn2B-68, Sn2B-83, Sn2B-100 2010

Terej Ss1b-16, Ss1b-51, Ssl1b-57, Morris-Pocock
¢ervenonohy Sslb- 98, Ss1b-106, Ss1b-142, a kol., 2010
(Sula sula) Ss2b-2, Ss2b-35, Ss2b-48,
Ss2b-71, Ss2b- 88, Ss2b-92,
Ss2b-110, Ss2b-138, Ss2b-153
Terej guanovy Sv2A-2, SVv2A-26, SVv2A-47, Taylor a kol.,
(Sula variagata) SV2A-50, SV2A-53, SVv2A-95, 2010
Sv2A-152, Sv2B-27, Sv2B-138
Pelikan bily PELO86, PEL149, PEL175, De Ponte
(Pelecanus PEL185, PEL188, PEL190, Machado
onocrotalus) PEL207, PEL221, PEL265, a kol., 2009
PEL304
Pelikan PeEr 01, PeEr 02, PeEr 03, Hickman
severoamericky PeEr 04, PeEr 05, PeEr 06, a kol., 2008
(Pelecanus PeEr 07, PeEr 08, PeEr 09
erythrorhynchos)
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Tab. 1: Pokracovani 4.

Réd

Zdrojovy druh

Mikrosatelitovy lokus

Literarni zdroj

Plamenaéci
(Phoenicopteriformes)

Plamenék razovy
(Phoenicopterus
roseus)

PrA2, PrA3, PrA9, PrA102,
PrA103, PrA104, PrA105,
PrA110, PrAl111, PrA113,
PrB1, PrB2, PrB3, PrB102,

PrB105, PrB110, PrC1, PrC6,

PC12, PrC101, PrC109,

PrC117, PrC122, PrD3, PrD4,

PrDS5, PrD7, PrD9, PrD10,
PrD12, PrD102, PrD105,
PrD108, PrD117, PrD121,
PrD126, PrD139

Geraci a kol.,
2010

Plamenak Prupl3 Preston, 2005
karibsky
(Phoenicopterus | Pruul, Prup2, Prup3, Prup4, Kapil a kol.,
ruber) Prup5, Prup6, Prup7, Prups, 2009
Prup9
Dlouhokfidli Alkounek drobny | Apy06, Apy07 Dawson
(Charadriiformes) (Aethia pygmaea) a kol., 2005
Vrubozobi Kachna divoka APHO7, APH09 Maak a kol.,
(Anseriformes) (Anas 2000
platyrhynchos)
APHO08, APH12, APH13, Maak a kol.,
APH16 2003

Kachna pizmova

CmAAT16, CmAAT35,

Stai a Hughes,

(Cairina CmAAT38 2003
moschata)
Kachnice Bim1, BIm10, BIm12 Guay
lalo¢nata a Mulder,
(Biziura lobata) 2005
Kajka motska Smo10 Paulus
(Somateria a Tiedmann,
mollissima) 2003
Tucnaci Tucénak AM13 Roeder a kol.,
(Sphenisciformes) krouzkovy 2001
(Pygocelis
adeliae)
Sudokopytnici Pratur indicky, HEL1 Lei a kol.,
(Artiodactyla) zebu 2005

(Bos indicus)
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Pozn. Pro urcovani pohlavi u potapky rohace jsem pouzila primery P2/P8 (Griffiths
a kol., 1998) amplifikujici homologni useky dvou konzervativnich gentt CHD (chromo-
helicase-DNA-binding) lokalizovanych na pohlavnich chromozomech (CHD-W a CHD-
Z).

4.2.1 PCR amplifikace

Reak¢ni smés pro PCR jsem pripravila napipetovanim jednotlivych polozek do
1,5ml mikrozkumavky podle Tab. 2, poté jsem ji zvortexovala a kratce zcenrifugovala.

Do 0,2ml PCR zkumavek jsem napipetovala po 1 ul roztoku izolované DNA
Z jednotlivych jedinct potapky rohace, ndsledné jsem pfipipetovala 9 pl pfipravené
reakéni smési. Jednotlivé PCR zkumavky jsem vlozila do termocykleru, pribéh PCR

reakce je uveden v Tab. 3.

Tab. 2: Slozeni PCR reak¢ni smési (pro 6 vzorki).

Polozka reakéni smési Pipetovany objem [pl]
Deionizovana voda 44 4
Reaction buffer A 10x 6,7
Roztok MgCl; (25 mmol/l) 4,0
Roztok dNTPs (20 pmol/l) 0,7
Primer F (10 pmol/l) 3,3
Primer R (10 umol/I) 3,3
aTaq DNA polymeraza (5 U/ul) 1,0

Tab. 3: Prib&h PCR reakce.

Proces Teplota [°C] | Cas | Podet cykli
Pocatecni denaturace DNA 94 5min |1
Denaturace DNA 94 30s

Nasedani primera (annealing) 50 (viz Pozn.) | 30s | 35
Prodluzovani komplementéarniho fetézce DNA | 72 30s

Zaveérecné prodlouzeni 72 7min |1
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Pozn. Nejprve jsem provedla PCR reakce pro vSechny testované mikrosatelitové lokusy
s teplotou annealingu 50 °C. Nasledné jsem teplotu u polymorfnich lokusti zvySovala
(poptipad¢ snizovala) za ucelem co nejspecifictéjsiho a dobie hodnotitelného produktu,
ze kterého se dal odecist piesny pocet alel a genotypy u vSech 13 testovanych jedincii

(viz Tab. 4 ve Vysledcich).

4.2.2 Elektroforeticka separace PCR produktii

Pro separaci PCR produkti jsem pouzila 6% polyakrylamidovy gel za
denaturacnich podminek. Postup pfipravy gelu a elektroforetické separace byl
optimalizovan pro pouziti vyhfivané sekvenacni elektroforetické komutrky S2 Whatman

Biometra, s rozméry skel 330 x 390 mm a 330 x 420 mm a tloustkou gelu 0,4 mm.

Piiprava polyakrylamidového gelu:

Velké sklo jsem vydrhla pomoci kartacku, oplachla deionizovanou vodou a 96%
ethanolem, osetfila piipravkem pro odpuzovani vody ze skel automobilt a znovu
oplachla deionizovanou vodou.

Malé sklo jsem vydrhla kartaCkem se saponatem, oplachla deionizovanou vodou
a 96% ethanolem. Na sklo jsem aplikovala molekularni lepidlo. Po zaschnuti jsem sklo
pfetiela 96% ethanolem.

Na oSetfenou stranu velkého skla jsem na delsi kraje polozila 0,4 mm silné
spacery, na které jsem oSetfenou plochou polozila malé sklo. V misté spacerii jsem skla
sepnula ¢tyimi klipsy.

Ptipravila jsem polyakrylamidovy gel, ktery jsem po dikladném promichani
opatrné nalila mezi pfipravend skla. V misté plnéni prostoru mezi skly gelem jsem
vsunula rovnou stranou hiebinek, v tomto misté jsem pak skla sepnula dalSimi ¢tyfmi

Klipsy. Gel jsem nechala polymerizovat cca hodinu.

Vlastni elektroforeticka separace PCR produktii:

Po ztuhnuti gelu jsem odstranila klipsy a skla jsem dikladné umyla, ususila
a upevnila v elektroforetické komtrce. Do katodového a anodového prostoru jsem nalila
0,5x TBE pufr. Hiebinek jsem vyjmula a prostor mezi skly jsem vycistila pomoci

proudu pufru z injek¢ni stiikacky.
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Elektroforetickou komurku jsem pfipojila ke zdroji stejnosmérného napéti, na
kterém jsem nastavila vykon na 90 W (hodnoty elektrického napéti i proudu byly
konstantné nastaveny na maximum: 3000 V / 150 mA). Takto jsem gel nechala
predehiivat asi pal hodiny.

Béhem predehfivani gelu jsem si pfipravila vzorky, které jsem posléze nanasela,
smichanim roztoku PCR produktu s 5 pl nanaSeciho pufru. Takto pfipravené vzorky
jsem denaturovala po 3 minuty v termocykléru pii 94 °C a ihned umistila do piipravené
ledové tiiste, aby nedoslo k renaturaci.

Po ukonceni predehiivani gelu jsem odpojila elektrody a zdroj napéti. Jeste
jednou jsem vycistila prostor mezi skly pomoci proudu pufru a vsunula hiebinek
zoubky asi 1 mm hluboko do gelu. Poté jsem nanesla zdenaturované vzorky pomoci
osmikanalové pipety po 2 pl do prostor mezi zoubky hiebinku.

Elektroforetickou komurku jsem opét pfipojila ke zdroji a snizila vykon na
70 W, takto jsem nechala vzorky separovat 80-180 minut podle molekulovych

hmotnosti délenych PCR produktl (mikrosatelitovych lokust).

Vizualizace PCR produktii po elektroforéze:

Po uplynuti doby separace jsem odpojila zdroj napéti, vyjmula skla s gelem
z elektroforetické komiirky a opatrn€ ob¢ skla od sebe oddélila pomoci noze.

Malé sklo s gelem jsem vlozila do fotomisky, zalila fix/stop roztokem a umistila
na tfepacku v digestofi. Po dvacetiminutovém pulsobeni fix/stop roztoku jsem jej slila
zpét do banky a gel promyla tfikrat deionizovanou vodou.

Poté jsem gel ve fotomisce zalila 1% roztokem HNOj3. Po péti minutach tfepani
na tfepacce jsem roztok slila a gel promyla ¢tytikrat deionizovanou vodou.

Ptipravila jsem si roztok 0,1% dusi¢nanu stéibrného s formaldehydem, zalila
s nim gel a nechala tfepat. Po tficeti minutach jsem gel pfemistila do deionizované vody
asi na pé€t vtefin a nasledné ho umistila do druhé fotomisky.

Ptipravila jsem si vyvojku, zalila s ni gel a nechala tfepat na tfepacce, dokud
nedoslo k vizualizaci hnédocernych stifibrem obarvenych prouzkli PCR produkti,
vyvijeni jsem zastavila zalitim fix/stop roztokem.

Po oplachnuti v deionizované vodé jsem nechala gel vysusit v susarné. Gel byl
nasledn¢ vyhodnocen na negatoskopu, byly ur€eny polymorfni mikrosatelitové lokusy,

pocty alel jednotlivych lokust a genotypy jednotlivych jedinci.
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Elektroforetogram byl naskenovén a poté bylo sklo s gelem ponoifeno na né€kolik
hodin do roztoku NaOH. Gel se plisobenim NaOH odlepil a sklo bylo po umyti

piipraveno pro dalsi pouziti.

4.2.3 Statistické vyhodnoceni vysledki

Pro zpracovani ziskanych genotypi byly pouzity dva populacné-genetické
statistické programy (Cervus 3.0.3 a Genepop 4.1).

Pomoci programu Cervus 3.0.3 (Kalinowski a kol., 2007) byly pro polymorfni
mikrosatelitové lokusy u potapky rohécfe stanoveny hodnoty ocekavané a pozorované
heterozygotnosti, obsah polymorfni informace (vypovidaci hodnota mikrosatelitového
lokusu), pravdépodobnost vyskytu nulovych alel a to, zda lokus odpovida Hardy-
Weinbergové rovnovaze. Program také udava spolehlivost pfi urCovani rodicovstvi
a pribuzenskych vztahti mezi jedinci.

Pomoci webové verze programu Genepop 4.1 (Rousset, 2008) pak bylo zjisténo,

jestli jsou nalezené polymorfni lokusy ve vazbe¢.

4.3 Seznam pouzitych chemikalii

= Akrylamid (AppliChem)

= aTaq DNA polymeréaza (5U/ul), M1241 (Promega)

* Bromfenolovd modi (Serva)

= Clear Vue, Rain Repellent (Turtle WAX)

=  dNTPs (100 mmol/l, 400 pul kazdého), U1240 (Promega)
* Deionizovana voda

* Dusic¢nan stiibrny (Sigma)

= Ethanol — 96% roztok (Lihovar Vrbatky)

= Ethylendiaminotetraoctan sodny (Na,EDTA) (Lachema)
» Ethylendiaminotetraoctova kyselina (Lachema)

* Fenol (Sigma)

» Formaldehyd (Lachema)

» Formamid (Lachema)

* Hydroxid sodny (Lachema)

= Chlorid sodny (Lachema)
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= Chloroform (Lachema)

= |zopropanol (Lachema)

=  Kyselina boritd (Lachema)

= Kyselina chlorovodikova (Lachema)

» Kyselina dusi¢na — 65% roztok (Lachema)

» Kyselina octova — ledova (Lachema)

» Laurylsiran sodny (SDS) (Lachhema)

= 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

* Mocovina (Lachema)

= N-lauroylsarkosin (Sigma)

» N, N’"-methylenbisakrylamid (AppliChem)

= N, N, N’, N'-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Serva)
» QOctan sodny (Lachema)

» Peroxodisiran amonny (Serva)

* Proteindza K (10 mg/ml) (Sigma)

» Thiosiran sodny (Lachema)

= Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)
» Uhlicitan sodny (Lachema)

»  Xylenova modi (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.4 Seznam pouZzitych roztoku

0,1% roztok dusicnanu stribrného

= 800 ml deionizované vody
* 0,8 g dusi¢nanu stfibrného

= pred pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu

1% roztok kyseliny dusicné

= 800 ml deionizované vody

* 12 ml 65% kyseliny dusi¢né
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1 mol/l roztok hydroxidu sodného

* 40 g hydroxidu sodného

= doplnit deionizovanou vodou do 1 |

10% roztok peroxodisiranu amonného

* | g peroxodisiranu amonného
= rozpustit v 10 ml deionizované vody

=  uchovavat v chladni¢ce

6% polyakrylamidovy gel
* 60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu

= 40 ul N, N, N’, N'- tetramethylethylendiaminu

= 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NHy4),S,0s

Fix/Stop roztok

» 800 ml deionizované vody

= 88 ml ledové kyseliny octové

Molekularni lepidlo

= 1 ml0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu
» 3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

Nandseci pufr
= 0,125 g bromfenolové modie
= 0,125 g xylenové modre
= 25 ml deionizované vody

= 100 ml formamidu
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Queen’s pufr

10 ml z&sobniho 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 1 |

Vyvojka

800 ml deionizované vody

24 g uhli¢itanu sodného Na,CO3

vychladit na teplotu nizsi nez 10 °C

pfed pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu
sodného NayS,03

Zasobni 6% roztok akrylamidu

420 g mocoviny

484 ml deionizované vody

50 ml 10 x TBE

150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamid : N, N’- methylenbisakrylamid 19:1

po rozpusténi vSech slozek zfiltrovat a uloZit v temné lahvi v chladnicce

Zdsobni 40% roztok akrylamidu : N, N'- methylenbisakrylamidu 19 : 1

380 g akrylamidu
20 g N, N’- methylenbisakrylamidu
rozpustit v 500 ml deionizované vody

objem doplnit na 1 1a ulozit v temné lahvi v chladnicce

Zasobni roztok 10x TBE pufr

108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
55 g kyseliny borité¢ H3BO3
40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

doplnit deionizovanou vodou na 1 |
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4.5 Seznam pouZzitych laboratornich pristroju

Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

» Hybridiza¢ni pec HB-2D (Techne)

= (Chladnicka kombinovana (Whirlpool)

» Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)

» Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)

= Mikropipety Finnpipette — 0,5 az 10 pl (osmikanalovd) a 0,3 pl az 1 ml
(ThermoLabsystems)

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

= Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific Ltd)

= Negatoskop NEGAL (Maneko)

= NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)

= Sekvenacni elektroforeticka komurka S2 (Whatman Biometra)

= SuSarna CAT 8050 (Contherm)

»  Temperovany blok Dry-block DB-2D (Labnet International)

* Termocyklér GenePro (BIOER technology)

*  Termocyklér PTC 100-96 VHB (MJ Research)

=  Termocyklér XP Thermal Cycler (BIOER technology)

= Trepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

= Vortex MS2 (lka)

= Vyrobnik deionizované a ultraCisté vody typ 02 (AquaOsmotic)

=  Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)
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7 ZAVER

V této diplomové praci jsem u potapky rohdCe hledala polymorfni
mikrosatelitové lokusy pomoci cross-species PCR amplifikace pfedev§im od zastupctu
z tadi potapek, potaplic, brodivych, veslonohych a plamendki, dale jsem testovala
nékolik vybranych lokusi odvozenych ztadt dlouhoktidlych, vrubozobych, tu¢nakt
a sudokopytniki.

Z celkove testovanych 410 parti primerd jsem nalezla 41 part amplifikujicich
celkem 42 polymorfnich lokusti. U v§ech lokust jsem genotypizaci na 13 neptibuznych
jedincich potapky rohace a naslednou analyzou ziskanych dat pomoci programu Cervus
3.0.3 urcila jejich hlavni charakteristiky jako je pocet alel, pozorovanou a oc¢ekdvanou
heterozygotnost, obsah polymorfni informace (vypovidajici hodnotu mikrosatelitového
lokusu), soulad s Hardy-Weinbergovou rovnovahou a pravdépodobnost nulovych alel.
Pomoci programu Genepop 4.1 jsem dale zjistila, ze zadna dvojice polymorfnich
mikrosatelitovych lokusii neni ve vazbg&. Na zdklad¢€ téchto charakteristik a také dobré
hodnotitelnosti rozdélenych amplifikovanych mikrosatelitovych lokusi v gelu jsem
vybrala ctyifi mikrosatelitové lokusy vhodné pro uréovani paternity a jinych
pribuzenskych vztahli v ramci populaci potapky rohace.

U vSech testovanych jedinct jsem urcila pohlavi pomoci PCR amplifikace
s primery P2/P8, u samcil jsem pozorovala dv€ alely rtizné délky, coz bylo ziejmé
zpusobeno délkovym polymorfizmem intronti genu CHD-Z. U péti mikrosatelitovych
lokust jsem pak zaznamenala vazbu na pohlavi, jeden lokus byl s jistotou a tfi lokusy
byly pravdépodobné vazané na chromozom Z. Paty lokus taktéz vykazoval vazbu na
pohlavi, ale choval se jako pohlavni marker, to znamena, Ze vSechny samice mély dvé

alely (heterozygotni konstituce) a vSichni samci jednu alelu (homozygotni konstituce).
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A adenin

bp base pairs, pary bazi

C cytozin

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTPs deoxyribonukleosid trifosfaty

G guanin

Hexp expected heterozygosity, o¢ekavana heterozygotnost

Hobs observed heterozygosity, pozorovana heterozygotnost

CHD chromo-helicase-DNA-binding protein

CHD-W gen CHD lokalizovany na pohlavnim chromozomu W

CHD-z gen CHD lokalizovany na pohlavnim chromozomu Z

PCR polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce

PIC polymorphic information content, obsah polymorfni
informace

RAPD randomly amplified polymorphic DNA, nahodné
amplifikovana polymorfni DNA

RNA ribonukleova kyselina

SSRs simple sequence repeats, opakovani jednoduchych
sekvenci

T tymin

T, annealing temperature, teplota nasedani primert
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