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ABSTRACT

The main aim of this study was to choose the maisatsie tissues for isolation DNA, which could be
used for the next analysis. The other aim was $b meicrosatellite markers and estimate genetic
structure in the population of the peregrine fal¢balco peregrinuy and the saker falcorFélco
cherrug. We used the dataset of 21 individuals, which diagled into two populations according to
their species. The sample sizes were 14 individohkhe peregrine falcon and 7 individuals of the
saker falcons living in the Czech Republic. DNA veatracted from different tissues (feathers, buccal
swabs, skin, skin from the foot pads and clawsPpBYQUICK® tissue DNA spin kit. Comparing all
tissues in the electrophoresis gel feathers werenibst useful for the next analysis. Detectionllefes

of 5 microsatellites (NVH fp89, NVH fp13, NVH fp3NVH fp92-1, NVH fp79-4) was based on the
multiplex PCR reaction and the fragmentation anslyd/e evaluated the standard statistical values
(number of alleles, allele frequencies, polymorphisformation content, theoretical heterozygosity,
observed heterozygosity and F statistics). Ourarebewill be continued with optimizing methods for
10 microsatellites panel and isolation DNA from mw® specimens, which provides the study of
genetic variability and diversity birds of preydlighout the time.
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UvoD

Analyza DNA pati mezi nejpouziva)§i metody pro studium genetické diverzity a stonkt
populaci. Stala seutezitym nastrojem pro fylogenetické studie, studiehkologie a konzervai
genetiky dravé. Dulezitym aspektem je co nejm&mvazivni ziskani vzorkz biologického materialu.
Nejbezreji pouzivanou tkani je krev, jejiz ziskani je unoFijicich dravé znané obtizné. Z tohoto
divodu byly hledany dalSi vhodné tkankteré by mohly byt vyuZity kizolaci DNA. Jedna
se fedevS§im o p& stry z bukalnich sliznic, Supinky ze stojgkdrapy, kousky epitelialni tk&n
a zbytky skdapek vajec.

Izolovana DNA niize byt dale pouZzita pro dalSi analyzy. V naSdfpgat pro studium
genetické diverzity pomoci mikrosatelitnich matkeMikrosatelity poskytuji informace pouzitelné
pro owfovani rodéovstvi nebo mezipopulai charakteristiky. Diky nejzrgjSim statistickym
progranti maZzeme stanovit hodnoty jako rappoiet alel, frekvence alel, frekvence gendtyp
polymorfni inform&ni obsah, teoretickd heterozygotnost, pozorovartérdmygotnost, F statistiky
a dalsi.

Hlavnim cilem naSi studie bylo vybrat nejvh&gn tk& pro izolaci DNA, ktera by byla
vyuZitelnd i pro dalsi analyzy, otestovat vhodnékrosatelitni markery a odhadnout genetickou
strukturu populace sokolatsbvavého FFalco peregrinuy a raroha velkéhd-@lco cherrug.

MATERIAL A METODIKA

Refererni skupina vzork obsahovala celkem 21 jedinpochazejicich £eské republiky
(z toho 14 sokdi s&hovavych a 7 rarahvelkych).

DNA byla extrahovana z pie epitelidini tkd® na stojacich, bukanich sl a draph
za pouziti izolaniho kitu Jetquick® tissue DNA spin kit (Genomederf@any) dle dopokienych
instrukci. Pera byla ziskana vytrzenim (jednalm deyci pera z oblasti podikllem a hrudni oblasti)
nebo vypelichanim (pouZzita byla pera kryci, letkavéydovaci). Pro izolaci byl pouzit bazalni konec
brka spoléng s krevni srazeninou superior umbilicus nachazejiitsns pod praporovoudasti
(Horvathet al, 2005). Epitelidlni tké& byla pouzita z jednotlivych koznich Stitl polStéka ze spodni
strany stojalt u muzejnich prepan@tz muzejnich preparatoyl odebran i kousek drapu. Pro bukani
stér byl vyuZzit vatovy tampon a &t byl proveden z vniti strany dutiny zobaku. Vizualizace byla
provedena pomoci elektroforézy na 1,5 % agar6zayem

Pro PCR reakci bylo pouZzito 5 paprimeti (znaeny primer A) pro 5 mikrosatelit
NVHfp89, NVHfp13, NVHfp31l, NVHfp79-4, NVHfp92-1 (Nge et al, 2000). PCR amplifikace
probshla v celkovém objemu 6,25 pl. SloZeni multiple@CR je mozné vig v Tab. 1. Podminky
cyklovani (GeneAmp PCR System 9700 cycler) bylyniii pi 95 °C; nasledovalo 30 cykl(95 °C
305s,55°C30s, 72 °C 1 min); 60 mifi p2 °C; 4 °Ceo.

Déle byla provedena fragmetité analyza s vizualizaci detekovanych mikrosatgibmoci
ABI PRISM TM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosysis, Foster City, CA USA). 0,6 pl PCR



produktu bylo smichano s 0,5 pl GeneScan - 500 R®2e Standard a 11,5 pl formamidu.
Pro vyhodnoceni byl pouzit software firmy AppliedoBystems GeneScan ® 3.7 NT a Genotyper ®
3.7 NT.

Pro odhad statickych hodnot jsme pouzili progranNGBOP ver. 1.2 (Raymoret Rousset,
1995) a MICROSATELLITE TOOLKIT ver. 3.1.1 (Park, @D). Stanovili jsme ptet alel, alelové
frekvence, genotypové frekvence, polymorfni infoémiaobsah (Botsteiret al, 1980), teoretickou
a pozorovanou heterozygotnost (Hedrick, 1983), dfistiky (Weir et Cockerham, 1984) (Robertson
etHill, 1984).

Tab. 1 SloZzeni PCR master mixu

Reagenty Mnozstvi v reakci (ul) Kame koncentrace
Deionizovanéa voda 2,64
10xPCR Pufr I: 0,75 1,2x1,8 mM
DMSO 0,19 3%
NVH fp89 (10/10) 0,25/0,25 400 nM
NVH fp13 (10/10) 0,13/0,13 200 nM
NVH fp31 (10/10) 0,13/0,13 200 nM
NVH fp92-1 (10/10) 0,19/0,19 300 nM
NVH fp79-4 (10/10) 0,19/0,19 300 nM
10mM DTP mix 0,21 336 uM
5U/ul Tag Gold 0,18 09U
DNA 0,5 10-100 ng/pl

VYSLEDKY A DISKUZE

Pri vizualizaci izolované DNA na agar6zovém gelu jamehli sledovat jeji kvalitu. Nejlepsi
kvalita byla pozorovana u DNA ziskané zipgredevsim werstw& vytrzenych krycich per viz Obr. 1.
U vypelichanych per (letkovych a rydovacich) bylalita sice nizSi,ale dostajici pro dalSi analyzu
(PCR reakce a fragmegitd analyza) (Horvattet al, 2005). Dokonce i jedno vypelichané pero staré
nékolik let postdilo ke stanoveni mikrosatslifObr. 2). DalSi tkani, kterou jsme testovali postiedie
Mundy et al. (1997), byly kousky epiteliéini tké&nze stojali, kterd se ukézala jako dal$i mozna
alternativa pro izolaci DNA z muzejnich vzérkObr. 3) Pro zvySeni efektu jsme pouZiliédwtrzena
pera. Preparaty poskytuji i dal$i zdroje DNA, nmésvyzkouSeli i drapy (Allouchet al, 2008), které
ale neposkytly éekavané vysledky. Hlavnimidodem pravépodobri byla mala velikost odebraného
vzorku, nedostat®a homogenizace a ztre stéi preparai. Handelet al. (2006) testuji bukalni &ty
ze zobéaku fedevSim u malychguch a UsgSns je vyuzivaji pro mikrosatelitni analyzu a sekvedav
mitochondrialni DNA. Nam se nepadila DNA z bukalniho stru Gsgsre izolovat, coz mohlo byt
zpisobeno Spatnym #gobem odéru, velkou mirou zngSteni nag. potravou a nespravnym wiem
izolatniho kitu (Obr. 3).



Obr. 1 Vizualizace izolované DNA z‘pea gelu, vzorky 61, 62, 63, 64

pero 64

Obr. 2 Porovnani koncentrace vyizolované DNA  =zkouepitelidlni tka&i skrvi a jednim
vypelichanym
epiteliaini tkan —+

e

Obr. 3 Porovnani koncentrace vyizolované DNA mearkem 83 (gt z bukani sliznice), 84 (pero)
a DNA ze stitk na stojacich

stitek




V porovnani s Nesjeet al. (2000a, 2000b) a Nittingezt al. (2007) jsem z celkovych
38 miznych alel detekovali 9 unikatnich, které budouvgépodobré typické pro populace sokola
stthovavého a raroha velkého Zijicich Geské republice. Pro sokolaglsbvavého to byla alela
92 na lokusu NVH fp13 a alely 115 a 151 na lokus(HNip89, pro raroha velkého alely 142 a 146

na lokusu NVH fp31, alela 138 na lokusu NVH fp7@-dlely 117, 119, 141 na lokusu NVH fp89.

Alelové frekvence u populace sokol&sivavého se pohybovaly od 0,0357 do 0,6786.
Nejvice frekventovana byla alela 116 (NVHfp92-13opak nejménalely 115, 121, 129, 131, 151
(NVHfp89), 92, 104 (NVHfp13), 146, 156, 158, 164\(Nfp79-4) (Graf 2, 3). U raroha velkého byly
frekvence ovlivény paitem jedind, proto se zde objevil i jeden monomorfni lokul@l98 lokus
NVHfp13). Nejmensi frekvenci (0,0714) vykazovalyelgl 119 (lokus NVHfp89), 146 (lokus
NVHfp31) a 138, 152 (lokus NVHfp79-4) (Graf 1).

Graf 1 Grafické znazoemi alelovych frekvenci pro vSechny mikrosatelitproha velkého
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Graf 2 Grafické znazoemi alelovych frekvenci pro vSechny mikrosateligpkiola sthovavého
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Graf 3 Grafické znazoemi alelovych frekvenci pro vSechny mikrosatelitanoha velkého
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Obe populace sokola &ovavého i raroha velkého byly v Hardy-Weinbergérmwnovéaze
(P =0.2804, 0,5211, hodnoty se pohybovaly od @,@#51,0 a od 0,0617 do 0,7070).

Pozorovana heterozygotnost byla &pima od hodnoty 0,14 (NVH fp31, NVH fp79-4, raroh
velky) po hodnotu 0,86 (NVH fp79-4, sokolékbvavy), @dekavana heterozygotnost byla od 0,14
do 0,87 pro stejné lokusy a druhy jakotegchozim fipads. Nejvyssi polymorfni informini obsah byl

v lokusu NVH p31 (0,12).

Celkové F statistiky jsou popsany v tabulce 2infrné ukazatele pro vSechny lokusy
a pro ol populace byly k= 0,114, kr= 0463, kv = 0,524. Pimérna hodnota E vyjadiuje optimalni
poset heterozygdi pro populaci sokola &ovavého a raroha velkého. Nejnizsi hodnoty vyl@mlus
NVHfp89 (ks = 0,047, kr= 0,388, I = 0,417). Naopak nejvysSi hodnoty byly &jény pro lokus
NVHfp92-1 (Rs= 0,190, kr= 0,533, Ir = 0,622).

Tab. 2 Celkové F statistiky pro vSechny mikrosgtelipopulace sokoladtovavého a raroha velkého

Lokus Fs Fst Fr
NVHfp89 0,047 0,388 0,417
NVHfp13 0,158 0,529 0,604
NVHfp31 0,126 0,546 0,603

NVHfp79-4 0,089 0,328 0,388
NVHfp92-1 0,190 0,533 0,622
0,114 0,463 0,524

ZAVER

Jako nejlépe vyuzitelnou tképro ziskani kvalitni DNA jsme vybrali fie pro odkr
z muzejnich prepanétse jevi jako nejlepsi Supinky nebo jakykoliv kdusgpitelialni tkas ze stojak
ptipadré v kombinaci s pém. Testovani mikrosatelit pomoci fragmentmi analyzy ukéazalo



spolehlivost &chto genetickych mark&rpro populaci sokola &ovavého a raroha velkého Zijicich
v Ceské republice. Vzhledem k nizkému ¢po jedindi maji vysledky souvisejici s genetickou
diverzitou mensi vypovidaci hodnotu, proto i nadgkacujeme na roZ&ni naSi DNA banky.
Testujeme novy panel 10ti mikrosatglitktery bude pouZit pro fesréni vysledki a mize slouzit

i k oweéfovani rodéovstvi u drave.
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