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Souhrn

Marabu africky (Leptoptilos crumeniferus) je velky mrchozravy ptak patiici do
fadu brodivi (Ciconiiformes) zijici v subsaharské Africe. I kdyz je to velmi rozSifeny
druh, nebyly u néj prozatim popsany zadné polymorfni mikrosatelitové lokusy.

V teoretické ¢asti této bakalatské prace jsem se zabyvala zpracovanim informaci
o fadu brodivi (Ciconiiformes), ¢eledi ¢apoviti (Ciconidae) a marabu africkém. Toto je
obsahem prvni kapitoly. Dale jsem hledala informace o partnerskych vztazich mezi
ptaky. Poté jsem sbirala materialy o rozptylené a tandemovée repetitivni DNA. Vénovala
jsem se popisu satelitdi, minisatelitd a mikrosatelitd. Posledni kapitola teoretické ¢asti
této bakalatské prace je vénovana analyze mikrosatelitovych lokust.

V experimentalni ¢asti jsem hledala polymorfni mikrosatelitové lokusy metodou
cross-species PCR amplifikace mikrosatelitovych primert. Otestovala jsem vSechny
pary primerid odvozenych od druhi z tadu brodivi (Ciconiiformes), potapky
(Podicipediformes) a potaplice (Gaviiformes) a n¢kolik pard primerd odvozenych od
druht z tadu dlouhokitidli (Charadriiformes), vrubozobi (Anseriformes) a tuciaci
(Sphenisciformes).

Z celkového poctu 187 mikrosatelitovych part primerdt jsem nalezla
29 polymortfnich. Celkem 28 mikrosatelitovych para primertt bylo odvozeno od druhti
z fadu brodivi. Jeden polymorfni mikrosatelitovy lokus byl amplifikovan pomoci paru
primerd navrzen¢ho pro druh z tadu dlouhoktidli. Tii pary primert poskytly PCR
amplifikaci dva mikrosatelitové lokusy a jeden par primert poskytl téi polymorfni

mikrosatelitové lokusy. Pocel alel se pohyboval mezi 2-8.



Summary

Marabou Stork (Leptoptilos crumeniferus) is a large vulture bird belonging to
the order of Ciconiiformes that lives in sub-Saharan Africa. Although this is a very
widespread species, no polymorphic microsatellite loci were described for him so far.

In the theoretical part of my bachelor thesis | dealt with processing information
about the order Ciconiiformes, family Ciconidae and the Marabou Stork. This is the
content of the first chapter. | also found information about the relationships among
birds. Then | collected materials about the tandem and interspersed repetitive DNA.
| also wrote the description of the satellites, minisatellites and microsatellites. The last
chapter of theoretical part of my bachelor thesis is devoted to the analysis of
microsatellite loci.

In the experimental part, | looked for polymorphic microsatellite loci by cross-
species PCR amplification of microsatellite primers. | tested all primer pairs derived
from species belonging to orders Ciconiiformes, Podicipediformes and Gaviiformes and
several primer pairs derived from species of the order Charadriiformes, Anseriformes
and Sphenisciformes.

I found 29 polymorphic microsatellite primer pairs of the total 187 tested.
Atotal of 28 microsatellite primer pairs were derived from species of the order
Ciconiiformes. Only one polymorphic microsatellite locus was amplified using primer
pair derived from the order Charadriiformes. Three pairs of primers PCR amplification
amplified two microsatellite loci and one primer pair amplified three polymorphic

microsatellite loci. Number of alleles per locus ranged from 2 to 8.
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1 Uvod

Mikrosatelity patii mezi tandemové repetitivni DNA. Jejich repetitivni jednotka
je tvofena 1-6 bp. Vyskytuji se v kddujicich i nekodujicich oblastech genomu prokaryot
a eukaryot. Pro mikrosatelity je typicky vysoky polymorfizmus, ktery je dan velkou
rychlosti mutaci. Jsou pouzivany jako genetické markery napf. pii urCovani paternity,
identifikaci jedinct, fylogenetickych nebo populaéné genetickych studiich. Nové
mikrosatelitové lokusy se ziskavaji dvéma zpusoby. Pii de novo izolaci je nalezen
mikrosatelitovy lokus, pro ktery je vytvoten specificky par primert pro studovany druh.
Cross-species PCR amplifikace je zase metoda, ktera vyuziva PCR amplifikaci DNA
studovaného druhu s primery, navrZzenymi ptivodné pro piibuzné druhy.

Ve své bakalarské praci se budu zabyvat hleddnim polymorfnich
mikrosatelitovych lokusi u marabu afrického (Leptoptilos crumeniferus) pomoci
metody cross-species PCR amplifikace. Testovany budou vSechny mikrosatelitové pary
primerd, které jsou odvozeny od jednotlivych druhii z 4dG brodivi (Ciconiiformes),
potapky (Podicipediformes) a potaplice (Gaviiformes) a nékteré pary primerd, které
jsou odvozeny od druhit z tada dlouhoktidli (Charadriiformes), vrubozobi

(Anseriformes) a tucnaci (Sphenisciformes).



2 Cile prace

1. Shromazdéni dostupnych literarnich zdroja.
2. Vypracovani reSerSe na téma bakalaiské prace.
3. PCR amplifikace DNA marabu afrického s vyuZzitim Ccross-species primert pro

mikrosatelity, které jsou zndmé v fadu brodivych.



3  Literarni prehled

3.1 Rad brodivi

Rad brodivi (Ciconiiformes) je tvofen 3 &eledémi: volavkoviti (Ardeidae),
ibisoviti (Threskiornithidae) a ¢apoviti (Ciconidae). V ramci téchto Celedi l1ze nalézt
kolem 115 druhi (Gaisler et Zima, 2007). Molekularni studie ukazaly ptibuznost
brodivych s kondory, ktefi jsou fazeni do fadu dravcu (Falconiformes) (Burnie, 2008).
Kromg polarnich oblasti Ize brodivé nalézt po celém svété (Gaisler et Zima, 2007).

Mezi brodivé patfi, co do velikosti, velmi rozmanité druhy. K nejmensim
druhiim patii bukacei (Ixobrychus), ktefi méti asi 30 cm a vazi méné nez 100 g. Naopak
mezi nejvetsi se tadi ¢api, ktefi jsou az vice nez 1,2 m vysoci. Rozpéti kiidel u
nékterych druht je az 2,6 m (Anonymous, 2012).

Vétsina brodivych se zdrzuje u mélkych vod (Ramel, 1999). N¢které druhy,
napft. ¢ap bily (Ciconia ciconia), ziji vétSinu ¢asu na suché zemi (Anonymous, 2012).
Pro ziskavani potravy z tohoto prostfedi maji uzptisobené télo. Maji vyrazné¢ dlouhy
zobak, dlouhy krk a dlouhé nohy. Nohy jsou brodivé s dobfe vytvorenych palcem
(Gaisler et Zima, 2007). Na nohou jsou prsty, které jsou mezi sebou Siroce rozdélené.
Mezi tfemi prednimi prsty se nachdzeji menSi ¢i vétsi plovaci blany. Ty slouzi
Kk rozlozeni vahy pii kra¢eni bahnem ¢i mokiinami. Dlouhy zobak slouzi k vytahovani
zivoCichi z vody ¢i bahna. V ramci brodivych je mozné se setkat s riznymi tvary
zobakl. Ibisové maji dlouhy, tenky a smérem doli zakiiveny zobdk. Volavky a ¢api
maji zobak rovny, zakonceny Spickou. Kolpici maji zplostély zobak, ktery se na konci
rozsifuje do podoby lopatky (Burnie, 2002). Pohlavi se obvykle barevné neodlisuji, jen
samice byvaji vétSinou mensi. Mlad’ata Casto vypadaji odliSn¢ v porovnani s dospélci
(Stastny et al., 1998)

VSichni brodivi jsou masozravi. Lovi vét§inou ryby, Zaby a jiné obojzivelniky
(Burnie, 2008). Nektefi lovi také malé savce, ptaky, plazy ¢i bezobratlé (Anonymous,
2012). Vyjimeéné mizou byt mrchozravi, napf. marabu africky (Leptoptilos
crumeniferus) (Gaisler et Zima, 2007). U brodivych lze nalézt vice zpisobu loveni
koftisti. Volavky a bukaci stoji 1 hodiny bez hnuti na jednom misté a ¢ekaji, az se kofist

pfiblizi na dosah a oni ji budou moci ulovit. Capi hledaji potravu na zemi. Jak kraéi



travou, i bazinou, vyrusi zivo€ichy v ni schované a ty pak lovi. Ibisové a kolpici maji
velmi citlivé zobaky, kterymi lovi kofist ve vod¢ (Burnie, 2008).

Mnoho zastupcti brodivych je tichych a vydavaji pouze skichotavé zvuky.
Néekteti ¢api vydavaji klapavé zvuky zobdkem. Oproti tomu nékteré volavky vydavaji
hlasité a drsné vykiiky (Anonymous, 2012).

Ackoliv jsou brodivi ¢asto pifi lovu rozptyleni a lovi sami, sdruzuji se do
hnizdnich spolecenstev (Anonymous, 2012). Hnizda jsou Casto postavena na stromech
(Ramel, 1999). Nékteré druhy hnizdi také na skalach &i budovach. Cap bily hnizdi také
na uméle vytvofenych ploSinach, postavenych pro n&j (Anonymous, 2012). Celkem
bézné lze vidét smisené kolonie, ve kterych ¢api, ibisové i volavky hnizdi spolu (Ramel,
1999). Naopak v nekterych pripadech je tvorba kolonii jen sezonni. Napt. u ¢apa bilého
jsou jedinci v dobé rozmnozovani rozptyleni a kolonie utvafeji az pii migraci
(Anonymous, 2012).

U mnoha druhti Ize pozorovat zménu barvy nohou a zobidku béhem obdobi
pafeni. VétSina druhii tvoii pary. V obdobi péfeni jsou typické namlouvaci ritualy
(Ramel, 1999). Obvykle kladou 2—6 vajec do velkého, z vétvi tvofeného hnizda (Burnie,
2008). Mlad’ata jsou nidikolni a staraji se o né oba rodi¢e (Gaisler et Zima, 2007).
Vseobecné je rodiCovskd péce spravedlivé rozdélena mezi pohlavimi a to nejen
v krmeni mlad’at, ale také pii stavb¢é hnizda ¢i vysezeni mlad’at (Anonymous, 2012).
Brodivi jsou velmi dobii letci. Velké druhy pomalu mévaji kiidly a 1étaji krouzivym
letem ¢i plachténim. Timto zptisobem jsou schopni uletét i velmi velké vzdalenosti

(Burnie, 2008).

3.1.1 Celed &apoviti

Capoviti (Ciconiidae) se rozdéluji do tiech tribti. Tribus Mycterini obsahuje rod
Mycteria (4 druhy) a Anastomus (2 druhy). Jedinci jsou mensi velikosti, ziji v koloniich
a maji specializované zobaky z divodu techniky lovu koftisti. Tribus Ciconiini tvoii
sedm druhti z rodu Ciconia. Jsou to ¢api, zijici bud’ samostatné nebo v koloniich. Jsou
stitedné velci. Zobaky maji univerzalni, tudiZ mohou uZivat riizné techniky lovu a riizny
druh kofisti. Do tribu Leptoptilini patii 2 druhy z rodu Ephippiorhynchus, 1 druh rodu
Jabiru a 3 druhy rodu Leptoptilos. Jednotlivi zastupci jsou velci a maji masivni zobak,

ktery je u nekterych specializovany pro urcity typ potravy. Druhy z rodu Leptoptilus
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témef bez vyjimky tvofi kolonie. Oproti tomu jedinci z rodu Ephippiorhynchus jsou
obvykle samotafi (del Hoyo et al., 1992).

Vseobecné patii Capoviti mezi vétsi a t€z81 ptaky. Samec byva obvykle o trochu
vétsi neZ samice. Capoviti maji typicky velky zobak, jehoZ tvar je variabilni a spo&iva
V tom, jaky typ potravy jedinci vyhledavaji. Dlouhy krk a dlouhé nohy jsou typické
u vSech druhii. Jsou vyuzivany pfi lovu, kdy jedinci mohou sniaze dopadnout kofist,
ktera je dal nebo se jim snazi utéct (del Hoyo et al., 1992). Capoviti maji dlouha
a §irok4 k¥idla. Vynikajicim zptisobem plachti, asto ve velkych vyskach (Stastny et al.,
1998). Pri letu neudrzuji pravidelné formace. Létaji s krky natazenymi. Vyjimkou je rod
Leptoptilos, jehoz zastupci pii letu krk stahnou, pravdépodobné kvili svému velkému
a tézkému zobaku. Maji kratky ocas a jejich dlouhé nohy béhem letu tréi za nimi.
Zbarveni pefi je vétSinou kombinaci ¢erné, tmave Sedé a bilé barvy. Pohlavi se od sebe
zbarvenim pefi nelisi. Mlad’ata se ovSem od rodi¢i mohou vzhledové vyrazné lisit.
Hodné Casu travi ¢echranim peti (del Hoyo et al., 1992)

Capoviti maji skoro kosmopolitni roziifeni. Jsou pomérné piizpiisobivi pokud
jde o prostiedi. Obvykle preferuji pobyt v blizkosti vody. Nékteré rody jsou na dostatku
vody pfimo zavislé. Jin¢ druhy ovSem dokézi zit i tam, kde je voda vzacna. Obvyklym
prostiedim, kde ¢apoviti Ziji, jsou mocaly, baziny, feky, jezera, rybniky, ale také lesy,
savany Ci pole. Né&kteti zastupci jsou typicky vysoce spolecensti a tvoii kolonie. Mezi
¢apovitymi se najdou ale i takové druhy, které jsou samotatské, zejména v obdobi mimo
rozmnozovani. Spatné sna§i extrémni podasi, at’ uz je to chlad a dést’ anebo vysoké
teploty. Jsou velmi tisi, ale nejsou némi. U nékterych rodt jsou bézné uvitaci zvuky.
Typickym a nejdilezitéjsim zvukem je klapani zobaku (del Hoyo et al., 1992).
aspektech jejich ekologie, v¢etné rozmisténi, dlouhovékosti, reprodukéni schopnosti
a velikosti populace (del Hoyo et al., 1992). Jsou to masozravi ptaci, ktefi se zivi
drobnymi savci, ptaky, plazy, obojzivelniky, rybami a bezobratlymi. Nékteré druhy jsou
vSestranné, jiné jsou zase specializované na urCity typ potravy (Ramel, 1999).
Napfi. zejozob africky (Anastomus lamelligerus) ma zobak ptizpisobeny k lovu plzi
(del Hoyo et al., 1992).

Céapoviti hnizdi vétsinou na stromech nebo na vyvysenych mistech (Stastny
etal., 1998). Tam si stavi velkd hnizda, ktera jsou obvykle z rostlinného materialu.
Capoviti jsou obvykle spole¢ensky monogamni. Mnoho druhti je ale geneticky

promiskuitnich a vyhledavaji mimoparovou kopulaci. Nekteré druhy spolu v paru ziji

11



cely zivot, naopak jiné druhy par utvofi jen v dob€ rozmnozovani v jedné sezoné
(Ramel, 1999). V hnizdech kladou vejce, jichz je obvykle 3-5. Vejce jsou ovalna
a kiidoveé bila a inkubuji se 25-38 dnd. Lihnuti mlad’at je asynchronni. Mlad’ata jsou
nidikolni a oba rodice pfinaseji svym vécéné¢ hladovym mlad’atim potravu. V prvnich
nékolika tydnech mlad’ata spotadaji enormni mnozstvi potravy (del Hoyo et al., 1992).

Vétsina druhti Zije stale v tropickych oblastech. Nékteré rody vsak obyvaji
i chladngjsi oblasti a na zimni obdobi odlétaji (Stastny et al., 1998).

3.1.2 Marabu africky

Taxonomické zatazeni marabu afrického (Leptoptilos crumeniferus) (Muckley, 2001):

Rige: Zivo¢ichové (Animalia)

Kmen: Strunatci (Chordata)

Podkmen: Obratlovci (Vertebrata)

Ttida: Ptaci (Aves)

Podtrida: Létavi (Neognathae)

Rad: Brodivi (Ciconiiformes)

Celed’: Capoviti (Ciconiidae)

Tribus: Leptoptilini

Rod: Marabu (Leptoptilos)

Druh: Marabu africky (Leptoptilos crumeniferus)

Marabu africky, viz obrazek ¢. 1, je 115-152 cm velky. Samci jsou obvykle
vétsi. Rozpéti jeho kiidel je 225-287 cm. Jeho hmotnost je 4-8,9 kg (del Hoyo et al.,
1992). Primeérna délka zivota tohoto druhu ve volné piirode je 25 let. V zajeti se doziva
az 41 let. Na zadech a kiidlech ma cernd ¢i tmavé Seda pera. Na bfiSni strané je bily. Na
krku ani na hlavé nema pefi. Z krku mu visi dlouhy, nacervenaly vak, ktery pouzivaji

pti namluvach (Muckley, 2001).
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Obr. ¢. 1: Marabu africky (Leptoptilos crumeniferus)
Zdroj: Mgr. Dana Safatova, Ph.D.

Marabu africky, jak uz z nazvu druhu vyplyva, zije v Africe. Konkrétné jizn¢ od
Sahary (Burnie, 2002). Obyva suché savany, travni porosty, mokiady a bichy jezer.
Meéné Castéji se vyskytuje v lese €1 na pousti. Jeho vyskyt je typicky okolo rybaiskych
vesnic. Lze ho nalézt také na skladkach nebo jatkach. Je to mrchozrout a v Africe
obyc¢ejné zije s dalsimi mrchoZrouty, jak ptac¢imi, tak sav¢imi (del Hoyo et al., 1992).

Jelikoz Zije v blizkosti lidskych obydli, muze se Zivit kousky ryb a odpadky
pochazejicimi od lidi (del Hoyo et al., 1992). Jeho velky zobak mu slouZi k odtrhavani
masa z mrSiny. Adaptaci na tento zplsob piijmu potravy je téméf lysy krk a hlava. Diky
této adaptaci nedojde k zneCiSténi peti pfi piijmu potravy (Burnie, 2002). Ovsem
marabu se nezivi jen mr$inami. V jeho jidelni¢ku jsou ryby, kobylky, zaby, jestérky,
krysy, mysi, hadi nebo ptaci. Je schopen ulovit mladé, ale idospélé plamenaky
(del Hoyo et al., 1992).

Zije v koloniich, které ¢&itaji od 20-60 parii az k nékolika tisicim. Casto Zije
spole¢né¢ s jinymi druhy, hlavné patficimi do tadu brodivych. Obvykle hnizdi

na stromech ve vysice 10-30 m. Zije ale také i na Gtesech a dokonce i na ulicich mést.
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Jeho hnizdo je tvofeno vétvickami a listy. Je asi 1 m $iroké a 30 cm hluboké (del Hoyo
et al., 1992). Je obvykle tichy, ale obfas vydava vréivé zvuky, ¢i hlasité zvuky klapanim
zobéku. Pti ndmluvach vydava zvuky pomoci svého vaku na krku. VétSinou tvofii pary,
které jsou spolu cely zivot (Muckley, 2001). Obvykle klade 2—-3 vejce. Ta se inkubuji
29-31 dnt (del Hoyo et al., 1992). Mlad’ata jsou vychovavana v obdobi sucha. V tomto
obdobi je hladina vody nizka a to usnadiiuje chytani zab a ryb, kterymi krmi mlad’ata.
Pohlavni dospélosti dosahuje ¢tvrtym rokem (Muckley, 2001).

Diky variabilnimu zplsobu obZivy neni marabu africky na seznamu ohrozenych

druht. Naopak pocetnost druhu se zvysuje (Burnie, 2002).

3.2 Partnerské vztahy a mimoparové chovani ptaku

U ptakt lze pozorovat ti1 druhy partnerskych vztahli. Ekologické podminky,
délka hnizdni doby a potravni nabidka rozhoduji o typu partnerského vztahu. Nejcastéji
se vyskytuje monogamie a to u 90 % ptac¢ich druhti. Monogamie je vztah jednoho samce
a jedné samice. Pfi sezeni na vejcich, zahiivani, krmeni a vychové mladat jsou
povinnosti rozdéleny mezi oba partnery. Nékteré pary spolu mohou vydrzet po cely
zivot. Druhym typem ptacich svazkii je polygamie. Jedna se o svazek, ktery se sklada
Z vice samct ¢i samic. Toto Ize pozorovat asi u 3 % ptacich druhti. RozliSuji se 3 typy
polygamie. Polygynie je situace, kdy se samec paii s vice samicemi. Opac¢nou situaci je
polyandrie, kdy se samice paii s vice samci. Pokud vznikne skupina samci a samic,
ktefi se mezi sebou vzdjemné paii, nazyvame tento svazek polygynandrii neboli
kooperativni polyandrii. Tfetim typem partnerského vztahu je promiskuita. To je stav,
kdy se samec bez jakychkoliv zavazkt pafi s kteroukoliv samici. O mlad’ata se poté
stara samice sama (Veselovsky, 2005).

AZ do osmdesatych let minulého stoleti se mélo zato, Ze u monogamnich parii
je samec ztohoto paru biologickym otcem vSech mladat (Veselovsky, 2005).
Diky molekuldrnim metoddm se zjistilo, ze se u socidlné monogamnich ptaki casto
objevuje ur¢ity stupefi mimoparové kopulace (extra-pair copulations - EPC)
a mimoparového oplodnéni (extra-pair fertilization - EPF) (Wink et Dyrcz, 1999).
Pravda monogamie, jak socialni, tak genetickd byla nalezena uméné nez 25 %
monogamnich druhtt (Griffith et al., 2002). Napf. u buifidka ledniho (Fulmarus

glacialis) se mimoparova paternita (EPP) vyskytuje ve velmi nizkych frekvencich
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nebo tplné chybi (Petric et Kempenaers, 1998). U ostatnich druht byla ve vétsi
¢i mensi mife u mlad’at zjisténa mimoparova paternita (extra-pair paternity — EPP)
(Griffith et al., 2002). Frekvence vyskytu mimoparové paternity (EPP) se muize liSit
mezi jednotlivymi druhy stejného rodu. U rakosnika ostficového (Acrocephalus
paludicola) se mimoparova paternita vyskytuje u 36 % mladat. Zato rakosnik velky
(Acrocephalus arundinaceus) ma asi jen 3,4 % mimoparovych mladat. Rozdily
ve frekvenci mimoparové paternity 1ze nalézt také v riznych populacich stejného druhu.
V jednotlivych populacich budnicka vétsiho (Phylloscopus trochilus) je frekvence
mimoparové paternity mezi 0-50 % (Petrie et Kempenaers, 1998).

Mimopérova kopulace (EPC) je pro zdatné samce Sanci, jak zvysit
rozmnoZzovaci uspesnost. Tim, Ze zplodi vice mlad’at, kterd budou rozmisténa ve vice
hnizdech, zvySuji Sanci na preziti téchto mlad’at a predani svych genti. Pii hledani
samic¢ky pro mimoparovou kopulaci se samecek vzdali od hnizda. Opusténéd samice tak
muize byt oplodnéna jinym sameCkem. Aby k tomu nedoSlo a samefek mél jistotu,
ze vSechna mlad’ata v hnizd¢ jsou jeho biologickymi potomky, vyvinuly se u sameckl
dvé strategie. Bud’ se samecek zdrzuje pobliz hnizda a odhani ostatni samce v dobé,
kdy je samic¢ka schopna oplozeni. Nebo u druhii, u kterych jsou obé pohlavi zbarvena
stejn¢, samec nabada druhé samce k pafeni, a tim druhého samce zbavi na ¢as spermii
(Veselovsky, 2005).

Samicky obvykle hledaji ,,dobré geny*, které by se pienesly na potomky. Pokud
je v populaci velka variabilita v kvalité mezi samci, tak je relativné malo tzv. ,,dobrych
samcti“ a frekvence mimoparové paternity je vétsi. V populacich, u kterych je mensi
genetickd variabilita, je také mens$i frekvence mimoparové paternity. Prikladem
jsou geograficky izolované populace (napi. ostrovy). U ostrovni populace vrabce
domaciho (Passer domesticus) bylo zjisttno 1 % mimoparovych mladat,
ale u pevninské populace to bylo 13,6 % mimoparovych mlad’at. Samicky také
vyhledavaji mimoparovou kopulaci, aby si zajistily potomky v piipadé ztraty partnera,
napf. v populacich s vysokou umrtnosti (Petrie et Kempenaers, 1998). Vyhodou
mimoparové kopulace je také to, Ze pfi neplodnosti vlastniho samce ho nahradi jiny
samec. Pro samiCku je také ptfinosem, Ze ziska dal§itho samce, ktery bude poméhat

pti vychové mlad’at (Veselovsky, 2005).
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3.3 Repetitivni DNA

Vétsina DNA genomu prokaryot koduje proteiny (Campbell et Reese, 2006). Na
rozdil od prokaryot, genom eukaryot obsahuje velké mnozstvi nekddujicich sekvenci
(Seda et al., 2005). N&které z téchto nekoddujicich sekvenci jsou regulujici sekvence.
Introny jsou ptikladem nekodujici sekvence DNA, kterda muize pieruSovat kodujici
sekvenci eukaryotického genu. Velkou ¢ast nekddujici DNA tvofi repetitivni DNA,
jez se nenachazi uvniti genu, jako je to u intrond (Campbell et Reese, 2006). Repetitivni
DNA obsahuje sekvence, které se mnohokrat opakuji (Seda et al., 2005).
Déli se do dvou skupin, dle toho, zda se repetitivni sekvence vyskytuji v genomu
jednotlivé rozptyleny nebo jsou-li seskupeny (Bennett, 2000).

3.3.1 Rozptylena repetitivni DNA

Jednotlivé Gseky rozptylené repetitivni DNA se nachazeji rozprostieny po celém
genomu eukaryotického organizmu. Délka jednotky rozptylené repetitivni DNA ma
velikost 100-1000 paru bazi a tvoii mnoho kopii. Tyto kopie jsou si podobné, ne vSak
identické, a jsou rozprostteny po celém genomu. 25-40 % savc¢iho genomu je tvofeno
rozptylenou repetitivni DNA (Campbell et Reece, 2006).

Transpozony neboli mobilni genetické elementy jsou useky DNA, které jsou
schopné se pohybovat v genomu z jednoho mista na druhé (Campbell et Reece, 2006).
Tento pfesun transpozonu je uskuteiiovan pomoci enzymu transponaza (Seda et al.,
2005).

Retrotranspozony tvoii velkou c¢ast lidského genomu. Aby se retrotranspozony
mohly pfemistit, je zapottebi RNA polymerdza, kterd sekvenci piepiSe do RNA. RNA
je poté pomoci reverzni transkriptazy prevedena zpét na DNA a vloZena do genomu
(Seda et al., 2005).

Podle délky lze rozliSit dva typy rozptylenych repetic (Bennett, 2000). SINES
(short interspersed nuclear elements) jsou kratké rozptylené jaderné elementy kratsi
nez 500 bp (Seda et al., 2005). Znamou sekvenci patiici mezi SINEs jsou Alu repetice,
které jsou pfiblizné 280 bp dlouhé (Bennett, 2000). Alu elementy maji vice nez milion
kopii a tvoii 11 % lidského genomu (Seda et al., 2005). Druhym typem rozptylenych

repetic jsou LINEs (long interspersed nuclear elements), dlouhé rozptylené jaderné

16



v v

L1 ma asi 600 bp a v lidském genomu se opakuje 3000—5000 krat (Snustad et Simmons,
2009).

3.3.2 Tandemové repetitivni DNA

Tandemové repetice se skladaji ze stejnych ¢i téméf stejnych opakujicich
se sekvenci (Seda et al., 2005). Repetice s velkym podtem kopii nekoduji zadny protein
a nepodléhaji transkripci. Sekvence s mens$im pocétem repetic koduji proteiny,
kterych je v organizmu potieba velké mnozstvi, napt. ribozomalni proteiny nebo aktin
a myozin (Snustad et Simmons, 2009). Pies 10 % lidského genomu tvofi tandemové
repetice (Benson, 1999). Konzervativni nukleotidové sekvence lze nalézt u centromer
atelomer (Grady et al., 1992). Narist poctu trinukleotidovych repetic z desitek
az nastovky ¢i tisice je spojen s mnoha chorobami. Mezi tyto choroby patii
Huntingtonova choroba, syndrom fragilniho X, myotické dystrofie, spindlni muskularni
atrofie ¢i Friedreichova ataxie (Benson, 1999). Dle délky opakujicich se sekvenci
se tandemové repetice rozd€luji na satelity, minisatelity a mikrosatelity (Campbell

et Reece, 2006).

3.3.2.1 Satelity

Satelitni DNA obsahuje repetitivni jednotku dlouhou obvykle asi 300 bp (Tautz,
1993). Ovsem nékdy tato repetitivni sekvence mize byt dlouha az n¢kolik Mb (Bennett,
2000). Pocet kopii se pohybuje mezi tisici az deseti miliony. (Tautz, 1993). Satelitni
DNA v lidském genomu neni piepisovana do RNA a nachazi se v heterochromatinu
(Bennett, 2000). Satelity se ve velkém mnozstvi vyskytuji v centromerach a telomerach
(Campbell et Reece, 2006).
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3.3.2.2 Minisatelity

Velikost repetitivni sekvence minisateliti je 6-100 bp. Délka minisatelitti se
pohybuje mezi 0,5 az n€kolika kb (Vergnaud, 2000). Rozlisuji se dva typy minisatelitt
(Bennett, 2000).

Bennett (2000) uvadi, ze telomerické minisatelity obsahuji 10—15 kb opakujicich
se hexanukleotidovych sekvenci (u obratlovcd hlavné TTAGGG). Pfidavani téchto
sekvenci je mozné pomoci enzymu telomerazy (Seda et al., 2005). Telomery brani
odbouravani konce molekul DNA, brani fizim s jinymi molekulami DNA a umoziiuji
replikaci DNA bez ztrat genetického materialu. Ve vétSiné bunék dochazi pfi starnuti
ke zkracovani celkové délky repetic (Snustad et Simmons, 2009).

U variabilnich minisatelitd se délka zékladni jednotky pohybuje od 6 az po vice
nez 50 nukleotidi. Velikost minisatelitt vykazuje mezi jednotlivei velky
polymorfizmus (Bennett, 2000). Diky témto rozdilim v poétu repetic se tyto
minisatelity oznacuji jako VNTRSs (variable number of tandem repeats) (Ramel, 1997).
Minisatelity obsahuji konzervativni sekvenci, bohatou na guanin. Vlastni minisatelit
je zobou stran obklopen sekvencemi DNA, jez se mezi jednotlivymi lokusy lisi.
Mutacni rychlost je u minisateliti obrovska a heterozygotnost v populaci mize byt
u n¢kterych minisatelittl vétsi nez 99 %. Minisatelitti se vyuziva k DNA fingerprintingu
(Zima et al., 2004).

3.3.2.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou tvofeny zakladni repetitivni jednotkou o velikosti 1-6 bp
(Té6th et al., 2000, Buschiazzo et Gemmell, 2006, Chistiakov et al., 2006). Pocet
mikrosatelitovych repetici se obvykle pohybuje mezi nékolika desitkami az ke stovce
(Bennett, 2009). Kvuli své struktufe a tandemovému uspotradani se mohou mikrosatelity
oznacovat jako kratké tandemové repetice — STRs (short tandem repeats) nebo repetice
jednoduchych sekvenci — SSRs (simple sequence repeats) (Zima et al., 2004).
Mikrosatelity 1ze nalézt v kodujicich i nekodujicich oblastech genomu prokaryot
i eukaryot (Toth et al., 2000, Zane, 2002, Buschiazzo et Gemmell, 2006).

Mikrosatelity lze rozdélit na mono-, di-, tri-, tetra-, penta- a hexanukleotidové.

(Toth et al., 2000, Ellengren, 2004). U obratloveti maji mononukleotidové mikrosatelity
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zastoupeni 16,5 % (Chistiakov et al., 2006). Vyrazn¢ pievazuje repetice A/T nad G/C
(Toth etal., 2000). Vétsina mikrosatelitt (30-67 %) je tvofena dinukleotidovymi
repeticemi. V genomu obratlovct je nejcastéji se opakujici dinukleotidovy motiv AC.
Druhym nejcastéjSim motivem je AT. Trinukleotidové mikrosatelity tvoii 19 % vSech
mikrosateliti (Chistiakov et al., 2006). Nejcastéjsi jsou repetitivni jednotky bohaté
na G+C (napt. CCG, CGG, GCC) (Toth et al., 2000). Nartst poctu kopii téchto
trinukleotidovych  mikrosateliti muze vést kvySe uvedenym nemocem.
Tetranukleotidové repetice tvoii 21 % (Chistiakov et al., 2006). Nejcastéji je tvofi
repetice bohaté na G+C. U savci lze také nalézt vysoké zastoupeni AAGG, AAAT
a AAAG. Tyto mikrosatelity se prakticky nevyskytuji v exonech (Toth et al., 2000).
Pentanukleotidové mikrosatelity jsou nejméné pocetnou skupinou mikrosatelitt (3 %)
(Chistiakov et al., 2006). Pfevazuji jednotky bohaté na A+T (napi. AAAAC
Ci AAAAT) (Toth et al, 2000). Hexanukleotidové repetice predstavuji 6 %
mikrosatelitti (Chistiakov et al., 2006).

Mikrosatelity 1ze také rozdé€lit na dokonalé, nedokonalé, preruSované a slozené.
Dokonalé¢ mikrosatelity jsou tvofeny nepferuSovanym fetézcem repetitivnich jednotek
(TATATATATATATATA). U nedokonalych mikrosateliti se v fetézci nukleotidi
nachazi baze navic, ktera fetézec preruSuje (TATATATACTATATA). Pokud
se v repetitivnich  jednotkach objevi kratky tsek odlisSnych nukleotidl, jde
0 preruSovany mikrosatelit (TATATACGTGTATATATA). Slozeny mikrosatelit je
tvofen dvéma sousednimi repetitivnimi sekvencemi (TATATATATAGTGTGTGTGT)
(Oliveira et al., 2006).

Existuji dvé teorie vzniku mikrosatelitd. Prvni fika, Ze mikrosatelity vznikly
spontann¢ z jedineénych sekvenci (de novo mikrosatelity). Mezistupném
mezi jedine¢nou sekvenci a mikrosatelitem se stal proto-mikrosatelit. Ten obsahuje
3—4 repetitivni jednotky. Prvni teorie byla, Ze proto-mikrosatelity vznikly substituci
vpuvodni sekvenci a poté byly dale rozSifovany. Dnes se ma za to,
ze proto-mikrosatelity vznikly inzerci v primarni sekvenci a zkopirovanim okolnich
bazi. Druhou teorii je vznik adoptivnich mikrosatelitl, které vznikly pfijetim sekvenci
Z jinych mist genomu prostfednictvi transpozoni (Buschiazzo et Gemmell, 2006).

Polymorfizmus mikrosateliti je dan hlavné jejich délkou a ne primarni sekvenci
(Ellegren, 2004). Je to dano velkou mutacni rychlosti mikrosateliti (10°-10°).
K mutacim dochdzi dvéma mechanizmy - sklouznutim DNA polymerazy

a interchromozomalni vyménou (Buschiazzo et Gemmell, 2006). Pti sklouznuti DNA
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polymerazy dochazi bud’ na mateifském nebo na dcefiném vlakné ke vzniku smycky
(Bennett, 2000). Pokud ke vzniku smycky dojde na dcefiném vlaknu, pocet repetic
se zvysi. Pokud ale smycka vznikne na matefském vldknu, dojde ke snizeni poctu
repetic (Oliveira et al., 2006). Vétsina chyb zpasobenych vznikem smycéek je vSak
odhalena aopravena pomoci reparacniho systému (Bennett, 2000). Pti
interchromozomalni vyméné dochéazi k rekombinaci nebo nerovnomérnému crossing-
overu (Buschiazzo et Gemmell, 2006). Pii nerovnomérném crossing-overu dochazi ke
ztratdm repetic na jenom chromozomu a ziskani repetic na druhém homolognim
chromozomu (Oliveira et al., 2006).

Mikrosatelity se vyznacuji velkym polymorfizmem, kodominantni dédi¢nosti,
kratkou délkou a rozsahlym pokrytim genomu. Jsou pouzivany pii genetickém
mapovani, ke stanoveni paternity, identifikaci jedincl, pfi fylogenetickych studiich,
VvV populacni genetice nebo pii sledovani molekuldrné-patologickych projevii nékterych

chorob (Chistiakov et al., 2006).

3.4 Hledani novych mikrosatelitovych lokusi

Mikrosatelity jsou velmi Casto pouzivané jako genetické markery. Problémem
ale je, ze neexistuji univerzalni primery, které by se daly pouzit na vSechny biologické
druhy (Primmer et al., 2005). Existuji dva zpisoby, jak ziskat mikrosatelitové pary
primeru. Bud’ se vytvoii druhové specificky par primeri pomoci de novo izolace. Tento
zpusob je ovSem drahy a c¢asové naro¢ny. Druhy zpusob je cross-species PCR
amplifikace na ptibuznych druzich (Galbusera et al., 2000).

Pii de novo izolaci mikrosatelitovych primert je nejdiive izolovana DNA,
ktera je poté fragmentovana pomoci restrikénich enzymi nebo, méné Castéji, pomoci
ultrazvuku. Z rizn¢ dlouhych fragmentt jsou nasledné vybirany fragmenty o velikosti
300-700 bp. Podle metody zvolené¢ fragmentace jsou vybrané fragmenty vloZeny
do plazmidového vektoru, bud’ pfimo nebo pomoci specifického adaptoru. Vektory jsou
poté transformovany do bakteridlni bunky a mohou tak vzniknout tisice
rekombinovanych klond. U klond se poté zjiStuje, zda obsahuji mikrosatelitovou
sekvenci. To se provadi pomoci Southern blottingu na nylonovou membranu a poté
hybridizaci se znacenou sondou. Klony, které obsahuji mikrosatelitovou sekvenci jsou

pouzity k navrhu primert (Zane et al., 2002).
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Metoda cross-species PCR amplifikace mikrosatelitovych primerd je zalozena
na tom, ze mikrosatelitové primery, izolované z urc¢itého druhu, mohou amplifikovat
DNA piibuznych druhi. JelikoZz dochazi k akumulovani mutaci v sekvencich
navazujicich na mikrosatelity, velkou roli v cross-species amplifikaci hraje
fylogenetickd vzdalenost. U ptaktl byla prvni studie provadéna s primery navrzenymi
pro vlastovku obecnou (Hirundo rustica) a lejska ¢ernohlavého (Ficedula hypoleuca).
Cross-species PCR amplifikace s témito primery byla provadéna na devatenacti ptacich
druzich, nepatiicich mezi pévce, ze Ctrnacti ¢eledi a dvaceti deviti druzich pévct z osmi
Celedi. Studie ukézala, Zze ¢im vétsi je fylogenetickd vzdalenost mezi druhy, tim nizsi je
uspésnost PCR amplifikace mikrosatelitovych primert poskytuji polymorfni produkt
(Primmer et al., 1996).

3.5 Analyza mikrosatelitovych lokust

Princip analyzy mikrosateliti je v celku jednoduchy. Pokud jsou znamy
sekvence primert, které na mikrosatelit navazuji, provede se polymerazova fetézova
reakce (PCR). Produkt PCR reakce je poté separovan dle délky pomoci elektroforézy
(Zima et al., 2004).

3.5.1 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR, polymerase chain reaction) byla objevena
vroce 1985 Kary B. Mullisem a znamenala obrovsky pfinos pro molekularni biologii
(Smarda et al., 2005). PCR je technika, kterou Ize amplifikovat in vitro ur¢ity specificky
usek DNA. Mnozstvi piivodni DNA pfitom miize byt velmi malé, teoreticky by stacila
jedind molekula DNA. Vysledny produkt obvykle neni nutné purifikovat, protoze
obsahuje téméf vyhradné délkoveé definovanou sekvenci (Zima et al., 2004).

Pro spravné probéhnuti PCR reakce je tfeba mit molekulu DNA, jejiz ¢ast
méa byt amplifikovana. Usek nukleotidové sekvence, ktery méa byt amplifikovan,
je ohranien pfipojenim dvou primerd. Primery se vazi na protilehlé fetézce tak,
ze jejich 3’-konce sméfuji proti sobé. Délka primerd je obvykle 18-25 nukleotidd,
oblasti bohat¢é na G/C a A/T pary jsou rovnomérné distribuovany, obsah G+C

je 40-60 %. Pti navrhu primert je dilezité, aby sekvence primerti byla v genomu
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jedine¢na a specificky se vazala jen k jedinému mistu (Smarda et al., 2005). K syntéze
nového vlakna je potieba enzym DNA polymeraza. Diive se pfi tepelné denaturaci
DNA denaturovala také DNA polymeraza a do kazdého cyklu se tak musel enzym
znovu pridavat (Zima et al., 2004). Pozdé&ji se zacala pouzivat Taq polymeraza. Ta byla
izolovana z bakterie Thermus aquaticus. Tato bakterie zije v horkych pramenech a fada
jejich enzymu véetné Taqg polymerazy je termostabilni, tudiz pti zvySeni teploty nedojde
Kk jeji denaturaci (Brown, 2007). Reak¢éni smés musi jeSté obsahovat vSechny c¢tyfi
nukleotidy, pufr, MgCl; a kvalitni redestilovanou vodu (Zima et al., 2004).

Vlastni PCR reakce probihd ve tfech krocich. Prvnim krokem je denaturace,
pii které se smés zahieje na teplotu 92-95 °C a dojde tak k disociaci fragmentti dsSDNA
na jednotlivé fetézce. Poté se smés zchladi a navazi se primery (annealing). Pti tomto
kroku se teplota pohybuje mezi 42-60 °C. Extenze je tfetim krokem PCR reakce,
pfi niz dojde k syntéze novych fetézcl, ktera probihda ve sméru 5°'—3" od navazaného
primeru a je katalyzovana enzymem Taq polymerazou. Teplota pii extenzi se pohybuje
mezi 70-75 °C, nejcastéji vSak probiha pii 72 °C. Délka tohoto kroku zavisi na velikosti
syntetizovaného fragmentu (Zima et al., 2004).

Jednotlivé kroky PCR reakce se cyklicky opakuji. Obvykly pocet cykla
se pohybuje mezi 25-35 cykly. PCR reakce je provadéna v pfistroji zvaném
termocykler, ve kterém se teplota méni automaticky v naprogramovanych casovych
intervalech. Opakovanim téchto krokd vzrista exponencialné pocet kopii, primery

ohrani¢eného tseku DNA (Smarda et al., 2005)

3.5.2 Elektroforeticka separace PCR produktii

Pro analyzu PCR produktli se nejCastéji pouziva elektroforetickd separace.
Principem této techniky je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli. Nukleové
kyseliny nesou negativné nabité fosfitové skupiny a tudiz se v elektrickém poli
pohybuji ke kladné nabité anodé (Smarda et al., 2005).

Elektroforéza se provadi ve vhodném nosi¢i, C0Z byva nejcastéji gel.
Gely pro separaci nukleovych kyselin jsou nej¢astéji polyakrylamidové nebo agar6zové
(Smarda et al., 2005). Gely vytvaii porovitou strukturu, kterou musi molekuly DNA,
pfisvém pohybu k anodé€, projit. Dojde k separaci molekul DNA podle velikosti,

jelikoz mensi molekuly DNA se v gelu pohybuji rychleji. Pro separaci molekul
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o velikosti 1-30 kb se pouzivaji agarézové gely. Pro mensi molekuly v rozmezi
1-300 bp se pouzivaji polyakrylamidové gely (Brown, 2007).

Po dokonceni elektroforézy se nejdiive musi molekuly DNA zviditelnit,
aby se daly vyhodnotit. Molekuly DNA o stejné velikosti jsou na gelu viditelné
v podob¢ prouzki, pticemz jejich intenzita je tmérna koncentraci DNA. Vizualizace
se provadi pomoci ethidiumbromidu, dusi¢nanu stfibrného, fluorescencnich barviv
napt. SYBR Green nebo vpiipadé radioaktivné znacenych molekul DNA
autoradiograficky (Smarda et al., 2005).

3.5.3 Problémy pri analyze PCR produktii

Hodnoceni vysledkt PCR amplifikace na gelu miize byt nékdy problematickeé.
Vyskyt nulovych alel, stutter bandi a homoplazie alel komplikuje analyzu
PCR produktu.

3.5.3.1 Nulové alely

Nulové¢ alely jsou mikrosatelitové alely, které nelze amplifikovat pomoci PCR
a poté je tedy nelze ani identifikovat v gelu (Dakin et Avise, 2004). Nulové alely jsou
dalezité¢ pti genetickych analyzach, kdy by mohlo dojit k chybnému vyhodnoceni
vysledkti. Hetorozygot nesouci nulovou alelu by mohl byt vyhodnocen jako homozygot
(Jones et Ardren, 2003). Nulov¢ alely byly nalezeny v mnoha organizmech napt. u lidi,
dvoukfidlych (Diptera), motyla (Lepidoptera), mékkysa (Mollusca), ale i u dfevin jako
je borovice (Pinus), smrk (Picea) ¢i jasan ztepily (Fraxinus excelsior) (Chapuis
et Estoup, 2007; Chybicki et Burczyk, 2009).

Nulové alely mohou vzniknout mutaci v mistech, ktera tésné¢ ptiléhaji
k mikrosatelitové sekvenci. V téchto mistech naseda primer. Pokud dojde k mutaci,
primer nemuize nasednout a tudiz nedojde ani k amplifikaci. Ke vzniku nulové alely
také dochazi pti PCR reakcei, jelikoz pti PCR reakci nedochazi k amplifikaci dvou
ruznych alel stejné. Kratsi alely se amplifikuji efektivnéji neZ delsi alely. To miize vést
k tomu, Ze je u heterozygota detekovana pouze kratsi alela. Pro detekci delsi alely je

tteba zvysit koncentraci templatové DNA nebo upravit kontrast. Treti moznosti vzniku
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nulovych alel je nesprdvné probéhnuti PCR pfi Spatné kvalit¢ DNA nebo jeji nizké

koncentraci (Dakin et Avise, 2004).

3.5.3.2 Stutter bandy

Pti vizualizaci vysledki PCR pomoci elektroforézy se na gelu mohou objevit
bandy, které se od hlavniho bandu 1isi velikosti. Tyto bandy se nazyvaji stutter bandy
(shadow bandy, DNA polymerase slippage product) (Walsh et al., 1996). Prii
amplifikaci repetitivni sekvence mize dojit ke skluzu Taq polymerazy. Tak vzniknou
stutter bandy, coz jsou produkty PCR amplifikace, které jsou o jeden ¢i dvé repetitivni
jednotky krat$i, nez ptivodni repetitivni sekvence. Stutter bandy se nejcastéji vyskytuji
u repetic, ve kterych je zakladni repetitivni jednotka dinukleotid. Méné Castéji se
vyskytuji u repetic stri- ¢i tetranuklotidovou repetitivni jednotkou (Daniels et al.,
1998). V ptipadé dinukleotidovych repetic, je velikost stutter bandt nejcastéji o dvé
baze mensi, nezZ je velikost hlavniho bandu. Lze vSak ale nalézt 1 bandy mensi o Ctyii,
Sest €1 vice bazi. Pri vyskytu stutter bandi miZze dojit k problémim pti vyhodnocovani
vysledkti. Napt. u heterozygota, jenz ma alely podobné velikosti miize dojit k tomu,

ze stutter bandy jedné alely splynou s hlavnim bandem druhé alely (Walsh et al., 1996).

3.5.3.3 Alelova homoplazie

Alelovou homoplazii se rozumi stav, kdy alely jednoho lokusu jsou shodné
co se ty¢e délky, ovSem jsou odlisné piivodem. Tato homoplazie vznika mutaci, pti
které mohou vznikat nové alely (Estoup et al., 2002). Alelové homoplazie lze rozdélit
do dvou skupin. Prvni skupinu tvoii alely, které maji stejnou délku, ale nemaji stejnou
sekvenci. Pti elektroforetické separaci alely tedy nelze rozlisit, ale pti sekvenaci ano.
Do druhé¢ skupiny patii alely, které maji délku i sekvenci identickou, ale maji odliSnou
evoluéni historii. Tyto alely lze zjistit pouze diky dfive zaznamenanym mutacim
(Anmarkrud et al., 2008).

Alelové homoplazie mohou predstavovat problém pii vyhodnoceni vysledka

populaénich a fylogenetickych studii (Estoup et al., 2002).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Genomickd DNA, kterd byla pouzita pro mou bakalafskou praci, byla

vyizolovana z krve Sesti nepfibuznych jedinct druhu marabu africky (Leptoptilos

crumeniferus). Krev byla odebrana témto jedincim v ZOO Dvir Kralové nad Labem.

4.2

Izolace genomické DNA pro PCR z ptaci krve

Tento postup byl pievzat podle Maniatis et al. (1982) a byl upraven pro

materidlni a technické podminky Laboratofe populacni genetiky na Pfirodovédecké

fakulté UP.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

Do mikrozkumavky bylo napipetovano 400 pl roztoku ptaci krve v Queen’s
pufru.

Poté bylo piipipetovano 100 pl roztoku proteinazy K (10 mg/ml), promichano
pteklapénim a ptidano 100 pl 10% roztoku SDS.

Za pieklapéni v termostatu pii 37 °C se mikrozkumavky inkubovaly do druhého
dne.

Po pfidani 350 pl fenolu a 350 pl chloroformu byly mikrozkumavky
vortexovany a zcentrifugovany (2000 g / 5 min). Poté byla vrchni faze odebrana
ustfizenou Spickou do nové mikrozkumavky.

K odebranému vzorku bylo ptidano 700 pl chloroformu a mikrozkumavka byla
zvortexovana a zcentrifugovana (2000 g / 5 min). Vrchni faze byla odebrana do
nové mikrozkumavky, ve které byl tento krok zopakovan.

K odebranému roztoku bylo pifiddno 180 pl vychlazeného octanu sodného
0 koncentraci 3 mol/l a objem mikrozkumavky byl doplnén vychlazenym
96% ethanolem. Mikrozkumavky byly pomoci pieklapéni promichany a ulozeny
na 2 hodiny do -20 °C.

Mikrozkumavky byly centrifugovany 30 minut pfi 13000 g.

Ethanol byl opatrné slit a k srazeniné DNA byl pfiddn 1 ml vychlazeného
70% ethanolu.
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9) Mikrozkumavky byly centrifugovany 10 minut pii 13000 g.

10) Opét byl ethanol opatrné slit a mikrozkumavky se srazeninou DNA byly
vysuseny v termobloku.

11) K vysusené DNA bylo ptidano 500 ul TE pufru.

12) DNA Vv TE pufru byla za pieklapéni rozpousténa pifes noc v termostatu pii
40 °C.

13) Po fluorometrickém stanoveni koncentrace byla mikrozkumavka s roztokem
DNA zamrazena v -20 °C. Cast byla pro pouZiti pii PCR odebrana a nafedéna

deionizovanou vodou na koncentraci 10—50 pg/ml a uchovana v lednici.

4.3 PCR amplifikace DNA

Vyizolovana genomicka DNA byla amplifikovana vybranym parem primert,

které byly obsazeny v PCR mixu, viz tabulka ¢. 1.

Tabulka €. 1: Slozeni PCR mixu pro 6 vzork.

Slozky PCR mixu Objem (pl)
Deionizovana voda 44 .4: 46,4*
Storage Buffer 10 x 6,7
MgCl; (25 mmol/l) 4,0; 2,0*
dNTPs (20 pmol/l) 0,7
primer F (10 umol/I) 3,3
primer R (10 umol/I) 3,3
a Taq DNA polymeraza (5 U/ul) 1,0

* pro PCR amplifikaci mikrosatelitového lokusu Cc02 byla pouzita poloviéni

koncentrace MgCl, a PCR mix byl doplnén o imérny objem deionizované vody

Po rozmrazeni byly jednotlivé slozky PCR mixu zvortexovany a téz
zcentrifugovany. Po napipetovani slozek do 1,5 ml mikrozkumavek, byly tyto
mikrozkumavky zvortexovany a zcentrifugovany.

Do PCR zkumavek (stripti) byl napipetovan 1 pl genomické DNA nafedéné na
koncetraci 10-50 pg/ml. Ke kazdému z Sesti vzorkti DNA bylo ptidano 9 ul PCR mixu.
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PCR zkumavky byly poté zcentrifugovany a umistény do termocykléru. Casovy

a teplotni profil PCR reakce byl nasledujici:

Smin......oooiiiiiiii 94 °C
30 S i 94 °C
30 St zvolena teplota annealingu (* 35 cykla
30 S it 72 °C
TN 72 °C

Jako zakladni teplota annealingu byla zvolena teplota 50 °C. Na tuto teplotu
byly otestovany vSechny mikrosatelitové primery. Pro mikrosatelitové primery,
u kterych se zdaly byt vysledky PCR amplifikace polymorfni, byla upravena teplota

annealingu nasledujici PCR reakce.

PCR amplifikace byla provedena s celkem 187 pary mikrosatelitovych primert.
Jelikoz byla pouzita metoda cross-species PCR amplifikace, primery nebyly navrzeny
primarné pro marabu afrického (Leptoptilos crumeniferus). Hlavnim testovanym fadem
byl fad brodivi (Ciconiiformes). Z toho fadu byly testovany vSechny existujici pary
primerd. Marabu africky patii do fadu brodivi a pti pouziti part primerii navrzenych pro
fylogeneticky blizké druhy byla nejvys§i Sance na nalezeni polymorfnich
mikrosatelitovych lokust. Celkem bylo testovano 157 pard primeru, které byly
navrzeny pro 11 druhtt ztadu brodivych. Testovany byly dale tady potapky
(Podicipediformes) a potaplice (Gaviiformes), u kterych byly téZ testovany vSechny
dosud znamé mikrosatelitové pary primert, dale dva primerové pary navrzené pro jeden
druh z fadu dlouhokftidli (Charadriiformes), jeden par primert pochazejici od jednoho
druhu z ¥adu tuénaci (Sphenisciformes) a nékolik primerovych part izolovanych z DNA
4 druhli zta4du vrubozobi (Anseriformes). Piehled jednotlivych mikrosatelitovych

lokust, testovanych u marabu afrického je uveden v tabulce €. 2.
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Tabulka €. 2: Prehled mikrosatelitovych lokust testovanych u marabu afrického.

V tabulce je dale uvedeno zatazeni do fadu, zdrojovych druh, autor a rok publikace.

Rad Zdrojovy druh Mikrosatelitové lokusy Literarni
zdroj
Cc01, Cc02, Cc03, Cc04, | Shephard et
Cép bily Cc05, Cc06, Cc07 al., 2009
(Ciconia ciconia) CC1, CC3, CC1, CC9, Segelbacher,
CC10, CC13 osobni
sdéleni
Cap vychodni Cbo102, Cbo108, Cbo109, | Wang et al.,
(Ciconia boyciana) | Cbol121, Cbo133, Chol51, 2011
Cbo168, Cho235
NnAF4, NnBF7, NnCE11, Jietal,
NnCG3, NnDD9, NnEB12, 2004
NnHB12, NnNF5, NnEA9,
Brodivi Ibis japonsky NnAD10, NnEH10,
(Ciconiiformes) | (Nipponia nippon) NNnGF4, NnLF11
NNnO1, Nn03, Nn04, Nn12, He et al.,
Nn16, Nn17, Nn18, Nn21, 2006
Nn23, Nn25, Nn26
Eru02, Eru03, Eru04, Santos et al.,
Ibis rudy Eru05, Eru06, Eru07, 2006
(Eudocimus ruber) Eru08, Eru09, Erul0,
Erull
PM1-4, PM1-13, PM1-17, | Yeungetal.,
PM2-14, PM2-16, PM2-20, 2009

Kolpik maly

(Platalea minor)

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
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Tabulka ¢. 2 — pokracovani.

Rad Zdrojovy druh Mikrosatelitové lokusy Literarni
zdroj
Kolpik razovy Aajul, Aaju2, Aaju3, Sawyer et
(Ajaia ajaja) Aajud, Aajus, Aajub Benjamin,
2006
Kvako$ no¢ni nyctil4, nyctil5, nycti22, | Chang et al.,
(Nycticorax nycti26, nycti35, nycti36, 2009
nycticorax) nycti4l, nycti43, nycti62,
nycti68, nycti74
Wsp03, Wsu08, Wsu09, Tomasulo-
Wsul3, Wsul4, Wsul7, Seccomandi
Nesyt lesni Wsul8, Wsul9, Wsu20, et al., 2003
(Mycteria Wsu23, Wsu24
americana) WS1, WS2, WS4, WS6 van den
Brodivi Bussche
(Ciconiiformes) etal., 1999
Volavka dervenava Er21, Er22, Er23, Er24, Hill et
(Egretta rufescens) Er31, Erdl, Erd2, Er43, Green, 2011
Erd4, Erd5, Er4d6, Er51
Ah205, Ah208, Ah209, McGuire et
Ah210, Ah211, Ah212, Noor, 2002
Volavka velka Ah217, Ah320, Ah341,
(Ardea herodias) Ah343, Ah414, Ah421,
Ah517, Ah522, Ah526,
Ah536, Ah630
Volavka Zlutozoba | Ae0l1, Ae04, Ae05, Ae09, | Huang et al.,
(Egretta Ael3, Ae24, Ae25, Ae26, 2010

eulophotes)

Ae27, Ae28, Ae30, Ae35,
Ae36, Ae37, Ae38, Aed?2,
Aedd, Aed7
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Tabulka ¢. 2 — pokracovani.

(Cairina moschata)

Rad Zdrojovy druh Mikrosatelitové lokusy Literarni
zdroj
Potapky Potapka rudokrka PgAATL, PgAATS, Sachs et
(Podicipediformes) (Podiceps PgAAT6, PgAATS, Hughes, 1999
grisegena) PgAAT25, PQAAT 34,
PgAAT41
Potaplice Potéplice ledni GimA9, GimA12, GimC5, McMillan
(Gaviiformes) (Gavia immer) GimC11, GimD9, et al., 2004
GimD12, GimE11
Dlouhokftidli Alkounek drobny Apy06, Apy07 Dawson
(Charadriiformes) | (Aethia pygmaea) et al., 2005
Vrubozobi Kachna divoka APHO07, APH08, APHO09, Maak et al.,
(Anseriformes) (Anas APH12, APH13, APH16 2000
platyrhynchos)
Kachna pizmova CmAAT16, CmAATS35, Stai et

CmAAT38

Hughes, 2003

Kachnice lalo¢nata

Bim1, BIm10, BIm12

Guay et
(Biziura lobata) Mulder, 2005
Kajka motska Smol0 Paulus et
(Somateria Tiedemann,
mollissima) 2003
Tudnaci Tucnak krouzkovy AM13 Roeder et al.,
(Sphenisciformes) (Pygoscelis 2001
adeliae)
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4.4 Zpracovani PCR produkti

Tento postup je optimalizovan pro pouziti vyhiivané sekvenacni elektroforetické

komurky S2 Whatman Biomera s rozméry skel 330 x 390 mm a 330 x 420 mm

a tloustkou gelu 0,4 mm.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Velké sklo bylo vydrhnuto kartdckem, omyto deionizovanou vodou a osuseno.
Plocha, ktera se méla dotykat gelu, byla dvakrat omyta 96% ethanolem
a osuSena. Poté byl na tuto plochu nanesen ptipravek pro odpuzovani vody ze
skel automobili a nechal se 5 minut zaschnout. Poté byla plocha oplachnuta
deionizovanou vodou a osusena papirovych ru¢nikem.

Malé sklo bylo omyto vodou se saponatem a diikkladné vydrhnuto kartaCkem. Po
osuSeni byl na plochu, ktera se méla dotykat gelu, dvakrat nanesen 96% ethanol.
Poté bylo naneseno molekularni lepidlo, které se nechalo 5 minut zaschnout.
Sklo bylo potom ¢étyfikrat omyto 96% ethanolem a pokazdé dobie osuseno.
Velké sklo bylo polozeno na polystyrenovou podlozku oSetienou plochou
nahoru. Na dlouhé strany velkého skla byly polozeny 0,4 mm silné spacery.
Na n¢ bylo polozeno malé sklo, oSetfenou stranou doli. V misté spacert byla
skla sepnuta pomoci klipst.

Gel byl pifipraven vkidince smisenim 60 ml 6%  roztoku
akrylamid:N,N’- methalenbisakrylamid ~ 19:1, 400 ul 10%  roztoku
peroxodisiranu amonného a 40 ul N, N, N, N’- tetramethylethylendiaminu. Po
dukladném promichani byl gel nalévan do prostoru mezi skly.

Jakmile byl cely prostor mezi skly vyplnén gelem, byl mezi skla, do hloubky
0,7 az 1 cm, vsunut rovnou stranou hiebinek. Skla v misté hfebinku byla sepnuta
Klipsy. Gel se nechal asi hodinu polymerizovat.

Po utuhnuti gelu byly odstranény klipsy a sklo bylo dikladné¢ omyto od zbytka
polyakrylamidu. Zvlastni diiraz byl na ¢isténi v okoli hiebinku. Poté bylo sklo
osuseno a umisténo do elektroforetické komutrky hiebinkem nahoru.

Katodovy 1 anodovy prostor byl zalit 0,5 x TBE pufrem. Hifebinek byl opatrné
vytazen a mezera mezi skly byla peclivé vycCiSténa proudem pufru z injekéni
stiikacky. Po wuzavieni katodového a anodového prostoru byly nasazeny
elektrody a na zdroji stejnosmérného elektrického proudu byla nastavena

hodnota vykonu 90 W (hodnoty elektrického napéti a proudu byly
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3000 V a 150 mA). Gel byl poté nahiivan asi 30 minut na teplotu 48-50 °C.
Teplota byla kontrolovana na teploméru umisténém na velkém skle.

8) Chvili pfed dokonCenim nahtivani se smisilo 10 pl PCR produktu a 5 pl
nanaseciho pufru. Toto bylo vloZeno na 3 minuty do termocykléru, aby doslo
k denaturaci. Po vytazeni ztermocykléru byly vzorky okamzité umistény
do ledové ttisté, aby nedoslo k renaturaci.

9) Béhem denaturace byl vypnut zdroj stejnosmérného elektrického proudu.
Po otevieni katodového prostoru byla znovu vyc€iSténa mezera pro hiebinek.
Do mezery byl hiebinek vsunut zoubky ptiblizné 1 mm hluboko do gelu.

10) Do prostoru mezi zoubky hiebinku bylo pomoci osmikanalové pipety naneseno
po 2 ul denaturovanych vzorkl. Po napipetovani vSech vzorkl byl katodovy
prostor uzavien, nasazena elektroda a na zdroji elektrického proudu byl nastaven
vykon 70 W. Cas separace byl nejdiive 1,5 hod. U né&kterych polymorfnich
vzorkl byl ¢as separace zvySen.

11) Béhem elektroforetické separace byl ptipraven fix/stop roztok, roztok 1%
kyseliny dusicné HNOj3 a vyvojka, ktera byla dana do lednicky.

12) Po uplynuti ¢asu elektroforetické separace, byl vypnut zdroj stejnosmérného
elektrického proudu, odpojeny elektrody a otevien kanalek pro odteceni pufru
z katodové oblasti. Sklo bylo z komirky vyjmuto, spacery byly oddélany
a pomoci noze bylo malé sklo odlepeno od velkého.

13) Malé sklo s piilepenym gelem bylo umisténo na tiepacku do fotomisky gelem
nahoru a zalito fix/stop roztokem. Pisobeni fix/stop roztoku bylo asi 20 minut.

14) Poté byl fix/stop slit do banky a sklo bylo 3 krat po dobu 2 minut omyvano
deionizovanou vodou. Gel byl nasledné promyvan na tiepacce 5 minut v roztoku
HNO3 a poté byl roztok vylit a gel byl 4 krat po 2 minutach omyt deionizovanou
vodou.

15) Sklo s gelem bylo umisténo do 0,1% roztoku AgNOs, do kterého bylo tésné pied
pouzitim pfiddano 1,2 ml formaldehydu. V tomto roztoku bylo sklo ponechéno
30 minut.

16) Po 30 minutach bylo sklo ponofeno na 5 sekund do misky s deionizovanou
vodou a pfemisténo na tfepacku do misky, ve které bylo nasledné zalito
vyvojkou. Bylo sledovano vyvijeni hnédocernych stiibrem obarvenych prouzkii
PCR produktii. Kdyz bylo prouzky dostatecné zfetelné, bylo vyvijeni zastaveno
prilitim fix/stop roztoku.

32



17) Sklo bylo poté ponofeno asi na 2 minuty do deionizované vody a premisténo na
nejmén¢ 30 minut do susarny pti 60 °C. Po vysuseni, bylo sklo vyhodnoceno na
negatoskopu. Po vyhodnoceni bylo sklo s gelem umisténo do roztoku NaOH o
koncentraci 1 mol/l, ve kterém se gel odlepil. Sklo bylo umyto a ptipraveno

znovu K pouziti.

4.5 Pouzité chemikalie

Akrylamid (AppliChem)

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

Deionizovana voda

Deoxyribonukleosid trifosfaty (100 mmol/l, 400 pl kazdého), U 1240 (Promega)
Dusi¢nan sttibrny (Lachema)

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)

Chloroform (Lachema)

Kyselina borita (Lachema)

Kyselina dusi¢na — 65% roztok (Lachema)
Kyselina octova — ledova (Lachema)

Laurylsiran sodny (SDS) (Lachema)
3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)
Mocovina (Lachema)

N-lauroylsarkosin (Sigma)
N,N’-methylenbisakrylamid (AppliChem)
N,N,N’,N’-tetramethylendiamin (TEMED) (Serva)
Octan sodny (Lachema)
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Peroxodisiran amonny (Serva)

Proteindza K (Sigma)

Clear Vue, Rain Repellent (Turtle WAX)

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

Xylenova modt (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.6 Pouzité roztoky

Zasobni roztok 6% akrylamidu:
420 g mocoviny
484 ml deionizované vody
50 ml 10 x TBE
150 ml 40% zéasobniho roztoku akrylamid:N,N’-methylenbisakrylamid 19:1 po

rozpusténi vSech slozek zfiltrovat a ulozit v temné lahvi ve 4 °C

Polyakrylamidovy 6% gel:
60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NHy4),S,0s
40 ul N,N,N’,N’-tetramethylethylendiaminu

Zasobni roztok 10x TBE pufru:
108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
55 g kyseliny borité H3BO3
40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
rozpustit v 800 ml deionizované vody

doplnit deionizovanou vodou na 1 |
Fix/stop roztok:

88 ml ledové kyseliny octové

800 ml deionizované vody
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Nanaseci pufr pro elektroforézu:
0,125 g bromfenolové modte
0,125 g xylenové modie
25 ml deionizované vody

100 ml formamidu

Roztok 1% kyseliny dusi¢né HNOs:
12 ml 65% HNO;

800 ml deionizované vody

Roztok 0,1% dusi¢nanu stfibrného AgNO3;:
0,8 g AgNO3
doplnit objem deionizovanou vodou na 800 ml

pfed pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu

Vyvojka:
24 g uhli¢itanu sodného Na,CO3
800 ml deionizované vody
umistit do chladnicky, aby se vychladil na teplotu nizsi nez 10 °C
pred pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu
sodného Na,S,0;

Roztok 10% peroxodisiranu amonného (NH;),S,0s:
1 g peroxodisiranu amonného (NHy),S,0g
rozpustit v 10 ml deionizované vody

uchovavat v chladniéce

Roztok hydroxidu sodného NaOH 1 mol/I:
40 g hydroxidu sodného NaOH
rozpustit v 800 ml deionizované vody

doplnit deionizovanou vodou na 1 |
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Molekularni lepidlo:
1 ml 0,5% kyseliny octové 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
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
200 pl zasobniho roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
rozpustit v 900 ml deionizované vody

doplnit deionizovanou vodou na 1 | a zfiltrovat

4.7 Laboratorni pristroje

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

Chladnicka kombinovana (Whirlpool)

Laboratorni vahy MARK S 622 (BEL Engineering)
Magneticka micha¢ka MR Hei-Standard (Heidolph)
Mikropipety Finnipipette 0,5 pul az 10 pl (osmikanalovd) (Labsystems)
Mikropipety Finnipipette 0,3 pl az 1 ml (Labsystems)
Mikropipety Nichipipet EX 0,5 ul az 1 ml (Nichiryo)
Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)

Negatoskop NEGAL1 (Maneko)

Sekvenacni elektroforeticka komtirka S2 (Whatman Biometra)

Susarna — sterilizator CAT 8050 (Conthern)
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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)
Ttepacka 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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5 Vysledky
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6 Diskuze
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7 Z.avér

Cilem této bakalaiské prace bylo nalézt, pomoci metody cross-species PCR
amplifikace, polymorfni mikrosatelitové lokusy u marabu afrického (Leptoptilos
crumeniferus). DNA marabu afrického byla izolovana z krve Sesti nepfibuznych
jedinct, jez byla ziskdna ze ZOO Dvir Kralové. K cross-species PCR amplifikaci bylo
pouzito celkem 187 part primert. Testovany byly vsSechny pary primert, které
pochazely od druhi z fadu brodivi (Ciconiiformes). Dale byly testovany vSechny pary
primert navrzené pro tad potapky (Podiipediformes) a potaplice (Gaviiformes), dva
pary primert navrzené pro fad dlouhoktidli (Charadriiformes), nékteré pary primert
navrzené pro fad vrubozobi (Anseriformes) a jeden primerovy par navrzeny pro fad
tucnaci (Sphenisciformes).

Testovanim bylo nalezeno 29 polymorfnich mikrosatelitovych part primerd. Ti1
z téchto primert amplifikovaly dva mikrosatelitové lokusy a jeden amplifikoval
dokonce tfi mikrosatelitové lokusy. Celkem tedy bylo nalezeno 34 polymorfnich
mikrosatelitovych lokust. Jedenact polymorfnich lokusti bylo amplifikovano pary
primert pochazejici od nesyta lesniho (Mycteria americana), Sest od ¢apa bilého
(Ciconia ciconia), pét od ibise japonského (Nipponia nippon), ¢tyfi od ¢apa vychodniho
(Ciconia boyciana), tfi od kolpika malé¢ho (Platalea minor) a po jednom polymorfnim
lokusu od druhti ibis rudy (Eudocimus ruber), kvako$ no¢ni (Nycticorax nycticorax),
volavka cCervenava (Egretta rufescens), volavka Zzlutozoba (Egretta eulophotes)
a alkounek drobny (Aethia pygmaea). Nejuspésngjsi celedi z hlediska zisku
polymorfnich mikrosatelitovych lokusi byla celed capoviti (Ciconidae), ze které
pochéazelo celkem 21 polymorfnich mikrosatelitovych lokusi. Divodem toho je mala
fylogenetickd vzdalenost mezi marabu africkym a druhy, ze kterych byly izolovany

pary primert.
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8 Seznam zkratek

bp

DNA
dsDNA
dNTP
EPC
EPF
EPP

kb
LINEs
Mb
PCR
SINEs
SSRs
STRs

Ta
VNTRs

adenin

par bazi (base pair)

cytozin

deoxyribonukleova kyseliny (deoxyribonucleic acid)

dvoutetézcova DNA (double-stranded DNA)

deoxynukleotid trifosfat (deoxyribonucleotide triphospate)

mimoparova kopulace (extra-pair copulations)

mimoparova fertilizace (extra-pair fertilization)

mimoparova paternita (extra-pair paternity)

guanin

kilobaze

dlouhé rozptylené jaderné elementy (long interspersed nuclear elements)
megabaze

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

kratké rozptylené jaderné elementy (short interspersed nuclear elements)
repetice jednoduchych sekvenci (simple sequence repeats)

kratké tandemové repetice (short tandem repeats)

thymin

teplota annealingu

variabilni pocet tandemovych repetic (variable number of tandem

repeats)
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