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jejich pomoc a rady.



SOUHRN

Ve své bakal&ské praci jsem se ¢movala hledani polymorfnich
mikrosatelitovych lokus, které by mohly byt vyuzity pro Sovani paternity u
plameraka karibskéhoRhoenicopterus ruber).

Mikrosatelitové lokusy jsem vyhledavala pomoci oadgt cross-species PCR
amplifikace s primery jovodré navrzenymi prardd plamééci (Phoenicopteriformes),
brodivi (Ciconiiformes) a veslonozi (PelecaniforineBrodukty PCR reakce jsem
elektroforeticky separovala a vizualizovala ponshesicnanu stibrného.

Z celkového p&tu 78 testovanych pérprimefi se mi podélo najit 35
polymorfnich mikrosatelitovych lokis u plam&aka karibského. U polymorfnich

mikrosateliti jsem stanovila peet alel na lokus.



SUMMARY

My bachelor thesis deals with finding of polymomphnicrosatellite loci that
could by used for paternity determination in theillzean flamingo Rhoenicopterus
ruber).

To search for microsatellite loci was used methaddcross-species PCR
amplification with primers originally designed fapecies belonged to the order
Phoenicopteriformes, Ciconiiformes and PelecaniesgnPCR products were separated
by electrophoresis and visualizated by silver tgtra

From the total number of 78 tested microsateldite, 35 polymorphic loci were
discovered. | found the number of alleles per locus
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1 UvoD

Mikrosatelity jsou tandema@vuspdadané repetice, jejichz jednotka ma velikost
1 az 6 par bazi. Vyskytuji se vcelém genomu jak prokaryak t eukaryot.
Mikrosatelity se diky své vysoké variabilia p@etnosti vyuzivaji i forenznich
analyzach, p uréovani paternity nebo pro ziskani informaci o gekeétistruktie
populace. Nevyhodouippraci s mikrosatelity je nutnost izolac® novo pro now
studované druhy.

Ve své bakai&ké praci se anuji hledani polymorfnich mikrosatelitovych
lokusi u plamédaka karibského pomoci metodsross-species PCR amplifikace
s primery, které byly navrzeny prtad plaméaci (Phoenicopteriformes), brodivi

(Ciconiiformes) a veslonozi (Pelecaniformes).



CiL PRACE

. Shromazdni dostupnych literarnich zdioja vypracovani reSerSe na téma
bakal&ské prace.

. PCR amplifikace mikrosatelitovych lokus vyuZzitim cross-species primer,
které jsou znamé od taxonomickkiluznych drubi ptdki a které dosud nebyly
u plameaaka karibského testovany.



3 LITERARNI P REHLED

3.1 R&d plamaiaci

Rad plaméaci (Phoenicopteriformes) tiiopouze jednaeled: plameiakoviti
(Phoenicopteridae) (Stastny et al., 1998), ktera je téena temi rody, a to rodem
Phoenicopterus, kde del Hoyo et al. (1992) z#azuji plamé@aka G6Zového
(Phoenicopterus ruber) a plam#&éka chilského Fhoenicopterus chilensis). Rod
Phoeniconaias zahrnuje pouze plaméka malého Fhoeniconaias minor) a do rodu
Phoenicoparrus jsou zd@azeni plamgak andsky Phoenicoparrus andinus) a plaméak
Jame8sv (Phoenicoparrusjamesi) (del Hoyoet al., 1992).

Rad plamaéaci pati mezi nejstarsi znamé skupiny pidkFosilni nélezy
sowasnych rod jsou znamy uz z oligocénu (del Howb al., 1992; $astnyet al.,
1998).

Plamaaci jsou vodni ptaci, pro které je typické maléaloe¢ tlo s dlouhym
krkem a dlouhyma nohama. Nohy nejsou fepé a mezi prsty je plovaci blana
umoziujici jak plavani, tak dizi bahnitymi nél¢inami (Brownet al., 1992; $astnyet
al., 1998). Na malé hlavje silny zakiveny zobak. Plam&ci pomoci zobaku nasavaji
smés vody a bahna, kter4 pak prochazi lamelovityntiyfiha okraji zobéaku (Alderton,
1995). Typické je taky zbarveni - bild &Zova. Rizové zbarveni je podmino
karotenoidovymi pigmenty, které vznikaji z mikropktkych fas v potra¥ cinnosti
jaternich enzyrin (del Hoyoet al., 1992; Alderton, 1995).

Plamaaci vytv&i obrovska hejna, jedna se o vysoce socialni d@ibyvaji
solnd jezera, Ustiek a laguny v mistech, kde m& voda &ibdsadité pH a jeji teplota
muze sahat az k 68 °C (Brovet al., 1992). Diky této specializaci na podminky, které
jsou pro ¥tSinu organism negiznive, Zejmé mohli plamaéaci pezit dlouhécasové
obdobi beze z#m (del Hoyoet al., 1992; $astnyet al., 1998). Tito ptaci stayi hnizda
z bahna ve tvaru kuzele vysoka asi 30 cm. Potragvowplama&aky jsou zejménéasy,
rozsivky a drobni bezobratli {8stnyet al., 1998). Pokud dojde k ¥grpani Zivin na
jednom mist, migruje hejno na nové stanowisPlameaaci migruji gFevazrié v noci,
piicemz za jednu noc jsou schopni diky letekmnat obrovské vzdalenosti. Rychlost
letu se pohybuje v rozmezi 50 az 60 km/h (Braival., 1992).



Samice kladou pouze jedno vejce, které&xali oba rodie. Mlal’ata se lihnou
po 27 az 31 dnech. Po narozeni jsou pokryta husgaym prachovym pan. Ve voleti
rodict se tvdi specialni sekret, kterym jsou ndld@a krmena. Produkce tohoto sekretu
je fizena hormonakha spou&icim mechanismem jsou hlasy wiit. Tento sekret je
zbarven docervena, protoZze obsahuje mnoho barviv, kterdq jskladana v jatrech
mladat a pozéji jsou zodpo¥dna za tvorbu charakteristickéhizového zbarveni (del
Hoyoet al., 1992; Alderton, 1995).

Tito ptaci jsou roz$eni v jizni Evrog, Africe, Jizni a Sedni Americe, ve
stredni a jizni Asii.

Zatazeni plamigaki do systému neni zcela jasné. Brosval. (1992) uvadji, ze
plameaci diky svym dlouhym noham a tvardla maji blizko k Ciconiiformes.
Pritomnost plovacich blan je zase sgolgm znakem s Anseriformes. Charakterizuji
fad plamééci jako vysoce specializovany, ktery si naSel enisezi Ciconiiformes a
Anseriformes. Del Hoyet al. (1992) toto z&azeni povaZzuji zaifhs konzervativni. Na
zaklad vysledika ziskanych pomoci techniky DNA-DNA hybridizace débyo et al.
(1992) uvadji jako jediné pibuzné plameaka zastupce Ciconiiformes. Podobnosti

s Anseriformes nepovaZzuji zélpuzenstvi, ale za analogické znaky.

3.1.1 Plamaak karibsky (Phoenicopterus ruber)

Plamaidk karibsky (viz Obrdzek 1 a 2) méa nejvyrgZh zbarveni ze vSech
plameaki. VysSka se pohybuje v rozmezi 120 az 140 cm, v&halj00 az 4100 g.
Samtky jsou menSi a maji kratSi nohy nez samci. Temtdr de rozSien zejména
v oblasti Mexika a Karibiku (Anonymous, 2011).

Podle Mezinarodniho svazu ochraniirpdy (IUCN) pati plameidk karibsky
mezi mér ohroZzené druhy, jelikoz celkova populace je destetvelka a nedosahuje
prahovych hodnot pro Fazeni mezi druhy kriticky ohrozené (prahova hodpeta 10
000 dosplych jedindi s 10% poklesem populace vap&hu deseti let nebditgeneraci)
(Anonymous, 2009).

Del Hoyo et al. (1992) radi plamé&éka karibského do rod&hoenicopterus

spole&né s plama@akem chilskym.
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3.1.2 Zarazeni plamdidka karibského do systému

+ Rise

* Podise

* Odcleni
* Kmen

* Podkmen
* Nadtida
» Trida

* Podtida
* Nadéd

+ Rad

+ Celed

* Rod

* Druh

Animalia (Ziveichove)
Eumetazoa (pravi mnohokscmi)
Bilateria (trojlisti)

Chordata (strunatci)
Vertebrata (obratlovci)
Tetrapodactyrnozci)

Aves (ptéci)

Ornithurae (pravi ptaci)
Neognathae (letci)
Phoenicopteriformes (plaféei)
Phoenicopteridae (plariekoviti)

Phoenicopterus (plameaiak)

Phoenicopterus ruber (plameaidk karibsky)

(Anonymous, 2011)

Obradzek 1 Dosgly jedinec plam#aka karibského Rhoenicopterus ruber) sedici
v hnizc. Zdroj: http://www.biolib.cz/cz/taxonimage/id10501axonid=8422
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Obrazek 2 Dosply jedinec plam#aka karibského prigpavajici si p@. Fotografie
byla pdizena v ZOO Praha - Troja.

Zdroj: http://lwww.naturephoto.cz/fotobanka/ptaadiels/2541-plamexxnxxak-karibsky-
phoenicopterus-ruber.htmi

3.2 Repetitivni DNA

Velkou cast genom eukaryot tvei tak zvana repetitivni DNA (Snustaet
Simmons, 2009). Tyto nukleotidové sekvence se wigenvyskytuji v mnoha kopiich.
Repetitivni DNA Ize rozliSit na tandemévepetitivni DNA a rozptylenou repetitivni
DNA.

Rozptylena repetitivni DNA neboli transpozony jsmnopny se v rdmci genomu
piemig’ovat, a to procesem zvanym transpozice. Diky tébo@nosti jsou transpozony
zdrojem plasticity genomu. Rozptylena repetitivnNAD je tvorena jednotkami o
velikosti 100 az 1000 pérbéazi, které nejsou usffmlany jedna za druhou, ale jsou
rozloZzeny po celém genomu. Celkose rozptylena repetitivni DNA podili na 25 az 40
% genomu savc Jednotky si jsou podobné, ale nejedna se o ientsekvence

(Campbell et Reece, 2007). Rozptylené repetice s&i sha DNA transpozony a
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retrotranspozony, které v lidském genontevazuji (Sedat al., 2005). Mezi nejast;i
se vyskytujici retrotranspozony piatllouhé rozptylené jaderné elementy (LINEs)g
interspersed nuclear elements) a kratké rozptylené jaderné elementy (SINEmrt
interspersed nuclear elements) (Snustadet Simmons, 2009).

Tandemo¥ repetitivni DNA tvdi u savé 10 az 15 % genomu. Jedna se o kratke
sekvence o velikosti 1 az 10 pédbazi. Tyto malé jednotky jsou opakovany v mnoha
sériich. Repetitivni DNA ma odliSnou hustotehoz Ize vyuzit § jeji izolaci pomoci
diferenci&ni ultracentrifugace. Tuto odliSnost repetitivni Biskala diky rozdilnému
nukleotidovému sloZzeni od zbytku kiné DNA (Campbellet Reece, 2007).
Tandemové repetice élime podle velikosti sekvence na satelity, minikigtea
mikrosatelity (Sedat al., 2005).

3.2.1 Satelity

Satelity jsou tandemové repetice, které se vyskygblasti konstitutivniho
heterochromatinu, zejména v centromerické obl8siielity paiti mezi nejdelSi repetice,
mohou byt tvéeny jednotkami dlouhymi igkolik stovek péit bazi (Sedat al., 2005).

3.2.2 Minisatelity

Minisatelity jsou oblasti genomu t¥ici tandemo¥ se opakujici sekvence.
V genomu nejsou rozlozeny rovnéme, ale jsou lokalizovany na koncich
chromozoni (Ramel, 1997). Poprvé byly minisatelity objevenylaveka, pozdji byly
popsany u mnoha dalSich organismcetne bakterii (Vergnaudet Denoeud, 2000).
Velikost jednotky repetice se pohybuje v rozmezz6100 pér bazi. Minisatelity jsou
oblasti vykazujici vysoky stupepolymorfismu, liSi se ptiem opakovani, a proto
byvaji ozng&ovany jako VNTRs \ariable number of tandem repeats). JelikoZ jsou
minisatelity pro jednotlivce charakteristické, gtade nastrojem ip forenznich a

genetickych analyzach (Ramel, 1997).
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3.2.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity pati mezi polymorfni tandemové repetice a délka jejich
opakujicich se jednotek je 1 az 61iphazi (Tothet al., 2000). Diky sveé strukia byvaji
nékdy mikrosatelity oznéovany jako kratké tandemové repetice (SEBRwt tandem
repeats) nebo repetice jednoduchych sekvenci (SSRpte sequence repeats) (Zimaet
al., 2004). Mikrosatelity jsou s@asti genomu prokaryot i eukaryot a v genomu se
nachazeji jak v koédujicich, tak i nekodujicich aldgh (Zaneet al., 2002). Pro
mikrosatelity je charakteristick& vysoka mtriarychlost. Na evoluci mikrosatalitse
podili cela fada mutanich mechanisi ale hlavnim zdrojem praodmnlivosti je
sklouznuti nukleotidovéheetézce kEhem replikace. Diky své vysoké mutalsiljsou
zékladem pro evoluci genomu (Téhal., 2000; Zimaet al., 2004; Sedat al., 2005).
Podle délky repetice se mikrosatelitylidna dinukleotidové, tri- a tetranukleotidové.
NejcastjSimi trinukleotidy jsou AAT a CAG. Mezi vyhody migsatelifi pati vysoka
promenlivost, pa@&etnost v genomu a jednoducha analyza (Zietaal., 2004).
Nevyhodou mikrosatelit je poteba izolacede novo pri studiu novych druth (Zaneet
al., 2002). Pokud se mikrosatelity nachézeji uvaitebo v blizkosti gén mohou se
rozvijet onemocEni vyvolana zvySenym @tem trinukleotidovych repetic. Mezi takova

onemoceni pati Huntingtonova choroba nebo svalovéa dystrofie ¢Saal., 2005).

3.2.3.1Vznik mikrosatelit &

Podle zpisobu vzniku nMizeme rozliSit dva typy mikrosatelit Prvni typ jsou
tzv. de novo mikrosatelity, které vznikaji z protomikrosatélicoz jsou kratké repetice
tvorené temi neboctyimi opakujicime se jednotkami. Druhym typem jsoupaoizané
mikrosatelity, které vznikaji ienosem zjiného mista genomu pfedhictvim
transpozonu. Konkrétnse jedna zejména o SINE a LINE, které obsahujigétvice

mist vhodnych pro vznik mikrosateli{Buschiazzet Gemmel, 2006).
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3.2.3.2lzolace mikrosateliti

V souwasné dob existuje celdada technik pro izolaci mikrosatdlitDiive byly
mikrosatelity izolovany z genomovych knihoven stualoych druld. Byl proveden
screening #&kolika tisic klomi za pomoci hybridizace se sondou. Tentistpp vSak
nebyl @ilis vhodny pro druhy s nizkou frekvenci vyskytuknoisatelifi, a proto byla
snaha vyvinout techniky, které by nebygaso¥ nara@né a zarowe by zvySovaly
vytéZzek reakce. Byly navrzeny zmy v nahodné amplifikaci polymorfni DNA za
vyuziti ndhodnych primér RAPD primefi a membranové hybridizace se sondami.
Ackoli tyto techniky jsou usgné, nejsou ifflis vyuzivany (Zaneet al., 2002).
Mikrosatelity mohou byt izolovany pomoci selektivmjbridizace. Nejtive se provede
fragmentace DNA pomoci restéich enzyni ¢i ultrazvuku a ziskané DNA fragmenty
jsou navazany na vekteér adaptor. Navazani na vektor umope amplifikaci pomoci
PCR. Nasleduje selektivni hybridizace pomoci soikteré obsahuji repetice
vyhledavaného motivu (Zima&t al., 2004). DalSi skupina technik je zaloZena na
prodluZzovani primer. Nejdiive je genomova DNA rozstipana na fragmenty, kjsoa
pak vliozeny do bakteriofaga. Timtoigobem ziskana ssDNA je vyuZita jako templét
pii prodluzovani primar. Fxi reakci se vyuzZivaji specialni primery, které tivo
dvouvlaknové produkty pouze z oblasti zahrnujiggohadovanou repetici (Zamk al.,
2002). Vyuzivanou technikou pro izolaci mikrosdteje FIASCO (Fast Isolation by
AFLP of Sequences COntaining repeats). Jedna sehaiku jednoduchou, zbavenou o
postradatelné kroky. Postup byl testovan denych organismech jako ptadedssera
lagia), ryby (Sparus aurata, Lophius americanus), korysi (Meganyctiphanes norvegica)

acervené koralyCorallium rubrum) (Zaneet al., 2002).

3.2.3.3Vyuziti mikrosatelit @

V poslednim desetileti se mikrosatelitycaly diky své vysoké variabiéit a
pocetnosti vyuZivat jako molekularni markeryi fiorenznich analyzéch,tipurcovani
paternity, velikosti populaceii genetické promnlivosti. Specifické mikrosatelity
usnaduji identifikaci populaci a drdh Mikrosatelitové lokusy rozmi&té podél

chromozomu umatji identifikovat oblasti genomu, na kterégobi girodni vykEr a
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mohou zde taky slouZit jako bariéry toku genpctateinich fazich speciace (Zame
al., 2002; Zimeet al., 2004; Primmeet al., 2005).

3.3 Polymerézovaretézova reakce

Polymerazovéetézova reakce (PCR) je technika, ktera umge enzymatickou
syntézu novych vlaken vybranych GgelsDNAin vitro (Smardaet al., 2005). Vybrané
sekvence, které maji byt namnozeny, museji bytroteay pomoci primér. Ty se na
templatovou DNA vazi tak, aby jejich 3"-konce &aovaly proti sok. Nova vidkna
DNA jsou syntetizovana pomoci termostabilni polyazgr (nap. Taqg DNA
polymeréza) (Albertst al., 2005; Smardat al., 2005).

Mezi zakladni slozky PCR sfsi pati templatova DNA, dva oligonukleotidové
primery, ¢tyfi deoxyribonukleosidtrifosfaty (dATP, dCTP, dGTP,TTdP), DNA
polymeraza, pufr a iecnaté kationty. Objem PCR $8i je doplin deionizovanou
vodou.

PCR probiha veréch krocich, které se cyklicky opakuji. Obvykledsthténé
amplifikaci DNA postédi 20 aZz 40 cykl. V prvnim kroku doché&ziip 92-95 °C
k denaturaci dsDNA, nasleduje sniZeni teploty ng6@6C a nasednuti primema
odklenéiettzce DNA. V poslednim kroku probih&a syntéza novyiéken DNA od 5°-
konce k 3"-konci, ktera je katalyzovana DNA polydamru. Teplota, ip které k syntéze
dochazi, je zavisld na typu DNA polymerazy. Optimateplota proTag DNA
polymerazu se pohybuje v rap70-75 °C (Zimaet al., 2004; Albertst al., 2005).

PCR reakce probihd vitaeni zvaném termocyklér, kde dochazi
k automatickym zmnam teploty v zavislosti na tom, jaky krok zrovnaolgha.
Opakovani cykl umo#uje zisk mnohonasoBrzmnozenych GsékDNA (Smardaet
al., 2005).

3.4 Separace nukleovych kyselin pomoci elektroforézy

V molekularni biologii pai elektroforéza k nejpouzivaigim metodam
izolaci a analyze nukleovych kyselin a bilkovin @uhet al., 2005). Elektroforeticka
separace je zaloZena na pohybu nabitych molekidkirekém poli. Smir a rychlost
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pohybu molekul v poli je zavisl4 na jejich nébojivalikosti (Albertset al., 2005).
Nukleové kyseliny maji zadporny naboj, a proto selektrickém poli pohybuji od
katody k anod. Fxi elektroforéze se jako n@shegastji vyuziva polyakrylamidovy
nebo agarézovy gel (Brown, 2007). Podle udmisgelu v elektroforetické kotince I1ze
rozlisit elektroforézu horizontalni a vertikalniokud se gel nachazi v kap#a jedna se
o kapilarni elektroforézu (Smareaal., 2005).

Pti elektroforéze v polyakrylamidovém gelu (PAGE) dézi k separaci molekul
na zaklad jejich naboje a velikosti. Polyakrylamidovy gelniza reakci akrylamidu a
N, N"-methylen bisakrylamidu. Koncentraci&Ehto dvou slozek duje velikost poi
v gelu (Zimaet al., 2004).

Po ukorieni elektroforetické separace je idia polohu molekul vizualizovat.
Pro zviditelrni molekul DNA secasto vyuziva etidiumbromid a dalSi fluoresa@n
barviva. Pro identifikaci molekul DNA separovanyetpolyakryamidovém gelu se
pouZiva dusinan stibrny (Smardat al., 2005; Brown, 2007).

3.5 Problémy pii hodnoceni PCR produkii

Hodnoceni PCR produktimtze byt zkomplikovanoiftomnosti zejména stutter

bandi, nulovych alel a homoplazii alel.

Stutter bandy

Pri analyzy mikrosatelit jsou PCR produkty separovany pomoci gelové nebo
kapilarni elektroforézy a alely jsou vizualizovanpodol& bandi. Pokud je hlavni band
alely doprovazen iftomnosti jedn&i vice kopii, jedna se o takzvané stutter bandy
(Walsh et al., 1996). Stutter bandy vznikaji sklouznutim DNAlypoerazy Ehem
replikace templatové DNA. Tyto bandy jsou obvyklewé baze kratSi nez hlavni band
alely (Walshet al., 1996). Vyskyt stutter baiddje nefasgjSi u dinukleotidovych
repetic, méa casty je pak u tri- a tetranukleotidovych repeticil@ et Yuan, 1997).

Stutter bandy id hodnoceni znemadiji identifikaci heterozygotnich jedific
jelikoz vytvé&eji jeden souvisly band, cozue vést k chybnému ozteni jedince za
homozygota (Milleret Yuan, 1997). Eliminovat tvorbu stutter bd@ntte s vyuzitim
DNA polymerazy s vysokou procesivitou, optimalizaocidminek PCR anebo pouzitim
odliSnych primel (Walshet al., 1996; Milleret Yuan, 1997).
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Nulové alely

Za nulové alely jsou oziany vSechny alely, které séhem PCR neamplifikuji
(Dakin et Avise, 2004). Vyskyt nulovych alel byl pozorovanmnoha organisifi) a to
jak u rostlin, tak i u zivéichu (Chybili et Burczyk, 2009). Za tvorbu nulovych alel jsou
zodpo¥dné mutace vzniklé v mistech nasedani primgi PCR. Za dalSi iiinu
vzniku €chto alel byva povaZzovana rozdilna amplifikadent dlouhych alel. Kratké
alely se amplifikuji efektivi§i nez alely dlouhé. Diky této rozdilnosti v amgiéci
muze dojit k tomu, Ze u heterozygotniho jedince bddekovana pouze alela kratsi.
Tento problém lze snadno odstranit zvySenim mnozgwmplatovée DNA nebo
upravenim kontrastu (Daket Avise, 2004).

Nulové alely zvySuji v populaci pamhomozygot, coz vede k problétm pi
paternitnich studiich, jelikoz #ize dojit k chybnému vylaeni otcovstvi. Heterozygotni
otec nesouci nulovou alelu se totiZ podnoceni PCR produkievi jako homozygot
(Joneset Ardren, 2003; Walskt Avise, 2004).

Homoplazie alel

Homoplazie alel je stav, kdy alely lokusu jsou shédv délce, ale nejsou
identické @ivodem. Za tvorbu homoplazie alel jsou zodfné mutace, i kterych
dochazi ke vzniku novych alel (Estoeial., 2002).

Homoplazické alely Ize roztit do dvou skupin. Prvni skupinu tkicalely, které
maji shodnou délku, ale liSi se sekvencemi. Tyedydre pomoci sekvenovani odhalit.
Druhou skupinou jsou alely shodné jak v délce, itak sekvenci, ale neidentické
puvodem. Tuto skupinu homoplazickych alel lze deteltoypouze pomoci jiz
zdokumentovanych mutaci (Anmarkreical., 2008).

Homoplazie alel ndpdstavuje u &Siny populé&né genetickych analyz
vyznamny problém, jelikoZ je kompenzovana vysokawiabilitou mikrosatelitovych
lokusi (Estoupet al., 2002).

3.6 Cross-species primery u plamenaka karibského

Mikrosatelity jsou stale vice vyuzivanyipopula&nich studiich. U ptak byla
cross-species PCR amplifikace poprvé provedena pomoci sady ptimkteré byly

izolovany z DNA vlastovky obecnédd{rundo rustica) a lejskacernohlavého Kicedula
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hypoleuca). Tyto primery byly testovany na 48zanych druzich pték Bylo zjiS&no, ze
se zvysSujici se fylogenetickou vzdalenosti mezioptym a testovanym druhem
dochazi k poklesu gtu amplifikovanych polymorfnich markie{Primmeret al., 1996).

Nevyhodou pi cross-species PCR amplifikaci mikrosatelitovych lokige fakt,
Ze primery nejsou univerzalni. Nelze je tedy vyuzimnoha diznych druld, jelikoz
uspesSnost amplifikace zavisi na fylogenetické rozditnosuhu testovaného a druhu,
pro ktery byly primery primamnavrzeny (Primmest al., 2005).

Studiem polymorfnich mikrosatelitovych loKua plaméaka karibského se jiz
zabyvali Kapilet al. (2010), kterym se podito izolovat 9 mikrosatelitovych lokus
Pruw 1 az Pru 9 z genomické knihovny plamé&ka karibskéhoRhoenicopterus ruber).
Patet alel na lokus byl vrozmezi 3 az 14. Gerecal. (2010) charakterizovali 37
polymorfnich mikrosatelitovych lokispro plam#éaka Gzového. Pimérny paset alel
na lokus byl 7,32. Hledanim polymorfnich mikrositel plameéaka karibského se ve
své diplomové praci zabyval také Drobek (2010). |&dhni mikrosatelit vyuzil
techniku cross-species PCR amplifikace a s pomoci celkem 214 dpgsrimeri
navrzenych pro druhyizadu brodivi, veslonozi, dlouhiikli a potaplice se mu potila
u plameaaka karibského objevit 33 polymorfnich mikrosatelitch lokusi.

Zastoupeni polymorfnich mikrosatélit jednotlivychradi znazotuje Graf 1.

Graf 1: Zastoupeni objevenych polymorfnich mikrosatel# jednotlivych radi u
plameidka karibského. Zdroj: Diplomova prace (Drobek,@01

Phoenicopterus ruber

M Brodivi
(Ciconiiformes)

H Veslonozi
(Pelecaniformes)

m DlouhokFidli
(Charadriiformes)

B Potaplice
(Gaviiformes)
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Drobek (2010) zaznamenal nej&SpejSi amplifikaci polymorfnich lokus u
plameaidka karibského s vyuzitim primienavrzenych prdad brodivi. Testovanim 18
pari primeii odvozenych od volavky Zlutozobé nalezl autor 4parfni mikrosatelity.
Anylyzou 34 pait primett ziskanych z DNA ibise rudého a ibi&imského se Drobkovi
(2010) podélo objevit 7 polymorfnich lokus Testovanim 23 mikrosatelitovych
lokusi odvozenych od kolpika malého a 15 lokusesyta lesniho autor objevil u
plameidka karibskéhoctyii polymorfni lokusy. Pouze jeden polymorfni lokue s
poddilo najit testovanim 17 pamprimeri izolovanych z DNA volavky velké. Préapa
bilého bylo navrzeno 13 polymorfnich lokiisz nich pouze jeden je polymorfni i u
plameiaka karibského.

Druhou skupinou testovanych mikrosatelitovych kuvori mikrosatelity
navrzené pro druhy iAdu veslonozi. Drobek (2010) testoval 41dp@rimer ze
skupiny ti tereji, tereje modronohého, terefervenonohého a tereje guanového.
Z tohoto p@tu byly u plaméaka karibského polymorfni pouze 4 mikrosatelitylRde
skupinu testovanych mikrosatdlittvori lokusy odvozené od kormorana velkého,
kormorana uSatého a kormorana galapazskeho. Z 8@vémych par primefi
amplifikovaly pouze 3 pary polymorfni mikrosatelity plam&aka karibského.
Z pelikana severoamerického a pelikana bilého lglmvano celkem 19 mikrosateiijt
z nich pouze 3 amplifikovaly polymorfni lokusy.¢tPpolymorfnich mikrosatelit
Drobek (2010) nalezl testovanim 18 mikrosatetitivozenych od fregatky obecné.

Drobek (2010) testoval dva vybrané mikrosatelifyy”06 a Apy 07 alkounka
drobného zadu dlouhokidli. Jeden lokus vykazoval polymorfismus i u pladiea
karibského.

Pouze jeden polymorfni lokus se ptitanalézt Drobkovi (2010) analyzou 7
pari primeii navrzenych pro potaplici ledni, zastupédu potaplice.

Do skupiny neusgnych cross-species diutDrobek (2010) ziadil kvakoSe
noéniho ziddu brodivi s jeho 11 mikrosatelity. NedSpa byla taky amplifikace
pomoci primei odvozenych od zastupéadu vrubozobi, a to kachny divoke, kachnice

lalocnate, pizmovky velké a kajky rske.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Biologicky materidl

Biologicky material byl ziskan ze ZOO bw Kralové. Vzorky krve byly
jedincim pochéazejicim zifrody odebrany zikdla nebo tarzalni zily a poté uchovavany
v Queen’s pufru. Z krve byla DNA izolovana fenotmoformovou cestou a fedéna

na koncentraci 10-50 mg/ml. Taktégravena DNA byla pouzita pro PCR.

4.2  Vyhledavani vhodnych mikrosatelitovych marked pro plamenéka

karibského pomoci metodycross-species PCR amplifikace

Pro hledani vhodnych markepro plamééka karibského pomoci metodross-
species PCR amplifikace bylo vyuZzito parprimert, které amplifikovaly polymorfni
mikrosatelity u zastugicz fadi brodivi (Ciconiiformes), veslonozi (Pelecaniformes
plameaiaci (Phoenicopteriformes).

Prehled vSech testovanych mikrosatelitovych ldkispol&né se zdrojovym

druhem a autory, kietyto lokusy publikovali, jsou uvedeni v Tabulce 1

Tabulka 1: Testované mikrosatelitové lokusy u plataka karibskéhoRhoenicopterus
ruber). V tabulce jsou uvedeny zdrojové druhy, jejichraz&ni doiadi, jednotlivé

mikrosatelitové lokusy a jejich auto

Testované mikrosatelitové Autor, rok

Rad Zdrojovy druh lokusy publikace

PrA2, PrA3, PrA9, PrA102,
PrA103, PrA104, PrAl105,
PrA110, PrA111, PrA113,
PrB1, PrB2, PrB3, PrB102,
PrB105, PrB110, PrC1,
Plameiak razovy Prce,PrCci12, pPrC101,
(Phoenicopterus PrC109,PrC117, PrC122,
roseus) PrD3, PrD4,PrD5, PrD7,
PrD9, PrD10,PrD12,
PrD102, PrD105,PrD108,
PrD117, PrD121,
PrD126, PrD139

Geraciet al.,
2010

Plameiaci
(Phoenicopteriformes)
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Tabulka 1: Pokraovani.

Rad

Zdrojovy druh

Testované mikrosatelitové
lokusy

Autor, rok
publikace

Brodivi (Ciconiiformes)

Volovka éervenava
(Egretta rufescens)

Er21, Er22, Er23, Er24,
Er31, Er4l, Er42, Er43,
Er44, Er4d5, Erd6, Er51

Hill et Green, 2010

Veslonozi
(Pelecaniformes)

Kormoran usaty
(Phalacrocorax auritus)

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

Mercer ¢ al.,
2010

Kormoran chocholaty
(Phalacrocorax

PhaariO1, Phaari02,
Phaari03, Phaari05,
Phaari06, PhaariO8,

Barlowet al., 2011

aristotelis) Phaarill, Phaaril2,
Phaaril4, Phaaril6
P3A3, P3A4, P3C1, P3D7,
P3F3, P3F5, P3F7, P3G12,

P3H10, P4F2, PAG1

Faeton Zlutozoby

(Phaethon lepturus) Humeau, 2011

4.1.2 PCR amplifikace DNA

Jednotlivé slozky PCR re&ki snesi uvedené niZze byly napipetovany do
mikrozkumavky, poté zvortexovany a centrifugovangto sng¢s byla rozpipetovana po
9 ul do mikrozkumavek s ful roztoku DNA.

SloZeni PCR re&ki snesi pro 6 vzork véetrg zahrnutych ztratip pipetovani:

deionizovana voda 41,90
reakéni pufr (10x) 6,7Ql
roztok MgC} (25mmol/l) 3,79
roztok dNTPs (25 nmol/l) 0,68
primer F (1Qumol/l) 3,10ul
primer R (10umol/l) 3,10ul
Taq DNA polymeréaza (5 Wl) 1,00ul

Vzorky byly umisény do termocykléru s nasledujicidasovym a teplotnim

profilem polymerazovéettzove reakce.

5 min: 94 °C
30s: 94 °C
30s: 50 °C,55° 35 cykl
30s: 72 °C
7 min: 72 °C
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4.2.2 Zpracovani PCR produkfi

Nasledujici postup byl optimalizovan pro pouzithkiyané sekveini elektrofo-

retické komirky S2 Whatman Biometra, s rozng skel 330 x 390 mm a 330 x 420 mm
a tlou¥kou gelu 0,4 mm.

Priprava 6% polyakrylamidového gelu

1)

2)

3)

4)

Velké sklo bylo omyto pomoci kaétés deionizovanou vodou, osuseno a plocha,
ktera se dotyka gelu, byla ofmta gipravkem pro odpuzovani vody ze skel
automobiti. Fripravek bylo nutné nechat 5 minutigobit a poté bylo sklo
oplachnuto deionizovanou vodou a osuseno.

Malé sklo bylo omyto pomoci katf&du a saponatu, oplachnuto deionizovanou
vodou a osuSeno. Plocha, kter4d se dotyka gelu, b¥ena roztokem 3-
methakryloxypropyltrimethoxysilanu. Po 5 minutacllab plocha oplachnuta
96% ethanolem a osuSena.

Na \tSi sklo byly po stranach polozeny 0,4 mm silnécepaa na & bylo
poloZzeno mensi sklo. Skla byla poskladana tak,céeyené plochy byly uvnit

Na jedné stranbyly hrany skeldsns v zakrytu a na protilehlé strayly konce
skel vzajema posunuty giblizné o 2,5 cm. V mist spacel byla skla na kazdée
straré sepnuta déma Klipsy.

Gel byl gipraven v k&dince smichanim vSech sloZzek (viz Réuiztoky).
Roztok byl promichan a poté nalit mezi skil@ghBm nalivani gelu bylo nutné na
sklo poklepavat, aby sergulesSlo vzniku bublin v gelu. Po vygii celého
prostoru mezi skly byl mezi skla vsundthinek jeho rovnou stranou asi 0,7 az 1
cm hluboko. Skla byla v misthiebinku sepnut&tyfmi klipsy a gel se nechal
hodinu polymerizovat.

Elektroforetickd separace PCR produkii

1)

Po utuhnuti gelu byla sklaikladrné omyta od vSech zbyikpolyakrylamidu,
osuSena a upe¥na pomoci Sroubovacich uchytlo elektroforetické koiirky
tak, aby se kratSi sklo dotykalo hlinikové deskgkéloforetické korrky.
Elektrodové prostory byly zality 0,5 x TBE pufrengzaweny a byly nasazeny

elektrody. Zdroj stejnosénmneho elektrického proudu byl nastaven na hodnotu
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2)

3)

4)

90 W (hodnoty elektrického n&p a proudu na maximalni hodnoty: 3000 V/150
mA). Za €chto podminek byl gel n&ivan asi 30 minut.

Béhem nakivani gelu byly PCR produkty smichany s nanaSecimrem

v poneru 2:1 a nechaly se denaturovat v termocykléru gmud3 minut. Aby se
zabranilo zptné renaturaci, byly vzorky po vytaZzeni vioZenyledové iste.
Behem denaturace byl vypnut zdroj stejnésmého proudu, katoda byla
odpojena a katodovy prostor oter. Mezera mezi skly bylaéigténa proudem
pufru z injekni stikacky od zbytki polyakrylamidu. Do mezery byl vsunut
hiebinek zoubky asi 1mm hluboko do gelu.

Do mezer mezi zoubky byly naneseny vzorky ppl.2Po napipetovani vSech
vzorka byl katodovy prostor uzden, byla nasazena elektroda a na zdroji
stejnosmirného proudu byla nastavena hodnota 70 W (hodnletgtreekého
napiti a proudu #istaly nastaveny na maximum: 3000 V/150 m@as separace
PCR produki byl optimalizovan tak, aby bylo moZzné u polymoctmiproduki
rozlisit jednotlivé alely. Obvykla doby separacéab90 minut.

Vizualizace elektroforetogramu

1)

2)

3)

4)

5)

Béhem elektroforetické separace byliippaveny roztoky pro vymyvani gelu a
naslednou vizualizaci separovanych PCR prodl(diz Pouzité roztoky).

Po uplynuticasu elektroforetického éteni vzorki byl zdroj stejnosgrného
elektrického proudu vypnut, elektrody byly odpojeay pufr byl vypu&n

z katodového prostoru. Skla byla vyjmuta z elekirefické konirky, z prostoru
mezi skly byl opatré vytaZzen kebinek i spacery a skla byla od sebedteith.
Mensi sklo bylo gelem nahoru undisd do fotomisky nafepace a zalito
fix/stop roztokem. Dobatsobeni fix/stop roztoku je asi 20 minut. Po tétbado
byl roztok slit zgt do baiky a sklo s gelem bylo promyto 3x v deionizované
Vock.

Sklo bylo znovu vloZzeno naepaku a promyvano 5 minut v 1% roztoku
HNO:;. Poté bylo sklo promyto 4 krat deionizovanou vadou

Sklo s gelem bylo umisto na tepaku do 0,1% roztoku AgN® Roztok fiisobi
30 minut. Po uplynuti této doby byl roztok slitézpdo zasobni lahve. Sklo
s gelem bylo na 5 vim pondeno do deionizované vody a potéemistno do
fotomisky na tepace. Gel byl zalit vyvojkou a bylo sledovano vyvijen

hnédocernych stibrem obarvenych prou#kPCR produk.
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6)

7)

8)

4.3

Ve chvili, kdy byly prouzky dostateé zietelné, bylo vyvijeni zastavenailim

fix/stop roztoku uchovaného z kroku 3. Sklo s geleak bylo ponteno na 2
minuty do deionizované vody a potéepeseno do susarny, kde se gel susSil 1
hodinu i teplot 60 °C.

Po vysuSeni bylo sklo ozfeno, vyhodnoceno na negatoskopu a naskenovano

pro uchovani elektroforetogramu.
Sklo s nepdebnym gelem bylo porteno do roztoku NaOH o koncentraci 1
mol/l na rekolik desitek minut az gkolik hodin. Gel se v roztoku odlepi. Sklo

bylo omyto a pipraveno k dalSimu pouZziti.

Pouzité chemikalie

Akrylamid (Serva)

araq DNA polymeraza (5Uil), M1241 (Promega)
Bromfenolova motl(Serva)

Deionizovana voda

Deoxyribonukleosid trifosfaty (100 mmol/l, 4@0kazdého), U1240 (Promega)
Dusknan stibrny (Lachema)

Ethanol - 96% roztok (lihovar Vrbétky)
Ethylendiaminotetraoctan sodny (D TA) (Lachema)
Ethylendiaminotetraoctova kyselina (Lachema)
Formaldehyd (Lachema)

Formamid (Lachema)

Hydroxid sodny (Lachema)

Chlorid sodny (Lachema)

Kyselina borita (Lachema)

Kyselina dusina - 65% roztok (Lachema)

Kyselina octova - ledova (Lachema)

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

N-lauroylsarkosin (Sigma)

N,N’- methylenbisakrylamid (Serva)

N, N, N, N’- tetramethylethylendiamin (TEMED) (Seaj
Octan sodny (Lachema)

Peroxodisiran amonny (Serva)

Clear Vue, Rain Repellent (Turtle WAX)

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

Xylenova mod (Xylencyanol FF) (AppliChem)
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4.4

PouZzité roztoky

Fix/stop roztok:
800 ml deionizované vody
88 ml ledoveé kyseliny octové

Nanaseci pufr pro elektroforézu v polyakrylamidovémgelu:
0,125 g bromfenolové moel

0,125 g xylenové mad

25 ml deionizované vody

100 ml formamidu

Polyakrylamidovy 6% gel:

60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu

40 ul N, N, N, N"- tetramethylethylendiaminu

400l 10% roztoku peroxodisiranu amonného g¥3,0g

Roztok 0,1% dusinanu stibrného AgNOs:

0,8 g AgNQ

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

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

rozpustit v 800 ml deionizované vody
doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Roztok 1% kyseliny dusiné HNOs:
800 ml deionizované vody
12 ml 65% HNQ

Roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu:
1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu
3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

Roztok 10% peroxodisiranu amonného (Nk),S;Osg:
1 g (NH;)2S,0g

rozpustit v 10 ml deionizované vody

uchovavat v chladnce

Vyvojka:

800 ml deionizované vody

24 g uhltitanu sodného N&EO;

umistit do chladrky, aby se vychladil na teplotu nizsi nez 10 °C

pied pouzitim pidat 1,2 ml formaldehydu a 160l 1% roztoku thiosiranu
sodného Ng5,0;3
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4.5

Zasobni roztok 6% akrylamidu:

420 g m@oviny

484 ml deionizované vody

50 ml 10 x TBE

150 ml zasobniho 40% roztoku akrylamid : N, N”- nyégnbisakrylamid 19:1
po rozpu&ni vSech slozek Zzfiltrovat a ulozit v temné lahgi4/ °C

Zasobni roztok 10x TBE pufru:

108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)

55 g kyseliny borité EBO;

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

rozpustit v 800 ml deionizované vody, doplnit dérmvanou vodou na 1 |

Laboratorni p Fistroje

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

Chladnika kombinovana (Whirlpool)

Laboratorni vahy MARKS 622 Electronic (Bel Engineg)
Magneticka miché&a MR Hei-Standard (Heidolph)
Mikropipety Finnpipette 0,5 aZz 10 (osmikanalova) a 0,38l az 1 ml
(Labsystems)

Mikropipety Nichpipet EX 0,5l az 1 ml (Nichiryo)
Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific Ltd)
Negatoskop NEGA1 (Maneko)

Sekvenani elektroforeticka korfirka S2 (Whatman Biometra)
SuSarna HS 122S (Chirana)

Temperovany blok Dry-block DB-2D (Techne)

Termocyklér Gene-Pro (Bioer technology)

Termocyklér PTC 100-96 VHB (MJ Research)

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

Vortex MS2 (lka)

Vyrobnik deionizované a ult¢ssté vody typ 02 (AguaOsmotic)
Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)
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7 ZAVER

Cilem této bakalgké prace bylo nalezeni polymorfnich mikrosateitdv
lokusi, které by umoznily determinaci paternity u pladlea karibského
(Phoenicopterus ruber). K hledani polymorfnich lokus byla vyuZita metodacross-
species PCR amplifikace s primery dgodné navrZzenymi pro fdd plameéaci
(Phoenicopteriformes), brodivi (Ciconiiformes) ashmmozi (Pelecaniformes). fiP
testovani byla vyuzita DNA 6 jedificplameidka karibského, ktera byla izolovana
z krevnich vzork ziskanych ze ZOO G Kralove.

Analyzou 78 pdar primeii se pod#lo najit u plaméédka karibského 35
polymorfnich mikrosatelitovych lokis z toho 31 lokus bylo amplifikovano pomoci
primeri odvozenych od planiéka fizového. S vyuzitim mikrosatelitnavrzenych pro
faetona Zlutozobého byly objeveny dva polymorfrkuley. Jeden mikrosatelitovy lokus
byl amplifikovan primery izolovanymi z kormoranaatého a pomoci mikrosatéilit
odvozenych od volavkyervenavé byl objeven také jeden polymorfni lokuxieP alel

na lokus se pohyboval v rozmezi 2 az 9 alel.
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8 SEZNAM ZKRATEK

A adenin

AFLP polymorfizmus délky amplifikovanych fragmér(@mplified Fragment
Lenght Polymorfism)

C cytosin

DNA deoxyribonukleova kyselina

dATP deoxyriboadenosintrifosfat

dCTP deoxyribocytidintrifosfat

dGTP deoxyriboguanosintrifosfat

dsDNA dvouvldknova DNAdouble stranded DNA)

dTTP deoxyribothymidintrifosfat

FIASCO metoda izolace mikrosatelitovych matk@rast Isolation by AFLP of
Sequences Containing repeats)

G guanin

IUCN Mezinarodni svaz ochranyippdy a girodnich zdraj (International

Union for Conservation of Nature and Natural Resources)

LINEs dlouhé rozptylené jaderné elemenong interspersed nuclear elements)

PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

PCR polymerazovéetzova reakceRolymerase Chain Reaction)

RAPD nahoda amplifikovana polymorfni DNARandom Amplified
Polymorphic DNA)

SINEs kratké rozptylené jaderné elemershp(t interspersed nuclear elements)

ssDNA jednovldknova DNAS(ngle stranded DNA)

SSRs ozngeni mikrosatelii (Smple Sequence Repeats)

STRs oznéeni mikrosatelii (Short tandem repeats)

T tymin

Ta annealing teplota PCR reakcé\inealing temperature)

U uracil

VNTRs ozngeni minisatelii (Variable number of tandem repeats)
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