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ProhlaSuji, Zze jsem tuto bak#&ou praci vypracovala samostatn praibéhu
bakal&ského studia pod vedenim RNDr. Petra Nadvornikd) Phpouzitim uvedenych

literarnich zdraj.

V Olomouci dne



Rada bych patkovala RNDr. Petru Nadvornikovi, Ph.D z&rmosné odborné
rady a pipominky, poskytnuti materiél vénovanycas a patelsky pistup v ptibeéhu
psani mé bakataké prace. Velky dik p#ttaké kolegm z Laboratée populéni
genetiky za fijemné pracovni pro&di a psychickou podporu.



Souhrn

Ve sveé bakali&ké praci jsem se zabyvala hledanim polymorfnich
mikrosatelitovych lokus metodoucross-species PCR amplifikace u &i druha celedi
konipasovitych — u lindusky lesnArfthus trivialis), rudokrké A. cervinus) a skalni(A.
petrosus littoralis) a konipase horskéhoMbtacilla cinerea) a bilého K. alba).
Testovala jsem celkem 33 @gprimerti odvozenych od ifbuznych drubfy pévca, které
jsem zvolila na zakladjejich polymorfniho produktu u &kterych z dalSich druh
konipasovitych. Nalezla jsem celkem 6 mikrosatefth lokusi davajicich polymorfni
produkt u vSech i testovanych druly s p@&tem alel v rozmezi 3-9 alel na lokus. Dale
jsem identifikovala dva lokusy, které by teoretiakyphly byt vyuzity k odliSeni rad
Anthus a Motacilla. Nejvice polymorfnich lokusjsem zaznamenala u lindusky lesni,

naopak nejménu lindusky skalni.



Summary

In this bachelor thesis | dealt with the searchpiolymorphic microsatellite loci
using the method of cross-species PCR amplificatidive species of the Motacillidae
family — tree pipit Anthus trivialis), red-throated pipitA. cervinus) and rock pipit A.
petrosus littoralis) and grey wagtailNlotacilla cinerea) and white wagtailNl. alba). |
tested 33 primer pairs designed for related speaiegasserines that | had chosen
according to their previous polymophic product fdum other species in the
Motacillidae family. | found 6 microsatellite loevhich were polymorphic in all five
tested species, with number of alleles in rangefBoto 9 alleles per locus. | also found
two loci that could have been theoretically usediigiinct genusAnthus from genus
Motacilla. The highest number of polymorphic loci was foundree pipit, the lowest

on the other hand in rock pipit.



3

4

© 00 N O O

LU Yo T PSP P P TP PP PPPPPPPR 7
(O3 I o] = Lo =TSP PRPPR 8
Literarni P FENIEA ......oeeeeeeeeee et e e 9
3.1  Taxonomickéleneni ¢eledi konipasovitych (Motacillidae)...........cc......... 9
3.2  Charakteristik&eledi KONIpasoVItyCh .............ccovvvviveet o e e e e e eeeaen 11
3.3 Partnerskeé vztahy ptak mimoparové oplozeni...........cccccvvvvv e e 12
3.4 Repetitivni SEKVENCE DNA .......eeiiii e e 13
B4l SAEIILY oot eeee e eearane 14
3.4.2  MINISALEIILY ....cceiiiieieeeiiiiiii et e e e e e e e e e e e e e e e e e e r e renn—eaanna 14
3.4.3 MIKIOSAEIILY ..o e 15
3.4.3.1 Vznik a mutai mechanismy mikrosatelitovych loKus................. 16
3.4.3.2 Funkce a vyznam mikrosat@lit................ccoooiiiiiiiiiiiiiieees 17
3.5 Identifikace novych mikrosatelitovych IOKUS...........cccooeviiiiiiiiiiiiiiiis 18
3.5.1 Izolace mikrosatelitde NOVO.............cooiiiiiiiiiiiiiiiii e 18
3.5.2 Cross-species PCR amplifikace u ptak..............cccoeeeeeiiiiiiiieeeeeiiceeeiiie 19
3.6  Analyza mikrosatelitovych IOKUS. ...........coooeiiiiiiiiiiiiiie e 20
S.8. 1 PCR e ———————————— 20
3.6.2 Elektroforeticka separace PCR proukt..............cccccvvviiiieiiiinnnnnnnnn. 21
3.6.3 Problémy hodnoceni PCR produkt............cccevvviveiiiiiiiniiiiiee e eeeeeennn 22
3.6.3.1  Stutter DaNAY .......ccooeiiiiii e ——— 22
3.6.3.2  NUIOVE AlEIY ....uuiiiiei e e e e e e 23
3.6.3.3  AlelovA homoplazie ..ot 23.
3.6.3.4 Problémy spojené s nizkou koncentraci DNA..............cccccceeeennn. 24
3.6.4 Budoucnost analyzy mikrosatélit................ccooeeiiiiiiiiiiiiiie e 25
3.7 Mikrosatelity weledi KonipasovityCh...............ooovviviiicmmmmmeeceeeee e 25
Material @ MEtOUIKA.........cccoiiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e 27
4.1 BiologiCky Material..........cccooeeiiiiis e 27
4.2 PCR amplifikace mikrosatelitovych [OKUS..............ccccvvviviviiiiiiiiiinnnnn. 217.
4.2.1 Mikrosatelitové lokusy testované PCR ampdifik...................cccceeeeeeen. 28
4.3  Analyza PCR ProdUKL..........cccoiiiiiiiiiiiiiiiicieee e eseeeiieeeeeee e e eaa e e e e e 30
4.4 PouZité chemikalie...........ccuuiiiiiiiiiiie e 32
4.5 POUZItE TOZEOKY ....vvviiiiiiieiiiieeie sttt e e e e e e e e e e e e eeeeee e 33
4.6  Vybaveni laborat@................uiiiiiiiiiiii e 35
VYSIEAKY ... e e e 36
DISKUZE. ...ttt e e 47
ZAVEE ..ottt e e e e e aeaeaeaeeeetee e ea———————a———_ 57
Seznam PoUZityCh ZKIrateK...........uuueiiiiiii i 58

Seznam POUZILE lIEratUNY............oiiiiiiiiiiiiieeee e e e e e e e e e e as 59



1 Uvod

Mikrosatelity jsou tandemové repetice s délkou adkiho motivu 1-6 bp. Byly
prozatim objeveny v genomu vSech zkoumanych orgahiza to prokaryotnich i
eukaryotnich. Diky své relatignvysoké mutani rychlosti, ktera ma za nasledek
vyrazny alelovy polymorfismus, nachézeji své umatnako molekularni markery.
Pouzivaji se # forenznich analyzach, fylogenetickych a popnolah studiich¢i
mapovani genomu. Hraji také roli gkerych @&dicnych onemoceni (Huntingtonova
choroba, Syndrom fragilniho X).

Ve své bakaigké praci se budu zabyvat hledanim polymorfnich
mikrosatelitovych lokus u peti druhd ¢eledi konipasovitych (Motacillidae) — lindusky
lesni @nthustrivialis), rudokrké A. cervinus) a skalni(A. petrosus littoralis) a konipase
horského Motacilla cinerea) a bilého i. alba). K tomuto @&elu bude pouzita metoda
cross-species PCR amplifikace s pouzitim celkem 33 paprimeri, které byly
v minulosti bul' odvozeny, nebo davaly polymorfni produkty ékterého z dalSich
zastupé této celedi. Po provedeni PCR budou jednotlivé vzorkydéeny v 6%

polyakrylamidovém gelu a u polymorfnich lokusude stanoven et alel.



2 Cil prace

- Shromazdni dostupnych literarnich zdfoj
- Vypracovani literarni reSerSe na téma baisii prace

- PCR amplifikace mikrosatelitovych lokius vyuZitimcross-species primeit, které
jsou zndmé od taxonomickyipuznych drufi ptaki u konipase biléhoMotacilla
alba) a horskéhoNl. cinerea) a u lindusky lesniAnthus trivialis), rudokrké A.

cervinus) a skalni A. petrosus)



3 Literarni p ehled

3.1 Taxonomickéélenéni ¢eledi konipasovitych (Motacillidae)

V souwasné dob se v ramciceledi konipasovitychjfad gvci (Passeriformes),
rozliSuje celkem 6 rada to 3 hlavni Motacilla, Anthus a Macronyx), 2 monotypické
rody (Tmetothylacus a Dendronanthus) a znovuzavedeny rodemimacronyx (Voelker
et Edwards, 1998). Do tétteledi sefadi 54 az 58 druh pricemzZ tato hodnota kolisa na
zaklad rozliSovani jednotlivych druha poddruli (Camfield, 2004).

Fylogenetické studie ukazuji, Zeled’ konipasovitych je blizceifbuzna geledi
pévuskovitych (Prunellidae) a vrabcovitych (Passer)d@/oelkeret Edwards, 1998).
Vnitini struktura pedpoklada fibuznost roduMotacilla s rodem Dendronanthus
v jedné vyvojové skupiy ve druhé pak propojeni rddAnthus a Macronyx pres

spojnici tvaenou rodyTmetothylacus a Hemimacronyx (Clancey, 1994).

Obr. 1: Pravd@podobné&ilereni ¢eledi konipasovityctiVoelkeret Edwards, 1998).

Motacifla capensis
Motacilla flaviventris
Motacilla cinerea
Motacilla flava
Motacilla alba
Dendronanthus indicus

Macronyx croceus
Macronyx capensis

Hemimacronyx chloris

Tmetothylacus tenellus

Anthus caffer
Anthus brachyurus

Prunellidae
Passeridae
Bombyecillidae
Troglodytidae

—————

Turdidae

Cinclidae

V obecném slova smyslu IZeled’ konipasovitych rozéit do dvou zakladnich

skupin, a to na konipasy a lindusky (Clancey, 1994)



Skupina konipas zahrnuje na poddruhy nejbohatSi rdldtacilla, do kterého
nalezi celkem 11 drul) avSak s obrovskou viiti variabilitou, kde jen u konipase
lu¢niho Motacilla flava) bylo popsano 17 poddriihna zaklad sezénniho ogeni
(Clancey, 1994). Podle zbarveni a obyvanych bibtap rod Motacilla rozclit do 3
skupin (Keithet al., 1992):

1. Zluti konipasi M. capensis, M. citreola, M. flava a M. flaviventris) obyvaji
oblast Eurasie, severni Afriky a Madagaskaru a ytygk se na vlhkych
loukach a bezich vodnich tak

2. fi¢éni konipasi M. cinerea a M. clara) Ziji u rychle tekoucickiek a zbarvenim
jsou podobni druhi¥l. capensis.

3. pestrobarevni konipasiM; aguimp, M. alba, M. grandi, M. lugens a M.
madaraspatensis) Ziji v palearktické oblasti, Africe, Indii a Japgku u Behi
vod a v piméstskych oblastech a jejich dpai postrada jakékoliv Zluté
zbarveni.

Spol&né¢ s rodemMotacilla se do skupiny konipésiadi i konipas pralesni
(Dendronanthus indicus), ktery je cernobile zbarveny a obyva oblast jizni a
jihovychodni Asie (Keithet al., 1992). Nktefi autdi vSak z&lenuji konipase
pralesniho do skupiny linduSekitvpodobnostem v chovani atgobu Zivota (Voelker
et Edwards, 1998).

Mezi lindusky pati zbyvajici 4 rody konipasovitych (Clancey, 19948od
Macronyx zahrnuje celkem 7 endemickych déubbyvajicich zné oblasti subsaharské
Afriky (Keith et al., 1992). VSeobeeénjsou \tSi nez zastupci rodédnthus a maji
pesteji zbarvenou ventralni stran&ld. Oproti tomu lindusky roduAnthus jsou
zbarvené krypticky a rozthji se iblizné na 40 drufi, které jsou rozprostny
vicemé® po celém sié. Pomyslnou spojnici meziémito dwma rody tvdi
monotypicky rodTmetothylacus s endemickym druher. tenellus z vychodni Afriky a
rod Hemimacronyx zahrnujici dva druhyH. sharpei z keiskych horskych luk &.
chloris obyvajici Dr&i hory v jihovychodni Africe (Clancey, 1994). Tytdva
endemické druhy bylygvodn zarazovany do jinych skupin jakiglacronyx sharpei a
Anthus chloris, po dikladném pezkoumani byly ale Kiti mnoha odliSnostem spojeny

pod novy rod, ktery vSak neni akceptovan vSemirguto
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3.2 Charakteristika ¢eledi konipasovitych

Zastupciceledi konipasovitych jsou vesimmali az gedre velci ptaci obyvajici
cely s\wt krome Antarktidy a tichomiskych ostrou (Hanzaket Hudec, 1974).

Z morfologického hlediska se jedna o ptaky velkéa¥421 cm a vazici 12 az
50 g s dlouhym ocasem, Stihlyghetm, kratkym krkem a poémné velkymi paéty, které
u rekterych druli linduSek (rodviacronyx) mohou dosahovat délky az 4 cm (Camfield,
2004). Maji utly Spiaty zobak sefetelnym nosnim operkulem a postranninstisami
v okoli zobaku (Keithet al., 1992). Opéeni je u linduSek krypticky tidlavé
s kropenatou spodriiasti tla, u roduMacronyx a konipag se Zlutymi nebo bilymi
prvky. U WtSiny druhi neni Zetelny pohlavni dimorfismus, vyjimku t¥io rody
Motacilla a Tmetothylacus, kde samci byvaji pe&jSi a 0 malo &Si nez samice.

VSichni konipasoviti jsou primaén hmyzozravi ptaci,cas od ¢asu vSak
nepohrdnou ani korysi, krouzkovci, mlzi, semeny mdimbulemi (Camfield, 2004).
Sami jsou vSak potravou sokol(celed” Falconidae)¢i sov (eled Strigiformes).
Mlad’ata a vejce jsou také cilenskterych sava jako jsou kéky domaci nebo hlodavci.

Konipasoviti jsou ve &tSiné pripadi monogamni ptaci, ckoliv polygynie a
mimoparové oplozeni nebyva vyjimkou (Camfield, 200dnizdi ¥tSinou na zemi
nebo v mezerach skal, kde kladou obvykle 3 az &va&amice sedi na vejcich 10 az 15
dni, zatimco sameaipasi potravu. O vylihla miata se nasledrstaraji oba rode, a
to o jejich krmeni hmyzemdisténi hnizda od vykal Stejreé jako wtSina malych ptak
se i konipasoviti dozZivaji v pméru 2 az 5 let. NejstarSi zdokumentovany jedinec
uhynul ve ¥ku 9 let a 11 résiai a Slo o konipase bilého.

Z hlediska chovani jsouéhkteri ze zastupt samot#sti, jini Ziji v hejnech.
Béhem hnizdniho obdobi jsou silnteritorialni a brani sva uzemi &gm ci
piedvadcimi lety (Camfield, 2004). Jsou td‘qulevSim ptaci terestti, vyskytuji se
vSak také ve skalachfidvinach¢i na stromech. Vyzriaji se svym houpavym letem a
zpisobem zpvu, ¢imz se odliSuji od velice podobnychiistani (Hume, 2004). Krorh
n¢kolika druhi jde o ptaky sthovavé (Keithet al., 1992), ¥tSinou gezimujici v Africe.
Vzajemré spolu komunikuji zgvem a vizualnimi projevy (Camfield, 2004). Jejich
pisre jsou u rkterych druli krdtké a jednoduché, u ostatnich drutaopak dlouhé a
komplexni.

V Evrop se vyskytuje celkem 13 driihlinduSek roduAnthus, z toho 10
hnizdicich: linduSka dlouhozob@.(similis), horska A. spinoletta), kanarska A.
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berthelotii), lesni A. trivialis), lu¢ni (A. pratensis), rudokrka A. cervinus), sibircska A.
gustavi), skalni A. petrosus), uhorni Anthus campestris) a zelend A. hidgsoni), a 3
zalétajici: linduska mongolsk&.(godlewskii), Richardova A. richardii) a Zlutolficha
(A. rubescens), a 4 druhy konipasrodu Motacilla: konipas bily ¥. alba), citronovy
(M. citreola), lucni (M. flava) a horsky K. cinerea) (Svenssoret al., 2004).

Zadny z drub konipasovitych neni podle IUCN izzen mezi kriticky ohroZené,
dva druhy pat do skupiny ohrozenych & druhy do skupiny zranitelnych (Camfield,
2004). Mezi hlavni faktory, které je ohroZzuji, fpatztrata pirozeného prosedi a
zavlgtené druhy jinych Zivéicha. Ackoli nektefi konipasi a lindusky dokazi it
maximum z odlesovani krajiny, zvySuje se tak pr& nriziko Utoku predétar, a to na
dosglé jedince i hnizda. Lindusky rozmnoZujici se vtiak§ych a horskych oblastech
reaguji také na vyruSeni lidskéinnosti. Gekava se také negativni viiv Zmklimatu

na sloZeni a roz&ni jednotlivych drui.

3.3 Partnerské vztahy ptaki a mimopéarove oplozeni

U ptaki se rozliSuji 3 zakladni typy partnerskych swvgzkteré se liSi dobou
trvani a typem svazku (Veselovsky, 2001). Jednaosenonogamii, polygamii
(polyandrie, polygynie a polygynandrie) a promisiui

Monogamie je vztah jednoho samce s jedinou safaitb s rozélenim starosti
rovnonerné mezi oba rodie, ¢imz se zvySuje pra¥podobnost feziti mlalat
(Veselovsky, 2001). Vippadt polygamie jde o vzajemné souZziti vice jedirve vice
hnizdech, kde podle zastoupeni jednotlivych pohlavskupir Ize rozliSit polygynii (1
samec s vice samicemi), polyandrii (1 samice s gamci) a polygynandrii neboli
kooperativni polyandrii @&kolik samd@ s rekolika samicemi). Promiskuita pak
piedstavuje volné kratkodobé svazky, kde samiebipaji veSkerou @&o potomstvo.

Ackoliv byla dlouho uznavana teorie, Ze vice nez 90pf&ich druhi je
monogamnich, v poslednich letech se ukazuje, Ze takneni (Griffithet al., 2002).
Po zavedeni molekularnich technik do vyzkumu pé#terptdki bylo zjisS€no, Ze
frekvence mimoparovych potoraKEPO; Extra-pair offspring) v nekterych populacich
muze dosahovat az 70 %. Vzhledem k tomuto faktu jgoi druhy klasifikovany jako
tzv. geneticky nebo sociaiimonogamni (Neudorf, 2004). Geneticky monogamniiyru
se pdéi vyhradre v pevré utvorenych parech, oproti tomu u soci&lmonogamnich

dochazi kcasté mimoparoveé kopulaci (EPCxtEa-pair copulation), ktera niize skowit
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mimoparovym oplozenim (EPFExtra-pair fertilization) a naslednou mimoparovou
paternitou (EPPExtra-pair paternity). U pévca, ktefi byli pivodre povazovani za
monogamni skupinu, se udavaji hodnoty genetickéogamie jen 14 %, tedy u 86 %
pozorovanych drunhbyla pozorovana EPP (Griffitet al., 2002).

Patet EPO se liSi mezi jednotlivymi druhy a pohybug\srozsahu od 0 %
(genetickd monogamie) az po 72 % u modroplastnéddherného Nlalurus cyaneus)
(Griffith et al., 2002). Tyto rozdily v ni¢ EPP mezi jednotlivymi druhy jsou
pravdépodobré spojeny se stylem Zivota, igobem rodiovské pée a s izolovanosti
hnizdicich par. Udava se také, Zze EPP je nizSi u ostrovnich pepalu populaci, které
prosly efektem hrdla lahve (Neudorf, 2004).

Vyhodou EPP z pohledu samce je zvySenityp@otomkKi, ¢imz se zvysi i
ekologicka zdatnost daného jedince (Veselovsky,120Rozdleni potomk do vice
hnizd ma za nasledek i sniZzeni prgpatobnosti GUtoku predatomebo Ghynu. Pro
samici je EPP vyhodna zidodu menSiho rizika inkubace neoplozenych vajéc p
neplodnosti samce a zardgveajiseni dalSiho fijmu potravy pro sebe i miata od
noveho partnera. Nevyhodou proé¢gohlavi pak mze byt ztrata stalého partneréi p
velmi vysokém stupni mimoparovych aktivit.

Studium EPP u ptékse provadi na zakladDNA fingerprintingu a analyzy
mini- a mikrosatelitové DNA (Griffithet al., 2002). Je zaloZeno na detekci daného
lokusu a na zjighi patu riznych alel u vSech zkoumanych jedincZakladnim
predpokladem studia EPP jeédicnost mikrosatelitovych lokus podle pravidel
Mendelovské &di¢nosti, kdy potomek fize zddit alely jen od rodii. Podle tohoto
faktu lze @i zanedbani prawgodobnosti mutacerpsré stanovit paternitu u vSech

mlad’at v ramci studované populace.

3.4 Repetitivni sekvence DNA

U prokaryotnich organizinje WtSina genomu ty@na geny kddujicimi proteiny
a geny pro tRNA a rRNA (Campbeill Reece, 2005). Nekddujici sekvence jsou oblasti
s regul&ni funkci a geny nejsougrusovany introny. Oproti tomu eukaryoticky genom
obsahuje mnohem vice nekddujicich sekvenci, cozan#sledek, Ze oblastastnici
se proteosyntézy zabiraji fap genomuloveka jen 1,5 %.

Jako repetitivni sekvence se ozma nekodujici sekvence DNA vyskytujici se

v genomu ve vice kopiich, jejichz g mize v rékterych gipadech dosahovat az
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k tisicim (Pollardet al., 2007). Podle uspadanosti se repetitivni sekvencdidca
rozptylené a tandemove.

Rozptylené repetitivni sekvence DNA se vyskytugelém genomu (Campbell
et Reece, 2005)Radi se k nim fedeviim mobilni genetické elementy jako jsou
transpozony a retrotranspozény (Pollatdal., 2007). Jedna se o malé useky DNA
schopné fesouvat se z jednoho mista DNA na jirtéspintermediarni molekuly —gs
DNA u transpozéh a pes RNA u retrotranspozn K nejznangSim
retrotranspozaim pati kratké rozptylené repetice (SINESjort interspersed nuclear
elements) a dlouhé rozptylené repetice (LINHspng interspersed nuclear elements).
Udavéa se, Ze mobilni genetické elementyit@b-50 % sa¥iho genomu a jeStvétsi
podil zaujimaji u obojzivelnika rostlin (Campbekt Reece, 2005).

Tandemové repetitivni sekvence jsou famy velkym pdotem kopii
uspdadanych d¢sré za sebou a podle délky zakladni repetice d& b 3 zakladni

skupiny — satelity, minisatelity a mikrosatelitygiinett, 2000).

3.4.1 Satelity
Satelity byly prvni tandemovou repetici, ktera bglgjevena (Bennett, 2000).

Maji zakladni jednotku repetice dlouhouadu reékolika stovek bp a jejich celkova
délka mize dosahovat aZz¢kolika Mb. Vyskytuji se v heterochromatinuiepdevsim
v centromerickych oblastech. Jejich biologickd ftmkprozatim neni znama a kv

obrovskeé velikosti nemajietsino vyuziti jako molekularni markery.

3.4.2 Minisatelity

Obecr jsou minisatelity vnimany jako tandentose opakujici kratké repetice,
jejichz celkova délka dosahuje od 0,5 kb az gaohk kb (Vergnaudet Denoeud, 2000)
a délka zakladniho motivu se uvadidasigji v rozmezi 10 az 100 bp (Buschiazeo
Gemmell, 2006, Bhargavat Fuentes, 2010), v¢hterych gipadech 6 az 100 bp
(Vergnaudet Denoeud, 2000).

V ramci minisatelit je mozné rozliSit d¥ podskupiny: telomerické a
hypervariabilni (Bennett, 2000). Prvni zrémé telomerické minisatelity jsou tkeny
vysoce konzervativnimi oblastmi DNA, které se vysifyna koncich chromozoim

Jsou slozené z 10-15 kb dlouhych dsékorenych hexanukleotidovymi tandemovymi
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repeticemi. Jejich hlavni funkci je ochrana kibebromozoni pred degradaci a ¢gni
konce replikace, dale pak hraji roli v parovaniiardaci chromozorin béhem dleni ¢i
ve starnuti buk.

Druhou skupinou jsou hypervariabilni minisatelignatované také jako VNTRs
lokusy (Variable number of tandem repeats) (Bennett, 2000). Ret repetic se vyrazn
liSi mezi druhy i jedinci daného druhu, coz je z@ldm vysokého stuprmpolymorfismu
téchto sekvenci. Prévdiky vysokému polymorfismu byly prvnimi multialeigmi
markery pouzivanymiip DNA fingerprintingu a pi srovnavacich studiich (Vergnaed
Denoeud, 2000).

Minisatelity byly poprvé popsany &lovéka a s postuperdiasu nalezeny také u
mnoha dalSich organiZinvcetre bakterii (Vergnaudet Denoeud, 2000). V sdasné
dok® se vyuziti minisatelit zaméfuje na jejich citlivost k genotoxickym agens, ke
kterym pati nagiklad ionizujici z&eni. Prag minisatelity by mohly byt pouZity ip
studiu jejich @dinka.

3.4.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity byvaji také ozavany jako STRs (8gle tandem repeats) nebo
SSRs &imple sequence repeats) a spolén¢ s minisatelity byvajitazeny do skupiny
VNTRs lokusi (Buschiazzat Gemmell, 2006; Bhargaw Fuentes, 2010).

Délka zakladni jednotky repetice se fipact mikrosateliti uvadi nejastji
v rozmezi 1 az 6 bp (Tot# al., 2000; Liet al., 2002; Buschiazzet Gemmell, 2006).
Nektefi autdi k nim vSakiadi i sekvence s délkou repetice 7 az 9 bp, abyodos
k navaznosti mezi mini- a mikrosatelitovymi sekvemt (Bhargavast Fuentes, 2010).

Mikrosatelity se mohou dit dle dvou z&kladnich kritérii, a to podle délky
repetice a podle vriii struktury repetice. Podle prvni moZnosti seigofl mono-, di-,
tri-, tetra-, penta- a hexanukleotidové mikroségeToth et al., 2000). Podle druhého
kritéria se mikrosatelitové lokusyéld do celkem 4 skupin: dokonalé, nedokonalé,
pieruSované a slozené (Oliveigh al, 2006). Dokonalé mikrosatelity jsou temy
jedinou souvislou sekvenci nukleatidU nedokonalych je tato sekvencéemusena
parem nukleotidl a u geruSovanych mikrosatelitpak vice nez dvounukleotidovou
sekvenci. Slozené mikrosatelity maji jednotku regesloZzenou z miniméatndvou

souvislych jednoduchych sekvenci nukledtid
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Mikrosatelitové sekvence byly nalezeny v genomucksSdosud zkoumanych
prokaryotnich i eukaryotnich organiama to v kédujicich i nekddujicich oblastech
(Toth et al., 2000, Buschiazzet Gemmell, 2006). #tom bylo dokazano, Ze ipad
eukaryot jsou mikrosatelityasgjSi v nekddujicich oblastech nez v exonedtciRou
muze byt vysoka mutabilita mikrosatéljt¢imz by dochéazelo ke zmam genetické
informace (Tothket al., 2000).

V pripackt ptaki se uvadi mnohonasobmizsi frekvence mikrosatelitovych
lokusi nez u ostatnich eukaryotnich organiz(Primmeret al., 1997). Ficinou tohoto
faktu miZze byt daleko menSi genom oproti filglad savém v disledku adaptace
k létani, coz poskytuje mensi prostor pro repetitbNA, nebo nedostatek sekvenci, ze

kterych by mohly mikrosatelity vzniknout.

3.4.3.1 Vznik a mutaéni mechanismy mikrosatelitovych lokus

Mikrosatelity vznikaji bd mutaci z jedinénych sekvenci DNA de novo
mikrosatelity), nebo jsou v primérni fognpreneseny pomoci mobilnich elemiftzv.
adoptované mikrosatelity) (Buschiaz&aGemmell, 2006).

De novo mikrosatelity se vytvigji z protomikrosatelitovych sekvenci, coz jsou
kratké repetice obsahujici 3 az 4 opakujici seg#gn(Bhargavaet Fuentes2010).
Diive se pedpokladalo, Ze vznikaji jednoduchou substitucisinzzoet Gemmell,
2006). Dnes vSakipvlada nazor, Ze protomikrosatelity seitvojedin€nych sekvenci
inzerci a naslednym zkopirovanintilghlych bazi. Tato teorie byla dokazana
pozorovanim mutantnich lidskych dgerkde az 70 % vSech 2 aZz 4 nukleotidovych
inzerci vyustila ve vznik 2 az 5 novych repeticerkt byly klasifikovany jako nové
mikrosatelitové lokusy vzniklé z jeditieych sekvenci DNA (Bhargavet Fuentes,
2010).

U adoptovanych mikrosatelitse gedpoklada vznik fenesenim z jiného mista
genomu pes transpozony (BuschiazeoGemmell, 2006; Bhargawt Fuentes, 2010).
Nejcastji zminovanymi jsou v tomto kontextu kratké a dlouhé rglgpté repetice
(SINEs a LINESs) vyskytujici se u eukaryot. Ob&se uvadi, Ze transpozény obsahuji
jedno nebo vice mist vhodnych ke vzniku mikrosatelPolyA sekvence na 3' konci
SINEs a LINEs elemefitie u savé idealnim mistem pro chyby reverzni transkriptazy,
¢imz mize dojit ke vzniku na A bohatych mikrosatieliPra¥ absence této sekvence u

ptaki se uvadi jako jeden Zidodi nizkého vyskytu mikrosatelitovych lokius
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Za prodluzovani i zkracovani mikrosatelitovych m@pejsou zodpowdné
piedevS§im dva procesy — sklouznuti DNA polymeradzy ekombinace, tedy
nerovnondrny crossing-over a genova konverze (Bhargaeh Fuentes, 2010). Jako
sklouznuti DNA polymerazy se ozhge proces zaloZzeny na chybné reasodieizci
DNA v pribéhu replikace vedouci k vytveni smyky (Ellegren, 2004). Podle
templatovéhdetzce poté dojde k reparaci vedoucibke zkraceni nebo prodlouzeni
mikrosatelitové sekvence o jednu nebo vice repatitSina primarnich mutaci je
piitom opravena repataimi mechanismy, a proto jen malé procenichto posui
vyusti ve vytvéeni nové alely.

Rekombinace, hlawn nerovnomdrny crossing-over, ma za nasledek rozséhlé
zmeény v ramci VNTR lokug (Ellegren, 2004). Jedna se o nehomologickou dnim
Useki bud’ nesesterskych chromatid nebo naprosto odliSnyobnubzont, ktery mize
vyustit v rozsahlé zemy paitu repetitic v ramci VNTR lokus a tim k vytvdeni
novych alel. Je to hlavni mechanismus evoluce mieiti a jeho vliv na
mikrosatelitové sekvence jerqunttem vyzkumu. Hlavnim @W/odem pro zvazovani
nerovnondrného crossing-overu jako mut&niho mechanismu mikrosatélit je
souvislost rozloZzeni mikrosatelitovych sekvenciengmu a mist zvySeného vyskytu
rekombinace, tzw.ecombination hotspots (Bhargaveaet Fuentes, 2010).

Mutasni rychlost mikrosatelit je v&eobech vysoka, pohybujici se od fou
Escherichia coli po 10° u vy3sich eukaryot (BhargaeaFuentes, 2010). Tato rychlost
kolisa podle #kolika faktorti jako je typ, délka a struktura repetice, ugristv ramci
genomu a individudlni faktory (n&pvek, pohlavi nebo Zivotni prasdi, ve kterém

jedinec zije) (Buschiazzet Gemmell, 2006).

3.4.3.2 Funkce a vyznam mikrosateliti

Funkce mikrosatelitnich sekvenci je prozatim neasm mvodré byly
povazovany jen za neutralni evemil markery (Liet al., 2002). Nyni se udava, Ze jejich
funkce speoiva v organizaci chromozdma regulaci rekombinace, replikace DNA a
burééného cyklu a genové aktivity. Bylo také prokazante trinukleotidové
mikrosatelity hraji roli v lidskych &licnych chorobach jako jsou neurodegenerativni
choroby (nap. Huntingtonova choroba nebo Syndrom fragilniho a&X)ektere typy
rakoviny (Téthet al., 2000).
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Diky své vysoké variabiliti u organizni s malou genetickou diverzitou a
jednoduchym postupem analyzy se staly mikrosateltglekularnimi markery
s obrovskym spektrem vyuziti (Zimet al., 2004; Selkoest Toonen, 2006). Nachazeji
své uplatini v mapovani genomu, forenznich analyzach a popiga studiich jako je
uréovani paternity, velikosti a struktury populaci aefiudium toku gein Mohou také
slouzit ke studiu hybridnich zon.

Jako kazda metoda ma i analyza mikrosatelitovykbdosvé nevyhody (Selkoe
et Toonen, 2006). K nim p#tpredevsim slozity proces hledani drubi@pecifickych
mikrosatelifi, nutnost hledani mikrosatelifpro kazdy no¥ zkoumany organizmus a
nejasné mutai mechanismy. Déle pak skryta alelova diverzifgodol nulovych alel

a alelové homoplazie, o kterych bude pojednananostatné kapitole.

3.5 Identifikace novych mikrosatelitovych lokusi

Vzhledem k vysokému stupni délkového polymorfisneunsikrostatelity staly
Siroce pouzivanymi molekularnimi markery veliceybpo svém objeveni (Zaret al.,
2002). Nahradily takidve pouzivané metody jako je analyza alo#yRFLP¢i RAPD.
Pti hledani STR lokusse uplatuji dva zakladni postupy: izolace mikrosatetie novo

a cross-species amplifikace.

3.5.1 lzolace mikrosatelitd de novo

Tradiéni postup izolace mikrosatdlitze popsat v &olika krocich (Zanest al.,
2002):

1. lzolace genomické DNA zkoumaného druhu a jeji fragtace pomoci
restrikcnich enzyni nebo sonikace.

2. Elektroforeticka separace restniich produki a selekce kratkych Usélo
délce 300-700 bp.

3. Vlozeni elektroforézou ziskanych fragmeéndo plazmidového vektoru a
jeho nasledné vneseni do kompetentnich bakterii.

4. Selekce pozitivnich klan pomoci blottingu a hybridizaci se sondami
obsahujicimi repetitivni sekvence.

5. NamnozZeni dostateého mnoZzstvi bakterii obsahujicich plazmid

s vloZenymi mikrosatelitovymi sekvencemi.
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6. Sekvenace daného lokusu a VippE vyskytu dostattné dlouhych
jedingénych sekvenci v jeho okoli navrZeni pririner

7. Kontrolni PCR k otestovani futikosti a spolehlivosti ziskanych prinier

8. Zjisteni polymorfismu nalezenych mikrosatelitovych lokusa kontrolni

skupirg jedinai.

Toto zakladni schéma zaloZené sereeningu genomickych knihoven je
spole&né pro ¥tSinu metod (Zanet al., 2002). Kvili nizkému mnozZstvi pozitivnich
kloni ziskanych timto postupem (0,04 az 12 %) je vSatdmufi pouze pro druhy
obsahujici vysoky podil mikrosatelitovych lokug genomu nebo pro studie, kde neni
vyzadovano mnoho molekularnich martkeProto jsou vytvéeny modifikace této
metody. Tyto modifikace maji zéklad v jinych metodgako je RAPD nebo AFLP a
jejich zakladni myslenkou je vyhnout se vy genomickych knihoven, kde dochazi
neiastji k chybam a ztratdm repetitivnich sekvendied®oze usggnost ¢chto metod
muze dosahovat i 100 %, nejsou v této &phlis vyuzivané.

Ani tyto modifikace vSak nemohou odstranit hlavnévyhody izolace
mikrosatelifi de novo, ¢imz jsou extrémnéasova nargnost a porérné vysoké finagni
néklady (Zaneet al., 2002). V kombinaci s faktem, Ze prvnim krokemzdeého
vyzkumu nového druhu pomoci mikrosatielmusi byt jejich izolace z genomu daného
druhu, se izolace mikrosatélitle novo stava metodou nevhodnou pro rozsahlejSi studie.
Proto se obzvla8tu skupin nefili§ bohatych na mikrosatelitové sekvence vyuZziva
predevsim metodaross-species amplifikace, tedy vyuZiti PCR primirnavrZzenych

podle mikrosatelitovych sekvendiipuznych druh.

3.5.2 Cross-species PCR amplifikace u ptaki

Vzhledem k tomu, Ze pia genom obsahuje plizn¢ desetkrat mén
mikrosateliti nez napiklad lidsky genom, stala se u nich metodeoss-species
amplifikace nedocenitelnym postupetfi pledani mikrosatelitovych lokdgGalbusera
et al., 2000).

Uspsdnost cross-species amplifikace zavisi na dkolika faktorech, z nichz
nejdilezitéjSi je evoléni piibuznost zdrojového a zkoumaného druhu (Primehet.,
1996). S rostouci evolni vzdalenosti totiz stoupa praygbdobnost mutace

v okrajovych¢astech mikrosatelitové sekven¢@nz dochazi ke vzniku nehomolognich
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sekvenci v oblastech nasedani PCR priim@rimmer et al., 2005). Ungrné se
vzrastajici evoldni vzdalenosti tak klesa praygbdobnost UsfEnosti cross-species
amplifikace a také polymorfismu amplifikovanych k.

Kromé evolwni vzdalenosti zdrojového a zkoumaného druhu aujiv
cross-species amplifikaci i dalSi faktory (Primmeet al., 2005). Paf k nim teplota
annealingu pii PCR a délka repetice daného mikrosatelitu. Byd&axano, ze snizeni
teploty annealingu zvySuje uspsnost amplifikace a s ni praygbdobnost zachyceni
polymorfismu. Tato vlastnost je nezavisla na emiwzdalenosti danych dvou driuh
V souvislosti s timto zjighim se pi prvnim zkouméni vzdy stanovuje niZsi teplota
annealingu nez byla stanovena u zdrojového druhu, aby bylthy@eno maximum
polymorfnich lokus.

Zarovei se uvadi, Ze ma-li mikrosatelit u zdrojového drufae nez 20 jednotek
repetice je prawpodobnost polymorfismu u zkoumaného druhu o 56 %sivpez u
mikrosatelifi kratSich neZz 10 jednotek repetice (Primraeal., 2005). Tato vlastnost
souvisi se zachovanim delSich sekvenci i u émdluzdalerjSich druli a zajiuje tak
i u nich ugitou prav@&podobnost usggnosti amplifikace.

VyuZziti cross-species amplifikace se v sa@asnosti znéné rozsiuje (Primmeret
al., 2005). Pouzivid se nejen k detekci mikrosdtalitnejtizrnéjSich druti, ale také
v popula&nich studiich, zjiBovani paternityi zkoumani pibuznosti dvou a vice drih
v ramci jednoho rodu. Posledni moZznosti se vyuznexastji pii konstrukci
fylogenetickych strori, kdy informace zjigné studiem polymorfnich mikrosatelitnich
lokusi spoleéné¢ se studiem mitochondridlni DNA jsou nedocenitelnydrojem

informaci o evolinich mechanismech.

3.6 Analyza mikrosatelitovych lokusi

Nejcastji pouzivany postup analyzy mikrosatélisestavd z PCR a nasledné
elektroforetické separace PCR produ@forethet al., 1996).

3.6.1 PCR

Polymerazové&etizova reakce (PCRPolymerase Chain Reaction) se od svého

objeveni stala jednou ze zakladnich technik mobekilbiologie (Brown, 2007). Jedna
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se o cyklicky proces umadijici namnozeni uitého Useku DNA a jeho naslednou
analyzu.

Hlavnimi slozkami PCR reahi snesi jsou templatova DNA, DNA polymeraza,
¢tyii  typy deoxyribonukleosidtrifosfat (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) a dva
oligonukleotidové primery. K ugg8nému proéhnuti reakce je dale nezbytny pufr,
jehoz koncentrace a pH se voli podle typu DNA payizy, a hie¢naté ionty
piidavané ve for MgCl,. Smeés se dopluje do poZzadovaného objemu deionizovanou
vodou.

Z&kladni cyklus PCR sestava tekroki. Prvnim je denaturace dvousSroubovice
DNA pii teplot 94 °C. Nasleduje snizeni teploty réaksn€si na teplotuannealingu,
pii které dochazi k nasedani primaerato teplota se obvykle pohybuje v rozmezi 45-65
°C. Poslednim krokem je &vné zvySeni teploty na 72 °C. Tim dochazi k adiv
Taqg DNA polymerazy a syntéze novych viaken DNA. Teoytlus se opakuje 25-35x
v zavislosti na poZzadované k@né koncentraci PCR produktu.

Kli¢ovou sloZzkou PCR s#si je termostabilni DNA polymeraza (Brown, 2007).
Praw termostabilita tohoto enzymu je nezbytnou podminksgsné PCR amplifikace,
neba zaji¥uje udrZzeni konformace a tim i fumost enzymu § zvySeni teploty na
94 °C.

Nejvétsi vyhoda PCR sgva v jeji jednoduchosti a relativrmalé casove i
finanéni nar@nosti. Diky tmto vlastnostem umoznila PCR rozvoj tehdejSich
biologickych snéri a také vyvoj smra naprosto novych jako je n#klad
archeogenetika, molekularni ekologie analyza DNA v soudnim I€kstvi (Brown,
2007). PCR je tak nedocenitelnou metodéuspudiu evoluceilovéka, ekologickych

studiich nebo i v boji proti kriminalit

3.6.2 Elektroforeticka separace PCR produkii

Elektroforetickd separace je zaloZzena na zapomé@moji molekul DNA, ktery
jim umoziuje se pohybovat v elektrickém poli stejn@sneého napti od zaporného
polu ke kladnému. Podle velikosti @orv gelu dochazi naslednk rozcleni
jednotlivych fragmerit podle velikosti.

K separaci PCR produktse vyuziva agarézovy nebo polyakrylamidovy gel
v zavislosti na pozadované kvalitvlastni separace. Detekce jednotlivych frakci se
nasledg provadi pomoci radioaktivnhiho nebo neradioaktien#imaeni (Korethet al.,
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1996). Radioaktivér Ize detekovat DNA pomoci radioaktivnich izotiogosforu.
Neradioaktivni metody jsou zaloZzeny na barveni DNAorescednimi barvivy,
nagiklad ethidium bromidem, neborgiirem ve fornd sttibrnych kationi.

Analyza mikrosatelitovych sekvenci se provadi alilact PCR amplifikace
daného lokusu parem printerkteré jej ohrariuji. Produkt PCR reakce je naslédn
analyzovan pomoci elektroforetickych metod. V z@&8 na pdétu opakujicich se
jednotek, tedy podle hmotnosti, dojde k réedi jednotlivych alel v ramci gelu a po
jejich obarveni je mozno detekovat jeden nebo dwmdip (v zavislosti na
homozygotnosti nebo heterozygotnosti daného jellif@e nedostaténé optimalizaci
PCR reakce vSak dochazi ke vzniku vice nez jedpopidpact dvou band.

3.6.3 Problémy hodnoceni PCR produkii

P¥i analyze mikrosatelit pomoci PCR nastavakolik problémi s hodnocenim.
Pati k nim predevSimstutter bandy, nulové alely a homoplazie alel. V souvislosti
s problémy B hodnoceni Ize zminit také jevy vznikajichi mizké koncentraci DNA,
jako jeallelic dropout nebomispairing.

3.6.3.1 Stutter bandy

Sklouznuti DNA polymerazy probiha nejen v Zivyalganizmech, ale takin
vitro béchem PCR amplifikace (Milleet Yuan, 1997). Produktem tohotajé jsou tzv.
stutter bandy nebolshadow bandy.

Jednd se o bandy objevujici sdhém elektroforézy PCR produika zpravidla
jsou kratSi o jednu nebo &vjednotky repetice nez hlavni produkt amplifikace
(Olejniczak et Krzyzosiak, 2006). Bylo prokadzano, Ze vyskgtitter bandi silné
koresponduje s délkou zakladni repetice a celkosdiltosti mikrosatelitové sekvence.
Nejcastji se objevuji pi analyze mikrosatelit s kratkou zakladni repetici a s velkym
poctem repetitivnich jednotek #&asgji u dinukleotidovych repetic nez u tri- nebo
tetranukleotidovych. Omezit produksiutter bandi Ize optimalizaci PCR podminek
nebo pouzitim jinych primér(Miller et Yuan, 1997).

Problém stutter bandi spaiva ve vytvdeni souvislych PCR produktu
heterozygotnich jediric(Miller et Yuan, 1997)Sutter bandy vytvéené z jedné alely
totiz spoji tyto d¥ alely v jeden souvisly bandimz ¢asto znemozni jejich identifikaci

a jedinec je chybnhoznaen jako homozygot.
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Krome kratSichstutter bandi se miZze vyskytnout také band delSi nez je hlavni
produkt (Wanet al., 2004). Tento band je vysledkem tendemag DNA polymerazy
piidavat ke 3’ konci amplifikované sekvence jeden @Adavic. Problém nastava, je-li
tento jeden nukleotidifavan nepravidetha nahoda ne ke vSem vznikajicim viakm
DNA.

3.6.3.2 Nulové alely

Jako nulové se ozdtaji ty mikrosatelitové alely, které se neamplifikbghem
PCR (Dakinet Avise, 2004). Do dnesSniho dne byly objeveny v gemomnoha
organiznt, jak Zivatichu tak i rostlin (Chybickiet Burczyk, 2009), a zdaji se b§asté
v populacich s velkou efektivni velikosti (Carlss2008).

Jako divod vzniku nulovych alel se rgsgji uvadi bodova mutace v oblasti
nasedani PCR primern(Dakin et Avise, 2004). Druhou moZznosti je rozdilna Unbve
amplifikace fizr¢ dlouhych alel. Plati, Ze kratké alely se amplifike praib¢hu PCR
efektivrgji nez dlouhé alely. To ma za nasledek, Ze u heygatniho jedince jedkdy
detekovana jen kratSi alela. Nulové alely vznikajimto zpisobem se nazyvaji jako
casté&né, protoze jejichitomnost Ize dokazat zvySenim koncentrace tempaiNA
nebo zvySenim kontrastu.

Nulové alely maji za nasledek snizeni heterozyagiirpopulace (Chybicket
Burczyk, 2009). Na z&klgdtohoto faktu se daji také detekovat. Nevyhodouwtimh
postupu je fakt, Ze zvySeni homozygotnosti populadze byt zfisobeno také néap
inbreedingem. Nulové alely mohou byt také Zjm§t v ramci kontrolovanéhoikeni
nebo i populanich studiich, kdy mifata zdanli¢ nez&di Zzadnou alelu od matky.

Vyskyt nulovych alel ma nefSi vyznam v populaich studiich, kdy rive
dochazet k faleSnému vyldeni skuténych rodéa nebo k pisouzeni vlivi inbreedingu
piitomnosti nulové alely (Dakigt Avise, 2004, Chybickét Burczyk, 2009).

3.6.3.3 Alelovd homoplazie

Homoplazické alely jsou takove, které jsou idéwdicsvou délkou, ale nejsou
identické pgivodem (Estoupet al., 2002, Anmarkruckt al., 2008). Tento stav vznika
v disledku mutaci a je takiino spojen s tvorbou novych mikrosatelitovych alel.
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Rozlisuji se dv formy alelové homoplazie (Anmarkruet al., 2008). Prvni
skupinou jsou alely identické svou délkou, ale rekvenci. Tyto alely jsou
nerozliSitelné elektroforetickou analyzou, kter&aetiuje na délkovou variabilitu. Lze
je vSak rozlisit na zakladsekvenace. Druhou skupinou jsou alely shodné detkou i
sekvenci, ale které nejsou identickév@pdem a které jsou detekovatelné pouze pomoci
jiz dtive zdokumentovanych mutaci.

Vyskyt alelové homoplazie zavisi ngkolika faktorech (Estougt al., 2002).
Pati k nim predevsSim evolni faktory jako je muténi rychlost, efektivni velikost
populace a doba divergence populaci.

Jelikoz v sotasné dob pievazuje v analyze mikrosatdlitelektroforeticka
separace nad sekvencovanim jednotlivych al@dgiavuje alelova homoplazie velky
problém (Estougt al., 2002). Mize tak ovlivnit vyzkum fylogenetickych vztahmezi
jednotlivymi druhy nebo vysledek poptitdch studii.

3.6.3.4 Problémy spojené s nizkou koncentraci DNA

JelikoZz analyza mikrosatalitie postup zaloZzeny na PCR, je také zavisly na
mnozstvi a kvali pouzité DNA. V souvislosti s jeji nizkou kvalitoa nizkou
koncentraci se hovbo dvou zakladnich problémech, kterymi jsallelic dropout a
mispairing.

Jakoall€elic dropout se oznauje pednostni amplifikace jedné alely na Ukor alely
druhé (Waret al., 2004). Vysledkem je tak chybny genotyp jedinceetkové snizeni
heterozygotnosti populacMispairing, také oznéovany jakomisprinting nebo false
alleles, je jev spojeny s vysokym stugm kontaminace zkoumaného vzorku, kdy
dochazi k pednostni amplifikaci kontaminantni DNA oproti terdjgvé DNA.

K problémim tak dochazi ip znetisténi zkoumaného vzorku DNAfipuzného nebo
stejného druhu, néiklad bshem forenznich analyzigdentifikaci pachatele.

Oba tyto jevy jsou spojené s biologickym materialehudym na DNA, jako
jsou vlasy, krev¢i fekdlie (Wanet al., 2004). Mohou byt odstrany zvySenim

koncentrace templatové DNA nebo sniZzenim kontarsinaorku.
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3.6.4 Budoucnost analyzy mikrosatelifi

V poslednich letech se &aaji vyvijet efektivijSi postupy analyzy
mikrosatelii nez je elektroforeticka separace. Pozornost secolir metodam jako je
kapilarni elektroforézai microarray.

Analyza mikrosatelit je po sekvencovani druhym hlavnim vyuZzitim kapiiar
elektroforézy (Waret al., 2004). Probléemdkdy nastava  analyze velkych fragmeit
DNA, které jsou zpravidla primarnim produktem PCBbjevuje se P ne zcela
optimalnich elektroforetickych podminkach.

Vyuziti microarray, nagiklad DNA ¢ipa, pri mikrosatelitovych studiich je
ponerné v zaatcich (Wanet al., 2004). Potyka se s potizemi spojenymi s délkovym
polymorfismem VNTR loku$ vyZadujicich vysokou Urovie stringence pro
odpovidajici kvalitu hybridizace. Tento problém d& obejit aktivni elektronickou
hybridizaci.Microarray vSak stale @stava v pozadi Kili nedostaténé optimalizaci na
analyzu tiznych mikrosatelitovych sekvenci a vysoké figrinnar@nosti vzhledem ke

klasickym elektroforetickym technikam.

3.7 Mikrosatelity u ¢eledi konipasovitych

Jedinym druhem konipasovitych, u kterého byly hledmikrosatelityde novo,
je linduska prérijni Anthus spragueii). Crawford et al. (2009) ve své praci uvéd
nalezeni 11 polymorfnich mikrosatelitovych loky&nSp102-AnSpl112) s 5-23 alelami
u 19 az 21 jedinc Pavodre nalezeny polymorfni lokus AnSp101 byliagen z dalSiho
testovani kuli pravdépodobné vazbs lokusem AnSp105.

Piertneyet al. (1998) po izolaci mikrosatelitu kiivky skotské [Loxia scotica)
provedli cross-species studii u gibuznych drufi, ktera zahrnovala i konipase horského
(Motacilla cinerea). Z piavodnich osmi lokus se u & amplifikovaly 4 lokusy, z nichz
LOX8 byl monomorfni a LOX1, LOX2 a LOX6 poskytovatlwoualelové produkty.

K popul&nim studiim byly pouzity mikrosatelity u lindusSkyahkarske A.
berthelotii) (lllera et al., 2007). Jednalo se o 5 pgrimerfi odvozenych odifbuznych
druhi, které se ukazaly byt u tohoto druhu polymorfrilrt5 (Primmeret al., 1995),
Pca7 (Dawsomt al., 2000), Ppi2 (Martine&t al., 1999), LOX8 (Piertnewgt al., 1998) a
Pdo5 (Griffithet al., 1999). Poet alel u danych i lokusi se pohyboval v rozmezi 2-
62 alel (lllera, osobni steni).
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Ponerné rozsahlé studie byly doposud provedeny u linduBkini (Anthus
pratensis). Nadvorniket al. (2005) otestovali celkem 34 @aprimeri od gibuznych
druhi pévcia. Tyto mikrosatelitové primery byly testovany na5lhegibuznych
jedincich pochazejicich jednak &eskych hor (pohid Jeseniky a KrkonoSe) a
z provincie Tydal v centralniasti Norska. Vzorky byly odebirany v letech 199820
Nalezli celkem 5 polymorfnich lokis(Mcyu4, Asel8, Ase48, HrU5 a LOX8), kdy
lokus LOX8 byl nakonec vylaien z divodu ¢astého vyskytu nulovych aleCtyii
zbyvajici lokusy vykazovaly u 115 studovanych jedirb-16 alel. Nadvornilet al.
(2008) pak informuji o dalSich 11 polymorfnich Igkeh u tohoto druhu nalezenych
cross-species amplifikaci 70 mikrosatelit odvozenych od lejskaternohlavého
(Ficedula hypoleuca). Jednalo se o lokusy Fhy224, Fhy230, Fhy235, B&y&hy310,
Fhy326, Fhy336, Fhy361, Fhy405 a Fhy407. VSechikydg byly testovany na 24
jedincich a vykazovaly 3-17 alel.
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4 Material a metodika

4.1 Biologicky material

V této bakalgské praci byla pouzita DNA celkemétp druhd z celedi
konipasovitych (Motacillidae): lindusky ¢ai (Anthus trivialis), rudokrké A. cervinus)
a skalni A. petrosus littoralis) a konipase biléhoMotacilla alba) a horského M.
cinerea). Tyto druhy byly vybrany na zakladnomentalni dostupnosti a ziskany od
university v Oslu, Norsko.

Vzorky lindusky skalni byly odebrany ve Svédskwue 1998, vzorky ostatnich
druhi v Norsku v letech 1966-2005. Od kazdého druhu BYRCR amplifikaci pouzito

5 jedindi.

4.2 PCR amplifikace mikrosatelitovych lokusi

SloZeni PCR mixu pro 5 vzaik

Deionizovanavoda . 37,2 ul
pufraox 5,6 ul
MgCl, [25mmol/l] 3,3 ul
dNTPs[20 mmol/l] 0,6 pl
primerR 2,8 ul
primerF____ 2,8 ul
alaq DNA polymeraza 1 ul

Jednotlivé slozky PCR mixu byly vzdy po rozmrazemvortexovany,
centrifugovany a poté napipetovany do 1,5 ml mikwaavek tak, ZeTaq DNA
polymeraza bylaidana az jako posledni.

Jednotlivé PCR reakce se skladaly z 9 pul PCR raidupl DNA o koncentraci
4 - 66 pg/ml. U v ptadi 2. a 5. vzorku DNA lindusky rudokrké byl pouditojnasobny
objem DNA, tedy 2 pl, kidi Spatné amplifikaci  prvnim testovani. f#pravené PCR
zkumavky byly vloZzeny to termocykléru siegglnastavenymi podminkami PCR

amplifikace.
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Casovy a teplotni profil PCR reakce:

Smin. 94 °C

35X . 30S 94 °C
30s teplotaannealingu
30S 72 °C

7 min 72 °C

Paateini teplotaannealingu byla u lindusky lesni stanovena na 55 °C. Tato
hodnota byla postugnsnizovana na 50 °C vripadt konipase liniho a u ostatnich
druhi na 48 °C kuli prvotni nizké usgdnosti amplifikace. V zavislosti na produktu

reakce byla teplotannealingu nasleds zvySena nebo snizena.

4.2.1 Mikrosatelitové lokusy testované PCR amplifikaci

Ke cross-species amplifikaci DNA vSech ti zastupé celedi konipasovitych

bylo pouzito celkem 33 pérprimef, které byly v minulosti pouZity keross-species

amplifikaci u zastupictétocéeledi nebo od nich byly odvozeny (viz Tabl)

Tab. ¢. 1: Mikrosatelitové lokusy pouzité k amplifikaci DNA testovanych druhi.

V tabulce uveden vzdy zdrojovy druh, nazvy lokued rgj odvozenych vetrg

accession number a jednotky repetice, sekvence prifharautor a rok publikace.

Zdrojovy druh Nazev lokusu

(Autor) (Acc. No.) Sekvence primeii (5'— 3')

linduska préjni AnSp 101 F: GCAAGAGAGACAGGATAGAGC

(Anthus spraguei) (EU294338) |R: AGTGAAACCTACCAGCAATAACG

(Crawfordet al., 2009) | AnSp 102 F: CACTGCTCTCCTTGGCTG
(EU294339) |R: GTTAGGCTCCAAGGGTTTGC
AnSpl103 F: CCAACAGGTATAGCAGGACAC
(EU294340) |R: AGCAGCTGGAGGATATGTAGG
AnSpl104 F: AGCAAAGCTGTCTGGGAAG
(EU294341) |R: CGGTAGGAAGAAATAATGGCAC
AnSpl105 F: AGCTGGAGAACCAGTCAGC
(EU294342) |R: CCCTTGGAGAAAGTTCAGTCC
AnSp 106 F: TTGTGGTGCATAGAGAGGTC
(EU294343) |R: CCTTAATGCCTTGTGAGGATTTG
AnSp 107 F: CTGGGCAATGAGGTCTCGG
(EU294344) |R: AGTGCTTCGCAAGGAGAG
AnSp 108 F: CACTGGACACCTACTTTTAGTC
(EU294345) |R: ATGGAGGAGAGGGAGAGGG
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Tab. 1: Pokraovani.

Zdrojovy druh Néazev lokusu
(Autor) (Acc. No.) Sekvence primefi (5'— 3')
linduska prérijni AnSp 109 F: TGCCAACAGTCTCAAAAGGC
(Anthus spraguei) (EU294346) |R: CCTCCCTCAGTCCACTTTC
(Crawfordet al., 2009) |AnSp 110 |F: ACAGGGAGAGGGGAATGC
(EU294347) |R: TCCTGCCTTACCTGACTGAC
AnSp 111  |F: CCAGTAGTCACATTCCAGGG
(EU294348) |R: GCAAAGTCTGCCCTTCTTGAG
AnSp 112  |F: ACCAACGCAGTGTAGAGAC
(EU294349) |R: TTCCATCACCCACAACCCC
rakosnik seychelsky |Asel8 F: ATCCAGTCTTCGCAAAAGCC
(Acrocephalus (AJ276375) |R: TGCCCCAGAGGGAAGAAG
sechellensis) Ase4s8 F: TTTATTTCCTGGACTGGAACAATC
(Richardsoret al., 2000)| (AJ276777) |R: GAACATTGGGCTACTGGGC
lejsekéernohlavy Fhy224 F: TACCTCCTGCATTGTCC
(Ficedula hypoleuca) | (EU292767) |R: GGCTCTTTCCAGAATCAATC
(Lederet al., 2008) Fhy230 F: GGTTAATCCTGGAGAGTAGAA
(EU292772) |R: AAAGGTTTGCTGAATATCCAC
Fhy235 F: AATGAGTGTAACAGTAGGG
(EU292775) |R: GTCTATGTAAACCTAAAGC
Fhy303 F: CTGGCCTTGCAGTCGGTAA
(EU292779) |R: CTTTCCTCCACCCCAACTA
Fhy310 F: GTTGCTATACACGAGTGGG
(EU292782) |R: CCAATATTGCAAACCTAACAG
Fhy326 F: TCAGATTGTGCTGGTAATG
(EU292784) |R: CCTAAAGGGAGTATAAGCAAC
Fhy336 F: CTATGCAGTAGTCCTATTCAA
(EU292787) |R: TCAAACAGATCCTAAGTAGAG
Fhy361 F: ATGCTGAGCCAAAGTCTGTC
(EU292797) |R: ATCAGGGAGCTGAGACGAG
Fhy405 F: TTGAAAGAGGTGTATTATATGAG
(EU292803) |R: TCTTTCCAGAATCAATCTATT
Fhy405 F: TTGAAAGAGGTGTATTATATGAG
(EU292803) |R: TCTTTCCAGAATCAATCTATT
Fhy407 F: AAAGTTAGCCTATGTCTACCAGA
(EU292804) |R: TAGCTCTTCCCAGATTCTAAG
vlastovka obecna HruU5 F: TCAACAAGTGTCATTAGGTTC
(Hirundo rustica) (X84090) R: AACTTAGATAAGGAAGGTATAT
(Primmeret al.,1995)
kiivka skotska LOX1 F: ATGATGGTAAGTCTAATGAAAGC
(Loxia scotica) (Y16820) R: CCACACACATTCACTCTATTG
(Piertneyetal., 1998) |LOX2 F: CAGGCAGAGTGGACATTTATG
(Y16821) R: CAGTTTCATGTGGATTTTTAG
LOX6 F: ACAAATAACATAGGTCAGAAGC
(Y16823) R: GCTCTATAACTTTGTGATTTTGC
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Tab. 1: Pokra&ovani.

Zdrojovy druh Néazev lokusu

(Autor) (Acc. No.) Sekvence primefi (5'— 3')

kiivka skotska LOX8 F: TTGTGAAGGTTTGGGACATAAG
(Loxia scotica) (Y16825) R: AGTTGAGGCCATTAAAAAGATTC

(Piertneyet al., 1998)

modroplasnik nadherny

Mcyu4

F: ATAAGATGACTAAGGTCTCTGGTG

(Malurus cyaneus) (U82388) R: TAGCAATTGTCTATCATGGTTTG
(Doubleet al., 1997)

Sykora modinka Pca7 F: TGAGCATCGTAGCCCAGCAG
(Parus cauraleus) (AJ279809) |R: GGTTCAGGACACCTGCACAATG
(Dawsonet al., 2000)

vrabec domaci Pdo5 F: CTGTTCATTAACTCACAGGT
(Passer domesticus) (Y15126) R: AGTGAAACTTTAATCAGTTG
(Griffith et al., 1999)

straka obecna Ppi2 F:CACAGACCATTCGAAGCAGA
(Pica pica) (AJ272375) |R:GCTCCGATGGTGAATGAAGT

(Martinezet al., 1999)

4.3 Analyza PCR produkti

Postup analyzy v 6% polyakrylamidovém gelu o tloaf2,4 mm byl optimalizovan

pro pouziti vytiivané sekvermi elektroforetické koriirky S2 Whatman Biometra.

1. Vetsi sklo (330 x 420 mmymyt kart&#kem deionizovanou vodou ariwtdo

sucha. Plochu, ktera bude ve styku s gelefattip 96% ethanolem a néasledn
piipravkem pro odpuzovani vody ze skel automiobil

. MenSi sklo (330 x 390 mm) omyt vodou Epgvavkem na nadobi aikladre
oplachnout deionizovanou vodou. Sklo osuSit a esligi nafit smesi 1 ml
0,5% kyseliny octové s 3 pl 3-methakryloxypropyitethoxysilanu na ploSe,
ktera bude ve styku s gelem. Pdkihdném rozetréeni nechat 5 minut
zaschnout a oplachnout 96% ethanolem a po kazdétrem dikladre osusit.

. Na vodorovnou polystyrenovou podloZzku polozitsi sklo oSéenou plochou
vzhiru, @ilozit spacery o $ce 0,4 mm a naénumistit mensi sklo oSenou
plochou daol. Spacery srovnat tak, aby bylyegré po okraji skel a guniky
pritlacit k hornimu okraji mensiho skla. Nakonec na okségl v mist spacet
stisknout skla pevwhklipsy. Ve vysledku jsou skla i@sném zakrytu, u horniho
okraje pak posunuta o 2,5 cm.

. 'V kadince pipravit 6% polyakrylamidovy gel smisenim 60 ml 6%ztoku
akrylamidu, 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu angmn (APS) a 40 pl
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N,N,N‘,N‘-tetramethylethylendiaminu (TEMED). Si® promichat v kadince a
pomalu za neustalého poklepavani rukou na skloavlémezi skla v mist
posunuti skel.

. Po naliti gelu mezi skla vlozitrébinek v mist plnéni rovnou stranou sénem
mezi skla, a to iblizné¢ 0,7 az 1 cm hluboko. Po kontrole saunosti
vloZeného Febinku stisknout skla k sétklipsy. Nechat gel tuhnoutiiplizné
jednu hodinu.

. Po ztuhnuti gelu odstranit klipsy a skidre umyt od zbytk zaschlého gelu.
Dukladre osusit gumiky spaceill a kratSi sklo papirovym ubrouskem a vlozZit do
elektroforetické korarky kratSim sklem k hlinikové desce kérky a hrebinkem
vzharu. Sklo pevi uchytit do elektroforetické kotinky.

. Katodovy i anodovy prostor elektroforetické kiky zalit 0,5x TBE pufrem,
opatrré vyjmout Hebinek a proplachnout mezeru, ktera tim vzniklairskly,
stiikackou s TBE pufrem. Za¥t oba prostory, fipojit elektrody a na zdroji
stejnosnmirného proudu nastavit limitni vykon na 90 W (hogngroudu i
elektrického na§ti nastavit na maximum, tj. 150 mA a 3000 V). Zahto
podminek nechat gel ni&t na 48-50 °C, tedytiplizn¢ 30 minut.

. P&t minut g‘ed koncem nafivani gidat k PCR produkim 5 pl nanasSeciho pufru
a takto pipravené vzorky vlozit do denaturujicich podminedd {C). Po
uplynuti 4 minut vzorky vyjmout a umistit do nadabiedem.

. Po naliati gelu vypnout zdroj stejnogmmého napti, odpojit elektrody a
proplachnout mezeru mezi skly proudem 0,5x TBE puafe stikacky tak, aby
v mezée neZistaly Zzade netistoty a bubliny. Do mezery vilozit Zphiebinek
zoubky mezi sklaiblizné 1 mm hluboko do gelu. Do vzniklych jamek nanaSet

po 2 ul denaturovanych vzark

10.Po naneSeni vzoitkdo jamek pipojit elektrody, nastavit na zdroji limitni

hodnotu vykonu na 70 W a nechat rélpdtat vzorky poZzadovanou dobu.

11.Po skoweni separace vypustit TBE pufr z katodového prosteyjmout skla a

opatrré premistit na horizontalni plochu. Vyjmout spaceryrabinek a pomoci

tupého noZe odtit skla od sebe.

12.MenSi sklo s gelemipsunout do fotomisky s fix/stop roztokem gelemivaha

nechat promyvat minimatn20 minut. Po uplynuti doby fix/stop roztok slitézp

do baiky a gel tikrat promyt deionizovanou vodou po dobu 1-2 minut.
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13.Sklo s gelem vlozit na maxim&n5 minut do 1% kyseliny dusié, poté
kyselinu vylit a gel 4x promyt deionizovanou vodou.

14.Gel vlozit do 0,1% roztoku dusianu stibrného, do kterého byla@sre pred
pouzitim gidano 1,2 ml formaldehydu. Po 30 minutach slit AgN£pet do
nadoby, sklo kratce potib do fotomisky s deionizovanou vodou a poté
piesunout do prazdné fotomisky.

15.Do predem vychlazeného 3% roztoku whhnu sodného (vyvojka) figlat
1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% thiosiranu sodngitomichat a vylit do
fotomisky s gelem. Po vyvinuti vSech barptilit k vyvojce fix/stop roztok, a to
priblizné na 5 minut.

16. Sklo pesunout do fotomisky s deionizovanou vodou a pst&ib v suSam po
dobu 30 minut $ 80 °C nebo ve svislé polozégs noc v laborata

17.Po vyhodnoceni gelu sklo pdiitona rékolik desitek minut az &kolik hodin do
roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 1 mol/baoglepeni gelu sklo omyt.

4.4 Pouzité chemikalie

Akrylamid (Applichem)
araq DNA polymeréza (5Ull), M1241 (Promega)
Bromfenolova moti (Serva)
dNTPs (100 mmol/l, 400l kazdého), U1240 (Promega)
Deionizovana voda

Duskénan stibrny (Lachema)
Ethanol — 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
Ethylendiaminotetraoctan sodny (D TA) (Lachema)
Formaldehyd (Lachema)
Formamid (Lachema)
Hydroxid sodny (Lachema)
Kyselina borita (Lachema)
Kyselina dusina — 65% roztok (Lachema)
Kyselina octova — ledova (Lachema)
3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)
Mocovina (Lachema)
N,N’- methylenbisakrylamid (Applichem)
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N, N, N, N"- tetramethylethylendiamin (TEMED)
Peroxodisiran amonny

Pripravek na odpuzovani vody Clear Vue
Thiosiran sodny
Trishydroxymethylaminomethan (Tris)

Uhli¢itan sodny

Xylenova mod (Xylencyanol FF)

4.5 PouZité roztoky

Akrylamid (6% zasobni roztok)

420 g m@oviny
484 ml deionizované vody
50 ml 10 x TBE

(Se)
(Serva)
(Turtle WAX)
(Lachema)
(AppliChem)
(Lachema)
(AppliChem)

150 ml 40% zésobniho roztoku akrylamid : N, N”- hyégnbisakrylamid 19:1

- po rozpu&ni vSech slozZek Zzfiltrovat a ulozit v temné lahgi4/ °C

Dusiénan stibrny AgNQO;(0,1% roztok)
800 ml deionizované vody
0,8 g dusinanu stibrného
- pred pouzitim gidat 1,2 ml formaldehydu

Fix/Stop roztok

800 ml deionizované vody

88 ml ledoveé kyseliny octové

Hydroxid sodny NaOH (1 mol/l) (roztok)
40 g hydroxidu sodného

- doplnit deionizovanou vodou do 1 |

Kyselina dusina HNG; (1% roztok)
800 ml deionizované vody
12 ml 65% kyseliny dugne
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NanasSeci pufr pro elektroforézu v polyakrylamidovaésu

0,125 g bromfenolové maoel
0,125 g xylenové mad
25 ml deionizované vody

100 ml formamidu

Peroxodisiran amonny (N}S,0g (10% roztok)

1 g peroxodisiranu amonného

- rozpustit v 10 ml deionizované vody

Polyakrylamidovy gel (6%)

60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
40 ul N, N, N’, N’- tetramethylethylendiaminu
400l 10% roztoku peroxodisiranu amonného g¥3,0g

Roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu (moléduni lepidlo)

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

TBE pufr (zasobni roztok 10x)
108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
55 g kyseliny borité EBO;
40 ml roztoku NgEDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

- doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Vyvojka
800 ml deionizované vody
24 g uhlgitanu sodného N&O;
- vychladit na teplotu nizSi nez 10 °C
- pred pouzitim pdat 1,2 ml formaldehydu a 160 1% roztoku thiosiranu
sodného Nz5,05
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4.6 Vybaveni laboratore

Elektroforeticky zdroj ECPS 3000/150
Elektroforeticky zdroj EV232
Chladntka kombinovana

Laboratorni vahy MARK S 622

(Pharmacia)
(Consort)
(Whirlpool)
(BEL Engineering)

Mikropipety Finnpipette 0,5 az 10 (osmikanélova) a 0,8l az 1 ml (Labsystems)

Mikropipety Nichpipet EX 0,51 az 1 ml
Minicentrifuga CLE CSQSP
Negatoskop NEGA1

Sekvenani elektroforetické koriirka S2
Susarna HS 122S

Temperovany blok Dry-block DB-2D
Termocyklér PTC 100-96 VHB
Termocyklér XP Thermal Cycler
Trepaka Orbit 1 900

Vortex MS2

Vyrobnik deionizované a ult¢ssté vody typ 02
Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact

(Nichiryo)
(Cleaver Scientific)
(Maneko)
(Whatman Biometra)
(Chirana)
(Labnet Intermesial)
(MJ Research)
(BIOER technology)
(Labnet International)
(Ika)
(AquaOsmotic)
(Castel Mac)
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7 Zavér

V ramci své bakal&ké prace jsem hledala pomocioss-speciees PCR
amplifikace polymorfni mikrosatelitové lokusy wtpdruhi konipasovitych, a to u
lindusky lesni A. trivialis), rudokrké A. cervinus) a skalni(A. petrosus littoralis) a
konipase horskéhdvotacilla cinerea) a bilého K. alba).

K nalezeni polymorfnich lokisu danych pti druhi jsem vyuZzila celkem 33
pari primeri, které byly odvozeny odtipuzné lindusky prérijniA. spragueii) nebo
v minulosti poskytovaly polymorfni PCR produkty unych zastupg celedi
konipasovitych. Nalezla jsem celkem 6 mikrosatelfitth lokusi, které byly polymorfni
u vSech pti zkoumanych drulh Paet alel se u danych mikrosatelitovych lokus
pohyboval v rozmezi 3-9 alel. Tyto lokusy by v budou mohly byt vyuzity
k popul&nim studiim jako je testovani paternity, studiumgrace nebo studium
piibuzenského iZzeni. Na zéklagl polymorfismu v ramci testovanych diiuljsem
identifikovala dva lokusy prawgodobrt vyuzitelné k odliSeni radAnthus a Motacilla.

Z hlediska p¢tu polymorfnich mikrosatelitovych loktsoyla PCR amplifikace
33 testovanych. Ret alel se pohyboval v rozmezi 3-9 aleldti pestovanych jedinc
Naopak nejmahpolymorfnich lokué jsem pozorovala u lindusky skalni, a to 9 lakus

s 2-9 alelami na lokus.
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8 Seznam pouzitych zkratek

A

bp

C
dATP
dCTP
dGTP
DNA
dNTP
dTTP
EPC
EPF
EPP
EPO

kb
LINE
PCR
RAPD

RFLP
SINE
SSRs

STRs

Ta
VNTRs

adenin

pér baziljase pair)

cytozin

deoxyriboadenosin trifosfat

deoxyribocytydin trifosfat

deoxyriboguanidin trifosfat

deoxyribonukleova kyselina

snés deoxyribonukleosid trifosfat

deoxyribothymidin trifosfat

mimoparova kopulac&xtra-pair copulation)

mimoparové oploze(ixtra-pair fertilization)

mimoparova paternitBxtra-pair paternity)

mimoparovy potomelEktra-pair offspring)

guanin

kilobaze Kilobase)
dlouhé rozptylené repeticedng inter spersed elements)
polymerazovéettzova reakce (Bymerase chain reaction)
polymorfismus néahodn amplifikované DNA Random amplified
polymorphic DNA)

polymorfismus délky restikich fragment (Restriction fragment lengh
polymorfism)

kratké rozptylené repeticghprt interspersed elements)

repetice jednoduchych sekvenainffe sequence repeats)

kratké tandemoveé repeticé@8 tandem repeats)
thymin

teplotaannealingu

variabillni pdet tandemovych repeticVériable number of tandem
repeats)
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