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Souhrn

Néplni moji bakalafské prace byla cross-species amplifikace polymorfnich
mikrosatelitl zfadu brodivi u ¢dpa simbila. V teoretické céasti jsem se zabyvala
charakteristikou ¢apa simbila (Ciconia abdimii) a taxontl, do kterych se zarazuje. Dale
jsem se zabyvala problematikou mikrosateliti a metodami, které jsem pouzila
v experimentdlni C¢asti. Néaplni experimentalni ¢asti moji prace bylo hledani
polymorfnich mikrosatelitnich lokust. Touto metodou jsem testovala 187 parQ
primerti. Pro testovani polymorfnich mikrosatelitovych lokust jsem pouzila vSechny
publikované primery z fadu brodivych, potapek a potaplic. Dale jsem testovala n¢kolik
vybranych mikrosatelitovych primerii z fadu dlouhoktidlych a tuéiakl. Za tcelem
ovéteni fylogenetické nepiibuznosti jsem pouzila i n€kolik mikrosatelitovych primert
z fadu vrubozobych. Pro detekci polymorfnich lokust jsem pouzila metodu cross-
species PCR amplifikace u 6 neptfibuznych jedinct ¢apa simbila. Nasledné byly PCR
produkty separovany v polyakrylamidovém gelu. Postupnym testovanim bylo
nalezeno 26 polymorfnich mikrosatelitnich lokust. U téchto lokusi byla
zoptimalizovana teplota annealingu a Cas elektroforetické separace. Pocet nalezenych
alel se pohyboval v rozmezi 2-6 alel na lokus. U jednoho mikrosatelitového lokusu
byla nalezena nulovéa alela. Nejvice polymorfnich lokust poskytly mikrosatelitové
primery odvozené od nesyta lesniho (Mycteria americana) a ¢apa bilého (Ciconia

ciconia).



Summary

This thesis deals with a cross-species amplification polymorphic microsatellites
from Ciconiiformes in Abdim's Stork (Ciconia abdimii). The main focus of
the theoretical part is a description of Abdim’s Stork and taxons to which it belongs.
Further more it gives an account of issues that are connected to microsatellites and
methods which were used in the experimental part of this thesis. The content of
the experimental part was finding of polymorphic microsatellite loci. A number of one
hundred and eighty seven primer pairs were tested by this method. For testing of these
polymorphic microsatellite loci were used all published primers of Ciconiiformes,
Grebe and Loon. On top of that a selection of microsatellite primers of
Charadriiformes and Penguin. In order to prove the phylogenetic unrelated link some
microsatellite primers of Anseriformes were also used. Following the detection of
polymorphic loci was used the cross-species PCR amplification on six unrelated
individuals of Abdim’s Stork. By the gradual testing were found twenty six
polymorphous microsatellite loci for which were optimized both the temperature of
annealing and the time of electrophoretic separation. The number of founded alleles
was in within the range of two to six alleles per locus. In one sample of microsatellite
loci was founded zero allel. The highest number of polymorphous loci was provided
by microsatellite primer derived from wood stork (Mycteria americana) and white

Stork (Ciconia ciconia).
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1 Uvod

Mikrosatelity jsou v soucasnosti jednim z nejpouzivanéjSich genetickych
marker. Patii mezi kratké tandemové repetitivni sekvence, které se skladaji
z jednoduchych mononukleotidovych az hexanukleotidovych jednotek. Jsou
roztrouseny rovnomeérné po celém genomu.

Ve své bakalarské praci se budu zabyvat hleddnim polymorfnich
mikrosatelitovych lokusi u c¢apa simbila (Ciconia abdimii). Pro testovani
polymorfnich mikrosatelitovych lokust pouziji vSechny publikované primery z fadu
brodivych, potadpek a potaplic. Dale budu testovat vybrané mikrosatelitové primery
ztadu dlouhokiidlych a tucnakli. Za ucelem ovéreni fylogenetické nepiibuznosti
pouziji i né€kolik mikrosatelitovych primer ztadu vrubozobych. Pro detekci
polymorfnich lokusti pouziji metodu cross-species PCR amplifikace a poté

elektroforézu v polyakrylamidovém gelu.



2 Cil prace
- Shromdzdéni dostupnych literarnich zdroju.
- Vypracovani reSerSe na téma bakalarské prace.

- PCR amplifikace DNA c¢épa simbila s vyuzitim cross-species primera

pro mikrosatelity, které jsou zndmé v fadu brodivych.



3 Literarni prehled

3.1 Rad brodivi

Nejzajimavéjsimi  ptaky sladkovodnich stanovist' jsou c¢api a volavky.
Molekularni metody dokdzaly jejich ptfibuznost s kondory, které ornitologové fadi
do fadu dravct (Burnie et al., 2007).

Brodivi jsou vétSinou velci ptaci, ktefi maji mohutny a vyrazny zobdk, dlouhy
krk a dlouhé nohy, které jsou pfizpisobeny k ziskdvani potravy zvody nebo
bazinatych biotopl. Jejich nohy jsou brodivé s nizko nasazenym palcem (Gaisler et
Zima, 2007). Néktetfi brodivi maji mezi prsty plovaci blany, které slouzi k rozloZeni
jejich vahy, kdyz stoji na bahnitém dn¢ (Burnie et al., 2007). Vole jim obvykle chybi,
jejich zaludek je tfidilny a samci mohou mit rudimentarni penis (Gaisler et Zima,
2007). Capi jsou nejvétsimi ptdky vramci fadu brodivych, nejmensi jsou bukéaéci,
ktefi jsou vysoci pouhych 25 cm. Nejvétsi ¢api méti od hlavy k ocasu asi 1,5 m.
Bez ohledu na velikost je spolecnym znakem brodivych tvar zobaku.

Vétsina brodivych vyborné 1éta, velké druhy pii letu pomalu mavaji kiidly a
ptekonavaji velké vzdalenosti pomoci krouzivého letu a plachténim (Burnie et al.,
2007). Pti plachténi vyuzivaji vzdusné proudy, které vznikaji pti oteplovani vzduchu
nad pevninou (statické plachténi) (Gaisler et Zima, 2007). Pti letu se mohou rozpoznat
volavky a ¢api podle polohy krku. Volavky drzi krk v esovitém zakfiveni, zatim co
¢api lataji s krkem natazenym (Burnie et al., 2007).

VSichni zastupci tohoto fadu jsou masozravi, vétSinou lovi ryby, zaby nebo jiné
obojzivelniky. Lovi i hmyz, ktery se pohybuje kolem vody. Nékteré druhy mohou
lovit 1 mensi ptaky a drobné savce, plazy, korySe a mékkySe. Volavky a bukaci
vyhledavaji kofist zrakem, setrvavaji i n€kolik hodin na misté bez hnuti a cekaji,
dokud se kofit neptiblizi na dosah. N&které druhy volavek vyuzivaji hmyz jako
navnadu pro lov ryb. Hmyz drzi v zobdku nad vodou a ¢ekaji na svoji kofist. VétSina
brodivych lovi ve dne, ale kvako§ no¢ni je aktivni pouze v noci. M4 ostry zrak a kofist
zpozoruje. Ibisi a kolpici maji neobycejné citlivy zobak a kofist lovi v bahnité vodé.
Velké druhy, napf. marabu, maji rozmanité potravni zvyky. Dalo by se fict, ze marabu

se spiSe chova jako sup. KrouZzi vysoko na obloze a z vySky patra po télech uhynulych
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zvitat (Burnie et al., 2007). Mlad’ata brodivych jsou nidikolni a staraji se o n¢ oba
rodice (Gaisler et Zima, 2007).

Piestoze brodivi lovi samotatsky, vétSina druhti hnizdi ve skupinach a nékteré
druhy si zakladaji hnizda tésn€ vedle sebe. VétSina téchto kolonialnich druhti hnizdi
na stromech. Céapi a volavky obvykle kladou 4 az 6 vajec do velkého hnizda
vytvofen¢ho z klaciki. Mladata po vylihnuti z vajec zGstavaji v hnizdé az nékolik
tydnti a krmi je oba rodiCe. Bukaci a bukacci hnizdi v bazindch. Jejich hnizda jsou
vytvofena z rdkosu a jinych rostlin a jsou vyborné¢ maskovana. Kdyz skon¢i hnizdni
sezOna, vétSina druhd tdhne zimovat do teplych krajin. Volavky opoustéji
vnitrozemské vody a mifi na moiska pobiezi (Burnie et al., 2007).

Do tadu brodivych jsou zahrnovany celedi ¢apoviti (Ciconiidae), ibisoviti
(Threskiornithidae) a volavkoviti (Ardeidae).

Celed’ volavkovitych se vyznatuje dlouhych krkem a nohama stejné jako
zbytek fadu brodivych. Volavky maji dlouhy, dykovity zobak, ktery jim slouzi
k harpunovitému lovu kofisti. Nekteré druhy volavek lovi kofist pti brodéni ve vode,
dalsi druhy lovi kofist pfi letu. Volavky se dorozumivaji zvuky nizkych frekvenci,
které jsou slySet na velké vzdalenosti. Zvuky nizkych frekvenci pouzivaji samci
k pfildkani samic a zaroven si tak ohraniCuji své teritorium. VétSina druht volavek
migruje. Migruji pfedevS§im vnoci v linedrnich formacich. Volavky se vyskytuji
v moktadech, otevienych bazinach a mélké vodé. Nékteré druhy volavkovitych jsou
ptizptisobeny k zivotu v rakosi. Samci jsou vétsi nez samice. Volavky maji dlouhou
dobu namluv. Po vybéru partnera si spolecné zacnou staveét hnizdo. Hnizdo muze
jej umisti na vhodné misto. Volavky si stavi hnizda z vétvi. Hnizda casto stavi
v kfovinach, v korundch stromi nebo v rdkosi. VSechny druhy obvykle hnizdi
v blizkosti vod. Hnizda si stavi v riznych vyskdch nad zemi (od nizké Grovné —
v rékosi az po vysokou troven — 20 az 30 m nad zemi v korunach stromtl). Inkubace
vajec se pohybuje vrozmezi od 18 do 30 dni. U nékterych mensich druhti je doba
inkubace vajec o néco krat$i, pouze 14 dni. Mlad’ata jsou krmena regurgitaci, coz
znamena, ze volavky vyvrhuji potravu mlad’atim ptimo do zobdku (Bouglouan, 2010).

Mezi ibisovité patii ibisi a kolpici. Ibisoviti jsou stfedné velci ptaci, kteti hnizdi
v koloniich (Gaisler et Zima, 2007). Maji husté opefeni. Prachové pefi jim vyrista
po celém téle (Hudec et Cerny, 1972). Ibisi maji tenky zakiiveny zobak a kolpici maji
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zobak plochy, ktery je na konci rozsiteny. Ibisoviti létaji s natazenym krkem. Lovi
hlavné v bahné Cervy a mékkySe nebo procezuji plankton. Patii sem asi 32 druht,
které u nas hnizdi zcela vyjimecné (Gaisler et Zima, 2007).

Clunozobci a kladivousi jsou jen nékterymi autory fazeni do samostatnych
Celedi. Zarazeni Clunozobcl je velmi nejasné. V nékterych znacich se piiblizuji
volavkam, v jinych &ptim, podle analyzy DNA jsou ptibuzni s pelikdny. Clunozobci
maji dlouhé nohy, s dlouhymi prsty, jejich krk je ale krat$i. Jejich nejvyraznéjsim
znakem je extrémné silny zobdk, dlouhy jako hlava (19 cm). Pti letu jsou podobni
volavkam. Maji esovité stoceny krk. Kladivousi svym vzhledem ptipominaji malého
¢apa s krat§Sima nohama a silnym, ze stran stlaCenym zobakem. Kladivovity vzhled
hlavy umoctiuyje vyraznd chocholka na hlavé. Predni prsty jsou, podobné jako

u volavek, spojeny nesirokym koznim lemem (Stastny et al., 1998).
3.1.1 Capoviti

Céapoviti (Ciconiidae) jsou téméf nejvétsi 1étajici ptaci (del Hoyo et al., 1992).
Maji klinovity zobak jako volavky, ale pfi letu (kromé ¢dpa marabu) maji krk
natazeny. Jejich hlasové tustroji je zakrnélé, akusticky se projevuji klapanim zobaku
(Gaisler et Zima, 2007).

Dostupnost potravy je pro ¢apy limitujicim faktorem. Capi preferuji mélké
vody s vysokou koncentraci ryb. Capi obvykle hledaji potravu na zemi. Prochézeji
travou nebo bazinou a chytaji drobné Zivoc¢ichy, které zrovna vyrusili.

Jsou to kolonidlni ptéaci a jsou velice spolecensti. Jsou to denni Zivoc¢ichové,
ktefi se vnoci zdrzuji na hnizd&. Capi hnizdi vysoko v korunach stromil. Vétsinou
preferuji stanovisté blizko vody. Capoviti jsou kosmopolitné rozsiteni, vyskytuji se
na Sesti kontinentech. Druhy, které se vyskytuji u nas, tdhnou na zimu do teplych
krajin. Migruji do Afriky nebo do Asie (del Hoyo et al., 1992). Cap bily (Ciconia
ciconia) je dokonale pfizpiisoben k plachténi na své tahové cesty. Jelikoz teplé
vzdusné proudy existuji nad pevninou, ¢api nelétaji do svych africkych zimovist
ptes Stiedozemni mote, ale vychodni populace tdhnou ptes Bospor, zdpadni populace
tahnou ptes Gibraltar (Veselovsky, 2001).

Cépi jsou velice prizptisobivi, coz se tyka jejich zvykil. Preferuji hnizdéni
blizko vody, ale mnoho druhli preferuje niziny, kde jsou Casté srazky. Typickymi
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misty vyskytu ¢apt jsou mokiady a mocaly, zaplavené louky, travnaté plan¢ a malé
rybniky, které jsou oblibenym stanovistém pro mnoho druhtl, které se zde soustied’uji
(del Hoyo et al., 1992). Mezi ¢apovité patii nékolik roda: zejozob (Anastomus), Cap
(Ciconia a Ephippiorhynchus), jabiru (Jabiru), marabu (Leptoptilos), nesyt (Mycteria)
a vymiely rod Leguatia (Kovalik et al., 2011). Mezi ¢apovité se fadi 19 druhi a z toho
2 7iji v Ceské republice (Gaisler et Zima, 2007).

3.1.1.1 Cap simbil

Cép simbil (Ciconia abdimii) je velky 75-81 cm. Jeho rozpéti kiidel je 140 cm
a jeho hmotnost je 1-3 kg. Je mensi nez ¢ap cerny (Ciconia nigra), ale jsou si velice
podobni. Dospély ¢ap ma lesklou horni ¢ast téla véetné hlavy, kterd ma purpurovy az
zeleny nadech. Naprsenka véetn& ocasni &asti ma barvu bilou. Cap simbil ma rovny
robustni zobdk, ktery ma Sedozelenou barvu. Jeho o¢i jsou tmavé hnédé. Dal§im
vyraznym rysem jsou jeho dlouhé nohy, které maji Sedé¢ zbarveni a nartizovéla
chodidla. Obé pohlavi ¢apa simbila jsou si velice podobna, ale samice jsou obvykle
trochu mensi nez samci. Céap simbil stejné jako ostatni &api vydava zvuky pouhym
klapanim zobaku (Bouglouan, 2010). Vyskytuje se v jizni Africe a jihozapadni Arabii
(del Hoyo et al., 1992).

BéZznym mistem vyskytu tohoto druhu ¢épa jsou oteviené travnaté plané.
Obvykle se vyskytuje blizko vody, ale byl pozorovan i na velmi suchych mistech,
véetné polopousti. Hnizdi na vysokych stromech nebo srazech, vyjimecné hnizdi
v blizkosti moktadii a jezirek. Hnizda si stavi ob¢as 1 ve vesnicich, kde jsou chranéna
pted povétrnostnimi podminkami.

Cép simbil se Zivi velkym hmyzem. Napf. saranéaty a kobylkami. Ziidka ulovi
néjakou mys a mensi vodni zivoCichy. Schazeji se ve velkych hejnech. Chodi okolo
biehu a ¢ekaji na kofist, na kterou rychle zautoc¢i (del Hoyo ef al., 1992).

Cép simbil je trans-rovnikovy migrant. Obvykle migruje ve velkych hejnech
po 10 000 jedincich. Béhem migrace nelétd v regulérnich formacich. Potravu si
pfidlouhé cest¢ shani kazdy den v dobé piestdvek, kromé& pieletu nad pousti.
Ochlazovani téla provadi pomoci defekacniho reflexu. Pokali si nohy (Bouglouan,
2010), coz ptispiva k ochlazeni jeho téla, a to diky odpatovani vody z tekutého trusu.
Druhym zptisobem ochlazeni je koupani se ptakii nebo alespon stani ve vod¢. Stoji
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s roztazenymi kiidly proti vétru, a tim umoziuji ptistup chladného vzduchu k bfiSnim
a podpaznim nazinam (Veselovsky, 2001).

Hnizdni sezona obvykle zac¢ind v obdobi destt, v kvétnu (del Hoyo et al,
1992). Shromazd'ujici se kolonie maji nékolik tisic jedinct. Cap simbil si stavi hnizdo
z vétviCek. Samci k hnizdu pfilétaji jako prvni a cekaji na samice, které prilétaji
pozdéji. Samice obvykle naklade 1-3 vejce (Bouglouan, 2010). Inkuba¢ni doba vajec
trva 30-31 dni (del Hoyo et al., 1992). Mlad'ata se opefi 2 mésice po vylihnuti. Cap
pohlavné dospiva ve 3-4 letech. Doziva se az 21 let (Bouglouan, 2010).

3.2 Vybér partnera u ptikii

Samice ptakl preferuji nejzdatnéjSiho samce, u kterého nemuseji dlouho véhat
s vybérem a ktery je zdrukou zdatného potomstva. Taktikou vybéru partnera je
protahovani ndmluv, kdy samice bedlivé pozoruji tokajici samce, aby se co nejvice
dozvéd€ly o vybiraném partnerovi. Toto pozorovani je také dulezité proto, aby se
zabranilo mezidruhovému kiizeni.

Samice investuje mnohem vétsi podil energie do rozmnozovani, jelikoz ma
oproti samci k dispozici mensi pocet pohlavnich bunék a tim i omezené mnozstvi
potomkil. Samci maji velké mnozstvi pohlavnich bun¢k a jsou schopni oplodnit i dalsi

samice (Veselovsky, 2001).

3.3 Vérnost partnerit a mimopdrovd kopulace u ptdikii

Drive se myslelo, Ze uzaviené pary pévcu, jsou skutecnym symbolem vérnosti.
AZ nové molekularni metody urcovani paternity mlad’at pomoci DNA dokézaly, ze ne
vSechna mlad’ata v hnizdé¢ byla zplozena jednim samcem. Dlouhodobym pozorovanim
ptakti oznacenych barevnymi krouzky se zjistilo, Ze u mnoha druht, které ziji
v parech, dochazi k soutézeni samc¢ich pohlavnich bun€k pfi mimoparové kopulaci.

Z pohledu kvalitniho samce jsou mimoparové kopulace moznosti, jak zvysit
svou zdatnost a rozmnoZzovaci uspéSnost. Zplodi tak mnohem vice potomki, a jelikoz
jsou rozmisténi v riiznych hnizdech, snizuje to moznost jejich tthynu nebo usmrceni

predatorem. Dominantni samci obsadi nejlepsi mista v kolonii a hlidaji intenzivné své
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samice. Tim jsou ale télesn¢ vycCerpani a zhubnou, to ma za nasledek, Ze jsou postupné
nahrazeni samci, kteti hnizdi na periferii kolonie.

Mimoparova kopulace snizuje riziko neoplozenych vajec, které spociva
v neplodnosti vlastniho samce. Dalsi vyhodou je, Ze samice ziskd dalstho mladého
samce, ktery ji bude pomahat pfi péci o mlad’ata. Star§i samci jsou zdatnéj$i a maji
vice zkuSenosti, které uplatiiuji pfi namluvach partnerek. Mladi samci nemaji tolik
zkuSenosti a pfi kopulaci nemaji tak velké Sance jako zkuSengjsi samci. Mimoparova
kopulace ma i své nevyhody. Pfi €astych mimoparovych kopulacich muze dojit
ke ztraté vlastniho partnera (Veselovsky, 2001). Studium mimoparové kopulace se
provadi pomoci analyzy mikrosatelitové DNA, kterd je jednou z typi DNA patiici

mezi repetitivni sekvence.

3.4 Repetitivni sekvence DNA

V genomu se vyskytuji sekvence DNA, které se mnohonasobn¢é opakuji
v haploidni sadé chromozomtl. Tyto sekvence se nazyvaji repetitivni DNA (Snustad et
Simmons, 2009). Repetitivni DNA se déli na tandemové repetice a rozptylené

repetice, mezi které jsou fazeny transpozony (Bennett, 2000).

3.4.1 Tandemova repetitivni DNA

Pocet kopii kazdé sekvence pfitomné na chromozomu v ur¢itém organizmu je
vysoce variabilni. Tato mista, zvand VNTRs (tandemové repetice variabilniho poctu),
jsou tedy vysoce polymorfni. VNTRs maji rozdilny pocet kopii repetitivnich sekvenci
(Snustad et Simmons, 2009). Na zéklad€ celkové délky repetitivni jednotky sekvence
se tandemova repetitivni DNA déli do tfi podskupin. Tyto tii podskupiny zahrnuji
satelity, minisatelity a mikrosatelity. Jejich plivod je pravdépodobné odlisSny
od rozptylenych repetitivnich elementi.

Satelitni DNA byla objevena jako prvni ztandemovych repetitivnich DNA.
Vyskytuje se Siroce rozptylena po celém genomu a je Casto polymorfni. Velikost
repetitivni jednotky se pohybuje od 5 az po nckolik set parG bazi. Satelity jsou

lokalizovany v heterochromatinu a jsou ulozeny v centromefe. Jejich biologicka
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funkce neni dodnes znama. Lidskd satelitni DNA neni transkribovéana, jelikoz je
sloZena z heterochromatinu, ve kterém chybi exprimované geny.

Dalsi tandemovou repetitivni DNA jsou minisatelity. Skladaji se z desitek
tandemovych repetic. Minisatelity se mohou délit na dva zékladni typy. Prvnim typem
jsou telomerické minisatelity a druhym typem hypervariabilni minisatelity. Podle
Bennetta (2000) se telomerickd DNA sklada z 10 — 15 kb hexanukleotidovych repetic
(ptedevsim TTAGGG). Jsou lokalizovany na telomerach vSech chromozomt, jejich
biologickou funkei je chranit konce chromozomu pied degradaci a mohou hrét roli
pfiparovani a orientaci chromozomi pii bunécném déleni. Druhym typem
minisatelitnich sekvenci jsou hypervariabilni minisatelity. Velikost repetitivnich
jednotek se miize pohybovat od 6 do 50 bp. Vyskytuji se po celém genomu, nejvice
v telomerickych oblastech. Analyza minisateliti se provadi pomoci DNA
fingerprintingu. Tato technika odstartovala revoluci v oblastech forenzni védy a testl

otcovstvi (Bennett, 2000).

3.5 Mikrosatelity

Mikrosatelity (STRs — short tandem repeats) patii ke kratkym tandemovym
repetitivnim sekvencim. Sklddaji se zjednoduchych mononukleotidovych az
hexanukleotidovych tandemovych jednotek v repeticich (Field er Wills, 1996; Toth et
al., 2000, Oliveira et al, 2006). Nejcastéjsi jsou dinukleotidové repetice, kde
prevazuje typ (CA), (Weber et May, 1989). Jaderné¢ mikrosatelity jsou v soucasnosti
jednim z nejpouzivanéjSich genetickych markert (Field er Wills, 1996, Barbara et al.,
2007). Mikrosatelity jsou kodominantni (Oliveira et al., 2006), hypervariabilni a
vyskytuji se rovnomérné po celém genomu. Jsou to nejvariabilnéjsi typy DNA (Field
et Wills, 1996), které jsou polymorfni a velice ¢asto mutuji. Polymorfizmus vychdzi
z rizného poctu opakovani repetitivni jednotky, tedy z celkové délky repetitivniho
lokusu (Ellegren, 2004). Mikrosatelity byly nalezeny u prokaryot i eukaryot, vcetné
lidského genomu, kde jsou roztrouseny ndhodné. Role mikrosatelitii u eukaryot je
mén¢ znama. Nékteré hypotézy tvrdi, Ze mikrosatelity mohou ovlivnit regulaci genové
exprese (Bennett, 2000).

Piitomnost odchylek v trinukleotidovych repeticich mize mit zavazné

disledky a ma spojitost s nemocemi, které byly identifikovany pouze u lidi. VétSina
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trinukleotidovych repetic asociuje nemoci ovlivilujici neurologickou funkeci.
Nejznaméjsim onemocnénim je Huntingtonova chorea. Je to neurologické
onemocnéni, které propukne az v dospélosti. Projevuje se jako demence s poruchou
motoriky. Alela zptisobujici Huntingtonovu choreu, obsahuje vii¢i nepatologické alele

zmnozeni repetitivnich sekvenci (Bennett, 2000).

3.5.1 Mutace mikrosatelitu

Mikrosatelity jsou postihovany vy$$im vyskytem mutaci, jejich mutacni
rychlost je vys$i nez v jinych ¢astech genomu (Oliveira et al, 2006). Polymorfni
mikrosatelity mohou vzniknout nékolika zplGsoby. Muze dojit k chybé
ptirekombinaci, k nerovnomémému crossing-overu nebo ke sklouznuti DNA
polymerazy. Pfi nerovnomérném crossing-overu muze dojit k drastickym zménam,
jako je navyseni nebo snizeni poctu repetic (Oliveira et al., 2006; Bhargava et Fuentes,
2010).

Béhem replikace DNA nebo reparace mize dojit k sesmeknuti DNA
polymerdzy (Oliveira et al., 2006). Sklouznuti nastdva v komplexu proteind, kde je
zprosttedkovana DNA replikace (Bennett, 2000). Diky repetitivnim sekvencim se
fetézce DNA mohou spdrovat nepfesné. Na komplementarnim fetézci pak muize
vzniknout klicka. Tento proces vede k prodlouzeni repetice. Klicka mlize vzniknout i
na templatovém fetézci DNA. Nasleduje ztrata repetitivni jednotky. Cim del3i je
mikrosatelit, tim vyss$i je pravdépodobnost sklouznuti DNA polymerdzy (Ellegren,
2004; Oliveira et al., 2006).

Existuji dal$i faktory, které ovliviiuji mutacni rychlost a navySeni nebo
snizeni poCtu repetic. Mezi né patfi pocet repetic, umisténi v genomu a jejich
sekvence. VétSina sklouznuti je opravena repara¢nim systémem buniky (Bennett,

2000).

3.5.2 Vyskyt mikrosatelitii v genomu

Mikrosatelity tvofi 3 % lidského genomu. Nejrozsifenéj$i v genomu jsou

dinukleotidové sekvence CA, dale nasleduji AT sekvence, GA a GC sekvence.
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Frekvence genomovych mikrosatelitl se lisi v zavislosti na druhu. V rostlindch
je odhadovana frekvence 0,85 % u Arabidopsis, zatim co u ryb je frekvence 3,21 %.
U Homo sapiens je mikrosatelitni frekvence na 22. chromozomu 1,07 % (Oliveira et
al., 2006).

Pta¢i genom obsahuje asi 10 x méné mikrosatelith nez genom lidsky
(Galbusera et al., 2000). Obecné plati, ze veétsi mnozstvi mikrosatelitti se vyskytuje

ve vétSich genomech (Oliveira et al., 2006).

3.5.3 Vyuziti mikrosateliti

Mikrosatelity se staly nejpouzivanéjSimi molekularnimi markery, zaroven se
vyvijely nové analytické metody, diky kterym se usnadnilo jejich hodnoceni. Vyuziti
mikrosateliti se uplatiiuje v mnoha oblastech genetickych studii a mediciny.
Napt. populaéni genetiky, forenznich analyz, testovani otcovstvi, pfi sestavovani
genetickych map nékterych organizmli a genotypizaci. V soucastné dobé jsou
mikrosatelitni markery bézné vyuzivané pro analyzy genetické struktury populaci
rostlin, které se voln¢ vyskytuji v prirode.

Mikrosatelity ptivodné slouzily k vyzkumu variability ¢lovéka, ale s objevem
polymorfizmu se zacaly pouZzivat i k vyzkumu dalSich organizmti (Oliveira et al.,
2006). Napt. pii studiu piibuznosti ptaki v populacich chovanych v zajeti, aby se
zabranilo piibuzenskému kiizeni. Pfiimbridingu dochdzi k pifenosu vzacnych alel,
které jsou skodlivé v homozygotnim stavu a vyvolavaji choroby, které oslabuji fitness

jedince a zaroven celé populace.

3.6 Princip hleddani novych mikrosatelitii

K ziskani novych mikrosateliti se pouzivd izolace mikrosateliti de novo.
Izolace novych druhové specifickych mikrosatelitii de novo je ¢asové ndrocna a
pomérné drahd. Proto se Casto vyuzivd technika cross-species PCR amplifikace
(Galbusera et al., 2000). Navrzeni mikrosateliti de novo muze trvat nékolik tydnti, ale
1 nékolik mésicii (Dawson, 2010).

K izolaci mikrosatelitii de novo se pouziva postup, ktery zahrnuje nckolik

krokli. Nejprve se musi vyizolovat genomickd DNA z druhu, ze kterého je tteba
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izolovat novy mikrosatelit. Ziskand genomickd DNA se $tépi pomoci restrikénich
enzymu nebo ultrazvuku. Pfi pouziti vice restrikénich enzymii dojde k vzniku vétSiho
mnozstvi kratSich fragmentd. Idedlni velikost fragmentt pro Gspésné klonovani je 200-
1000 bp. S nastépenymi fragmenty se provede elektroforéza v agar6zovém gelu.
Pomoci elektroforézy jsou fragmenty DNA rozdéleny podle velikosti. Fragmenty
pozadované velikosti jsou extrahovany z gelu a jsou precistény. V dalsim kroku se
fragmenty musi zaklonovat do plazmidu, poté dojde k vyselektovani casti, které
obsahuji repetice. Déle je provedena tzv. selektivni hybridizace a izolace repetitivnich
sekvenci. Tyto sekvence se musi osekvenovat a poté se navrhnou primery (Zane et al.,

2002).

3.6.1 Cross-species PCR amplifikace

Jelikoz je izolace mikrosatelitli de novo finanéné a Casoveé narocnd, pouziva se
cross-species PCR amplifikace (Galbusera ef al., 2000). Tato metoda spociva v pouziti
jiz navrzenych primert od co nejpiibuznéjSich druhti (Primer et al., 1996).

Mikrosatelity jsou obklopeny jedine¢nymi sekvencemi, podle nichZ se navrhuji
primery, které slouzi k amplifikaci mikrosatelitt. Jelikoz v genomech dochézi
k mutacim, primery se nemohou pouzivat univerzalné¢ (Primer et al., 2005).
Experimentaln¢ bylo dokazano, Ze mikrosatelity amplifikuji mikrosatelitové lokusy
u blizce ptibuznych druhti. U pfibuznych druhti je vysoka pravdépodobnost, Ze maji
alespont ¢ast sekvenci komplementarnich k primerim, tudiz dojde k amplifikaci.
S rostouci fylogenetickou vzdélenosti se snizuje pravdépodobnost tspésné amplifikace
mikrosatelitového lokusu. Usp&$na cross-species amplifikace vyzaduje vysoky stupefi
homologie v cilovych sekvencich primert. Amplifikace miize byt ovlivnéna snizenim

annealingové teploty (Primer et al., 2005).

3.6.1.1 Polymorfizmus

Veskera genetickd proménlivost vznika mutacemi. Frekvence alel zkoumaného
genu v dané populaci je ovlivnéna mutaéni rychlosti, selekci, migraci, driftem, socidlni
strukturou a zplisobem rozmnozovani. Drtive byla proménlivost v populacich

sledovana pouze pomoci odlisnych viditelnych morfologickych forem znaku (rtizné
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varianty zbarveni, onemocnéni, atd.). S ndstupem molekularnich technik pftiblizné
od 50. let 20. stoleti se objevila vysoka uroveii polymorfizmu.

Uroveti polymorfizmu se zjituje zkoumanim proménlivosti vétstho poédtu
gend. Variabilita se vyjadfuje jako podil polymorfnich lokusii z celkového poctu
zkoumanych. Polymorfni lokus je takovy, ktery obsahuje vice nez jednu alelu.
U monomorfniho lokusu je pfitomna pouze jedna alela. Jako polymorfni lokus se
oznacuje takovy, u kterého frekvence nejpocetnéjsi alely dosahuje maximalné 95 %
nebo 99 % (Relichovd, 2001). V populacich se vyskytuji i tzv. vzacné alely
ve frekvenci nizsi nez je 0,05 % respektive 0,01% (Zima et al., 2004).

3.7 Analyza mikrosatelitovych lokusi

Analyza mikrosatelitovych lokusti se provadi pomoci polymerazové tetézové
reakce (PCR). Pfi studiu cross-species amplifikace se pouziva k vizualizaci PCR

produktu elektroforéza v polyakrylamidovém gelu.

3.7.1 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je technika, kterd umoziuje vznik mnoha
kopii urc¢itého tiseku DNA pomoci enzymatické amplifikace tohoto Gseku.

PCR vede k selektivni amplifikaci vybranych oblasti DNA molekuly. Jednou
z podminek je hybridizace dvou kratkych oligonukleotidi s molekulou DNA (kazdy
s jednim vldknem dvousSroubovice DNA). Oligonukleotidy, které maji funkci primerd,
ohranicuji isek DNA, ktery ma byt amplifikovan. Amplifikaci provadi enzym DNA
polymeraza (Brown, 2007). Typickou vlastnosti DNA polymerazy je rozpoznavat
jednotetézcovou DNA  (ssDNA) jako templat a soucasné se  vazat
na deoxyribonukleozidtrifosfaty. Jestlize se na ssDNA navaze kratky oligonukleotid,
polymeréaza se navaze tésné za tento segment a za vyuziti energie vazané v trifosfatech
katalyzuje syntézu komplementéarniho nukleotidového fetézce (Zima et al., 2004).

Zahtatim dvoufetézcové DNA na vysokou teplotu (nad 90 °C) dojde k jeji
denaturaci. Jestlize jsou v reak¢éni smési obsazeny oba primery ve spravné koncentraci,
budou po sniZeni teploty reasociovat s DNA. Diky tomu, Ze jsou primery kratké a

v nadbytku, nasednou na jednotfetézcové vldkno DNA rychleji nez komplementarni
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vlédkno. V poslednim kroku (pfi teploté 72 °C), coz je optimalni teplota pro Tag DNA
polymerazu, jsou podle sekvence templatu syntetizovany nové fetézce.

Princip PCR spociva v kopirovani sekvence templatu v nékolika po sobé
jdoucich cyklech. V kazdém cyklu je pocet kopii zdvojnasoben, protoze fragmenty,
které byly nasyntetizovany v pfedchozich cyklech slouzi jako matrice v dalSich
cyklech (Zima et al., 2004).

Béhem kazdého cyklu PCR se teplota reakéni smési tiikrat zméni.

- denaturace - obvykle probiha pifi 94 °C, pifi denaturaci probiha rozpad

vodikovych vazeb mezi pary bazi a dojde k uvolnéni se jednotlivych vladken
DNA.
- annealing - primery se pfipojuji k templatim.

- extenze - probiha syntéza DNA (Brown, 2007).

3.7.2 Problémy hodnoceni PCR produktu

Pii vizualizaci polyakrylamidového gelu s produkty PCR reakce miize nastat

problém s hodnocenim v podob¢ tzv. ,stutter* banda a nulovych alel.

3.7.2.1 Nulové alely

Nulové alely se vyznacuji tim, ze se neamplifikuji béhem polymerazové
fetézové reakce. Moznou pfi¢inou vzniku téchto alel muze byt napf. vysoka
annealingova teplota. Rizn¢ dlouhé alely maji odliSnou troven amplifikace. Kratké
alely se béhem PCR reakce amplifikuji efektivnéji nez alely del$i. Pfitomnost nulové
alely se mtize prokazat zvySenim koncentrace templatové DNA ve vzorku.

Dalsi moZnosti vzniku nulové alely je tedy nizk4 koncentrace templatové DNA
pfi PCR amplifikaci. Vzorky obsahujici malé mnozstvi templatové DNA maji spiSe
homozygotni nulové alely. Nulové alely zdanlivé snizuji mnozstvi heterozygotl
v populaci. Populace pak neni v souladu s Hardy-Weinbergovym zédkonem. Zvyseni
podilu homozygott v populaci mize byt zptisobeno driftem nebo imbridingem (Dakin

et Avise, 2004).
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3.7.2.2 Stutter bandy

Vznik stutter bandl je povazovan za disledek sklouznuti DNA polymerazy.
Skloznuti DNA polymerdzy probihd v zivych organizmech, ale i v podminkach
in vitro. Problémem pti hodnoceni PCR produktii jsou tzv. sekundarni bandy neboli
stutter bandy, kterym se také fika shadow bandy. Stutter bandy vznikaji béhem PCR
amplifikace. Cast&ji se vyskytuji u dinukleotidovych repetic nez u tri nebo
tetranukleotidovych.

Stutter bandy mohou byt omezeny nebo odstranény pomoci optimalizace PCR

podminek nebo pouzitim odliSnych primert (Miller e Yuan, 1997).

3.7.3 Elektroforeticka separace PCR produktu

Elektroforetické gely se pouzivaji k separaci nukleovych kyselin. Nej€astéji se
pouzivaji polyakrylamidové gely, které vytvareji slozitou sitovitou strukturu
polymernich molekul s pory, jejichz velikost lze ovlivnit sloZzenim roztoku a
koncentraci polymeru (Smarda et al., 2005).

Elektroforéza k separaci jednotlivych molekul vyuziva jejich ndboj a velikost
(Zima et al., 2004). Principem elektroforetické separace je pohyb nabitych molekul
trojrozmérnym molekularnim sitem, ktery je zptusobeny stejnosmérnym elektrickym
polem. Rychlost pohybu téchto molekul je oznacovand jako -elektroforeticka
pohyblivost. Polyakrylamidovy gel se pouziva k separaci mensich molekul DNA (10
az 1000 bp) (Smarda et al., 2005). Polyakrylamidové gely vznikaji radikalovou
kopolymeraci dvou monomerta (akrylamidu a N,N’ -methylenbisakrylamidu) (Zima et
al., 2004). K vizualizaci molekul DNA separovanych v polyakrylamidovych gelech se
pouziva barveni stfibrem (Smarda et al., 2005). Nevyhodou pouziti elektroforézy

v polyakrylamidovém gelu je vysoka toxicita akrylamidu (Zima et al., 2004).

3.9 Piehled polymorfnich mikrosatelitii u brodivych

V ramci brodivych byly de novo nalezeny mikrosatelity u ¢apt, volavek a

ibisti. Jiz v minulosti byly provedeny experimentalni prace, které se zabyvaly
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hledanim a izolaci novych polymorfnich mikrosatelitnich lokust. Ve vétsiné praci jsou
mikrosatelitni lokusy hledany de novo, v nékterych se ale uvadi pouziti techniky
cross-species PCR amplifikace.

V celedi capovitych, u nesyta lesniho (Mycteria americana) byly detekovany 4
polymorfni mikrosatelitové lokusy. Analyza se provadéla na 136 jedincich z 9 kolonii
(Van Den Bussche et al, 1999). U tohoto druhu bylo dale detekovano 11
polymorfnich mikrosatelitovych lokusti. Pocet alel se pohyboval v rozmezi od 2 do 4
(Tomasulo-Seccomandi et al, 2003). U capa bilého (Ciconia ciconia) bylo
detekovano 7 novych polymorfnich mikrosatelitnich lokusi. Tyto mikrosatelity byly
kombinovéany se 6 pary primerti od nesyta lesniho (Mycteria americana) (Stephard et
al., 2009). Dalsim druhem patficim mezi ¢apovité je ¢ap vychodni (Ciconia boyciana).
U tohoto druhu bylo nalezeno 11 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti. Pocet alel
na lokus se pohyboval v rozmezi od 2 do 8 (Wang et al., 2011).

Dalsi celedi v ramci fadu brodivych jsou ibisoviti. Mezi ibisovité se fadi ibis
japonsky (Nipponia nippon), ktery je kriticky ohroZzenym druhem. Z tohoto druhu bylo
detekovano 8 polymorfnich mikrosatelitnich lokust. Lokusy mély nizky pocet alel,
ktery se pohyboval v rozmezi od 2 do 3 (Ji ef al., 2004). U tohoto druhu bylo déle
nalezeno 11 mikrosatelitnich lokusti. Nové mikrosatelitni lokusy byly pouzity k urceni
urovné genetické rozmanitosti ve volné ptirodé nebo v populacich chovanych v zajeti.
Pocet alel na lokus se pohyboval v rozmezi od 2 do 5 (He et al., 2005). U ibise rudého
(Eudocimus ruber) bylo publikovano 10 polymorfnich mikrosatelitovych lokusi.
Analyza 45 jedincti ukézala, Ze se pocty alel mikrosatelitnich lokusti pohybuji
v rozmezi od 3 do 17 (Santos et al., 2005). DalSim druhem patficim mezi ibisovité je
kolpik rtzovy (A4jaia ajaja). U tohoto druhu bylo vyizolovdno 6 mikrosatelitnich
lokusti. Analyza byla provedena na 61 jedincich ze zoologické zahrady (Sawyer ef al.,
2006). U kolpika malého (Platalea minor) bylo publikovano 23 polymorfnich
mikrosatelitnich lokust. Pocet alel se pohyboval od 2 do 19 (Yeung et al., 2008).

Trteti ¢eledi, kterd je zahrnovéana do fadu brodivych jsou volavkoviti. Do celedi
volavkovitych se tadi volavka velkd (Ardea herodias), u které bylo navrzeno 17
primert. Pouze 15 mikrosatelitovych lokusti bylo polymorfnich. Cross-species PCR
amplifikace byla provedena u dalSich 3 blizce pfibuznych druhii (4. alba, A.cinerea,
A. cocoi) (McGuire et Noor, 2002). U volavky zlutozobé (Egretta eulophotes) bylo
detekovano 18 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti. K analyze bylo pouzito 20
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jedinct. Pocet alel na lokus se pohyboval v rozmezi od 2 do 9 (Huang et al., 2009). 11
polymorfnich mikrosatelitovych lokusti bylo také izolovano zkvakoSe noc¢niho
(Nycticorax nycticorax). Primérny pocet alel na lokus je 7,5 alel. Téchto 11
mikrosatelitovych lokusti bylo dale pouzito pfi cross-species PCR amplifikaci u 11
druhti volavek (Chang et al., 2009). U volavky cervenavé (Egretta rufescens) bylo
nalezeno 12 polymorfnich mikrosatelitnich lokusi. Analyza byla provadéna u 31
jedinci z chovné kolonie v Texasu. Pocet alel se pohyboval v rozmezi od 2 do 10 (Hill
et Green, 2011).

Cross-species PCR amplifikace byla provedena u kvakoSe no¢niho (Nycticorax
nycticorax). Autofi publikovali vyuziti 8 mikrosatelitovych lokusii od volavky velké
(Ardea herodias). Pocty alel se pohybovaly v rozmezi od 2 do 18 (Chang et al., 2005).
Uspé&sné cross-species PCR amplifikace byla provedena u ibise japonského (Nipponia
nippon). Autofi pouzili 40 part primerd. Nalezené pocty alel se pohybovaly v rozmezi
od 2 do 7. Mezi mikrosatelitovymi lokusy, které¢ byly uspésné amplifikovany, byl
mikrosatelitovy lokus HEL1 se 7 alelami (Chu-Zhao et al., 2005). Dalsi cross-species
PCR amplifikace byla pouzita u ibise posvatného (Threskiornis aethiopicus). Wilson
et al. (2008) uvedl 5 mikrosatelitovych lokust, u kterych byla provedena cross-species
amplifikace. Pocet alel se pohyboval od 4 do 12. Cross-species PCR amplifikace byla
provedena i u ¢apa vychodniho (Ciconia boyciana), u kterého bylo pouzito 36 para
primert. 7 part primer pochdzelo z ¢apa bilého (Ciconia ciconia), 12 part primera
z ibise japonského (Nipponia nippon) a dalSich 17 parit primerti z volavky velké
(Ardea herodias). Z téchto mikrosatelitii bylo detekovano 11 polymorfnich (Huang et
Zhou, 2009).
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4 Material a metodika

4.1 Biologicky material

DNA byla ziskana z krve 6 neptibuznych jedinct ¢apa simbila (Ciconia abdimii).
Krev byla odebrana ztarzalni zily téchto zvifat pracovniky zoologické zahrady
ve Dvotfe Kralové nad Labem. VSichni tito ¢api pochazeli z chovu této zoologické
zahrady. Izolace probé&hla fenol-chloroformovou metodou. Vyizolovanda DNA byla

nafedénd na koncentraci 10 pg/ml.
4.2 Polymerazova ietézova reakce

Slozky PCR mixu musime rozmrazit a poté je zvortexujeme a zcentrifugujeme.
Poté pipetujeme uréené objemy (viz tabulka €. 2) pro ptipravu PCR mixu. PCR mix
po napipetovani vSech jeho slozek zvortexujeme a zcentrifugujeme. Do kazdé

mikrozkumavky napipetujeme 9 ul PCR mixu a 1 pl vzorku DNA.

Byl pouzit nasledujici PCR program.

SNttt 94 °C
35 X308 94 °C
30 8 i teplota annealingu
308 i 72 °C
TN 72 °C

Zakladni teplota annealingu pro PCR reakci je 50 °C, v ptipad¢, ze PCR reakce
neposkytne zadny produkt, snizime teplotu na 48 °C. Monomorfni vzorky jsou
z dalsiho testovani vylouceny. Vzorky, které vykazuji polymorfizmus, jsou dale

amplifikovany, vétSinou za zvySené teploty annealingu (viz kapitola Vysledky).
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Tabulka 1: Slozeni PCR reakéni smési pro 6 vzorki.

Slozky reakéni smési

Koncentrace pracovniho

Objem roztoku [pl]

roztoku
Deionizovana voda 43,9; 45,9%*

Pufr 10x 6,7

MgCl, 25 nmol/l 4,1;2,1%*
dNTPs 20 pmol/l 0,8
Primer R 10 umol/1 33
Primer F 10 umol/1 33
aTaq DNA polymeraza 1 U/ul 1,5

* pouziti polovi¢ni koncentrace MgCl,

** pti pouziti poloviéni koncentrace MgCl, dojde k navySeni objemu pfidané

deionizované vody

4.3 Zpracovani PCR produktu

Pro analyzu PCR produktu pouZijeme elektroforézu v polyakrylamidovém
gelu. Pracujeme s vyhtfivanou sekvenacni elektroforetickou komtirkou S2 Whatman
Biometra, s rozméry skel 330 x 390 mm a 330 x 420 mm a tloustkou gelu 0,4 mm.
K ptipraveé polyakrylamidového gelu vétSinou pouzivame latky, které jsou jedovaté a

karcinogenni, proto je dulezit¢é pouzivani ochrannych rukavic a pfipravu gelu

provadime v digestofi.

Piiprava skel

1. Ob¢ skla dikladné¢ omyjeme vodou se saponatem a vydrhneme kartaci, které
jsou specialné ur€eny pro kazdé sklo. Poté skla oplachneme deionizovanou
vodou, plochu nepfiléhajici ke gelu setfeme stérkou a osuSime je papirovym

ruénikem. Vzdy oSetfujeme plochu skla, ktera se bude dotykat gelu. Skla

osetiime 96% ethanolem a opét osusime.

2. Velké sklo oSetiime pfipravkem pro odpuzovani vody z automobilovych skel.

Ptipravek (Clear Vue Rain Repellent, Turtle Wax) rozetfeme po velkém skle a
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nechame ho pusobit asi 5 minut. Poté ho opldchneme deionizovanou vodou a
sklo osuSime papirovym ru¢nikem.

3. Pfipravime si molekularni lepidlo a rozlijeme ho po malém skle. Rozetfeme je;j
papirovym ru¢nikem a nechdme pisobit zhruba 5 minut. Po tomto kroku si
musime vyménit rukavice, aby nedoSlo k ptenosu lepidla na velké sklo. Po
uplynuti 5 minut sklo ctyfikrat oplachneme 96% ethanolem a vzdy osuSime
papirovym ru¢nikem.

4. Po stranach velkého skla umistime 0,4 mm silné spacery a na né polozime
malé sklo (oSetfenou stranou dolll). Spacery musime ulozit az na okraj skel a
gumu spaceru tésné¢ pritlacit k hran¢ skla, aby nedosSlo k protékani
elektroforetického pufru. V misté, kde jsou umistény spacery skla sepneme

dvéma svorkami (pfiblizné ve stejnych vzdalenostech od sebe).

Ptiprava polyakrylamidového gelu

1. Polyakrylamidovy gel si pfipravime v kddince smichanim 60 ml 6% roztoku
akrylamidu : N,N’-methylenbisakrylamid 19 : 1, 400 pl 10% roztoku
peroxodisiranu amonného a 40 pl N,N,N’,N’-tetramethylethylendiaminu.
Roztok krouzenim kéadinky promichdme a opatrné vlijeme mezi skla. Druhou
rukou poklepdvame na sklo, aby se celo gelu rychleji a rovnomérné
pohybovalo a ptedchézeli jsme vzniku bublin v gelu.

2. Az vyplnime prostor gelem, mezi pfilehla skla opatrné vsuneme hiebinek
opacnou stranou asi 0,7 mm az 1 cm hluboko. V misté vloZzeného hiebinku skla
sepneme ¢tyfmi velkymi svorkami. Gel nechdme polymerizovat zhruba jednu

hodinu.

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu a nanaSeni vzorku

1. Kdyz gel ztuhne a chceme jej zacit pouzivat, odstranime vSechny svorky a skla
dikladné omyjeme od vSech zbytki polyakrylamidu. Sklo osusime papirovym
ruénikem ze strany, kterd se dotyka hlinikové desky elektroforetické komurky.

Poté sklo umistime pomoci Sroubovacich uchytii do elektroforetické komurky.
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. Katodovy a anodovy prostor elektroforézy zalijeme 0,5 x TBE pufrem, opatrné
vytahneme hiebinek, ktery ocistime a umyjeme. Po vytazeni hiebinku vznikne
mezi skly mezera, kterou musime vycistit proudem pufru nabranym
do injekéni stfikacky. Elektroforetickou komirku uzavieme, nasadime
elektrody a na zdroji nastavime vykon 90 W (3000 V, 150 mA). Gel nechame
ptedehtat zhruba 30 minut pfed nandSenim vzorkd.

. Vzorky z PCR zvortexujeme a zcentrifugujeme. Ke kazdému vzorku ptidame 5
pul nanaSectho pufru a vlozime je na 3 minuty do termocykléru
do denatura¢nich podminek. Po uplynuti ¢asu denaturace vzorky ihned vlozime
do ledu, ktery si pfedem ptipravime. Led zabrani zpétné renaturaci DNA.

. Béhem denaturace vypneme zdroj stejnosmérné¢ho elektrického proudu a
odpojime katodu. Po otevieni katodového prostoru opét vycCistime mezeru
pro hiebinek proudem vody z injekéni stfikacky. Proudem vody odplavime
usazenou mocovinu z hrany skla a mezeru musime jest¢ mechanicky vycistit
od zbytkli polyakrylamidového gelu. Do mezery mezi skly vsuneme opatrné
hiebinek asi 1 mm hluboko do gelu. Musime byt opatrni, aby nedoslo
k ulomeni nékterého zoubku. Hiebinek je uzplsoben k nandSeni vzorki
osmikanalovou pipetou.

. Vzorky nandsime po 2 pl pomoci osmikanalové pipety do mezer mezi zoubky
hiebinku. Na nanaSeni vzorkl pouzivame stejné Spicky, které mezi nanaSenim
rozdilnych vzorki proplachujeme 0,5 x TBE pufrem. Po napipetovani vSech
vzorklli uzavieme katodovy prostor, zapojime elektrodu a na zdroji
stejnosmérného elektrického proudu nastavime hodnotu 70 W.

Casy separace jsou rozdilné. Zalezi na molekularnich hmotnostech PCR
produktt. Orienta¢né¢ se mizeme tidit i pohybem barviva nanaSeciho pufru.
NanaSeci pufr obsahuje bromfenolovou modi a xylenovou modi. Obé dvé
barvy putuji gelem a opoustéji gel vrozdilnych c¢asovych intervalech.
Bromfenolovd modf opousti gel ptfiblizné po hodiné a pohybuje se stejné
rychle jako fetézce DNA, které jsou dlouhé pfiblizné¢ 60 bp. Xylenovd modf
opousti gel zhruba po 2 hodinich elektroforetick¢ separace a pohybuje se
stejné rychle jako 200 bp. Separace trva 1 — 3 hodiny.
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Vizualizace gelu

1. Po uplynuti doby potiebné k rozdéleni PCR produktu vypneme zdroj
stejnosmérného proudu a odpojime elektrody od elektroforetické komirky.
Pufr z katodové cCasti musime vypustit. Pufr pretece do sbérného prostoru, poté
povolime Srouby uchytt skel a gel se skly vyjmeme a polozime ho
na polystyrenovou podlozku malym sklem vzhtru. Opatrné vytadhneme spacery
z prostoru mezi skly a jemnym tahem Ccepele noze vzhiru skla od sebe
odlepime.

2. Déle pracujeme s malym sklem, na kterém je pfilepeny gel. Sklo vlozime
do fotomisky, misku umistime na tfepacku a zalijeme ji fix/stop roztokem.
Fix/stop roztok nechame na gel plsobit zhruba 20 minut. Orientacné se
mizeme fidit vymytim modrého pruhu z polyakrylamidového gelu do roztoku.

3. Po 20 minutich piisobeni fix/stop roztok slijeme do baiiky. Sklo s gelem je
dilezit¢ promyt 3 x po sobé deionizovanou vodou. Jedno promyvani trva
zhruba 2 minuty. Poté gel vlozime na 5 minut do 1% roztoku HNOs;, poté
roztok vylijeme a sklo s gelem promyjeme 4 krat deionizovanou vodou.

4. Do 0,1% roztoku AgNOs pfipipetujeme 1,2 ml formaldehydu. Tento
pfipraveny roztok nechdme na gel pusobit pifiblizné¢ 30 minut. Fotomisku
umistime na tfepacku.

5. Fotomisku s gelem vroztoku 0,1% AgNOs; sundame ze tiepacky a roztok
slijeme zpét do z4sobni lahve. Sklo s gelem vyjmeme a ponoifime ho do
ptipravené fotomisky s deionizovanou vodou na 5 vtetin. Poté gel umistime do
druhé fotomisky a zalijeme vyvojkou. Fotomisku vlozime na tfepacku.
Sledujeme vyvijeni hnédocernych banda, které jsou obarveny stiibrem.

6. Kdyz jsou bandy dostate¢né viditelné a zac¢ind vystupovat tmavé pozadi, gel
zalijeme fix/stop roztokem (pouzili jsme slity fix/stop roztok z kroku ¢islo 3).
Nechame ho plisobit do té doby, az probéhne masivni unikdni CO, v podobé¢
bublinek.

7. Po skonceni reakce sklo ponofime asi na 2 minuty do deionizované vody.
Po vyjmuti gelu z vody jej vlozime do susarny po dobu 30 min p#i 80 °C.
VysuSené¢ sklo vyhodnotime na negatoskopu. Kuchovani zdznamu

na polyakrylamidovém gelu slouzi naskenovani gelu do pocitace.
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8. K likvidaci polyakrylamidového gelu se pouziva roztok NaOH o koncentraci
1 mol/1. Gel by se mél cely odlepit. Pokud se gel neodlepi, strhne se pomoci

Skrabky. Sklo se poté umyje a znovu se pouziva.

4.4 PouZité chemikalie a roztoky

- Akrylamid (AppliChem)

- aTaq DNA polymeréza (5U/ul), M1241 (Promega)

- Bromfenolova modf (Serva)

- dNTPs (100 mmol/T), U1240 (Promega)

- Deionizovana voda

- DusSi¢nan stfibrny (Lachema)

- Ethanol - 96% roztok (Lihovar Vrbatky)

- Diethylenaminotetraoctan sodny (Na,EDTA) (Lachema)
- Formaldehyd (Lachema)

- Formamid (Lachema)

- Hydroxid sodny (Lachema)

- Kyselina borita (Lachema)

- Kyselina dusi¢na - 65% roztok (Lachema)

- Kyselina octova - ledova (Lachema)

- 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

- Mocovina (Lachema)

- N,N’-methylenbisakrylamin (AppliChem)

- N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Serva)
- Peroxodisiran amonny (Serva)

- Ptipravek na odpuzovani vody ze skel automobili Clear Vue (Turtle WAX)
- Thiosiran sodny (Lachema)

- Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)

- Uhli¢itan sodny (Lachema)

- Xylenova modt (Xylencyanol FF) (AppliChem)
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6% akrylamid
= 420 g mocoviny
= 484 ml deionizované vody
= 50ml10x TBE
= 150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamidu s N,N"-bis AA 19:1

6% polyakrylamidovy gel:
= 60 ml 6% akrylamidu
= 400 pl 10% peroxodisiranu amonného (NH4),S,03
= 40 pl N,N,N,N’-tetramethylethylendiaminu

Fix/stop roztok:
= 80 ml ledov¢ kyseliny octové

= doplnéni objemu do 800 ml deionizované vody

1% roztok kyseliny dusi¢né (HNOs):
= 12 ml 65% HNO;

= doplnéni objemu do 800 ml deionizované vody

0,1% roztok dusi¢nanu sttibrného AgNOs:
= 0,8 g AgNO;
= doplnéni objemu do 800 ml deionizované vody

= pied pouzitim do roztoku pfipipetujeme 1,2 ml formaldehydu

Vyvojka:
= 24 g uhli¢itanu sodného Na,COs3
= doplnéni objemu do 800 ml deionizované vody
= pied pouzitim do roztoku pfipipetujeme 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1%

roztoku thiosiranu sodného Na,S,0;
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Roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu:
* 1 ml0,5% kyseliny octové v 96% etanolu
= 3 pl 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

10% roztok peroxodisiranu amonného (NH4),S,0s:
= ] g peroxodisiranu amonného (NH4),S,0s

= rozpusténi v 10 ml deionizované vody

Nanaseci pufr pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu:
= 0,125 g bromfenolové modfi
= (0,125 g xylenové modti
= 100 ml formamidu

= 25 ml deionizované vody

4.5 Vybaveni laboratoie

- Elektroforeticky zdroj ECPS 3000/150 (Pharmacia)

- Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

- Chladni¢ka kombinovana (Whirlpool)

- Laboratorni vahy MARK S 622 (BEL Engineering)

- Mikropipety Finnpipette 0,5 az 10 pl (osmikandlova) a 0,3 pl az 1 ml
(Labsystems)

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

- Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)

- Negatoskop NEGA1 (Maneko)

- Sekvenacni elektroforeticka komtirka S2 (Whatman Biometra)

- SuSarna se sterilizatorem CAT 8050 (Contherm Scientific Ltd)

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

- Termocyklér PTC 100-96 VHB (MJ Research)

- Termocyklér XP Thermal Cycler (BIOER Technology)

- Termocyklér GenePro (BIOER Technology)

- Tiepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

- Vortex MS2 (Ika)
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- Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)
- Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)

32



5 Vysledky
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6 Diskuze
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7 Zavér

Pomoci metody cross-species PCR amplifikace bylo otestovano 187 part
mikrosatelitovych primerd na vzorcich DNA pochézejicich z 6 neptibuznych jedincii
¢apa simbila (Ciconia abdimii). Testované mikrosatelitové lokusy pochazely prevazné
ztadu brodivych, dale ztadu potapek, potaplic, dlouhokiidlych, vrubozobych a
tucnakt. Pomoci cross-species PCR amplifikace bylo detekovano 26 polymorfnich
mikrosatelitnich lokusii. Z celkového poctu polymorfnich mikrosatelitovych lokusii
pochazelo 25 mikrosatelit z fadu brodivych a pouze 1 ztadu dlouhokiidlych. 1
mikrosatelitovy lokus z 26 byl nehodnotitelny a o dalSich 2 vime, Ze jsou totozné.
Celkové jsem ziskala 24 polymorfnich mikrosatelitovych lokust, jejich blizsi

charakteristiku by mé¢la odhalit dalsi experimentalni prace.
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8 Seznam pouzitych zkratek

PCR
ssDNA
STRs
Ta

VNTRs

adenin

par bazi

cytosin

deoxyribonukleova kyselina
guanin

polyakrylamid

polymeréazova fetézova reakce
jednotetézcova DNA

kratké tandemové repetice (short tandem repeats)
teplota annealingu

thymin

tandemova repetice variabilniho poctu

58



9 Seznam pouZzité literatury

BARBARA, T., PALMA-SILVA, C., PAGGI, G., BERED, F., FAY, M.F., LEXER,
CH. (2007): Cross-species transfer of nuclear microsatellite markers: potential and

limitations. Molecular Ecology 16: 3759-3767.

BENNETT, P. (2000) Demystified... microsatellites. Molecular Pathology 53: 177-
183.

BHARGAVA, A., FUENTES, F.F. (2010): Mutational dynamics of microsatellites.
Molecular Biotechnology 44: 250-266.

BOUGLOUAN, N. (2010): Abdim’s Stork. Dostupny z http://www.oiseaux-
birds.com/card-abdim-stork.html. Navstiveno: 18.3.2012.

BROWN, T.A. (2007): Klonovéni genti a analyza DNA. Uvod. Univerzita Palackého

v Olomouci, Olomouc.

BURIANOVA, E. (2011):  Analyza a charakteristika polymorfnich cross-species
mikrosatelitli pro determinaci paternity u ¢apa bilého (Ciconia ciconia). Diplomova
prace, Dep. in Knihovna biologického centra Ptirodovédecké fakulty Univerzity

Palackého v Olomouci.

BURNIE D. (2002): Zvite. Obrazova encyklopedie ZzivoCichii vSech kontinentt.
Knizni klub, Praha. ISBN 8024208628.

CAHLIKOVA R. (2011): Analyza a charakteristika polymorfnich cross-species
mikrosatelit pro determinaci paternity u ¢apa cern¢ho (Ciconia nigra). Diplomova
prace, Dep. in Knihovna biologického centra Ptirodovédecké fakulty Univerzity

Palackého v Olomouci.

DAKIN, E.E., AVISE, J.C. (2004): Microsatellite null alleles in parentage analysis.

Heredity 93: 504-509.
59


http://www.oiseaux-birds.com/card-abdim-stork.html
http://www.oiseaux-birds.com/card-abdim-stork.html

DAWSON, D.A., BURKE, T., HANSSON, B., PANDHAL, J., HALE, M.C.,
HINTEN, G.N., SLATE, J. (2006): A predicted microsatellite map of the passerine

genome based on chicken-passerine sequence homology. Molecular Ecology 15:

1299-132.

DAWSON, D.A., HUNTER, F.M., PANDHAL, J., BUCKLAND, R., PARHAMP, A.,
JONES, I.L., BRADSHAW, M., JEHLE, R., BURKE, T. (2005): Assessment of 17
new whiskered auklet (dethia pygmaea) microsatellite loci in 42 seabirds identifies 5-

15 polymorphic markers for each of nine Alcinae species. Molecular Ecology Notes 5:

289-297.

DEL HOYO, J., ELLIOT, A., SARGATAL, J. (1992): Handbook of the Birds of the
World. Vol. 1, Ostrich to Ducks. Barcelona, Lynx Editions.

ELLEGREN, H. (1992): Polymerase-Chain reaction (PCR) analysis of microsatellites
— a new approach to studies of genetic relationships in birds. The Auk 109: 886-895.

FIELD, D. & WILLS, C. (1996): Long, polymorphic microsatellite in simple
organisms. Proceedings of the Royal Society Series B 263: 209-215.

GAISLER, J., ZIMA, J. (2007): Zoologie obratlovct. Academia, Praha.

GALBUSERA, P., VAN DONGEN, S., MATTHYSEN, E. (2004): Genetic
equilibrium despite habitat fragmentaion in an Afrotropical bird. Molecular Ecology

13: 1409-1421.

HE, L.-P., WAN, Q.-H., FANG, S.-G., XI, Y.-M. (2006): Development of novel
microsatellite loci and assessment of genetic diversity in the endangered Crested Ibis,

Nipponia nippon. Conservation Genetics 7: 157-160.

HILL, A., GREEN, M.C. (2010): Characterization of 12 polymorphic microsatellites

for the Reddish Egret, Egretta rufescens. Conservation Genetics Resources 3: 13-15.

60



HUANG, X., ZHOU, X., CHEN, M., FANG, W., CHEN, X. (2009): Isolation and
characterization of microsatellite loci in vulnerable Chinese egret (Egretta eulophotes:

Aves). Conservative Genetics 11: 1211-1214.

HUDEC, K., CERNY, W. (1973): Fauna CSSR, svazek 19, Ptaci-Aves. Academia,
Praha.

CHANG, Q., XIE, Z. (2009): Microsatellite loci developer for black-crowned night-
heron (Nycticorax nycticorax) and their cross-amplifications in Ardeidae.

Conservative Genetics 10: 1537-1539.

CHU-ZHAO L., GUANG-LI F., YONG-DE Z., RONG-BIN Q., HONG CH. (2005):
Genetic polymorphism in a cultured population of the crested ibis Nipponia nippon.

Acta Zoologica Sinica 51: 650-656.

JI, Y.-J, LIU, Y.-D., DING, C.-Q., ZHANG, D.-X. (2004): Eight polymorphic
microsatellite loci for the critically endangered crested ibis, Nipponia nippon

(Ciconiiformes: Threskiornithidae). Molecular Ecology Notes 4: 615-617.

KOVALIK, P., PACENOVSKY, S., CAPEK, M.,TOPERCEN, J. (2010): Slovenské

mena vtakov svéta. SOS/BirdLife Slovensko, Bratislava.

MCGUIRE, H.L, NOOR, M.A.F. (2002): Microsatellite loci for great white herons
and great blue herons (Aves, Ardeidae, Ardea herodias). Molecular Ecology Notes 2:
170-172.

MILLER, M.J., YUAN, B-Z. (1997): Semiautomated Resolution of Overlapping
Stutter Patterns in Genomic Microsatellite Analysis. Analytical Biochemistry 251: 50-
56.

NAVRATILOVA, J. (2009): Polymorfni DNA mikrosatelity u ¢apa &erného (Ciconia
nigra). Bakalatska prace, Dep. in Knihovna biologického centra Pfirodovédecké
fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

61



OLIVEIRA, E. J., PADUA, J. G., ZUCCHI, M. 1., VENCOVSKY, R. (2006):
Origin, evolution and genome distribution of microsatellites. Genetics and Molecular

Biology 29: 294-307.

PRIMMER, C.R., MOLLER, A.P., ELLEGREN, H. (1996): A wide survey of cross-

species microsatellite amplification in birds. Molecular Ecology 5: 365-378.

PRIMMER, C.R., PAINTER, J.N., KOSKINEN, M.T., PALO, J.U., MERILA, J.
(2005): Factors affecting avian cross-species microsatellite amplification. Journal of

Avian Biology 36: 348-360.

QUING CH., FA-HUA C., LI-FENG Z., BAO-WEI Z., KAI-YA Z. (2005):
Microsatellite variation and genetic diversity in the black-crowned night heron
Nycticorax nycticorax in the lower reaches of Yangtze River. Acta Zoologica Sinica

51: 657-663.

RELICHOVA J. (2001): Genetika populaci. Masarykova Univerzita, Brno.

SANTOS, M.S., GONCALVES, E.C., BARBOSA, M.S.R., SILVA, A,
SCHNEIDER, M.P.C. (2006): Isolation and characterization of polymorphic
microsatellite loci in the scarlet ibis (Eudocimus ruber - Threskiornithidae - Aves).

Molecular Ecology Notes 6: 307-309.

SAWYER, G.M., BENJAMIN, R.C. (2006): Isolation and characterization of
microsatellite loci for parentage assessment in captive populations of roseate spoonbill
(Ajaia ajaja). Molecular Ecology Notes 6: 677-679.

SLIKAS, B. (1997) Phylogeny of the avian family Ciconiidae (Storks) based on
cytochrome b sequences and DNA-DNA hybridization distances. Molecular
Phylogenetics and Evolution 8, 257-300.

SNUSTAD, D.P., SIMMONS, M.J. (2009): Genetika. Masarykova univerzita, Brno.

62



SHEPHARD, J.M., GALBUSERA, P., HELLEMANS, B., JUSIC, A., AKHANDAF,
Y. (2009): Isolation and characterization of a new suite of microsatellite markers in the

European White Stork, Ciconia ciconia. Conservation Genetics 10: 1525-1528.

SMARDA, J., DOSKAR, J., PANTUCEK, R., RUZICKOVA, V. (2005): Metody
molekularni biologie. Vydavatelstvi MU, Brno.

STASTNY, K., BEJICEK, V., HUDEC, K. (1998): Svét zvifat IV. Ptaci (1). Albatros,
Praha.

TOMASULO-SECCOMANDI, A.M., SCHABLE, N.A., BRYAN, AL. JR,
BRISBIN, LL. JR.,, DEL LAMA, S.N., GLENN, T.C. (2003): Development of
microsatellite DNA loci from the wood stork (Aves, Ciconiidae, Mycteria americana).

Molecular Ecology Notes 3: 563-566.

TOTH, G., GASPARI, Z., JURKA, J. (2000): Microsatellites in Different Eukaryotic
Genomes: Survey and Analysis. Genome Research 10: 967-981.

VAN DEN BUSSCHE, R.A., HARMON, S.A., BAKER, R.J., BRYAN, A.L. JR,,
RODGERS, J.A. JR., HARRIS, M.J., BRISBIN, LL. (1999): Low levels of genetic
variability in North American populations of the Wood Stork (Mycteria Americana).

The Auk 116: 1083-1092.

VESELOVSKY, Z. (2001): Obecna ornitologie. Academia, Praha

WANG, H., LOU, X., ZHU, Q., HUANG, Y., ZHOU, L., ZHANG, B. (2011):
Isolation and Characterization of Microsatellite DNA Markers for the Oriental White

Stork, Ciconia boyciana. Zoological Science 28: 606-608.

WEBER, J.L., MAY, P.E. (1989): Abundant class of human DNA polymorphisms
which can be typed using the polymerase chain reaction. The American Journal of

Human Genetics 44: 388-396.

63



WILSON R., LAMBERT D., POKORNY V., WILSON A. (2008): Sacred ibis
(Threskiornis aethiopicus) — Modern samples. Summer Studentship 2007/2008.
Published online (awcmee.massey.ac.nz).

YEUNG, C.K.L, HSU, Y.-C., YAO, C.-T., LI, S.-H. (2009): Isolation and
characterization of 23 microsatellite loci in the black-faced spoonbill (Platalea minor)

and amplification in other Ciconiiformes waterbirds. Conservation Genetics 10: 1081-

1084.

ZANE, L., BARGELLONI, L., PATERNELLO, T. (2002): Strategies for

microsatellite isolation: a review. Molecular Ecology 11: 1-16.

ZIMA, J., MACHOLAN, M., MUNCLINGER, P., PIALEK, P. (2004): Genetické

metody v zoologii. Nakladatelstvi Karolinum, Praha.

64






	Bakalářská práce
	Bakalářská práce
	Bakalářská práce
	Bakalářská práce
	Bakalářská práce
	Bakalářská práce
	Bakalářská práce






	Summary
	1 Úvod
	2 Cíl práce
	3 Literární přehled
	3.1.1 Čápovití

	3.3 Věrnost partnerů a mimopárová kopulace u ptáků
	3.4 Repetitivní sekvence DNA
	3.4.1 Tandemová repetitivní DNA

	3.5 Mikrosatelity
	3.5.1 Mutace mikrosatelitů
	3.5.2 Výskyt mikrosatelitů v genomu

	3.6 Princip hledání nových mikrosatelitů
	3.6.1 Cross-species PCR amplifikace
	3.6.1.1 Polymorfizmus


	3.7 Analýza mikrosatelitových lokusů
	3.7.1 Polymerázová řetězová reakce
	3.7.2 Problémy hodnocení PCR produktů
	3.7.2.1 Nulové alely
	3.7.2.2 Stutter bandy

	3.7.3 Elektroforetická separace PCR produktu

	3.9 Přehled polymorfních mikrosatelitů u brodivých

	4 Materiál a metodika
	4.2 Polymerázová řetězová reakce
	4.3 Zpracování PCR produktu
	Příprava skel
	Příprava polyakrylamidového gelu
	Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu a nanášení vzorků
	Vizualizace gelu

	4.5 Vybavení laboratoře

	5 Výsledky
	6 Diskuze
	7 Závěr
	8 Seznam použitých zkratek
	9 Seznam použité literatury

