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Souhrn

NéaplIni této bakalaiské prace byla cross-species PCR amplifikace polymorfnich

mikrosatelitovych lokust.

V ramci teoretické ¢asti jsem se zabyvala popisem fadu brodivi (Ciconiiformes)
a jeho jednotlivych péti Celedi. Pfedevs§im jsem se vénovala Celedi ¢apoviti (Ciconidae),
do které nesyt bily patii. V dalsi kapitole jsem popisovala repetitivni sekvence
s dirazem na mikrosatelity, jejich strukturu, variabilitu a vyuziti. V posledni fad¢ jsem
se vénovala zptisobim hledani novych mikrosatelitovych lokust a taktéz popisu vsech
dosud nalezenych polymorfnich mikrosatelitovych lokust u ptaka z fadt brodivi,

potéplice a potapky.

V experimentalni ¢asti jsem metodou cross-species PCR amplifikace testovala
229 paru primert na nesytu bilém, které piedstavuji vSechny dosud navrzené primery
pro amplifikaci mikrosatelitovych lokust u druha z ¥adu brodivi, potaplice a potapky.
Testovala jsem také n€kolik vybranych part primerd odvozenych od ptakt z tadu
vrubozobi, které byly jiz diive Gspésné mezidruhové amplifikovany v ramci tohoto
fadu. Amplifikaci a polymorfizmus téchto primert jsem testovala na DNA péti jedincii

nesyta bilého pochazejicich ze ZOO Zlin-Lesna.

Ve vysledku jsem ziskala 26 polymorfnich mikrosatelitovych lokust a z toho 25
lokusti bylo odvozeno od druht z fadu brodivi a jeden lokus byl od z&stupce fadu
potapky. Vramci PCR byla optimalizovana teplota annealingu a také délka
elektroforetické separace polymorfnich lokust. Pocet alel se pohyboval v rozmezi od 2
do 5.



Summary

The aim of this bachelor thesis was cross-species PCR amplification of

polymorphic microsatellite loci.

The theoretical part deals with a description of the order Ciconiiformes and each
of its five families. Mainly | was concentrated on the family Ciconiidae, where Milky
Stork belongs. In the next chapter | described the repetitive sequences with an emphasis
on the microsatellite - their structure, variability and use. Finally, | pursued the new
ways for finding new microsatellites and | pursued also the description of all previously
found polymorphic microsatellite loci in orders Ciconiiformes, Gaviiformes and
Podicipediformes.

In the experimental part | tested 229 pairs of primers on Milky Stork’s DNA by
the method cross-species PCR amplification. These pairs of primers represented all
previously designed primers for amplification of microsatellite loci in orders
Ciconiiformes, Gaviiformes and Podicipediformes. I also tested several selected pairs of
primers derived from the order Anseriformes - the primers were previously successfully
amplified interspecific under this order. The amplification and polymorphism of the
primers were tested on the DNA of five individuals of Milky Stork coming from ZOO

Zlin-Lesna.

As a result, 1 gained 26 polymorphic microsatellite loci, 25 loci of them were
derived from species of order Ciconiiformes and one locus was from order
Podicipediformes. The annealing temperature for PCR and electrophoresis separation of
polymorphic loci was optimized. The number of alleles ranged from 2 to 5.
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1 Uvod

Mikrosatelity jsou kratké sekvence DNA slozené z opakujicich se motivl
dlouhych zpravidla do 10 paru bazi. Vyskytuji se v prokaryotickém i v eukaryotickém
genomu a tvoii soucast kodujici 1 nekodujici genetické informace. Mikrosatelity
vykazuji vysokou mutac¢ni rychlost, kterd ovliviiuje jejich variabilitu. A prave
variabilita, spolu s relativné snadnym ziskdvanim mikrosateliti, je pifedmétem
genetickych studii. Mikrosatelity jsou vyuzivany jako genetické markery, které se
uplatnuji v populacnich studiich, pfi studiu fylogenetické piibuznosti a urcovani
paternity. Polymorfni mikrosatelity lze ziskat dvéma zptsoby. Prvnim je izolace
mikrosateliti de novo s vyuzitim genomickych knihoven a druhym je cross-species

PCR amplifikace s pouzitim primerti navrzenych pro jiné (ptibuzné) druhy.

Ve své bakalarské praci se vénuji hledani polymorfnich mikrosatelitovych
lokust u péti jedinct nesyta bilého (Mycteria cinerea). Pro tento ohrozeny druh dosud
nebyly nalezeny polymorfni mikrosatelitové lokusy, ke kterym by byly ziskany
specifické pary primert. Pomoci metody cross-species PCR amplifikace bude testovano
229 part primeru, které byly primarné navrzeny pro amplifikaci 191 lokust od
brodivych, 18 lokusti od potapek, 7 lokusti od potaplic a vybranych 13 lokust od
vrubozobych.



Cile préace

Shromazdit dostupné literarni zdroje.
. Vypracovat literarni resersi na dané téma.

. Otestovat polymorfizmus vSech dosud publikovanych mikrosateliti odvozenych
z fadu brodivi, potaplice, potdpky a nékterych mikrosateliti navrzenych pro
druhy z fada vrubozobi na 5 jedincich nesyta bilého (Mycteria cinerea) pomoci

cross-species PCR amplifikace.

. U zjisténych polymorfnich mikrosateliti zoptimalizovat teplotu annealingu a
délku elektroforetické separace PCR produktli v 6% polyakrylamidovém gelu za

denatura¢nich podminek, aby byly co nejlépe hodnotitelné.



3  Literarni prehled

3.1 Rad brodivi

Rad brodivi (Ciconiiformes) zahrnuje vesmés velké ptaky, s dlouhyma nohama,
vyraznym dlouhym zobakem a protahlym, §tihlym, velmi ohebnym krkem (Hanzék,
1974).

Pro vyhledavani potravy vétSinou pouzivaji svij ostry zrak, kterym
prozkoumavaji vodu. K lovu jim slouzi specificky pfizptisobeny zobak, jimz provedou
bleskurychly vypad a lapi tak kofist (Burnie, 2002). Spi¢aty zobak maji zejména druhy
zivici se rybami, druhy zivici se korysSi a Cervy maji vétSinou dlouhy, doli zahnuty
zobak. Potravou brodivych jsou Zivocichové, vyjimkou nejsou ani mrchozravé druhy
(Hanzék, 1974; Gaisler et Zima, 2007). Vétsina lovi samotaisky, zvySuje se tak
uspéSnost pii vyckavani na potravu, ale ke spanku se shromazd'uji do skupin (Burnie,
2002)

Dlouh¢é nohy nepouzivaji k b&hu, ale umoznuji jim brodit se v mélké vodé
a chodit po mékké bahnité pudé. Jejich chiize je vZdy pomald, jakmile potiebuji prchat,
vzlétnou. Maji ¢tyfi dlouhé a ohebné prsty, z nichz pfedni tfi jsou spojeny bldnami
a ctvrty, specificky postaveny palec, ktery umoziuje usedani a pridrzovani ve vétvich
stromt a taky lezeni po trsech rdkosovych stébel. Tim je urcena nejenom oblast jejich
bezprostiedniho vyskytu, ale 1 prostfedi, ve kterém nejcastéji ziskavaji potravu (Hudec

et Stastny, 1994).

Ptaci z tadu brodivi jsou vyborni letci a pii letu maji nohy vzdy natazené.
Vlivem oteplovani vzduchu nad pevninou vznikaji proudy, s jejichz pomoci jsou tito
ptaci schopni dosahnout statického plachténi (Gaisler et Zima, 2007). Siroka kiidla
mohou mit rozpéti az 2,6 m (Hudec et Stastny, 1994). Jednotlivé druhy jsou za letu
odlisitelné na zaklad¢ toho, zda nechavaji krk esovité prohnuty (volavkoviti), nebo ho
natahuji dopfedu (apoviti a ibisoviti) (Hanzak, 1974). Variabilita v ohybani krku je
dana poctem krcénich obratlii, kterych muze byt Sestnact az dvacet, a také zvlastni
Kloubni tipravou Sestého kréniho obratle. Tato anatomicka adaptace umoznuje esovité
prohnuti krku a funkéni pfizptisobeni pro harpunovité loveni kofisti u volavek (Hudec et
Stastny, 1994).



Zakrnglé hlasové Ustroji (syrinx), ¢asto spojené s nevyvinutymi hlasovymi svaly,
ma za nasledek nedostateCny hlasovy projev drtivé vétSiny brodivych ptakt. Nahradou

jsou mechanické zvuky vydavané klapanim zobaku (Stastny et al., 1998).

v

Brodivi obyvaji cely svét s vyjimkou polarnich oblasti, nejrozsitenéj$i jsou
v okoli vnitrozemskych vod v teplych oblastech a tropech (Stastny et al., 1998). Hnizdi
na stromech nebo v rakosinach, ziji v monogamii. Po cely rok tvofi individualni pary
nebo ziji v hnizdnich koloniich. Velikost kolonie dosahuje az tisici part jedinca,
pricemz jednotlivé pary mohou byt odlisSnych druhti. Z vétvi a mensich klacika tvori
zpravidla velka hnizda, ktera stale pfistavuji v piipad¢, Ze v nich hnizdi po vice let.
V severnich ¢astech arealu vyskytu brodivych jsou druhy stéhovavé, v jiznich ¢astech

vétsina druhii prezimuje na svych hnizdech (Hudec et Stastny, 1994).

Krmiva mlad’ata se lihnou z neskvrnitych vajec, jsou vidouci a rychle rostou
(Hudec et Stastny, 1994). Rodi¢e se o mladata staraji, natrdvenou potravu jim vyvrhuji
pfimo do zobaku. V pozdéjsi fazi vyvoje je potrava vyvrhovana do hnizda a potomci si
ji berou sami. Tito ptaci se dozivaji vysokého véku (Stastny et al., 1998; Gaisler et
Zima, 2007).

Tuhé, ptiléhajici obrysové pefi maji velké druhy, naopak malé druhy maji peti
mekké. Kostréni mazova Zl4za je zpravidla dobie vyvinutd a porostld prachovym petim.
V dobé hnizdéni u nékterych druhti nartista ozdobné peii (Hudec et Stastny, 1994).
Mezi samci a samicemi stejneho druhu nejsou velke rozdily ve zbarveni pefi. Na krku
jsou pomérné Fidce opefeni, sjednoduchym zbarvenim (Hanzak, 1974; Stastny et
al., 1998).

Dtlezitym poznatkem je, Ze nékteré druhy se vyskytuji pouze v malém poctu
jedinct, dokonce jsou fazeny mezi kriticky ohrozené a je namisté jejich disledna

ochrana (Stastny et al., 1998).

Nekteré zdroje se v Klasifikaci ¢eledi do fadu brodivi lisi, Gaisler et Zima (2007)
uvadgji, ze do tadu brodivi patii tii ¢eledi — volavkoviti, ibisoviti a ¢apoviti. Ve starsi
publikaci (Hanzak et Hudec, 1974) jsou zde fazeny i Celedi c¢lunozubcoviti a

kladivouSoviti, které ¢itaji pouze po jednom rodu s jednim zastupcem.

V Ceské republice pravidelné hnizdi buka¢ velky (Botaurus stellaris), bukagek
maly (Ixobrychus minutus), kvakos§ noc¢ni (Nycticorax nycticorax), ¢ap ¢erny (Ciconia

nigra), cap bily (Ciconia ciconia), volavka stiibtita (Egretta garzetta) a volavka
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popelavé (Ardea cinerea). Pravidelng je zde vidana volavka bila (Ardea alba) (Stastny
et al., 2006).

3.1.1 Volavkoviti

N 24 v

Volavkoviti (Ardeidae) jsou nejpocetnéjsi Celedi brodivych. Jsou to ptaci
Stihlého vzristu, za letu s esovité prohnutym krkem. Jsou vesmés rybozravi a potravu
ziskavaji ptevazné v mél¢inach vnitrozemskych vod. Kofist lovi velmi prudkym
pohybem hlavy s Uzkym a velmi $pi¢atym zobakem, pfi okraji ¢asto S ostrymi zoubky
(Hudec et Stastny, 1994). Zvlastnosti nejsou ani volavky, které se krmi mimo vodu,
typicky se shromazduji v hejnech kolem skotu a jinych velkych savct a zivici se
hmyzem v jejich bezprostiednim okoli (Burnie, 2002). Hnizda si stavéji v okoli vod i
v lesich, na stromech, v kfovinach a obycejné Ziji v koloniich. Maji zakrné€lou mazovou
kostréni Zlazu, proto je obrysové peii chranéno praskovitym pudrem, ktery vznika
laméanim prachového pefi. V dobé hnizdéni nartsta na nékterych castech téla ozdobné

pefi a chocholky. Z celé ¢eledi maji nejsilnéjsi hlasové projevy (Hudec et al., 1994).

Volavkoviti jsou déleni do dvou podceledi: volavky (Ardeinae) a bukaci
(Botaurinae). Dovednosti volavek je, Ze dokazou velmi dlouho nehnuté stat na misté a
piipadny tutok odvraceji prudkym bodnutim zobaku (Hanzék et Hudec, 1974). Celed

volavkoviti zahrnuje celkem 60 druht fazenych do sedmi rodu.

3.1.2 Clunozobcoviti

Jedinym zéastupcem celedi ¢lunozobcoviti (Balaenicipidae) je ¢lunozobec velky
(Balaeniceps rex). Tento napadné velky ptak, dorustajici vySky 150 cm, ma
nezaménitelny, mohutné velky zobak, tvarem pfipominajici stievic. Zobak je svétlejsi,
oproti zbytku tmavé Sedého téla, s kratkou chomacovitou chocholkou (Gosler, 1994).
Pti letu ma krk zatazeny jako volavky. Hnizda si stavi v baZindch a v rdkosinach. Tvofi
stavby z klacikii, rdkost aj., az jeden metr vysoké, do kterych samice snasi dveé
zelenomodra vejce. Obyva tropické oblasti Afriky, konkrétné oblasti v Kongu a Ugandé
a Vv povodi Bilého Nilu. Pro potravu lovi ryby, zaby a vétsi bezobratlé Zivocichovy
(Volf et Filex, 1997). Clunozobec je velmi plachy ptak, vyskytuje se jednotlivé, nékdy

V parech a jen velmi ziidka maze byt soucasti malych skupin (Gosler, 1994).
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3.1.3 KladivouSoviti

Celed’ kladivousoviti (Scopidae) zahrnuje pouze jediny druh kladivous africky
(Scopus umbretta). Je to velmi nenapadny hnédy ptak s pomérné kratkyma nohama
a vysokym, ze strany zploStélym zobdkem. Krk za letu nema esovit¢ zkrouceny, ani
natazeny, pouze lehce ohnuty (Hanzak et Hudec, 1974). Hlava ve tvaru kovadliny je
ozdobena vyraznou chocholkou. V Africe a v jihozapadni Arabii je kladivous africky
velmi rozsifeny. Zije jednotlivé nebo v parech, pouze vyjimeéné v malych volnych
hejnech. Hnizdi na stromech i na skalnich sténach, vétSinou v okoli pomalu tekoucich
vod vnitrozemi (Gosler, 1994). Kladivous$ stavi specificka hnizda, ktera jsou kulaté,
svrchu uzaviena o velikosti az dvou metrd. Tato stavba je velmi pevna a mlad’ata se i po
vzlétnuti vraceji do hnizda, protoze zde nachazeji bezpe¢ny ukryt (Hanzak et Hudec,
1974).

3.1.4 Ibisoviti

Ibisoviti (Threskiornithidae) jsou stfedné velci ptaci, za letu natahuji hlavu a krk
doptedu, velmi zfidka je pozorovano plachténi. Ibisoviti se déli na podceledi ibisové
a kolpici a tyto podéeledi jsou od sebe dobie odlisitelné na zakladé tvaru zobaku. Zobak
se zakrn€lym jazykem je tenky a zahnuty dolu (ibisové) nebo naopak plochy, na konci
roz§ifeny (kolpici). Ve spanku zobak zastrkuji pod lopatkové pefi (Hanzak et Hudec,
1974). Ibisoviti maji husté opefeni, které mize byt nékdy na hlavé, krku a kostrci
prodlouzeno a po celém t&le maji prachové peii (Hudec et Stastny, 1994). Nékteré
druhy maji naopak upln€ neopetenou oblicejovou ¢ast, kterd mize ptipadné prechazet
v holou hlavu a krk (Hanzék, 1974). Potravu, pfedevS§im Cervy a mékkyse, vyhmatavaji
vpichovanim zobdku do mélké pidy nebo procezovanim planktonu. Ibisoviti ptaci
hnizdi kolonialné¢ v teplejSich oblastech svéta, u nas hnizdi jen vyjimecné. Ibisové Citaji

25 druhd, kolpici jen 6 druhti (Gaisler et Zima, 2007).

3.1.5 Capoviti

Celed &apoviti (Ciconiidae) zahrnuje velké druhy ptakt s dlouhyma nohama,
které jsou do vice nez poloviny bérce neopefené a maji pomérné slabé vyvinut palec

(Hudec et Stastny, 1994). Zatimco predni prsty jsou spojeny plovaci blanou. Vyrazné
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vzorované pefi je ladéné do Cerné, bilé a Sedé. Ocas maji pouze kratky a zaobleny
(Gosler, 1994). Za letu maji krk natazeny dopiedu. Siroké kiidla, vyuZivajici pii letu,
Z nich délaji vyborné letce a dovoluji jim dokonale plachtit. Bez mavnuti kiidel uméji
nabirat vysku (Hanzak, 1974), Dospéli ¢api maji zakrnélé hlasové ustroji bez hlasovych
svali a nevydavaji hlas. Jedinym akustickym projevem je rizn¢ silné¢ klapani zobaku.

Potravu sbiraji v mélké vod¢ nebo na sousi (Gaisler et Zima, 2007).

I pfes neustalé spory o taxonomické zafazeni nékterych druhti, je v soucasné
dobé uznavano 19 druhi Celedi ¢apoviti (del Hoyo et al., 1992), avsak kosmopolitné
roz§ifenych je pouze 17, z nichz nejvice zije v Africe. U nas a celkoveé v palearktické
oblasti se setkavame pouze se dvéma druhy, konkrétné s ¢apem cernym a ¢apem bilym,
patiicimi do rodu ¢ap (Ciconia) (Hudec et Stastny, 1994).

Celed’ &apoviti je nékterymi autory ¢lenéna do tif tribti: Mycterini, Ciconiini
a Leptoptilini (del Hoyo et al., 1992, ).
Tribus Ciconiini zahrnuje sedm druht rodu Ciconia. Ve srovnani s ostatnimi

ptaky tohoto rodu jsou to stfedné velci ¢api, s nijak vyrazné velkym zobakem,

ptizpusobenym k pozirani rizného typu potravy (del Hoyo et al., 1992).

Tribus Leptoptilini je mozno ¢lenit na rody Ephippiorhynchus, Jabiru
a Leptoptilos. Vsechny druhy ptakt tohoto tribu maji vyrazné velké t€lo. Zobak muze
byt masivni a kuzelovity (Leptoptilos), anebo dlouhy a $picaty, vyuzivany jako dyka pfi
lovu ryb v mél¢inach. Kize hlavy je fidce opefena nebo nahd a nazina mize prechazet

az na krk (del Hoyo et al., 1992).

Tribus Mycterini se sklada z rodd Mycteria a Anastomus. Pro cely tribus je
charakteristicky dlouhy, na prifezu kulaty, mirn€ zahnuty zobak, ktery se smérem
ke $picce zuzuje. Zvlastnosti je zobak ptaki rodu Anastomus. Vrchni Celist je vétSinou
rovna a spodni Celist zak¥ivena, zuZena, ¢imz vznika mezi obéma Celistmi mezera. Ta se
smérem ke Spi¢ce zobaku zmensuje a je adaptaci k ziskavani potravy, jako naptiklad
plzt z jejich ulit aj. V oblasti $pi¢ky zobaku jsou citliva mista, ktera umoziuji lov ryb
pod vodou. Pii lovu v bahnitych vodach by mohlo dochazet k znecisténi pefi, proto
mohou mit kizi na hlavé, a pfipadné€ i na krku, holou. V pribéhu namluv se tato kiize

zbarvuje do vyraznéjsich barev (del Hoyo et al., 1992).
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3.1.5.1 Nesyt bily
Taxonomické zarazeni nesyta bilého (del Hoyo et al., 1992; Gosler, 1994):
RiSe: Zivogichové (Animalia)
Kmen: Strunatci (Chordata)
Podkmen:  Obratlovci (Vertebrata)
Trida: Ptaci (Aves)

Podtiida: Létavi (Neognathae)

Rad: Brodivi (Ciconiiformes)
Celed”: Capoviti (Ciconiidae)
Tribus: Mycterini

Rod: Nesyt (Mycteria)

Druh: Nesyt bily (Mycteria cinerea)

Nesyt bily je priblizné jeden metr vysoky ptak, dosahujici hmotnosti az 3,5 kg.
V nékterych piipadech se o ném mluvi, jako o nesytu bélohlavém (Kis et Pfleger,
2000). Jak je vidét na obrazku ¢. 1, ma dlouhy zobak, oblicejova ¢ast je lysa a na téle
ptevazuje bilé pefi, které na kiidlech piechazi v pas cerného pefi.

Voln¢ Zije v Asii, konkrétn¢ v oblastech od Indie a Sri Lanky, smérem pies
Kambodzu a Malajsii, k Indonéskym ostroviim - Sumatra, Java a Sulawesi (del Hoyo et
al., 1992). Obyva ptedevsim mélké vody v okoli fek a jezer, vyjimkou nejsou ani
moiskéa pobiezi. V blizkosti husté zarostlych brehi lovi nejcastéji ryby a obojZivelniky,
dale také plazy, korySe a hmyz (Kus et Pfleger, 2000). Hnizda si stavi na stromech,
nejvhodnéj§im stanovistém jsou mangrovové lesy pobliz Kuala Gula, v Peraku na
zapad¢ Malajsie (Ismail et Rahman, 2012). Nejvice je pozorovan v obdobich sucha,
zejména v mésicich Cervenec a srpen. Samice snaseji jedno az Ctyfi vejce do hnizda,
které je soucasti kolonie (del Hoyo et al., 1992). Takova kolonie mize mit az stovku
hnizd a spole¢né s nesyty zde Casto ziji volavky, ibisi a kormorani (Kis et Pfleger,
2000).
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Obrazek ¢. 1: Fotografie nesyta bilého v ZOO Zlin-Lesna.

Foto: Martin Pokorny

Celosvétova populace nesyta bilého proSla rapidnim poklesem, ktery ma za
nasledek snizeni poctu jedincti o vice nez 50 %, na jihu Sumatry doslo v prubéhu
dvaadvaceti let (r. 1986 - 2008) ke snizeni az o 70 %. Odhaduje se, Ze celkovy pocet
jedinct nesyta bilého je mensi nez pét a pul tisice, z toho témét pét tisic Zije na Sumatie

(Igbal et al., 2012). Nyni je tento druh oznacovan za ohrozeny (Anonymous, 2013).

Na jihu Sumatry byla v letech 2001 az 2005 provadéna mnoha pozorovani
zjist'ujici lokalizaci a pocCty jedincti nesyta bilého. Pocet vSak nepiekrocil pét set ptaku.
V KambodZi a na Malajském poloostrové ¢ita populace nesyta bilého pfiblizné sto az
sto padesat jedincii a v Thajsku nebo ve Vietnamu nebyly nalezeny dokonce Zadné

hnizdni kolonie (Igbal et Hasudungan, 2008).
Hlavnimi pfi¢inami tak radikélniho Ubytku je ztrata pobieZznich stanovist vlivem
rozvoje zeme&delstvi a tézby dreva, odchyt ptakd pro obchod a potravu (del Hoyo et al.,

1992). V zavislosti na misté vyskytu je tento brodivy ptak taktéz ohrozen kontaminaci

vod chemickymi latkami, pesticidy aj. (Ismail et Rahman, 2012).

15



Lovu mlad’at nesyta bilého by m¢ly zabranit kampané zvySujici povédomi Siroké
vefejnosti, vynuceni zpfisnéni zakonti a ptredev§im vSeobecnd ochrana zbyvajicich
hnizdnich oblasti (Igbal et al., 2012). V nedavné dobé¢ ukazala napiiklad malajska vlada
spolu s narodnimi parky a mezinarodnimi organizacemi velky zajem o ochranu nesyta
bilého. Zapojily se spolecnosti, jako Malaysian Zoological Society, Malaysian Nature
Society aj. Primarnim cilem bylo zvyseni poctu jedinct tohoto druhu, vznikly programy
na chov v zajeti a reintrodukci nesyta bilého. Piikladem tspé$ného chovu Vv zajeti mtze
byt ZOO Negara v Hulu Kelang v Selangoru se stovkou téchto ptaka (Ismail et al.,
2011).

3.2 Repetitivni DNA

Pojem repetitivni DNA oznacuje sekvence DNA, které se v haploidnim genomu
vyskytuji ve vice nez jedné kopii. Repetice je sloZena z jednotek repetice, které jsou

tvofeny opakovanim nukleotidovych motivi (Rosypal, 2006).

Geny kodujici proteiny tvoii sekvence unikatni DNA, které se v genomu
vyskytuji pouze v jedné kopii, nebo jen ve velmi malém poctu opakovani (McLennan et
al., 2013). Unikatni sekvence tvoii méné nez polovinu genomické DNA, u nékterych
zivoc€ichd, jako jsou napf. obojzivelnici, mizou byt redukovany na minimum a tvofit
pfiblizné 20 % genomu organizmu (Lewin, 2000). Useky DNA nekodujici proteiny ani
RNA jsou tvofeny identickymi nebo podobnymi kopiemi nékolika sekvenci. Tyto
sekvence se v genomu mnohonasobné opakuji (McLennan et al., 2013). Mensi ¢ast
nekodujici DNA tvoii regulacni oblasti a introny, zbytek nekodujici DNA je tvofen

repetitivni DNA (Campbell et Reece, 2006).

Vétsina repetitivni DNA nekoduje proteiny (Alberts et al., 1998). Velké
mnozstvi kopii repetitivni DNA je lokalizovano v oblasti centromery a telomerickych

sekvenci chromozomu (Snustad et Simmons, 2012).

Repetitivni DNA je charakteristicka svou vysokou rychlosti renaturace, na
zéklad¢ tohoto faktu je mozno v genomu detekovat vysoce a stfedné repetitivni
sekvence. Vysoce repetitivni sekvence renaturuji nejrychleji a predstavuji mnohokrat se
opakujici velmi kratké sekvence (Lewin, 2000), které dosahuji velikosti dvou az tficeti

parQ bazi a tisice jejich kopii jsou usporadany piimo jedna za druhou (McLennan et al.,
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2013). Stfedné repetitivni DNA je naopak sloZena z rozmanitych sekvenci, které jsou

roztrouseny v genomu v mnoha opakovéanich (Lewin, 2000).

Na zakladé usporadani jednotlivych kopii se repetitivni DNA déli na sekvence
tandemové, poskladané ptimo za sebou, a sekvence rozptylené v ramci celého genomu
(McLennan et al., 2013). Zaroven je rozliSovana pfima a obracend repetice. Piima
repetice je charakterizovana opakujicimi se sekvencemi, které jsou na témze fetézci
DNA ve stejném sméru. V piipade, ze se na jednom fetézci DNA nachazi opakujici se
sekvence a na témze fetézci se vyskytuje tataz sekvence, ale (pozpatku) komplementarni
k této sekvenci, nazyva se obracend repetice (pt.5"....TAGC.....GCTA...3") (Rosypal,
2006).

3.2.1 Rozptylena repetitivni DNA

Rozptylena repetitivni DNA je sloZena z velmi podobnych kopii dané sekvence
DNA, které vSak nejsou totozné. Kazda jednotka repetice dosahuje délky 100 az 1000
para bazi a mize se v genomu objevovat i V po¢tu milionu kopii. Hlavnim znakem je,
ze kopie jsou distribuovany jednotlivé po celém genomu. Schopnost pfemisténi DNA

sekvence maji tzv. mobilni genetické elementy, transpozony (Campbell et Reece, 2006).

3.2.2 Tandemové usporadana repetitivni DNA

Tandemové repetitivni  sekvence (repetice) jsou useky DNA slozené
z opakujicich se jednotek repetice a v dusledku toho dosahuji velikosti az deset miliont
pard bazi. Jednotlivé kopie jsou uspofadany v seriich za sebou (Campbell et Reece,
2006).

Vlivem abnormélniho zmnozeni tandemové repetitivni DNA dochazi k tadé
genetickych poruch. Zékladnim tsekem, ktery se miize extrémné namnozit v priabéhu
mnoha generaci, je nukleotidovy triplet lokalizovany v misté¢ defektniho genu.
Ptikladem takto zplsobenych genetickych poruch jsou syndrom fragilniho X,
Huntingtonova choroba aj. Tyto poruchy spojené s opakovanim tripletd ovliviiuji

predevsim nervovy systém (Schlotterer, 1998; Campbell et Reece, 2006).

Tandemové repetitivni DNA se déli na tfi podskupiny oznacované jako satelity,

minisatelity a mikrosatelity. Jasné definovana hranice mezi jednotlivymi podskupinami
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neni, rozdé€luji se na zaklad¢ délky jednotlivych jednotek repetice a délky celé repetice

(Bennet, 2000).

3.2.2.1 Satelity

Prvni tandemov¢ repetitivni DNA byla objevena pii diferen¢ni ultracentrifugaci.
Princip je zaloZen na tom, Ze Se V prvni fadé nastépi genomova DNA a v zavislosti na
hustotnim gradientu v centrifugaéni kyveté dochazi pii centrifugaci k pohybu
jednotlivych fragmenti DNA. Satelitni DNA byla pojmenovana na zakladé vizuélniho
hodnoceni vysledkli. V centrifugaéni kyveté je hlavnim produktem separovana
genomova DNA a v blizkosti této DNA je mozné sledovat jesté dalsi, mensi produkt,

ktery ptredstavuje satelitni DNA (Campbell et Reece, 2006).

Satelitni sekvence je tvofena jednotkami repetice o velikosti az 100 bp a na
zaklad¢é poctu jejich opakovani je dana celkova velikost repetice. Repetice dosahuje
délky v rozmezi od 100 kbp aZ po nékolik Mbp. Satelitni DNA je lokalizovana v oblasti
centromer a tvoti hlavni slozku heterochromatinu. Pfedpoklada se, Ze satelitni DNA ma
zasadni ulohu pfi oddélovani chromatid pii bunééném déleni (Campbell et Reece,

2006). V lidském genomu neni satelitni DNA transkribovana (Bennet, 2000)

3.2.2.2 Minisatelity

Sekvence minisatelitni DNA je slozena z jednotek repetice uspoiradanych
v tandemu, pficemz kazda jednotka repetice dosahuje velikosti az 50 bp (Lewin, 2000).
Celkova délka repetice je az 20 kbp. Minisatelity jsou typické pro telomerni DNA,
jednotku repetice tvoii hexanukleotidova sekvence, zpravidla slozena z nukleotidl
TTAGGG. Jejich hlavni funkci je ochrana chromozomalnich koncti pfed degradaci
DNA polymerazou v prubéhu replikace DNA (Bennet, 2000). Paradoxné je telomerni
sekvence DNA oznaCovana jako minisatelit, ale velikosti jednotky repetice odpovida
zatazeni do skupiny mikrosateliti. DileZitou vlastnosti minisatelitii je hypervariabilita
Vv opakovani sekvenci mezi piibuznymi jednici, ktera mize byt piikladem genetického
polymorfizmu. Tyto repetice jsou vyuzivany k identifikaci jedinci a jejich

ptibuzenskych vztahii v ramci DNA fingerprintingu (McLennan et al., 2013).
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3.2.2.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou useky DNA, které jsou charakterizovany tandemové se
opakujicimi sekvencemi nukleotidl, tvorici jednotky repetice dosahujici délky
maximaln¢ 13 paru bazi (Watson et al., 2008), zpravidla o délce jen dvou az Sesti para
bazi (Zima et al., 2004). Synonymnim ndzvem pro mikrosatelity jsou repetice
jednoduchych sekvenci (SSRs = Simple Sequence Repeats) nebo kratké tandemové
repetice (STRs = Short Tandem Repeats) (Oliveira et al., 2006). V genomu se nachazi
velké mnozstvi mikrosatelitovych sekvenci, které jsou slozeny z desitek az stovky kopii
jednotek repetice (Campbel et al., 2006) a dle ¢etnosti opakovani muze celkova délka
lokusu dosahovat az 150 nukleotidd (Flegr, 2009). Casto jsou jednotky repetice
v mikrosatelitech tvofeny mono-, di-, tri- a tetranukleotidovymi opakujicimi se
sekvencemi (Ellegren, 2004), pficemz nejcastéji jsou zastoupena dinukleotidova
a trinukleotidova opakovani a celkové mohou tvofit az 3 % lidskeho genomu (Téth et
al., 2000; Watson et al., 2008). Nukleotidové sekvence tvoiici mikrosatelity jsou
pozorovany jak u prokaryot, tak i u eukaryot. Nachazeji se v kddujicich i nekédujicich

oblastech v ramci celého genomu (T6th et al., 2000).

Klasifikace na zakladé struktury opakované sekvence déli mikrosatelity na
dokonalé, nedokonalé, pferusované a slozené. Dokonalé mikrosatelity maji repetici
celistvou (napt. TATATATATATA), slozenou z opakovani jedné jednotky repetice,
zatimco ostatni typy mikrosateliti maji Vv repetici vlozenou jednu nebo vice
nukleotidovych béazi. Nedokonalé mikrosatelity maji opakovani jednotky repetice
prerusené jednou vlozenou bazi a mohou vypadat naptiklad takto TATATACTATATA.
PreruSované mikrosatelity jsou charakteristické vyskytem vice nez jedné baze, ktera
neni soucasti jednotky repetice a mohou tvofit napiiklad toto uspofadani
TATATACGTATATA. SloZené mikrosatelity obsahuji dvé odliSné opakujici se
jednotky repetice, coz je naptiklad TATATAGTGTGT (Oliveira et al., 2006).

Mikrosatelity maji relativné malou délku, vykazuji vysoky stupen polymorfizmu
a ucastni se organizace chromatinu, regulace DNA rekombinace, transkripce, translace
apod. (Christiakov et al., 2006). Velmi vyznamnym znakem mikrosateliti je variabilita
v délce a usporadani sekvenci mikrosatelitového lokusu. Tato variabilita je zpisobena
velmi ¢astymi mutacemi, které vznikaji chybami pifi rekombinaci, jako je nerovhomérny

crossing-over a zpravidla nejCastéji je vysoka variabilita mikrosatelitd vysledkem
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sklouznuti nukleotidového fetézce béhem replikace DNA (Zima et al., 2004). Pii
mutacich dochazi primarné ke zmnozeni, nebo naopak ke ztratdm opakujici se sekvence
(Schiétterer, 1998). Nespornou vyhodou mikrosateliti je také kodominantnost alel
a jejich presna identifikace napi. elektroforetickou separaci v polyakrylamidovem gelu
(Zima et al., 2004). Na chromozomech jsou detekovany homozygotni mikrosatelitové
lokusy, které obsahuji stejny pocet opakovani jednotek repetice, a heterozygotni
mikrosatelitové lokusy s rozdilnym poétem opakovani v kazdé alele (Oliveira et al.,

2006).

Mikrosatelity se vyuzivaji jako molekularni markery a v ramci polymerazové
fetézové reakce (PCR) mohou byt relativné snadno amplifikovany, a jsou proto
vyuzivany v mnoha oborech biologie a mediciny (Zima et al., 2004). Jiz v roce 1992
bylo povédomi o tom, ze by se mikrosatelity mohly vyuZzivat pro sledovani genetické
variability v populacich a pro zkoumani blizké genetické piibuznosti - otcovstvi
(Ellegren, 1992). Zékladem cross-species PCR amplifikace je, Ze ¢im je zkoumany druh
taxonomicky blize druhu donorovému, tim je nejen vyssi pravdépodobnost amplifikace

zkoumanych lokust, ale i jejich polymorfizmus.

3.3 Hledani polymorfnich mikrosatelitovych lokusi

Nezbytnou podminkou pro studium mikrosateliti a jejich vyuziti je nasednuti
specifického, komplementarniho paru primer na oblasti ohranic¢ujici mikrosatelitovy

lokus a nésledna amplifikace mikrosatelitove sekvence (Dawson et al., 2010).

Pfi studiu druhd, u kterych dosud nebyly navrZeny primery pro mikrosatelitové
lokusy, je nutna jejich izolace de novo. Zakladem je fragmentace DNA za pouziti
restrikénich enzymu nebo ultrazvuku. Nasledné¢ mohou byt fragmenty o specifické délce
vloZeny do plazmidového vektoru bud’ pifimo nebo pomoci ligace s adaptorem. Vektory
jsou transformovany do bakteridlni buniky a naslednym délenim téchto bunék vznikaji
rekombinantni klony. Alternativou mize byt hybridizace nastépené DNA se sondou na
nylonové membrané a fragmenty, obsahujici mikrosatelitové repetice, jsou klonovany
do bakterii. Mikrosatelitové sekvence jsou detekovany sekvenovanim a jejich

ohranicujici oblasti mohou byt pouzity k navrhovani primert (Zane et al., 2002).

Neni jednoduché studovat a vyvijet nové primery pro PCR amplifikaci

mikrosateliti de novo pro kazdy druh zvlast. Tento proces je velmi ¢asové narocny,
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muze trvat tydny i mésice, a s tim jsou spojené i vysoké finan¢ni naklady. lzolace
mikrosateliti je proto provadéna piedevSim na specializovanych vyzkumnych
pracovistich nebo v komer¢nich laboratofich (Dawson et al., 2010). A nelze pouzivat
pouze univerzalni PCR primery, protoze jich je nedostatek. V dusledku toho dochazi
k rozvoji mikrosatelitové PCR amplifikace mezi blizce pfibuznymi druhy, tzv. cross-
species PCR amplifikace (Primmer et al., 2005)

Uspé$nost cross-species PCR amplifikace je uzce spojena s evoluéni piibuznosti
studovanych druhd (Primmer et al., 1996). Je znamo, Zze pii cross-species PCR
amplifikaci dochazi k amplifikaci mikrosatelitovych lokust, které mohou byt piipadné
polymorfni, u blizce ptibuznych druht zivocichu (Ellegren, 1992). Metoda cross-
species PCR amplifikace u ptakt byla poprvé testovana na 48 ptacich druzich riznych
Celedi s pary primerti navrzenymi pro vlastovku obecnou (Hirundo rustica) a lejska
¢ernohlavého (Ficedula hypoleuca). Ziskané vysledky prokazaly, ze s nardstajici
fylogenetickou vzdalenosti mezi druhy se snizuje uUsp&nost PCR amplifikace
mikrosatelitovych lokust, které poskytuji polymorfni produkt (Primmer et al., 1996).
Sledovani transferability mikrosatelith u ptdkd je pomérné vyhodné, kviali nizké

frekvenci vyskytu mikrosatelitii v pta¢im genomu (Oliveira et al., 2006).

Pti analyze PCR produktl v elektroforetickém gelu mohou zpiisobovat problémy

nulové alely, tvorba stutter bandi a alelovd homoplazie.

Nulové alely se vyskytuji v rizné mife u vSech druh organizml a jsou
problematické, protoze zkresluji vysledky PCR amplifikace (Carlsson, 2008). Jako
nulova alela je oznacena kazda alela, kterd se trvale nedokaZe amplifikovat v ramci
PCR. Ptitomnost nulovych alel je dana né€kolika aspekty. Prvnim z nich je vyskyt
bodovych mutaci nebo inzerci a deleci v ohraniCujicich oblastech mikrosatelitovych
lokust, na které se vadzou primery. Tyto zmény v nukleotidovych sekvencich
neumoziuji nasednuti primeru a tudiz nedochazi k amplifikaci daného lokusu v ramci
PCR (Dakin et Avise, 2004). Dalsim divodem pfitomnosti nulovych alel je preferen¢ni
amplifikace kratSich alel (Chapuis et Estoup, 2007). Pfitomnost nulovych alel
znesnadiuje hodnoceni vysledk v ramci studia diverzity populace a paternity. Vyskyt

nulovych alel mize snizovat genetickou diverzitu populace, protoZze nulové alely tvoii
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falesné homozygoty, coz vede k odchylkdm od HW rovnovahy a k problémim pfi

analyze rodi¢ovstvi (Carlsson, 2008).

Stutter bandy jsou popisovany jako tzv. stinové bandy, které vznikaji v blizkosti
hlavniho produktu (Goldstein et Schlétter, 2003). Hlavni pfi¢inou tvorby stutter bandi
je sklouznuti DNA polymerazy v pribéhu PCR amplifikace (Daniels et al., 1998). Ke
vzniku stutter bandu jsou nejvice nachylné mikrosatelity s dinukleotidovymi jednotkami
repetice. Zpravidla jsou stutter bandy krat$i, nez hlavni produkt, jen velmi zifidka jsou
ziskavany delsi stutter bandy, nez je velikost hlavniho produktu (Goldstein et Schlétter,
2003). Problémem pii hodnoceni vysledka je vyskyt stutter bandu jedné alely, ktera
prekryva hlavni produkt jiné alely (Walsh et al., 1996).

Homoplazie je pozorovatelna pti elektroforetické separaci PCR produkti, kdy
vznikaji alely identické velikosti (bp), které vSak nejsou identické piivodem (Goldstein
et Schldtter, 2003). Tato identita velikosti alel je zptisobena mutacemi, které produkuji
noveé alely (Estoup et al., 2002), muta¢ni rychlosti a ¢asem divergence mezi populacemi
(Goldstein et Schlétter, 2003).

3.3.1 Mikrosatelity u ptaki radu brodivi

U ptakd adu brodivi byly popsany polymorfni mikrosatelity pouze u né€kolika

druhu z ¢eledi volavkoviti, ibisoviti a ¢apoviti.

Volavka velka

V ramci Eeledi volavkoviti se jako prvni zabyvali navrhovanim primerti de novo
McGuire et Noor (2002) u druhu volavka velkd (Ardea herodias). Autofi pouzili
streptavidinem potazené magnetické Castice, na které byly navézany biotinylované
oligonukleotidoveé repetice. Na tyto repetice se zachytily fragmenty genomické DNA
obsahujici repetitivni sekvence. Na konce fragmentt genomické DNA byly ligovany
sekvence s restrikénimi misty pro tvorbu komplementarnich koncti a nasledné
klonovani fragmenti do bakterii. Detailni postup popisuje Hamilton et al. (1999).
Celkem ziskali 60 sekvenci obsahujicich mikrosatelity, z nichz navrhli primery pouze
pro 28 lokust, které obsahovaly devét a vice jednotek repetice. Hledali polymorfizmus
mikrosateliti  testovanim  genotypi 40 jedinci. Naslednou PCR reakci a

polyakrylamidovou elektroforézou bylo vybrano 26 part primert, které tvoiily produkt
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odpovidajici délky. Pro dalsi testovani bylo ve vysledku vybrano jen 17 part primerd,
jejichz PCR produkty mohly byt spolehlivé hodnoceny. Polymorfizmus u volavky velké
vykazovalo 15 pard primera a zbylé 2 pary poskytly monomorfni produkt. Devét para
primeru, které nebyly vybrany pro dalsi testovani, tvoiily nehodnotitelné produkty,
zejména dochazelo ke Spatné amplifikaci, tvorbé stutter bandt nebo vznikalo vice
nehodnotitelnych produkti. Metodou cross-species PCR amplifikace polymorfnich
mikrosatelitovych lokust na tfech piibuznych druzich (volavka bila, volavka popelava a
volavka jihoamerickd) byly u druhu v. bila a v. jihoamericka uspésn¢ amplifikovany
vSechny lokusy, s vyjimkou dvou riznych lokust u kazdého druhu, které neposkytovaly
zadny produkt. Jeden lokus nebyl testovdn u volavky jihoamerické. Pii amplifikaci
totoznych lokusii u volavky popelavé byla GspéSnost nizsi, celkem Sest lokust

neposkytovalo Zadny produkt (McGuire et Noor, 2002).

Volavka zlutozoba

Na zakladé¢ izolace polymorfnich mikrosatelitovych lokusi de novo u volavky
zlutozobé (Egretta eulophotes) byly publikovany dva vyzkumy, ve kterych je shrnuta
detekce celkem 41 part primera amplifikujicich polymorfni mikrosatelitové lokusy,

které byly testovany metodou cross-species PCR amplifikace na ptibuznych druzich.

Huang et al. (2010) chtéli pro studium genetické diverzity a struktury populaci
pouzit nejprve mikrosatelitové markery primarné navrzené pro volavku velkou. Tyto
markery v§ak nebyly polymorfni. Autofi tedy provedli izolaci specifickych primert de
novo podle Winkler et Weiss (2008) s jistymi modifikacemi. Genomicka DNA jednoho
jedince volavky Zlutozobé byla nastépena a na fragmenty byly ligovany adaptory.
Nasledné byly fragmenty odd€lené¢ hybridizovany se znacenymi sondami, které
obsahovaly mikrosatelitové motivy. Tyto fragmenty byly vybrany a pouzity jako
templat pro PCR amplifikaci. Amplifika¢ni produkty byly transformovéany do bakterii a
byly sekvenovany klony, které obsahovaly repetice. Po odstranéni duplicitnich sekvenci
byly navrzeny primery pro 27 lokusi. Amplifikace a polymorfizmus téchto
mikrosateliti byl testovan na 20 jedincich volavky zlutozobé. Z celkovych 27
testovanych part primert bylo 9 pari vyfazeno, protoze poskytly monomorfni produkt
a zbylych 18 para primera poskytovalo produkt polymorfni. Markery pro tyto
polymorfni mikrosatelitové lokusy byly amplifikovany na dalSich péti pfibuznych

druzich (volavka stiibfita, v. pobifezni, v. bild, v. ¢inska a v. rusohlavd) a Uspésnost
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amplifikace byla od 77,78 % do 100 %, avSak vyskyt polymorfizmu autofi neuvadéji
(Huang et al. 2010).

V ramci vyzkumu Dai et al. (2013) byly z genomické DNA jednoho jedince
volavky Zlutozobé detekovany sekvence obsahujici di-, tri-, tetra-, penta- a
hexanukleotidové mikrosatelitové motivy pouzitim 454 sekvenovani. Dinukleotidové
sklouznuti DNA polymerdzy béhem PCR a zvySuji pravdépodobnost vzniku stutter
bandi. Kritéria spliiovalo 74 sekvenci, které mély dostatetné dlouhé ohranicujici
sekvence. K témto ohrani¢ujicim sekvencim byly navrzeny specifické pary primert a
nasledné byly testovany pomoci PCR na jedincich volavky zlutozobé. Markery, které
uspésné amplifikovaly mikrosatelity, tzn. mély oc¢ekavanou délku a vykazovaly dvé a
vice alel, byly nasledné pouzity k PCR amplifikaci 32 nepiibuznych jedinct volavky
zlutozobé. Vsech 23 polymorfnich mikrosatelitovych markeri bylo metodou cross-
species PCR amplifikace zkoumano na dal$ich sedmi druzich z &eledi volavkoviti
(volavka bila, v. popelava, v. ¢inska, v. rusohlavd, v. stiibfita, v. pobiezni a kvakos
no¢ni) v poctu tii az péti jedinct. Vysledky ukazaly vysokou uspé$nost této metody,
u vSech sedmi testovanych druhti doslo k amplifikaci odpovidajiciho lokusu, ale mira

vvvvvv

u volavky stiibtité, kde sedmnact lokust vykazovalo polymorfizmus (Dai et al., 2013).

Volavka €ervenava

Pro volavku ¢ervenavou (Egretta rufescens) bylo navrzeno 12 pard primeru.
Byly ziskany repetice z genomické DNA 13 jedinct volavky ¢ervenavé. Tyto sekvence
byly klonovany do bakterialnich vektort. Klony obsahujici repetice byly sekvenovany a
k sekvencim ohrani¢ujicim mikrosatelitové lokusy byly navrzeny specifické pary
primerti. Na zékladé PCR amplifikace bylo vybrano 13 pard primerQ, které uspésné
amplifikovaly 13 vzorkti genomické DNA. Dale byly u téchto primerti optimalizovany
podminky PCR za pouziti genomické DNA neptibuznych jedincl volavky Cervenavé.
Jeden z testovanych primert byl vyloucen pro nedostate¢nou amplifikaci napfi¢ vSemi
jedinci. Vysledny pocet navrzenych primert je tedy 12 part a u jednoho z nich (Er4l)
byla detekovana moznost vyskytu nulovych alel (Hill et Green, 2011).
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Volavka rusohlava

Izolace polymorfnich mikrosatelitovych lokusti pro volavku rusohlavou
(Bubulcus ibis) byla poprvé provedena v ramci vyzkumu Campanini et al. (2012).
Zkrve dvou jedinci byla izolovana DNA a nasledné byla hybridizovana
s biotinylovanymi sondami obsahujici repetitivni sekvence. Fragmenty obsahujici tyto
sekvence se zachytily na magnetické Castice potazené steptavidinem. Sekvence
obsahujici mikrosatelitové repetice byly klonovany do vektoru a nasledné
transformovany do bakterii. Sekvenovanim kloni byly nalezeny mikrosatelity a
K ohraniCujicim sekvencim byly navrzeny specifické primery. Mikrosatelity byla
amplifikovdna DNA 35 volavek rusohlavych. Ve vysledku bylo z 32 testovanych
lokusti pouze 11 lokust polymorfnich. Tyto polymorfni mikrosatelitové lokusy byly
testovany na vzorcich osmi druhti volavkovitych (volavka jihoamericka, v. bila, v.
modros$eda, v. bélostnd, v. zapadni, v. vlasata, kvako$ noc¢ni a k. zlutohlavy), ale autofi

neuvadgéji tdaje o piipadném polymorfizmu (Campanini et al., 2012).

KvakoS$ no¢ni

Prvni vyzkum, ktery se zabyval amplifikaci mikrosatelitovych lokusi u kvakose
no¢niho (Nycticorax nycticorax), byl Chang et al. (2005). Autofi se snazili vyuzit
metodu cross-species PCR amplifikace. Zkoumali vyuziti 8 mikrosatelitovych lokusi
primarn¢ izolovanych pro volavku velkou (McGuire et Noor, 2002). Vysledky ukézaly,
7ze s vyjimkou jednoho lokusu byly vSechny lokusy vysoce polymorfni u kvakose

no¢niho (Chang et al., 2005).

O ¢tyti roky pozdéji bylo v rdmci vyzkumu Chang et al. (2009) detekovano a
izolovano 11 polymorfnich mikrosatelitovych markerti od kvakose no¢niho. Genomicka
DNA byla izolovana ze svalu, nasledovala identifikace mikrosatelitovych lokust na
zaklad¢é protokolu FIASCO (Zane et al., 2002) a jejich amplifikace pomoci PCR.
Produkt PCR byl ligovan do plazmidu a klony, které by mohly obsahovat piipadné
mikrosatelitove sekvence, byly sekvenovany. Na zakladé ziskanych sekvenci bylo
navrzeno celkem 11 part primert. Tyto pary primerG byly pouzity k amplifikaci
mikrosatelitovych lokusti na dalsich 32 jedincich kvakoSe no¢niho a poskytovaly
polymorfni produkt. VSech 11 pari primerd bylo nasledné metodou cross-species PCR
amplifikace testovano na 11 druzich z ¢eledi volavkoviti (volavka ¢ervena, v. popelava,

v. Cinskd, v. rusohlava, v. stiibfita, v. prostiedni, buka¢ velky, bukacek cerny, b.
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vychodni, b. zlutonohy a b. skoficovy). Podminky PCR byly stejné jako u kvakosSe
no¢niho a mnoho lokusii bylo amplifikovano. Udaje o polymorfizmu jednotlivych

lokust autofi neuvadéji (Chang et al., 2009).

Ibis japonsky

V ramci Celedi ibisoviti se navrhovanim primerti nejprve zabyvali Ji et al.
(2004). Autofi hledali polymorfni mikrosatelitové lokusy pro ibise japonského
(Nipponia nippon). Pro navrhovani oligonukleotidovych primerd bylo vybrano 19
mikrosatelitovych sekvenci, které autofi ziskali po osekvenovani inzertd bakterialnich
plazmidt obsahujicich repetice. Po nasledné analyze ve vysoce rozliSovacim
agar6zovém gelu navrhli 13 part primerd, u kterych je velmi pravdépodobné, ze budou
polymorfni v populaci ibisii. Téchto 13 parti primert bylo dale testovano na zaklade
genotypu vice nez sta jedinci ibise japonského. Na zdkladé vysledkli testovéani
amplifikace pomoci téchto 13 part primert u ibise japonského bylo zjisténo, ze pouze 8
lokust je polymorfnich. Metodou cross-species PCR amplifikace bylo za stejnych
podminek amplifikovdno 5 polymorfnich lokust na tfech pfibuznych jedincich ibise
¢ernohlavého (Threskiornis melanocephalus) a 4 lokusy neposkytovaly polymorfni
produkt ani u jednoho druhu (Ji et al., 2004).

Hledanim polymorfnich mikrosatelitovych lokusti pomoci cross-species PCR
amplifikace se zabyvali Lei et al. (2005). Autofi pouzili k amplifikaci 22 part primert
navrzenych pro kapra obecného (Cyprinus carpio), kura doméciho (Gallus gallus) a
tura doméaciho (Bos primigenius) a na zakladé genotypt 30 jedinctd ibise japonského
detekovali geneticky polymorfizmus. Polymorfni produkt tvotily 4 pary primert (2 od
kapra a 2 od skotu) se ziskem 2 az 7 alel (Lei et al., 2005).

V ramci vyzkumu He et al. (2006) bylo pro ibise japonského navrzeno jesté
dalsich 11 part primert. Vzorky genomické DNA z 36 ibisu japonskych byly pouzity
k detekci mikrosatelitovych lokusi pomoci protokolu Hamilton et al. (1999) s mirnymi
modifikacemi. Genomicka DNA byla $tépena a ligovana se specifickymi linkery.
Ligované fragmenty hybridizovaly s biotinylovanymi oligonukleotidovymi sondami.
Nasledné byly tyto fragmenty vychytdny na magnetickych ¢asticich pokrytych
straptavidinem. Sekvence obsahujici mikrosatelitové repetice byly transformovany do
bakterii a klony byly sekvenovany. K oblastem ohrani¢ujicim mikrosatelitové lokusy

byly navrzeny primery a lokusy byly testovany na polymorfizmus. Ve vysledku 11 part
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primert poskytovalo polymorfni produkt pti testovani dvou populaci ibise japonského,
které ¢italy celkem 36 jedincu (He et al., 2006).

Ibis rudy

V ramci vyzkumu Santos et al. (2006) byla $tépena genomicka DNA jednoho
jedince ibise rudého (Eudocimus ruber) a fragmenty specifické délky byly ligovany
s adaptory. Naslednou denaturaci ziskali autofi jednovldknové fragmenty DNA. Tyto
fragmenty hybridizovaly s oligonukleotidovymi sekvencemi specificky navazanymi na
magnetické castice. Eluce poskytla fragmenty obsahujici repetitivni sekvence a
fragmenty byly klonovéany do vektoru a transformovany do bakterii. Rekombinantni
klony, které obsahovaly mikrosatelitové repetice byly osekvenovany. Na zaklad¢
ziskanych sekvenci bylo navrzeno 17 parG primert k 17 mikrosatelitovym lokustim.
Nov¢ navrzené pary primeri byly podrobeny PCR reakci a produkty této reakce byly
separovany v 6% denaturaénim polyakrylamidovém gelu. Na zidkladé genotypové
analyzy bylo vybrano 10 polymorfnich lokust a jejich amplifikace a polymorfizmus

byly testovany v ramci tii riznych populaci tohoto druhu (Santos et al., 2006).

Kolpik ruzovy

V genomické DNA kolpika rizového (Ajaia ajaja) bylo detekovano celkem 6
polymorfnich mikrosatelitovych lokusi. Fragmenty genomické DNA byly ligovany do
plazmidu a z rekombinantnich fragmenti byly vybirany ty, které tvoti mikrosatelitove
sekvence. DNA fragmenty byly denaturovany a hybridizovaly s oligonukleotidy
obsahujicimi mikrosatelitové sekvence. Takto hybridizované useky DNA byly
specificky vychytavany na magnetické Castice. Eluci ziskané fragmenty autofi ligovali
do vektorl a transformovali do bunék. Klony byly selektovany pfenosem na membranu
a hybridizaci se znacenou sondou. Selekci hybrizovanych kloni, které obsahuji
mikrosatelitové repetice, a naslednym osekvenovani byly ziskany mikrosatelitové
lokusy, pro které byly nasledné navrzeny primery. Lokusy, které vykazovaly
polymorfizmus, byly vyuzivany k testovani dal$ich jedincti kolpika rizového. Sawyer et
al. (2006) taktéz uvadeji, ze polymorfizmus lokusu Aaju4 byl uréen dvéma alelami a Ze
alela o velikosti 161 bp byla spojena s W chromosomem samic a alela o velikosti

200 bp byla spojena se Z chromozomem.
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Kolpik maly

Do celkového poctu detekovanych polymorfnich mikrosatelitovych lokusu pro
Celed ibisoviti je nutno zaradit jest¢ 23 téchto lokust a nasledn¢ navrzenych 23 pari
primeru pro kolpika malého (Platalea minor). Ve vyzkumu Yeung et al. (2009)
fragmenty genomické DNA hybridizovaly s biotinylem zna¢enymi oligonukleotidy
obsahujicimi repetice. Hybridizované fragmenty byly zachyceny na Castice potazené
streptavidinem a nasledné eluovany. Po jejich PCR amplifikaci byly produkty
transformovany do bakterii a pfeneseny na membranu, kde opét hybridizovaly se
znac¢enymi oligonukleotidy obsahujicimi repetitivni sekvence. Na zéklad¢ sekvenovani
pozitivnich klont obsahujicich mikrosatelitové repetice bylo navrzeno 64 potencialné
pouzitelnych part primerd. Ve vysledku pouze 23 z nich amplifikovalo DNA fragmenty
odpovidajici délky u 20 testovanych jedinct kolpika malého. Zaroven také metodou
cross-species PCR amplifikace bylo téchto 23 part primert testovano na jednom jedinci
od kolpika rtizového, ibise rudého, ibise posvatného, kvakose no¢niho a volavky bilé.
Autofi uvadéji pouze uspésnost amplifikace, nikoliv zda ziskali polymorfni produkt
(Yeung et al., 2009).

Nesyt lesni

V ramci Celedi ¢apoviti byly prvni mikrosatelitové lokusy nalezeny u nesyta
lesniho (Mycteria americana). Na zakladé vyzkumu van den Bussche et al. (1999) byla
genomickd DNA 67 jedinci ze sedmi kolonii $tépena restrikénimi endonukleazami.
Vysledné fragmenty byly podrobeny elektroforetické separaci v 0,8% agarézovém gelu
a denaturované produkty byly pfeneseny na nylonovou membranu. Na membrané byly
detekovany fragmenty obsahujici mikrosatelitové repetice pomoci hybridizace se
specifickou sondou. Naslednou izolaci a sekvenovanim mikrosatelitovych lokusi byly
navrzeny primery ke 4 mikrosatelitovym lokustim, které byly pouZity ke zkoumani
genetickych zmén uvnité a mezi koloniemi nesyta lesniho (van den Bussche et al.,
1999).

Pro tento druh bylo o nékolik let pozdéji identifikovano dalSich 11 polymorfnich
mikrosatelitovych lokust v ramci vyzkumu Tomasulo-Seccomandi et al. (2003).
Genomickd DNA nesyta lesniho byla hybridizovana se znacenymi mikrosatelitovymi
oligonukleotidy. Pouzitim PCR byly detekovany fragmenty DNA obsahujici

mikrosatelitové sekvence a tyto byly nasledné ligovany do vektoru. Pozitivni bakterialni
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klony byly selektovany pouzitim B-galaktozidazového genu a bilé kolonie (pozitivni)
byly osekvenovany. Pro sekvence ohranicujici mikrosatelity byly navrzeny primery a
optimalizovany na vzorcich DNA nesyta lesniho z riznych kolonii. Ve vysledku bylo
detekovano 11 polymorfnich mikrosatelitovych lokusi, které poskytovaly od 2 do 4 alel

(Tomasulo-Seccomandi et al., 2003).
Cap bily

U capa bilého (Ciconia ciconia) bylo detekovano celkem 13 polymorfnich
mikrosatelitovych lokust (Shephard et al., 2009). V ramci jejich vyzkumu byly
z genomické DNA jednoho capa bilého izolovany repetice, ke kterym byly navrzeny
pary primerd. Pomoci PCR bylo zjisténo, ze pouze 7 lokust bylo variabilnich. Cross-
species PCR amplifikaci dale nalezli 6 polymorfnich mikrosateliti s vyuzitim 6 part

primert navrzenymi pro nesyta lesniho (Tomasulo-Seccomandi et al., 2003).

Dalsich 6 mikrosatelitovych lokusti odvozenych od ¢apa bilého nasi laboratofi

laskav¢ poskytl pan prof. Segelbacher.
Cap vychodni

Huang et Zhou (2011) metodou cross-species PCR amplifikace otestovali 7 part
primerd, které byly navrzeny pro ¢apa bilého, 12 pard primerd navrzenych pro ibise
japonského a 17 part primerti navrzenych pro volavku velkou na genomické DNA ¢apa
vychodniho (Ciconia boyciana) (McGuire et Noor, 2002; He et al., 2005; Shephard et
al., 2009). Polymorfizmus mikrosatelitovych lokust byl testovan na 23 jedincich ¢apa
vychodniho. Polymorfizmus vykazovalo celkem 11 mikrosatelitovych lokusti (Huang et

Zhou, 2011). Izolaci polymorfnich mikrosatelitovych lokusi de novo u capa

vychodniho bylo nalezeno celkem 8 novych lokust.

Autoti Wang et al. (2011) pouzili velmi podobny postup pro ziskani
polymorfnich mikrosatelitovych lokust, jako v praci Tomasulo-Seccomandi et al.
(2003). Na zéklad¢ selekce pozitivnich klonti a jejich osekvenovani bylo navrzeno 14
part primert, z nichz 8 part amplifikovalo mikrosatelitové lokusy a bylo nésledné
pouzito po dalsi analyzy. Metodou cross-species PCR amplifikace bylo déle testovano 9
mikrosatelitovych marker primarné navrZzenych pro nesyta lesniho, které byly

publikovany v praci Tomasulo-Seccomandi et al. (2003). Pouze 3 =z téchto
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mikrosatelitovych lokusii byly amplifikovany u ¢apa vychodniho a zaroven poskytovaly

polymorfni produkt (Wang et al., 2011).

3.3.2 Mikrosatelity u ptaki radu potapky
Potapka rudokrka

Z nastépené genomické DNA potapky rudokrké (Podiceps grisegena) byly
ziskany fragmenty, které byly klonovany a provéfeny na piitomnost repetitivni
sekvence podle Hughes et Queller (1993). Klony obsahujici mikrosatelitové sekvence
byly osekvenovany a k ziskanym sekvencim byly navrzeny primery. S témito primery
byla provedena PCR a produkty byly separovany v 6% denaturujicim
polyakrylamidovém gelu. Bylo amplifikovano 7 polymorfnich mikrosatelitovych lokust
u 87 jedinct. Metodou cross-species PCR amplifikace bylo testovano 6 polymorfnich
mikrosatelitovych lokusi na péti jedincich péti druht potapek a péti jedincich jednoho
mezidruhového ktizence: potapka ¢ernokrka (Podiceps nigricollis), p. zlutorohd (P.
auritus), p. americka (Podilymbus podiceps), p. zapadni (Aechmophorus occidentalis),
p. Clarkova (A. clarkii) a hybrid p. zapadni a p. Clarkovy (A. occidentalis/clarkii). Byla
testovana amplifikace téchto lokust. Autofi ziskali u jednotlivych druht 1 az 5
polymorfnich produkti se 2 az 7 alelami. Vyjimkou byla potapka ¢ernokrka, u které
nevznikl zadny polymorfni produkt a naopak nejlepsi amplifikace se 7 polymorfnimi

mikrosatelity byla u potapky zlutorohé (Sachs et Hughes, 1999).

Potapka zapadni

Hledanim polymorfnich mikrosatelitovych lokusti od potapky zapadni se
zabyvala Humple (2009). Z genomické DNA si autorka nechala vytvofit knihovny
s mikrosatelitovymi repeticemi pomoci GIS (Genetic Identification Services)
z Chatsworth, Californie. Dale osekvenovala 69 sekvenci, které potencialné obsahovaly
mikrosatelitové lokusy. Na zakladé piislusné délky repetice vybrala 25 z nich, k nim
navrhla specifické primery. Amplifikované lokusy byly hodnoceny v 8%
polyakrylamidovém gelu. Polymorfni produkt (2 az 8 alel) poskytovalo 11 lokusu.
Amplifikace téchto lokustl byla testovana jesté na dalSich 15 az 16 jedincich od potapky
zapadni a 16 jedincich potapky Clarkovy. Vsechny lokusy, které poskytovaly
polymorfni produkt u potapky zapadni, byly polymorfni i u potapky Clarkovy a
poskytly 2 az 10 alel na lokus (Humple, 2009).
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3.3.3 Mikrosatelity u ptaki radu potaplice
Potéplice ledni

McMillan et al. (2004) popsali ve své praci izolaci mikrosatelitovych lokust u
potaplice ledni (Gavia immer). Mirnou modifikaci protokolu dle Glenn et al. (2000)
byla extrahovana DNA obohacena o repetitivni sekvence a nastépena restrik¢nimi
enzymy. Vysledné segmenty hybridizovaly s biotinylem znacenymi oligonukleotidy,
které obsahuji mikrosatelitové repetice. Fragmenty, které se hybridizovaly se sondou
byly vychytavany na Castice se streptavidinem a aplifikovany pomoci PCR. Amplikony
byly ligovany a tranformovany do bunék. Klony obsahujici inzerty byly amplifovany a
zachyceny na membrané a detekovany navazanim znacenych sond. Klony obsahujici
mikrosatelity byly osekvenovany a na zéklad¢ ziskanych sekvenci byly navrzeny
specifické primery. Pomoci PCR byla testovana amplifikace a polymorfizmus
mikrosatelitovych lokust v 5% polyakylamidovém gelu. Polymorfizmus vykazovalo 7
mikrosatelitovych lokust (McMillan et al., 2004).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Biologickym materidlem jsou vzorky krve péti jedinct nesyta bilého (Mycteria
cinerea), ze kterych byla extrahovana genomickd DNA. Vzorky krve byly odebrany
pracovniky ZOO Zlin-Lesna a pied izolaci byly uchovany v Queen’s pufru (Seutin et
al., 1991).

Izolaci genomické DNA provedl vedouci bakalatské prace RNDr. Petr
Néadvornik, Ph.D. metodou fenol-chloroformové izolace DNA na zakladé¢ postupu
pfevzatého dle Maniatis et al. (1982) a upraveného pro materialové a technické
vybaveni Laboratofe populaéni genetiky Katedry bunécné biologie a genetiky

Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

4.2 PCR amplifikace mikrosatelitovych lokust

Amplifikace genomické DNA nesyta bilého byla testovana pomoci PCR
S pouzitim 229 parG primert. Primery byly primarné navrzeny pro amplifikaci
mikrosatelitovych lokust u 15 druht z fadu brodivi, 2 druhii potapek, 1 druhu potéaplice
a 4 druhti vrubozobych. Vsechny pary primert byly otestovany PCR amplifikaci DNA 5

jedinct nesyta bilého a mikrosatelity, ke kterym byly navrzeny jsou uvedeny v tab. ¢. 1.

Tabulka ¢. 1: Mikrosatelitové lokusy testované u nesyta bilého (Mycteria cinerea)
spolu s druhem, ze kterého byly lokusy izolovany, zafazeni téchto druhd do fada a

autory publikaci, ve kterych byly lokusy poprvé uvedeny.

Mikrosatelitovy lokus Zdrojovy druh Rad L':grr%;m
Ah205, Ah208, Ah209,
Ah210, Ah211, Ah212,
Ah217, Ah320, Ah341, Volavka velké Brodivi McGuire et
Ah343, Ah414, Ah421, (Ardea herodias) (Ciconiiformes) al., 2002
Ah517, Ah522, Ah526,

Ah536, Ah630
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Tabulka €. 1: Pokradovani 1.

Mikrosatelitovy lokus

Zdrojovy druh

Rad

Literarni
zdroj

Er21, Er22, Er23, Er24,
Er31, Erdl, Er42, Er43,
Er4d4, Erd5, Er46, Er51

Volavka ¢ervenava
(Egretta rufencens)

Ae01, Ae04, Ae05,
Ae09, Ael3, Ae24,
Ae25, Ae26, Ae27,
Ae28, Ae30, Ae35,
Ae36, Ae37, Ae38,
Aed2, Aedd, Aed7

Ee04, Ee06, Eel0, Eel7,
Eel8, Ee20, Ee22, Ee23,
Ee24, Ee26, Ee28, Ee30,
Ee33, Ee34, Ee37, Ee4],
Eed2, Ee43, Eed4, Ee45,
Eed6, Ee50, Ee51

Volavka zlutozoba
(Egretta eulophotes)

nyctil4, nyctilb,
nycti22, nycti26,
nycti35, nycti36,
nycti4l, nycti43,
nycti62, nycti6s,
nycti74

Kvakos no¢ni
(Nycticorax
nycticorax)

Aajul, Aaju2, Aaju3,
Aajud, Aajus, Aajub

Kolpik razovy
(Ajaia ajaja)

PM1-4, PM1-13,
PM1-17, PM2-14,
PM2-16, PM2-20,
PM2-21, PM2-28,
PM2-29, PM2-37,
PM2-62, PM2-68,
PM2-80, PM3-13,
PM3-15, PM3-16,
PM3-17, PM3-20,
PM3-22, PM3-25,
PM3-28, PM3-29,
PM3-31

Kolpik maly
(Platalea minor)

Bi01, Bi08, Bil13, Bil5,
Bi18, Bi20, Bi22, Bi26,
Bi28, Bi29, Bi30

Volavka rusohlava
(Bubulcus ibis)

Brodivi
(Ciconiiformes)

Hill et
Green, 2001

Huang et al.,
2010

Dai et al.,
2013

Chang et al.,
2009

Sawyer et
al., 2006

Yeung et al.,
2009

Camparini et
al., 2012
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Tabulka €. 1: Pokracovani 2.

Mikrosatelitovy lokus Zdrojovy druh Réd L';grr"z‘);”'
Eru02, Eru03, Eru04,
Eru05, Eru06, Eru07, Ibis rudy Santos et al.,
Eru08, Eru09, Erul0 (Eudocimus ruber) 2006
Erull
NnAF4, NnBF7,
NnCE11, NnCG3,
NnDD9, NnEB12, Ji et al
NnHB12, NnNF5, 2004"
NnEA9, NnAD10, . .
NNEH10, NnGF4, Ibis japonsky
NnLE11 (Nipponia nippon)
Nn01, Nn03, Nn04,
Nn12, Nn16, Nn17, He et al.,
Nn18, Nn21, Nn23, 2006
Nn25, Nn26
Cbo102, Cho108,
Cbo109, Cho121, Cap vychodni Wang et al.,
Cbo133, Chol51, (Ciconia boyciana) Brodivi 2011
Cbo168, Cho235 (Ciconiiformes)
Cc01, Cc02, Cc03, Shephard et
Cc04, Cc05, Cc06, Cc07 al., 2009

CC1, CC3, CC7, CC9,
CC10, CC13

Cap bily
(Ciconia ciconia)

WS1, WS2, WS4, WS6

WSp03, WSuos,
WSn09, WSuli3,
wSul4, WSul7,
WSul8, WSulo,
WSu20, WSu23, WSu24

Nesyt lesni
(Mycteria americana)

Segelbacher,
osobni
sdéleni

van den
Bussche et
al., 1999

Tomasulo-
Seccomandi
et al., 2003

PgAATL, PgAATS,
PgAATS, PGAATS,
PgAAT25, PgAAT34,
PgAAT41

Potapka rudokrka
(Podiceps grisegena)

B8, B11, B102, B112b,
B113, C5, E202, G118,
G206, G209, G215

Potapka zapadni
(Aechmophorus
occidentalis)

Potapky
(Podicipediformes)

Sachs et
Hughes,
1999

Humple,
2009
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Tabulka €. 1: Pokracovani 3.

Mikrosatelitovy lokus Zdrojovy druh Rad L';grri;m
GIimA9, GimA12,
GimC5, GimC11, Potéplice ledni Potéplice McMillan et
GimD9, GimD12, (Gavia immer) (Gaviiformes) al., 2004
GimE1l1l
APHO7, APHOS, Kachna divokéa Maak et
APHO09, APH12,
APH13, APH16 (Anas platyrhynchos) al.,2000
CMAATI6, CMAAT35, |  Kachna pizmova HSJS' 2;
CmAAT38 (Cairina moschata) ges.
] 2003
Vrubozobi
Anseriformes
Kachnice lalo¢nata ( | ) Guay et
Bim1, BIm10, BIm12 - Mulder,
(Biziura lobata) 2005
. "y Paulus et
Smol0 Kajk.a mors.ka. Tiedemann,
(Somateria mollissima) 2003

Jednotlivé slozky a objemy PCR reakéni smési, které jsem pipetovala, jsou

uvedeny Vv tabulce ¢. 2. Vysledny objem PCR reak¢ni smési je dostacujici pro testovani

péti vzorkl genomické DNA nesyta bilého a navic je pocitano s pfipadnymi ztratami

V prub¢hu pipetovani.

Tabulka €. 2: SloZeni a pfesné objemy jednotlivych sloZzek PCR reakéni smési.

Slozky PCR smési Objem [ul]
Deionizovana voda 44,6
Reaction Buffer 10x 6,7
Roztok MgCl, (25 mmol/l) 4,0
Roztok dNTPs (20 pmol/l) 0,7
Primer F (10 pmol/I) 3,3
Primer R (10 pmol/l) 3,3
aTaq DNA polymeraza 5 U/ul 1,0
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Chemikalie jsou pfedem promichany na vortexu a centrifugovany
v minicentrifuze. Poté jsou pipetovany piesné objemy jednotlivych slozek PCR reak¢ni
smési do 1,5ml mikrozkumavky. Celkova reakéni smés je opét protfepana na vortexu
a centrifugovana. Do pfedem piipravenych PCR mikrozkumavek je pipetovan 1 pl
genomické DNA kazdého z péti testovanych jedincti. PCR reak¢éni smés je pipetovana

VvV objemu 9 pl do vSech péti mikrozkumavek.

Takto ptipravené vzorky o objemu 10 ul vlozim do termocykléru, kde probiha

polymerazova fetézova reakce dle nize uvedeného teplotniho a ¢asového profilu:

5 min 94 °C
30s 94 °C
30s zvolena teplota annealingu 35x
30s 72°C
7 min 72°C

Bez omezeni 10°C

Zékladni teplota annealingu byla nastavena na 50 °C pro testovani vSech para
primeru. Tato teplota byla dale upravovana v rozmezi 44 - 68 °C. Pokud testovany par
primerti neposkytl produkt, byla teplota sniZena postupné az na 44 °C. Naopak, pokud
primery poskytly polymorfni produkt, ale jednotlivé alely od sebe nebyly rozliSitelné,

byla teplota zvySovana aZ na hodnotu 68 °C.

4.3 Zpracovani PCR produkti

Pro zpracovani PCR produktii je pouzita vyhfivana sekvenacni elektroforeticka
komora S2 Whatman Biometra, s rozméry skel 330 x 390 mm a 330 x 420 mm.

Tloustka gelu odpovida tloust'ce spacert a ta je 0,4 mm.

1. Elektroforeticka skla jsou omyta deionizovanou vodou, popf. saponatem
a v digestofi osuSena papirovym ru¢nikem. Poté je nanesen 96% etanol na

plochy skel, které se budou dotykat gelu a je utfen do sucha.

2. Na vétsi sklo je nanesen piipravek na odpuzovani vody ze skel automobil na

plose, ktera se bude dotykat gelu. Po cca péti minutach schnuti je sklo na této
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plose dvakrat umyto menSim mnozstvim destilované vody a opét otfeno do

sucha papirovym ru¢nikem.

U mensSiho skla je na plochu, kterd se bude dotykat gelu, dvakrat nanesen 96%
etanol a utfen do sucha. Dale je tato plocha oSetfena roztokem molekularniho
lepidla. Po naneseni a dikladném rozetieni po skle se molekularni lepidlo necha
pét minut zaschnout. Sklo je na této ploSe dale Ctyfikrat oSetfeno 96% etanolem

a mezi kazdym nanesenim je otfeno papirovym ruc¢nikem.

. Pti okraji delSich hran skla jsou na vétsi sklo dany dva 0,4 mm silné spacery na
plose, ktera bude v kontaktu s gelem. Skla jsou oSetfenymi plochami déna k sobé
tak, aby guma spacert tésn¢ doléhd k hrané¢ mensiho skla. Takto jsou skla

zajisténa po obvodu delsich hran 4 klipsy proti ptipadnému pohybu.

. Do prostoru mezi obé zajisténa skla se nalije polyakrylamidovy gel (6%) a je
vlozen hiebinek. Ten sméfuje rovnou stranou mezi skla piiblizné do hloubky
1cm od okraje. Hiebinek je zajistén velkymi klipsy. Gel polymerizuje 50 -

60 minut.

Skla se ztuhlym gelem jsou omyta vodou, stérkou zbavena piebytecné vody a
vlozena do elektroforetické komory tak, ze mensi sklo je tésné priloZeno
k vyhtivané ploSe elektroforetické komory. Vétsi sklo sméfuje ven a hiebinek je
navrchu. Skla jsou upevnéna pomoci Sroubil a je zavien bocni ventil pro vyliti

pufru.

. Do prostoru pod a nad sklem se nalije 0,5 x TBE pufr a opatrné se vynda
hiebinek. Prostor po hiebiku je ocistén od zbytki gelu proudem pufru ze
stiikacky.

Elektroforetickd komora je ptipojena ke zdroji stejnosmérného proudu, kde je
nastaven elektricky proud 150 mA, napéti 3000 V a vykon 90 W. Skla jsou takto
nahfivdna po dobu 30 minut. Po uplynuti této doby je prostor pro nanaseni
vzorkti oCistén od zbylého piebyte¢ného gelu a je nasazen hiebinek. Zuby

hiebinku zasahuji pfiblizné 1 mm pod okraj gelu.

. Vzorky v PCR mikrozkumavkach je potieba smichat s 5 pl nanaseciho pufru

a na 3 minuty denaturovat v termocykleéru.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Takto pfipravené vzorky jsou nanaSeny v objemu 2 pl pomoci osmikanalové

mikropipety do prostorti mezi zuby hiebinku.

Po naneseni vSech vzorkil je pfipojen zdroj stejnosmérného proudu. Probiha
elektroforeticka separace pii elektrickém proudu 150 mA, napéti

3000 V a vykonu 70 W. Separace probiha 1,5 az 3 hodiny.

V prubéhu separace vzorklli jsou pripraveny roztoky fix/stop, 1% HNOj;
a vyvojka. Vyvojka se musi umistit do lednic¢ky, aby se vychladila na teplotu
nizsi, nez je 10 °C.

Po dokonceni elektroforetické separace jsou odpojeny elektrody a je vypnut

zdroj. Boc¢ni ventil je nutno oteviit a po vypusténi pufru jsou skla uvolnéna

z elektroforetickeé komory.

Skla jsou pfenesena na rovny povrch, kde jsou vytaZeny spacery a pomoci noze
jsou oddé€lena ob¢ skla od sebe. Na mensim skle zistava gel. Toto sklo je dano
do misky na tfepacce. Sklo je zalito fix/stop roztokem a je jim promyvano po
dobu 20 minut.

Po uplynuti této doby je fix/stop slit zpét pro dalsi pouziti. Sklo s gelem je
promyto vodou tfikrat po cca 2 minutach. Miska se sklem je umisténa zpét na
tiepacku. Gel je zalit roztokem 1% HNO3; na dobu maximalné 5 minut. Poté je

potieba gel potfadné promyt, a to Ctyfikrat po 2 minutach.

Sklo s gelem je pieneseno do druhé misky. Do 0,1% roztoku AgNOj je pfidano
1,2 ml formaldehydu a timto je sklo v misce zalito na dobu 30 minut.

Pied dalsim krokem je nachystana miska s deionizovanou vodou a jedna dalsi
miska, ve které bude sklo zalito vyvojkou. Roztok AgNO3 je mozno slit zpét do
lahve. Sklo s gelem je vlozeno do misky s vodou na dobu maximalng 20 s. Poté
je sklo pteneseno do posledni misky a zalito vyvojkou, do které je tésné pied tim

pipetovano 1,2 ml formaldehydu a 160 pl thiosiranu sodného.

Na skle je pozorovan vyvoj tmavych bandi separovanych tusekti DNA.
Po dostatecném ztmavnuti vSech bandii pro vyhodnoceni vysledkl je gel zalit
fix/stop roztokem. Az kdyz se prestane uvoliovat CO; ve formé bublin, je gel
dan opét do misky s vodou a poté vlozen do suSarny, predehiaté na 90 °C. Zde je

suSen cca 30 min a dale vyhodnocen na negatoskopu.
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4.4 Pouzité chemikalie

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

Deionizovana voda

Deoxyribonukleosidtrifosfaty (100 mmol/l, 400 ul kazdého), U 1240 (Promega)

Dusi¢nan stiibrny (Lachema)

Ethanol - 96% roztok (Lihovat Vrbatky)
Ethylendiamintetraoctan sodny (Na,EDTA) (Lachema)
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Lachema)
Fenol (Sigma)

Formaldehyd (Lachema)

Formamid (Lachema)

Hydroxid sodny (Lachema)

Chlorid sodny (Lachema)

Chloroform (Lachema)

Kyselina borita (Lachema)

Kyselina dusi¢né (65% roztok) (Lachema)

Kyselina octova (ledova) (Lachema)

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

N-lauroylsarkosin (Sigma)
N,N”"-methylenbisakrylamid (AppliChem)

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

Clear Vue, Rain Repellent, pfipravek na odpuzovani vody ze skel automobilli

(Turtle WAX)

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

Xylenova modft (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.5 Pouzité roztoky

Akrylamid (6% zasobni roztok)

420 g mocoviny

484 ml deionizované vody

50 ml 10 x TBE

150 ml 40% zésobniho roztoku akrylamid: N,N"-methylenbisakrylamid 19:1

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

Polyakrylamidovy gel (6%6)

60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
40 pl N,N,N",N"- tetramethylethylendiaminu

400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NH;)»S,0s

Molekularni lepidlo

1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% etanolu

3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

Fix/stop roztok

88 ml ledové kyseliny octové

800 ml deionizované vody
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Akrylamid:N,N"- methylenbisakrylamid 19:1 (40% zasobni roztok)
e 380 g akrylamidu
e 20 g N,N"- methylenbisakrylamidu
e rozpustit v 500 ml deionizované vody a doplnit do objemu 1 |

e roztok ulozit v temné ldhvi ve 4 °C

Peroxodisiran amonny (NH,),S,0g (10% zasobni roztok)
e 19 (NH,;)2S,0grozpustit v 10 ml deionizované vody

e uchovavat ve falkonce Vv lednici pii 4 °C

Nanaseci pufr
e 0,125 g bromfenolové modie
e 0,125 xylenové modie
e 25 ml deionizované vody

e 100 ml formamidu

TBE pufr (10 x zasobni roztok)
e 1089 Tris
e 55 g kyseliny borité H;BO3
e 40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
e doplnit deionizovanou vodou do objemu 11
Kyselina dusi¢na HNO3 (1% roztok)
e 12 ml 65% kyseliny dusicné
e 800 ml deionizovane vody
Dusi¢nan stiibrny AgNO3 (0,1% roztok)
e 0,8gAgNO;
e 800 ml deionizované vody

e pied pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu
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Vyvojka

24 ¢ uhli¢itanu sodného Na,COs3

800 ml deionizovane vody

pted pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu a 160 ul thiosiranu sodného Na,S,03

4.6 Pristrojové vybaveni

Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

Chladnic¢ka kombinovana (Whirlpool)

Laboratorni vahy MARK S 622 (BEL Engineering)
Magneticka micha¢ka MR Hei-Standard (Heidolph)
Mikropipety Finnpipette 0,5 ul az 10 pl (osmikanalova) (Labsystems)
Mikropipety Finnpipette 0,3 pl az 1 ml (Labsystems)
Mikropipety Nichipet EX 0,5 pl az 1 ml (Nichiryo)
Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)
Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)
Negatoskop NEGA1 (Maneko)

Sekvenacni elektroforeticka komora S2 (Whatman Biometra)
Susarna — sterilizator CAT 8050 (Contherm)

Temperovany blok Dry-block DB-2D (Labnet International)
Termocyklér GenePro (BIOER Technology)

Termocyklér PTC 100-96 VHB (MJ Research)

Termocyklér XP Thermal Cycler (BIOER technology)
Trepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

Vortex mixer (Labnet International)

Vortex MS2 (lka)
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Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)

Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)
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Vysledky
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Diskuze
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7 Z7.avér

V ramci mé bakalarské prace jsem testovala DNA 5 jedinci nesyta bilého
(Mycteria cinerea), ktefi jsou chovani v zajeti v ZOO Zlin-Le$na. Metodou Cross-
species PCR amplifikace jsem amplifikovala mikrosatelitove lokusy odvozené od jinych
fada a celedi. Celkem tak bylo testovano 229 part primert. Od druha z fada brodivi
(Ciconiiformes), potapky (Podicipediformes) a potaplice (Gaviiformes) se jednalo
0 vSechny dosud navrzené pary primert k polymorfnim mikrosatelitovym lokustim.
Taktéz byly testovany nékteré vybrané pary primeri navrzené pro zastupce fadu

vrubozobi (Anseriformes).

Ve vysledku bylo nalezeno 26 polymorfnich mikrosatelitovych lokust. Sedm
z nich bylo amplifikovano primery, které byly navrzeny k mikrosatelitovym lokustim od
¢apa bilého (Ciconia ciconia), po tfech lokusech bylo amplifikovano primery od ¢apa
vychodniho (Ciconia boyciana), ibise rudého (Eudocimus ruber) a volavky ¢ervenavé
(Egretta rufescens), po dvou lokusech od kolpika malého (Platalea minor), kolpika
rizového (Ajaia ajaja) a po jednom lokusu od nesyta lesniho (Mycteria americana),
ibise japonského (Nipponia nippon), kvakose no¢niho (Nycticorax nycticorax), volavky
Zlutozobé (Egretta eulophotes), volavky velké (Ardea herodias) a potapky zapadni
(Aechmophorus occidentalis). Nejvétsi procento polymorfnich mikrosatelitovych lokusi
u nesyta bilého bylo ziskano pfti pouziti part primert odvozenych od druhti z rodu
Ciconia. Vysvétlenim je fylogeneticka blizkost mezi nesytem bilym a témito druhy.
Tento poznatek vSak nesouhlasi se ziskem pouhého jednoho polymorfniho

mikrosatelitového lokusu od nesyta lesniho, ktery patii do stejného rodu jako nesyt bily.
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Seznam zKkratek

A

bp

C

DNA

G

HW rovnovaha

PCR

SSRs

STRs

adenin

par bazi (base pare)

cytozin

deoxyribonukleové kyselina
guanin

Hardy-Weinbergova rovnovaha

polymerazova fetézova reakce

(Polymerase Chain Reaction)

repetice jednoduchych sekvenci

(Simple Sequence Repeats)

kratké tandemove repetice

(Short Tandem Repeats)

thymin
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