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Shrnuti

Ve své bakaléiské praci jsem se zabyvala hleddnim polymorfnich mikrosatelitovych
lokusti u pelikdna afrického (Pelecanus rufescens), které by bylo moZno pouZit pro
determinaci paternity u tohoto druhu. Pomoci cross-species PCR amplifikace za vyuZziti
221 para primert, navrzenych pro amplifikaci polymorfnich mikrosatelitovych lokusu
izolovanych z druhtt ptdkl z fadd brodivi (Ciconiiformes), dlouhoktidli
(Charadriiformes), plamendaci (Phoenicopteriformes), potaplice (Gaviiformes), tu¢naci
(Sphenisciformes), veslonozi (Pelecaniformes) a vrubozobi (Anseriformes), jsem
nalezla 27 polymorfnich mikrosatelitovych lokusti s poctem alel pohybujicim se
amplifikace za vyuZiti primer ptivodné navrzenych pro polymorfni lokusy druhti z fada

veslonozi, plamendci a brodivi.



Summary

In this bachelor thesis I dealt with the search for polymorfic microsatellite loci of the
Pink-baked Pelican (Pelecanus rufesces), which could be used for determination of
paternity in this species. By cross-species amplification technique using primers
designed for amplification of polymorfic microsatellite loci isolated from species
belonging to Ciconiiformes, Charadriiformes, Phoenicopteriformes, Gaviiformes,
Sphenisciformes, Pelecaniformes and Anseriformes, I found 27 polymorfic
microsatellite loci. The number of alleles per locus ranged from 2 to 5 with an average
of 2,6 alleles per locus. The most succesful was amplification using primers designed
for amplification of polymorfic microsatellite loci of species from Pelecaniformes,

Phoenicopteriformes and Ciconiiformes.
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1 Uvod

Mikrosatelity jsou tandemové repetitivni DNA sekvence s jednotkou repetice
o velikosti pohybujici se v rozmezi 1-6 bp. Vyskytuji se ve vSech dosud studovanych
eukaryotickych a prokaryotickych genomech. Diky vysoké rychlosti mutaci, jimiZ jsou
mikrosatelity charakteristické, vykazuji vysoky stupen délkového polymorfismu a staly
se proto oblibenymi molekularnimi markery v genetickych studiich. Pro hledani novych
mikrosatelitovych lokusti u nové zkoumanych druhli se vyuzivaji dv¢ strategie: izolace
mikrosatelitovych lokusi de novo z genomickych knihoven studovaného druhu a cross-
species PCR amplifikace vyuZivajici primery navrZzené pro amplifikaci mikrosatelitti
u blizce ptibuznych druht.

Ve své bakalafské praci se budu zabyvat hledanim polymorfnich mikrosatelitovych
lokusii, které by bylo mozné pouZit pro determinaci paternity u pelikdna afrického
(Pelecanus rufescens). Pomoci cross-species PCR amplifikace DNA nepiibuznych
jedinct pelikdna afrického budu testovat polymorfismus mikrosatelitovych lokust za
vyuziti primeri, které amplifikovaly polymorfni mikrosatelitové lokusy u alkounka
drobného (Aethia pygmaea), ¢apa bilého (Ciconia ciconia), fregatky obecné (Fregata
minor), ibise japonského (Nipponia nippon), kachny divoké (Anas platyrhynchos),
kachnice lalocnaté (Bizura lobata), kajky moiské (Somateria mollissima), kolpika
malého (Platalea minor), kormorana uSatého (Phalacrocorax auritus), kvakoSe no¢niho
(Nycticorax nycticorax), pelikdna bilého (Pelecanus onocrotalus), pizmovky velké
(Cairina moschata), plamendka karibského (Phoenicopterus ruber), plamendka
ruzového (Phoenicopterus roseus), potaplice ledni (Gavia immer), tereje
¢ervenonohého (Sula sula), tereje guanového (Sula variegata), tereje modronohého
(Sula nebouxii), tu€ndka krouzkového (Pygoscelis adelidae) a volavky Zlutozobé

(Egretta eulophotes).
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Cile prace

Shromézdit dostupné literdrni zdroje tykajici se mikrosatelitd a jejich uZiti pfi studiu
ptakii tadt veslonozi (Pelecaniformes), brodivi (Ciconiiformes), plamenéaci
(Phoenicopteriformes), potdplice (Gaviiformes), tu¢naci (Sphenisciformes),
dlouhokfidli (Charadriiformes), a vrubozobi (Anseriformes).

Pomoci cross-species PCR amplifikace otestovat mikrosatelity dosud neodzkousSené
na druhu pelikén africky (Pelecanus rufescens).

Z téchto vybrat polymorfni mikrosatelity a optimalizovat parametry PCR
amplifikace (teplotu annealingu) a dobu separace na sekvenaéni elektroforéze
v polyakrylamidovém gelu.

U nepftibuznych jedinct druhu pelikédn africky zjistit pocet alel (a jejich konstituci)

u kazdého z nalezenych polymorfnich mikrosateliti.



3 Soucasny stav FeSené problematiky

3.1 Veslonozi

R4d veslonozi (Pelecaniformes) sestdva z Sesti &eledi, které zahrnuji fregatky
(Fregatidae), pelikany (Pelecanidae), anhingy (Anhingidae), tereje (Sulidae), kormorany
(Phalacrocoracidae) a faetony (Phaethontidae), néktefi autofi pfitom jeSté¢ rozdé€luji
veslonohé na dva podifady: prvni zahrnuje ¢eled’ Phaethontidae, druhy pak zbylych pét
Celedi (Brown et al., 1993; Nelson, 2005).

Jednd se o nesmirné riznorody tad, jehoZ néktefi zastupci se zdaji byt stéZi
navzdjem piibuzni (Brown et al., 1993). Mnozi systematicti biologové jej pokladali za
monofyleticky, ale na zdkladé vysledkii soucasnych studii, zaloZenych na vyzkumu
morfologickych vlastnosti, rozboru DNA a proteint vajecného bilku (Nelson, 2005), se
védci spise kloni k ndzoru, Ze se jednd o parafyleticky ¢i polyfyleticky taxon i piesto, Ze
Celedi sdileji nékteré charakteristické morfologické i behaviordlni znaky (Gaisler et
Zima, 2007). Podle vysledkii molekuldrnich studii jsou faetoni pfibuzni rybakovitym
(Sternidae), fregatky jsou spjaty s buindkovitymi (Procellariidae), albatrosovitymi
(Diomedeidae), potdplicovitymi (Gaviidae) a tuc¢iidkovitymi (Spheniciscidae) (Hedges
et Sibley, 1994), kormorani, anhingy a terejové jsou si navzajem blizce piibuzni a tvoii
monofyletickou skupinu (Gaisler et Zima, 2007) a pelikdni jsou uzce spiiznéni
s Clunozobcem africkym (Baleaniceps rex) a kladivouSem africkym (Scopus umbretta)
vice nez se zbytkem veslonohych (Christie, 2002).

Jedinci spadajici do tohoto fadu jsou stfedné¢ az velmi velci vodni ptaci s veslovaci
nohou (Lastivka et al., 1996; Gaisler et Zima, 2007). Délka nejmensiho zdstupce,
faeton Zlutozoby (Phaethon lepturus), se pohybuje mezi 35 a 40 cm a jeho védha ¢inf asi
460 g. Oproti tomu nejvetsi jedinci, pelikdn kadetavy (Pelecanus crispus) a pelikan
australsky (Pelecanus conscipitallus), mohou dosahovat délky az 180 cm a hmotnosti
15 kg (Schreiber, 1994). Spole¢nym rysem, vyskytujicim se pouze u veslonohych, je
plovaci bldna spojujici vSechny Ctyfi prsty (Burnie et al., 2008), pti¢emZ hallux je
obracen dopredu a piipojen k vnitinimu prstu (Nelson, 2005). Také sdileji stejné
umisténi pfidatnych vyluCovacich nosnich Zlaz uvnittf o¢nice a absenci hnizdni naZiny,
kterd se vyskytuje u vSech ostatnich vodnich ptdkt (Hedges et Sibley, 1994). Maji
dlouhy, hluboce rozeklany zobak (Stastny er al.,1998), ktery je u viech druhd, vyjma

faetontl, opaten rizné¢ velkym holym hrdelnim vakem, nejvice vyvinutym u pelikdnt
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a samcu fregatek (Schreiber, 1994). Jsou skv¢li letci a dobii plavci, ackoli na sousi jim
pohyb c¢ini potiZze diky posunuti nohou dozadu (Lastivka et al., 1996; Burnie et al.,
2008). Jelikoz hlavni sloZkou jejich stravy jsou ryby, vyskytuji se pfevdZzné na vodé.
V reakci na tento zplsob Zivota se u nich vyvinuly rizné adaptace jako je napt. redukce
vnéjSich nozder (pro zabranéni vniknuti vody do nosni dutiny) nebo silné vyvinuta
kostréni Zldza. U vétSiny zdstupcti je kostra siln€ pneumatizovand a to i véetn¢ drobnych
kosti Clankii prsti, ale u kormordnt a anhing je pneumatizace omezena, vzhledem ke
zpisobu lovu ryb, jimZ je potdpéni (Stastny et al., 1998). Pod kiZ{ se jim téZ rozprostira
rozsahly systém vzduSnych vaki tvotici meékké polstare (Schreiber, 1994), ktery tlumi
ndraz na hladinu u sttemhlav se potdpéjicich druhii a usnadnuje jim vynofeni z vody
(Burnie et al., 2008).

Veslonozi jsou fddem s kosmopolitnim rozSitenim, ackoli nejvice druha Zije
v tropech (Brown et al., 1993). VétSina zastupct preferuje moiské prostiedi, ale nékteti
se vyskytuji i na vodach brakickych ¢i sladkych (Christie, 2002). Pelikani a kormoréni

se dokonce mohou nalézat jak na slané, tak na sladké vodé¢.

3.1.1 Pelikanoviti

Celed’ pelikdnoviti (Pelecanidae) zahrnuje 7, popi. 8, druhti pelikant: pelikdna
bilého (Pelecanus onocrotalus), pelikdna afrického (Pelecanus rufescens), pelikdna
skvrnozobého (Pelecanus philippensis), pelikana kadetavého (Pelecanus crispus),
pelikdna severoamerického (Pelecanus erythrorhynchos), pelikdna australského
(Pelecanus conscipitallus), pelikdna hnédého (Pelecanus occidentalis) a pelikdna
chilského (Pelecanus thagus), ktery je nékterymi autory povazovan za poddruh pelikdna

Vv s

hnédého (Butchart et al., 2009). NejohroZen¢j$Sim druhem je pelikdn kadetavy, jenz
spadad do skupiny ,,zranitelny*. Pelikdn skvrnozoby a pelikdn chilsky patii mezi druhy
fazené do skupiny ,,témét ohroZeny*.

Pelikdni jsou vodni ptici, lze je nalézt jak v tropickém, tak v mirném pdésu,
a vyskytuji se na vSech kontitentech s vyjimkou Antarktidy. NeZiji v zdpadni Evropé¢, ve
vnitrozemi JiZzni Ameriky a v Asii severné¢ od Mongolska (Christie, 2002; Nelson,
2005). Vétsina druhi je vysoce spoleCenska, tvoii pocetné kolonie a i v letu se shlukuji
do velkych hejn (Hanzdk er Hudec, 1974; Elliot, 1992). Jejich hnizda se nachdzeji na

zemi, v nizké vegetaci, nebo na stromech (Nelson, 2005) v zavislosti na jejich télesnych

proporcich. Velké druhy (pelikdn bily, pelikdn kadefavy a pelikdn severoamericky)
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hnizdi na zemi, tvoii tésné kolonie a maji sklon ke spolecnému lovu potravy, cozZ je
jeden z mdla piipadli koordinované predace u ptdkli (Hanzdk et Hudec, 1974; Elliot,
1992; Stastny et al., 1998). Mensi druhy (pelikdn skvrnozoby a pelikan africky) hnizdi
na stromech, v rdkosi nebo v nizkych kefich, jejich kolonie jsou volné&jsi a lovi vétSinou
individudln¢. Pelikdn hnédy mlze hnizdit jak na zemi, tak na stromech, a jako jediny
zéstupce tohoto rodu se pro ryby vrha sttemhlav do vody.

Preferuji sladkovodni prostfedi velkych jezer, baZin ¢i mokiadd, docasné
zaplavovanych pud ¢i ficnich toki, ale mohou se vyskytovat také v brakickych vodach
lagun a usti fek do mofe, vzacné je 1ze nalézt i na otevieném moiském pobiezi (Elliot,
1992; Nelson, 2005). Pelikdn hnédy, jediny motsky druh pelikdna, hnizdi na suchych
skalach, utesech a na stromech, zvlasté mangrovech.
napadné dlouhd a Sirokd na SpiCkdch zakulacena kiidla, kterd umoznuji vyborné
plachténi (gt’astn)’/ et al., 1998; Nelson, 2005). Dlouhy krk jim dovoluje mit mohutny
zobdk poloZen na hrudi jak b&éhem odpocinku, tak za letu (Elliot, 1992). Jedine¢na
stavba zobdku je pravdépodobné adaptaci na lov velkého mnozstvi ryb: horni
nepohybliva celist funguje jako viko, Siroce roztazitelny vak pfipojeny k flexibilni
spodni Celisti slouZi jako sito pro sbér ryb z hladiny. Kromé¢ toho je Spicka zobaku velmi
citlivi a umoZznuje tak ptakiim detekovat ryby i v kalné vod¢ (Elliot, 1992; Nelson,
2005). Pefi pelikanti, s vyjimkou pelikdna hnédého, je vesmés bilé nebo svétle Sedé
s obCasnymi rizovymi odstiny a Cernymi letkami (Christie, 2002). Navzdory jejich
obrovskym kifdlim a lehkym kostem, je vétSina pelikdnd tak t€Zkd, Ze md znacné
problémy se vzlétnutim, jenZ vyZaduje velké usili a docela dost prostoru, pokud jim
nepomohou teplé vzdusné proudy, které jsou pro n¢ esencidlni pro let na vetsi

vzdalenosti (Elliot, 1992; §t’astn}’/ et al., 1998; Nelson, 2005).

3.1.1.1 Pelikan africky
Systematické zafazeni pelikdna afrického (Pelecanus rufescens Gmelin, 1789)

(Christie, 2002; Anonymous, 2010):

ff3e: Zivogichové (Animalia)
kmen: Strunatci (Chordata)
podkmen: Obratlovci (Vertebrata)
tfida: Ptaci (Aves)
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podtiida: Pravi ptaci (Ornithurae)

nadfad: Letci (Neognathae)

fad: Veslonozi (Pelecaniformes)
podrad: Pelecani

Celed”: Pelikanoviti (Pelecanidae)
rod: Pelikan (Pelecanus)

Pelikdn africky je druh s velmi Sirokym rozSitenim: vyskytuje se v tropické
a subtropické Africe od Senegalu po Etiopii az po jizni Afriku (Elliot, 1992; Butchart et
al., 2009). Stejn¢ jako ostatni druhy pelikant je spolecensky, hnizdi v malych skupindch
i velkych koloniich, ¢asto po boku jinych druhli vodnich ptakii: ¢4pt, ibist, volavek
a hlavné nesyta afrického (Mycteria ibis) a marabu afrického (Leptoptilos crumeniferus)
(Brown et al., 1993; Nelson, 2005; Butchart et al., 2009). Hnizda se nejcastéji nachazeji
ve vySce 10-50 m na vysokych mohutnych stromech, vzacné na zemi v rékosi, nizkych
ketich podél vody, pisCitych ostrovech a mangrovech (Brown et al., 1993; Butchart et
al., 2009). Osidluje celou Skdlu vodnich prostiedi od sladkovodnich jezer a prehradnich
nadrzi po usti velkych fek do mote, ale preferuje lov v tichych stojatych vodach
a vegetaci zarostlych mélkych lagundch. Na otevieném moiském pobiezi se vyskytuje
ziidka. Nepatii mezi celosvétové ohroZené druhy, ale velikost jeho populace je téZko
urcitelnd diky hnizdéni na stromech a mensim spole¢enskym tendencim pfi lovu (Elliot,
1992).

Dospéli jedinci jsou svétle Sedi s riZzovym naddechem na spodni strané téla a Cernymi
letkami (Elliot, 1992). Holé casti téla (vak, oblicej, zobdk a nohy) jsou bledého
zbarveni, avSak v dob¢ hnizdéni maji jasné odstiny: vak je vné¢ tmavé Zluty
s vertikdlnimi Cernavymi pruhy a uvnitf temné Cerveny, zobdk je Zzluty, chodidla
karminova, okolo o¢i se tvoii vyrazné skvrny (Nelson, 2005). Délka jejich téla se
pohybuje mezi 125-132 cm, hmotnost mezi 3,9-7 kg a rozpéti kiidel je zhruba 216-
290 cm, samice byvaji drobnéj$i nez samci (Brown et al., 1993). Mladi jedinci jsou
podobni dospelym, ale jsou mens$i a vrchni strana téla je hnédavéd s jemnym razovym
odstinem.

Zivi se pievazné rybami o vize do 450 g, ale vétsinou lovi jednice s hmotnosti 80-
290 g. Jejich nejcastéjsi kofisti jsou tlamovci (Haplochromis) a tilapie (Tilapia) z Celedi
vrubozobcoviti (Cichlidae) a ve velkém mnoZstvi také rybi potér (Nelson, 2005;

Butchart et al., 2009). Denni spotieba ryb ¢ini pfiblizné 14 % celkové vahy jedince.
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mohou lovit 1 za jasnych noci.

Péfi se jednou do roka a kazdy rok se pravdépodobné formuji nové pary. Snéaseji
v pruméru jedno az tii vejce, ale vétSinou prezije a dospéje pouze jedno mladé z jedné
sntsky diky velké agresivité mezi sourozenci (Elliot, 1992; Brown et al., 1993; Nelson,
2005). Mlad’ata se rodi hold a bezmocnd a v prvnich tydnech jsou zcela zdvisld na péci

rodi¢i. Pohlavni dospélosti dosahuji ve tfech az ¢tyfech letech.

3.2 Mimoparové chovani a analyza paternity u ptaki

Ptac¢i partnerské vztahy jsou velmi proménlivé jak délkou trvani, tak typem svazku
(Veselovsky, 2001). Tato variabilita je zfejm¢ zplsobena riiznymi ekologickymi
podminkami, délkou hnizdni doby a potravni nabidkou. U ptdki se lze setkat
s monogamii, polygamii (polyandrie, polygynie) i promiskuitou.

Do 80. let 20. stoleti se na zdkladé pozorovani chovéani u ptaka predpokladalo, Ze
vétSina ptacich druhl je monogamnich (Hughes, 1998; Veselovsky, 2001). S rozvojem
molekuldrnich metod se vSak zjistilo, Ze u velkého mnozstvi socidln¢ monogamnich
druhti dochédzi k mimopéarovym kopulacim (Extra-Pair Copulations, EPC), které mohou
vést k mimoparovému oplodnéni (Extra-Pair Fertilizations, EPF). Tento systém vede k
tomu, Ze samci ¢asto vénuji svou rodi¢ovskou péci potomkiim, ktefi nejsou jejich, a ze
mohou dosahovat reprodukcniho dspéchu mimo jejich trvaly partnersky vztah.

Skute¢nd genetickd monogamie byla nalezena u mén¢ nez 25 % dosud studovanych
socidlné monogamnich druhti (Hughes, 1998; Griffith et al., 2002). Mezi né patii napf.
pevuska modrd (Prunella modulari), budnicek vétsi (Phylloscopus trochilus) nebo
buindk Sedy (Calonectris diomedea). Mezi druhy s mimofddné vysokou mimoparovou
paternitou (Extra-Pair Paternity, EPP) patii napf. strnad rdkosni (Emberiza
schoeniclus), u né¢hoz se EPP vyskytuje pfiblizné¢ v 55 %, nebo vlaStovka stromova
(Tachycineta bicolor) s frekvenci EPP asi 41-57 %. Cetnost EPP se 1is{ jak mezi druhy,
tak 1 mezi populacemi v ramci jednoho druhu (Petrie et Kempenaers, 1998; Griffith et
al., 2002). Rozdily v proporcich EPP mezi druhy a uvnitf druhu pozitivné koreluji
s mnozstvim piitomné genetické variability a jsou spojeny s riznym stylem Zivota,

vzorem péce o mlad’ata a lokdlnimi moZnostmi pro promiskuitu.

Ve,

Ve,
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intenzita sexudlni selekce je na ostrovech nizsi. Jako moZzné diivody tohoto chovani se
uvadéji nizka genetickd variabilita ostrovnich populaci a odliSné Zivotnimi podminky.
Nizké frekvence EPP lze také oCekdvat u populaci, které neddavno prosly efektem hrdla

lahve (Petrie et Kempenaers, 1998).

3.2.1 Vyhody a nevyhody EPC

Prostfednictvim EPC si samci zvysSuji svou zdatnost a rozmnoZovaci uspeSnost
(Veselovsky, 2001). Zéletny samec vSak mulZe zdroven ztratit vyluénou paternitu
u mladd’at, protoze béhem jeho nepfitomnosti miZe byt opusténd samice oplodnéna
jinym samcem. Samci si paternitu u potomkl proto zajistuji bud’ hliddnim samice
behem obdobi, kdy je schopna oplodnéni, nebo ¢astou kopulaci.

Mezi vyhody, které EPC pifindSi samicim, patii sniZzeni rizika inkubace
neoplodnénych vajec, zvySeni genetické variability potomkt a zisk ,,dobrych geni* od
zdatnych samct pro své potomky (Veselovsky, 2001). Na druhou stranu ale mohou

samice diky pfili§ ¢astym EPC pfijit o vlastniho samce.

3.2.2 Analyza paternity u ptaku

Rané studie EPP u ptak( vyuzivaly rizné prostfedky jako je napf. polymorfismus
barvy peti, chromozomalni polymorfismy nebo polymorfismus alozymu (Griffith et al.,
2002; Jones et Arden, 2003). Ackoli kazda z téchto metod mlize byt pouZita pro odhad
pravdépodobnosti EPP piitomné nebo nepiitomné v dané populaci, Zddnd z nich neni
dostate¢né presnd. Polymorfismus opefeni neni moZné pouzit jako obecny pfistup,
protoZe je ndpadny jen u nékolika druhli ptdkli. Alozymova variabilita je na druhou
stranu mezi druhy velmi Castd, ale neni dostate€n¢ variabilni mezi jedinci na to, aby
poskytla statistickou jistotu pro vylouceni samce jako biologického otce mladéte.

Soucasné studie EPP u ptdkli jsou zaloZzeny na analyzdch minisatelitovych
a mikrosatelitovych lokusti (Griffith et al, 2002). Piedstavuji nejjednodussi
a nejpresnéjs$i zpusob jak stanovit EPP mezi jedinci, protoZe pouze pozorovani jejich
chovani miiZze velmi podcenit ¢i precenit frekvenci EPC (Hughes, 1998). Zavedeni
mikrosatelitovych markerd podstatné zjednoduSilo analyzy ptfibuznosti jedinca

(Fridolfsson et al., 1997). Krom¢ mikrosateliti a minisateliti byvaji vyuZivané i jiné

typy molekuldrnich markerti jako je napt. délkovy polymorfismus amplifikovanych
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fragmentll (AFLP) nebo uniparentdlné¢ dédéné cytoplazmatické markery (Jones et
Arden, 2003).

Prvni identifikované pta¢i mikrosatelity byly izolované z vlastovky obecné
(Hirundo rustica) a z lejska ¢ernohlavého (Ficedula hypoleuca) a testovani piibuznosti
jedinct za vyuziti téchto markerd bylo provedno na mnoha druzich (Fridolfsson et al.,
1997). Dédi¢nost mikrosatelitovych alel z rodi¢ti na potomky vykazuje kodominantni
mendelistickou dédi¢nost.

Pocet mikrosatelitovych lokusti nutnych k analyze paternity se 1iSi v zavislosti na
daném druhu (Double er al, 1997). U druht, které nejsou filopatrické, poskytuje
dostatec¢né rozliSeni pro identifikaci pravého otce s 95% pravdépodobnosti méné nez 5
variabilnich lokusiti. U druhti filopatrickych, napt. modroplastik nadherny (Malurus
cyaneus), byva vyznamnym problémem analyzy paternity zahrnuti jinych ¢lenti rodiny
mezi mozné otce (Jones et Arden, 2003). Nejvetsi problém nastdtd ve chvili, kdy jsou
jako domnéli otcové v analyze omylem zahrnuti i nevlastni sourozenci nékterych
zkoumanych potomka. Mensi problém piedstavuje piibuzenstvi mezi nékterymi
domnélymi otci. Domnély otec je vylouCen az ve chvili, pokud se s potomkem

neshoduje ve dvou a vice lokusech (Double et al., 1997).

3.3 Repetitivni sekvence DNA

VétsSina DNA prokaryotniho genomu kdduje protein, tRNA nebo rRNA, s malym
mnozstvim nekddujici DNA tvofici predevSim regulujici sekvence. Na rozdil od
prokaryotnich organismii je eukaryoticky genom sloZen pievdzné z DNA, kterd
nekdéduje Zadné proteiny ani RNA (Ramel, 1997; Lodish et al., 2000; Campbel et
Reece, 2007; Pollard et al., 2007). Mensi ¢4st z ni predstavuje regulujici sekvence
a introny, ale vétSina je organizovdna do repetitivnich sekvenci pfitomnych v genomu
v mnoha kopiich (v nékterych ptipadech az tisice kopii stejné sekvence). Maji sklon
vykazovat vyraznou nestabilitu a dynamiku a jsou tudiz zodpovédné ve velké mite za
nestabilitu DNA (Ramel, 1997).

Repetitivni sekvence byly objeveny béhem reasociacnich experimenti, v nichZ byla
pozorovéana nestejnd reasociace denaturované eukaryotickd DNA (Lodish et al., 2000).
Cast DNA obsahujici repetitivni sekvence reasociovala mnohem rychleji neZ zbytek

DNA tvoreny sekvencemi jedineCnymi.
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Existuji rizné typy repetitivni DNA a né€kolik navrhovanych klasifikacnich systému
(Brown, 2002). Obecné vykazuje repetitivni DNA 2 typy distribuce v genomu:

rozptylené repetice a tandemov¢ usporddané repetice (Pollard et al., 2007).

Rozptylené repetitivni sekvence se vyskytuji roztrousené po celém genomu
(Campbel et Reece, 2007). U lidi je vétSina rozptylenych repetitivnich DNA sekvenci
tvofena mobilnimi elementy (malé samostatné DNA elementy rozptylené v genomu),
které jsou nebo byly kdysi schopné se pohybovat z jednoho mista na chromozému na
Jjiné misto stejného chromozému, nebo dokonce na jiny chromozém (Pollard et al.,
2007; Snustad er Simmons, 2009). Byly objeveny Barbarou McClintock ve 40. letech
20. stoleti pfi studiu kukufice a ndsledn¢ byly nalezeny i v dalSich organismech (Brown,
2002). Nejzndmnéjsi rozptylené repetice u savcl jsou kratké rozptylené repetice SINE
(Short Interspersed Nuclear Elements), dosahujici velikosti asi 300 bp, a dlouhé
rozptylené repetice LINE (Long Interspersed Nuclear Elements), dlouhé zhruba 6 az 7
kb (Brown, 2002; Campbel et Reece, 2007; Pollard et al., 2007).

Tandemové repetitivni sekvence predstavuji mnoZstvi kritkych za sebou jdoucich
repetic, pficemz jejich pocet na jednom mist¢ v genomu miZe byt aZ nc¢kolik stovek
tisic (Campbel et Reece, 2007). U savci tvoii asi 10-15 % genomu. Podle velikosti
jednotlivych repetitivnich jednotek a celkové délky repetice se tandemova repetitivni
DNA déli do 3 podskupin zndmych jako satelity, minisatelity a mikrosatelity (Bennet,
2000).

3.3.1 Satelity

Prvnim objevenym typem tandemové repetitivnich sekvenci byla satelitni DNA.
Velikost zdkladni jednotky jeji repetice se pohybuje okolo n¢kolika stovek parti bazi
a celkova velikost repetice mtize byt 100 kb aZ nékolik Mbp (Bennet, 2000). Ackoli
jsou né&které satelitni DNA roztrouSeny na riznych mistech genomu, vétSina je
lokalizovand v centromerdch, kde mohou hrit strukturni roli, pravdépodobné jako
vazebnd mista pro jeden nebo vice specifickych centromerickych proteind (Brown,

2002).
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3.3.2 Minisatelity

Minisatelitovd DNA je druhym typem tandemové repetitivini DNA. Jeji velikost se
pohybuje od 1 kb do 20 kb s jednotkami repetice dlouhymi 10-100 bp (Bennet, 2000;
Brown, 2002; Buschiazzo et Gemmell, 2006).

Existuji dva typy minisatelitové DNA. Prvnim typem jsou telomerové sekvence
dlouhé zhruba 10-15 kb (Bennet, 2000; Brown, 2002), které chrani chromozémové
konce pted degradaci, umoznuji kompletni replikaci telomerickych sekvenci a maji
pravdépodobné roli v parovani chromozémi a bunécném starnuti (Bennet, 2000).
Slozeni telomerickych repetitivnich sekvenci je mezi organismy znacn€ rodilné
a telomerova funkce evidentn€ nevyzaduje specifickou DNA sekvenci (Ramel, 1997).

Kromé¢ telomerovych minisatelith nékteré eukaryotické genomy obsahuji
hypervariabilni minisatelity neboli VNTR (Variable Number Of Tandem Repeats),
z nichZ se mnoho, ale ne vSechny, naléza pobliZ koncii chromozémi (Bennet, 2000;
Brown, 2002). Velikost jednotky repetice se pohybuje od 6 bp do 50 bp (Bennet, 2000).
VNTR jsou vysoce polymorfni a z toho diivodu jsou vyuzivané pro DNA fingerprinting,
ale jejich nerovnomérnd distribuce v genomu je ¢ini relativné slabymi genetickymi
markery. Jejich funkce je doposud nejasna.

Analyza a detekce minisatelitd je zaloZena na digesci DNA restrikénimi enzymy
anasledné hybridizaci restrikénich fragmenti se specifickymi DNA sondami
komplementarnimi k repeti¢ni sekvenci (Altukhov et Salmenkova, 2002). VyuZivaji se
v populacni genetice, pro odhad pifibuznosti a rodokmenové analyzy, pro studium

indukovanych mutaénich procest apod.

3.3.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity, také zndmé jako kritké tandemové repetice (Single Tandem Repeats,
STR) ¢i repetice jednoduchych sekvenci (Simle Sequence Repeat, SSR), jsou vysoce
polymorfni tandemové se opakujici sekvence slozené z jednoduchych sekvencnich
motivi dlouhych 1-6 bp (Hancock, 1999; Li et al., 2002; Snustad et Simmons, 2009).
Byly objeveny ve vSech dosud zkoumanych prokaryotickych i eukaryotickych
genomech (Hancock, 1999; Téth et al., 2000). Jsou roztrouSeny viceméné rovnomeérné
po celém genomu, acCkoli jejich frekvence v nékterych oblastech je mens$i napf.

v blizkosti telomer nebo v kédujicich oblastech.
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Jejich pozoruhodné mnoZstvi a vysokd variabilita vedla k tomu, Ze byly zvoleny
jako vhodné genetické markery a vyuzivaji se napf. v genetickém mapovani pfi
urcovani piibuzenskych vztahti, genetické struktury populaci, fylogenetické piibuznosti

apod. (Brown, 2004; Buschiazzo et Gemmell, 2006; Anmarkrud et al., 2008).

A

3.3.3.1 Rozsiteni jednotlivych typt mikrosatelitovych repetic

Z. mononukleotidovych repetic je v eukaryotickych organismech nejvice rozsifena
poly(A)/poly(T) repetice, kterd ale pro svou vysokou nestabilitu béhem PCR neni
vhodna pro mapovani genomu nebo populacni studie (Hancock, 1999; Téth et al.,
2000). Druhou nejcastéjsi repetici je poly(C)/poly(G) (Téth et al, 2000).
Mononukleotidové repetice jsou nejbéznéjsi repetice v intronech a mezigenovych
oblastech primatd a dosahuji u nich i nejvétsich délek (Li et al., 2002).

U vétSiny taxondl jsou vSak v intronech a mezigenovych oblastech nejhojnéji
zastoupeny repetice dinukleotidové (az 48-67%) (T6th et al., 2000; Li et al., 2002).
(Toth et al, 2000). Mezi velmi vzdcné repetice ve VEtSin€é taxond patii
poly(CG)/poly(CG). Obecné se dinukleotidové repetice témet nevyskytuji v exonech.

V exonech pievazuji trinukleotidové repetice, které zaroven hraji roli i v mnoha
neurodegenerativnich lidskych chorobach (napf. syndrom fragilniho X, Huntingtonova
nemoc) a v nékterych lidskych nddorech (Té6th et al., 2000; Li et al., 2002). Obecné
nejhojnéjsi jsou poly(CAG)/(CTG) a poly(AAT)/poly(ATT). Jednou z nejcastéjSich
exonovych repetic obratlovci, v intronech se téméf nevyskytujici, je
poly(CCG)/poly(CGG) (Téth et al, 2000). Nejméné¢ zastoupené jsou
poly(ACG)/poly(CGT) a poly(ACT)/poly(AGT) repetice.

Charakteristickym rysem obratlov¢ich taxoni je vétsi mnoZzstvi tetranukleotidovych
repetic v mezigenovych oblastech a intronech nez repetic trinukleotidovych (Té6th et al.,
2000). Tetratranukleotidové repetice se témet nevyskytuji v exonech. Mezi nejcastéjsi
repetice patii u savci poly(AAAG)/poly(TTTC) a u nesavCich obratlovca
poly(AGAT)/poly(ATCA).

Nejb&zn¢jsimi pentanukleotidovymi repeticemi jsou (A+T) bohaté repetice (napf.
AAAAT) (Téth et al., 2000). V exonech se témét nevyskytuji.

Hexanukleotidové repetice jsou druhym nejcastéjSim typem repetic v exonech (Téth

et al., 2000). Vykazuji vysokou variabilitu a jsou relativné (G+C) bohaté.

19



3.3.3.2 Funkce mikrosateliti

Prostfednictvim mnoha studii bylo zjiSténo, Ze nékteré mikrosatelity mohou mit
urc¢ity vliv na genom ¢i dokonce v ném zastavat n¢jaké funkce (Li et al., 2002). Mohou
se podilet napt. na genové transkripci, translaci, chromatinové organizaci, rekombinaci,
DNA replikaci nebo bunécném déleni a nékteré z nich mohou byt pfi¢inou vzniku
nemoci. I pfesto ve vétSiné konkrétnich piipadd jsou pivod a biologické funkce

mikrosateliti zatim neznamé.

3.3.3.3 Evoluce mikrosatelitii a muta¢ni mechanismy

Vznik mikrosateliti je stdle nejasny. Pifedpokldda se vSak, Ze se vytvotily bud’ de
novo z jedineCnych sekvenci, nebo Ze jejich tvorbu zpiisobily transponovatelné
elementy SINE a LINE (Buschiazzo et Gemmell, 2006).

Mikrosatelity jsou charakteristické rychlou evoluci zplisobenou vysokou rychlosti
spontdnnich mutaci v porovnani s rychlosti bodovych mutaci v kédujicich oblastech
(Altukhov et Salmenkova, 2002; Anmarkrud et al., 2008). Odhadovand rychlost
mikrosatelitovych mutaci v in vivo systémech se pohybuje okolo 107 az 10 na lokus na
generaci (Hancock, 1999; Anmarkrud et al., 2008).

Hlavnim faktorem ovliviiujicim mutacni rychlost mikrosatelitovych lokusti je jejich
celkova velikost (dlouhé nepferusené lokusy mutuji mnohem castéji nez kratké lokusy
az toho divodu jsou i vice polymorfni) a velikost jednotky repetice (dinukleotidové
motivy maji vyss$i mutacni rychlost nez trinukleotidové nebo tetranukleotidové motivy)
(Hancock, 1999; Li et al., 2002; Buschiazzo et Gemmell, 2006). Existuje mnoho dalSich
faktorti napt. pohlavi, GC obsah v okrajovych oblastech mikrosatelitii, konkrétni pozice
na chromozému nebo mutace v genech kdédujicich opravné mechanismy DNA (Li et al.,
2002; Anmarkrud et al., 2008).

Nestabilita mikrosateliti se pievdzné projevuje jako zmény v poctu jejich
tandemov¢ uspotradanych repeti¢nich jednotek, coz zptsobuje délkovy polymorfismus
mikrosatelitovych sekvenci, jenz je hlavnim diivodem pro¢ se mikrosatelity staly tak
uziteCnym genetickym ndéstrojem (Li er al., 2002; Anmarkrud et al., 2008). Nejvétsi
nestabilitu vykazuji GC bohaté trinukleotidy a CA dinukleotidové repetice a jsou

variabilnéjsi nez ostatni repetitivni sekvence (Ramel, 1997).
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PfestoZe se na evoluci mikrosatelit mohou podilet i jiné muta¢ni mechanismy,
jejich vznik a vysokd nestabilita byvaji nejcastéji vysvétlovany prostfednictvim dvou
modelt (T6th et al., 2000; Zima et al., 2004). Prvni zahrnuje sklouznuti nukleotidového
fetézce, druhy nerovnomérny crossing-over (Li et al., 2002).

Sklouznuti nukleotidového tetézce béhem replikace nebo opravy DNA molekuly je
povazovano za hlavni muta¢ni mechanismus, kterym mikrosatelity mutuji a tvofi nové
alely (Levinson et Gutman, 1987). Dochazi pfi ném k disociaci DNA fetézct, jejich
posunu a nasledné chybné reasociaci vldken v misté tandemové repetice, coz vede ke
vzniku vldsenkové struktury a v kone¢ném dusledku ke vzniku inzerci a deleci v DNA
vlaknech.

Nerovnomérny crossing-over probihd mezi DNA molekulami, a to bud’ mezi
sesterskymi chromatidami, nebo mezi dvéma riznymi chromozémy (Levinson et
Gutman, 1987). Jeho vyskyt je tedy omezen pouze na dobu, kdy jsou chromozémy
pfiloZeny k sob¢. Zpusobuje vznik inzerci a deleci, nejcastéji v dlouhych tandemovych

repeticich.

Mikrosatelitovy rast prostfednictvim mutaci neni nekonecny (Buschiazzo et
Gemmell, 2006). S ristem velikosti lokusu se v ném zacinaji postupné¢ hromadit
preruseni, kterdi mohou byt nakonec piimou pfi¢inou zhrouceni mikrosatelitového
lokusu (Primmer et Ellegren, 1998; Buschiazzo et Gemmell, 2006). Vznikne smeés
jedine¢nych DNA sekvenci, kterd zahrnuje jen kratké segmenty ptivodniho souboru

(Buschiazzo et Gemmell, 2006).

3.3.3.4 Zastoupeni mikrosateliti u ptaka
Zastoupeni mikrosateliti v pta¢im genomu je v porovnini s jinymi genomy
obratlovcli pomérné€ nizké (Primmer et al., 1997). Zjisténa hustota mikrosatelitii u ptakt
je 1 na kazdych 20-39 kb, zatimco odhadovana hustota mikrosatelitii napt. v lidském
genomu je 1 na kazdych 6 kb. Byly navrZeny dvé hypotézy, které by mohly vysvétlit

tento stav:

e Prvni z hypotéz ptedpokladd, ze nedostatek mikrosateliti v pta¢im genomu
je dusledkem jeho zna¢né redukce zpusobené evoluci 1étani, coz vede
k niz§imu podilu nekddujici DNA (Primmer et al., 1997). Tuto hypotézu

podporuje fakt, Ze netopyfi (jejichZz genom patii mezi nejmensi savei
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genomy) maji také redukovanou frekvenci mikrosatelitd. Na druhou stranu
Neff et Gross (2001) ve své studii zastoupeni mikrosateliti u obratlovcii
uvadéji, ze neobjevili Zadny vztah mezi poctem mikrosatelitovych lokust
a genomovou velikosti. Z toho vyplyvd, Ze neni pravdépodobné, Ze by
redukce genomové velikosti vysvélovala nedostatek mikrosatelitovych
lokusti u ptak.
¢ Druhd hypotéza se opird o fakt, Ze ptaci genom obsahuje mens$i mnoZstvi
nekédujici DNA nez vétSina savel a Ze ptaci SINE a LINE elementy
nekonci poly(A) sekvencemi, které jsou pravdépodobnym zdrojem evoluce
jednoduchych repetic u savcit (Primmer et al., 1997). Tato hypotéza je
podporovana vysledky analyzy rostlinnych genomdt, u nichZ je frekvence
mikrosatelitli (hlavné AC) mnohem niZ8i neZ napf. u savci a to jsou nékteré
rostlinné genomy velmi velké, jenze podobné jako ptaci vykazuji redukci
v evolucnich prekurzorech mikrosateliti (Neff et Gross, 2001). Je tedy
pravdépodobné, Ze redukce frekvence mikrosatelitli u ptakti mize odraZet
rozdily v mnoZstvi jejich evolucnich prekurzora.
Nizk4 hustota mikrosateliti v pta¢im genomu je ptekdZkou pro tvorbu genetickych

map ptakl a pro lokalizaci genti kvantitativnich vlastnosti.

3.3.3.5 Analyza mikrosateliti

Mikrosatelitové lokusy se analyzuji pomoci PCR za ptedpokladu, Ze zndme
sekvence primerli, komplementdrnich k jedine¢nym sekvencim obklopujicim dany
lokus (Altukhov er Salmenkova, 2002; Zima et al., 2004). Jednotlivé mikrosatelitové
alely jsou ndsledné¢ separovany elektroforézou bud v agar6zovém, nebo
polyakrylamidovém gelu a jejich velikost je urena srovnanim se sadou referenc¢nich
DNA fragmentl zndmé délky.

Mikrosatelitové lokusy jsou identické u blizce piibuznych organismu (napf. v rdmci
druhti stejného rodu), coz dovoluje vyuziti stejnych primerti a podobnych protokola
(Altukhov et Salmenkova, 2002). Nicméné&, pro analyzu nové zkoumaného druhu byvaji

zpravidla mikrosatelity izolovany de novo.
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3.3.3.6 Ziskavani novych mikrosatelitovych lokusi

Hlavni nevyhodou mikrosatelitli je to, Ze je nutné je izolovat de novo z vétSiny noveé
studovanych druhti a navrhnout pro n¢ vhodné PCR primery (Zane et al., 2002; Zima et
al., 2004). Je to zpusobeno jejich vyskytem v nekddujich oblastech genomu, kde je
vyS8i mutacni rychlost (Zane et al., 2002), a dochdzi tak u nich k akumulaci mutaci
v jejich okrajovych oblastech (Primmer et al., 1996). To znemoznuje PCR amplifikaci
mikrosateliti daného druhu s primery navrZzenymi pro druh vzdédlené piibuzny, jelikoz
PCR primery vyzaduji vysoky stupeii homologie k cilové sekvenci na to, aby mohly
fungovat.

Mikrosatelitové lokusy se izoluji z genomovych knihoven studovaného druhu (Zane
et al., 2002). Byly vyvinuty rizné metody izolace mikrosateliti de novo, ale vSechny
predstavuji modifikace pivodni tradi¢ni metody, ktera se sklada z:

- fragmentace genomové DNA bud’ restrikénimi enzymy, nebo (méné Casto)
za vyuZiti ultrazvukovych vibraci

- rozdéleni fragmentd DNA podle velikosti a selekce fragmentti o velikosti
300-700 bp

- vloZeni DNA fragment do béZného plasmidového vektoru bud’ piimo, nebo
po navazani na specifické adaptory

- transformace vektoru do bakterdlnich bun&k

- screening bakteridlnich klonti na piitomnost mikrosatelitovych sekvenci
a selekce pozitivnich kloni pomoci hybridizace se znacenymi sondami
obsahujicimi repetitivni sekvence (vyuZziti dlouhych sond je uc¢innéjSi nez
vyuziti kratkych sond) (Ramel, 1997; Zane et al., 2002)

- namnoZeni a sekvenace pozitivnich klont (Zane et al., 2002)

- navrZeni specifickych primera a optimalizace PCR podminek pro umoZnéni

amplifikace daného mikrosatelitového lokusu u riiznych jedincti populace

U druht blizce ptibuznych je mozné pro hleddni novych mikrosatelitovych lokust
vyuzit tzv. cross-species amplifikaci, kterd zahrnuje vyuZziti PCR primert navrZzenych
pro mikrosatelitové lokusy jednoho druhu (zdrojovy druh) pro lokalizaci a amplifikaci
mikrosatelitovych lokust druhu blizce pfibuzného (cilovy druh) (Primmer et al., 1996;

Zane et al., 2002).
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3.3.3.7 Cross-species PCR amplifikace u ptaka

Ackoli neexistuji zddné univerzdlni PCR primery, které by bylo mozné pouZit pro
amplifikaci homolognich mikrosatelitovych lokusii u Sirokého spektra druhi, je moZny
jisty stupeii cross-species mikrosatelitové amplifikace mezi pfibuznymi druhy (Primmer
et al., 2005). Cim blize jsou si dané druhy geneticky piibuzné, tim vetsi je
pravdépodobnost  uspésné PCR  amplifikace a lokalizace  polymorfnich
mikrosatelitovych lokust (Primmer et al., 1996). S rostouci fylogenetickou vzdélenosti
zdrojového a cilového druhu klesa zaroven podil amplifikovanych polymorfnich lokust
i primérnd délka jejich repetice (Primmer et al., 1996; Primmer et al., 2005).

Dals$imi faktory ovliviiujicimi cross-species amplifikaci jsou napt. pocet jednotek
repetice (s rostoucim poctem repetic v lokusu zdrojového druhu roste i polymorfismus
lokusu u druhu cilového), teplota hybridizace primert (jejim sniZenim se zvySuje
pravdépodobnost amplifikace a lokalizace polymorfnich mikrosatelitovych lokust),
navrzené PCR primery nebo vyskyt nulovych alel (Primmer et al., 2005).

V soucasnosti se pro hledani novych mikrosatelitovych lokusii stile vice uziva
cross-species amplifikace (Primmer et al., 2005), kterd je diilezitd nejen v populacnich
studiich individudlnich druht, ale také napf. pfi porovndvani genetické piibuznosti dvou
a vice druhli navzdjem nebo pfi zkoumani rozdilii uvnitt druhu samotného (Primmer et

al., 1996).

3.4 PCR

PCR (Polymerase Chain Reaction) je jednou z nejvyznamnéjSich technik moderni
molekuldrni biologie. Byla navrzena jako metoda pro amplifikaci specifickych DNA
sekvenci a oblast jejtho vyuZiti se pohybuje napfi¢ mnozZstvim rGznych oborQ
(Stolovitzky et Cecchi, 1996). Vyuziva se napf. pii sekvencovani DNA, identifikaci

jedincti nebo v populacnich studiich (Zima et al., 2004).

Princip metody PCR spoc¢ivd v mnohondsobné selektivni in vitro amplifikaci
specifickych dseki molekuly DNA katalyzované enzymem DNA-polymerazou (Zima et
al., 2004; Brown, 2007). Zdrojem templitové DNA mohou byt rizné biologické
materidly napf. extrakty z krve & t&Ini tekutiny (Smarda et al., 2005). Vysokd citlivost

PCR umoziiuje i z nepatrného mnoZstvi DNA namnoZit poZadovany usek a dokonce je
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mozné s jeji pomoci ziskat DNA 1 z mumifikovanych tkdni a pletiv a identifikaci
lidskych patogent v archivnim materidlu (Persing, 1991; Zima et al., 2004).

Standardni reak¢éni smés pro PCR obsahuje 2 kratké oligonukleotidové primery,
4 deoxyribonukleosid trifosfaty (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), Tag DNA-polymerazu,
pufr obsahujici MgCl, a deionizovanou vodu (Koreth et al., 1996; Zima et al., 2004;
Smarda et al., 2005). Pro zvyseni efektivity PCR se mohou jesté do reakéni smési
pridavat riiznd aditiva napt. detergenty, Zelatina nebo glycerol. Ve vétSiné piipadi jsou
vsak tyto latky obsazeny jiz v pufru pro PCR. Koncentrace jednotlivych sloZek musi byt

vyvazend, jinak dochdzi ke vzniku chyb a nespecifickych produktii.

34.1 Pribéh PCR

PCR je cyklicky proces, ktery se skldda ze ti{ déju liSicich se teplotnimi néroky:
denaturace dvoufetézcovych molekul DNA, hybridizace primerti k oddélenym fetézciim
DNA a syntéza novych fetézcti DNA prostfednictvim DNA-polymerazy.

Pfi denaturaci se reakéni smés zahieje na 92-95 °C (Zima et al., 2004; Brown,
2007). Tim se rozrusi vodikové mustky mezi vldkny molekuly DNA, coz vede k jejich
oddéleni na jednotlivé fetézce predstavujici templaty pro syntézu novych vlaken DNA.

Néslednym ochlazenim reakéni smési dojde k hybridizaci primerd, pfitomnych ve
smési ve vysoké koncentraci, na specifickd mista molekuly DNA (Stolovitzky et
Cecchi, 1996; Brown, 2007). Teplota hybridizace (teplota annealingu, T,) se pohybuje
vrozmezi 30-65 °C a liSi se v zdvislosti na vlastnostech primer (je nutné ji
optimalizovat pro kazdy primerovy par) (Zima et al., 2004; Smarda et al., 2005; Brown,
2007). S rostouci T, roste i specificnost primerti ke komplementarnim sekvencim na
templatu. Piili§ vysokd T, vSak muZe znemoZznit hybridizaci primer na templat. Piilis
nizkd T, naopak vede k nesprdvné sparovanym komplextim primer-templdt a vzniku
nespecifickych produktii.

Zvysenim teploty na 72 °C dojde k aktivaci enzymu Tag DNA-polymerazy, ktery se
piipoji na 3°-konce primert a za vyuziti energie dNTP katalyzuje syntézu novych DNA
fetézcl ve sméru od 3 °-konce primeru k 5”-konci templatu (Stolovitzky et Cecchi, 1996;
Zima et al., 2004; Brown, 2007). Timto krokem je ukoncen jeden cyklus PCR. Dalsi
cyklus zacind zvySenim teploty a denaturaci molekul dvouvldknové DNA, z nichz
kazda nyni obsahuje 1 vldkno piivodni templatové molekuly a 1 nové nasyntetizované

vlakno DNA.

25



Pocet cyklli denaturace-hybridizace-syntéza je zdvisly na vychozi koncentraci
templatové DNA (Zima et al., 2004; Brown, 2007). VétSinou se pohybuje v rozmezi 20-
40 cykli a vede k syntéze az nékolika milionii kopii amplifikovaného fragmentu DNA.
Konec¢né produkty PCR jsou fragmenty DNA definované délky o velikosti obvykle 10
az 10 000 bp a nazyvaji se amplikony.

3.4.2 Analyza PCR produkti

Nejcastéjsim prosttedkem pro analyzu PCR produktl je elektroforetickd separace
vétSinou v polyakrylamidovém (Koreth er al., 1996), ptipadné¢ v agar6zovém, gelu
(Brown, 2007) a vizualizace vzniklych bandd stfibrem, ethidium bromidem,
fluorescencnimi barvivy nebo za vyuziti primert znacenych fluorescen¢ni znackou
(Walsh et al., 1996).

Diky negativnimu néboji nukleovych kyselin migruji jejich fragmenty v elektrickém
poli smérem k anod¢ rychlosti zavislou na jejich velikosti (krat$i fragmenty migruji

rychleji) a na velikosti pora gelu (Zima et al., 2004).

3.4.2.1 Problémy analyzy PCR produktiu
Analyzu PCR produktii miiZze zkomplikovat n€kolik faktorti, a to pfedevsim vyskyt

stutter bandl, nulovych alel a homoplazie mikrosatelitovych alel.

Stutter bandy

Béznym problémem spole¢nym vSem detekénim metodam je piitomnost dalSich tzv.
stutter bandi (shadow bands, slippage artifacts) vedle hlavniho mikrosatelitového
bandu, liSicich se o 1 nebo 2 (Koreth et al., 1996) jednotky repetice. Tyto artefakty
vznikaji pfi PCR amplifikaci mikrosatelitovych alel diky sklouznuti nukleotidového
fetézce nebo selhani DNA-polymerazy béhem replikace repeti¢nich oblasti (Perlin et
al., 1995; Koreth et al., 1996). Relativni podil kazdého stutter bandu se obecné sniZnuje
s velikosti repetice (Perlin et al., 1995; Walsh et al., 1996).

Stuter bandy jsou Casté u mikrosatelitovych lokusi s dinukleotidovou jednotkou
repetice, v mens$i mife se objevuji i u mikrosatelitovych lokust s trinukleotidovou

a tetranukleotidovou jednotkou repetice (Daniels et al., 1998). Kviili multibandovému
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vzoru kazdé alely je obcas interpretace dinukleotidového lokusu komplikovand, napf.
kdyZ jsou si 2 alely jednoho jedince blizké velikosti (Walsh et al., 1996). Zadné

metody, které by uspesné¢ eliminovaly stutter bandy zatim nebyly vyvinuty.

Alelova homoplazie

Homoplazie je jednim z dalSich problému provazejicich analyzu mikrosatelitovych
lokust (Altukhov et Salmenkova, 2002). Jednd se o stav, kdy riizné alely jednoho
lokusu jsou identické svou velikosti, ale nejsou identické svym piivodem (Angers et al.,
2000; Estoup et al., 2002). Vznikd diky vysoké mutacni rychlosti mikrosatelitovych
lokust. Prostiednictvim deleci nebo inzerci dochdzi ke generaci alel o stejné velikosti,
jejichz fylogeneze je ovSem odlisna (Altukhov et Salmenkova, 2002). Rozlisuji se dva
typy homoplazie:

1) Alely identické svou délkou, ale obsahujici odlisSné sekvence (Anmarkrud et al.,
2008). Pro jejich detekci je tieba osekvencovat kazdou alelu, protoze
elektroforetické metody nejsou schopny je rozlisit (Buschiazzo et Gemmell,
2006).

2) Alely identické jak svou délkou, tak svymi sekvencemi, ale liSici se svym
puvodem (detekovatelné pouze pomoci mutaci zdokumentovanych ve zndmych
rodokmenech) (Anmarkrud et al., 2008).

Ptredpokléddalo se, Ze homoplazie md vyznamny dopad na populacni studie napt. Ze
vede k redukci po€tu pozorovanych alel v populaci, genové diverzity uvnitf 1 mezi
populacemi a pozorovaného podilu heterozygotnich jedinc v populaci (Angers et al.,
2000). Estoup et al. (2002) ale ve své studii uvadéji, Ze homoplazie pro mnoho typi
populacné genetickych analyz nepfedstavuje velky problém a Ze vysoky stupen
variability mikrosatelitovych lokusi Casto do velké miry kompenzuje evoluci jejich
homoplazie.

Situace, za které by mohla byt homoplazie problematickd, zahrnuje vysoké mutacni
rychlosti a velkou populaci s omezenou velikosti alel (Estoup et al., 2002). Také pfi
studiu fylogenetickych vztahli mezi populacemi ¢i pfi studiu populacni struktury

pomoci analyzy mikrosateliti mtiZe homoplazie plisobit potiZe.
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Nulové alely

Nulové alely jsou jakékoli alely na mikrosatelitovém lokusu, které neni moZno
amplifikovat pomoci PCR do takové miry, aby byla moZna jejich detekce (Dakin et
Avise, 2004). Objevuji se diky mutacim vznikajicim v jedinecnych sekvencich,
ptiléhajicich k mikrosatelitovému lokusu, na které se hybridizuji primery (Callen et al.,
1993; Altukhov et Salmenkova, 2002). Jejich detekce je moznd prostfednictvim
sekvenace nukleotidovych sekvenci okrajovych oblasti mikrosateliti podezielych na
nulové alely (Dakin et Avise, 2004). Jednou z mozZnych komplikaci zptsobenych
nulovymi alelami je potencidlni chybné vylouceni biologického rodice pii genetickych
analyzich biologické maternity a paternity, kdyZ jsou potomek i rodi¢ heterozygotni pro
nulovou alelu.

K vyskytu nulovych alel mtze dochédzet ptfi pouZziti primerit pro detekci alel
u jedinct jiného druhu nez pro ktery byly primery pivodné navrzeny (Dakin er Avise,
2004). Alely jinych druhli se mohou mezi sebou do rizné miry liSit diky bodovym
mutacim, inzercim nebo delecim, které postihuji jejich okrajové oblasti. To znesnadiiuje
nebo i znemoZiiuje hybridizaci ptivodnich primertt a PCR amplifikaci.

Nulové alely se mohou objevovat i diky rozdilné amplifikaci rtizné¢ velkych alel
(Dakin et Avise, 2004), kterd byla pozorovana u heterozygoti a je zptisobena piednostni
amplifikaci mensich alel. Tento jev se vyskytuje u vSech tfid mikrosatelita
a predpoklada se, Ze je zpusoben reasociaci vétsich alel templatu (diky jejich vétsimu
obsahu repeti¢nich jednotek) v prubéhu PCR rychleji, neZ mize dojit k jejich replikaci
(Daniels et al., 1998). Nulové alely zptisobené rozdilnou amplifikaci se nékdy nazyvaji
»castecné nulové®, protoZe mohou byt Casto zviditelnény napf. pfidanim vétsSiho
mnozstvi DNA do reakce (Dakin et Avise, 2004).

Vznik nulovych alel muze byt také zplsoben selhdnim PCR ndsledkem nizké
kvality templdtové DNA nebo jejiho nizkého mnozstvi (Dakin et Avise, 2004). Zatimco

nckteré alely se amplifikuji, u jinych amplifikace selhava.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Krev byla odebrdna jedincim pochéazejicim ze ZOO ve Dvoie Krédlové z tarzalni
zily dolni koncetiny injek¢ni stiikackou. Vzorky krve o objemu 20-100 pul byly
odebrany do 2ml zkumavek a smiseny s 1 ml Queen’s pufru (Seutin et al., 1991).
K izolaci genomické DNA byla pouzita fenol-chloroformova metoda, jejiz postup byl
prevzat podle Maniatis et al. (1982) a upraven pro materidlni a technické podminky nasi

laboratore.

4.2 PCR amplifikace mikrosatelitové DNA

Amplifikaci 6 vzorkli genomické DNA pelikdna afrického, ziskanych z krve
odebrané nepiibuznym jedincim, se testovalo 221 péart primert navrzenych pro
amplifikaci polymorfnich mikrosatelitovych lokusti odvozenych od taxonomicky

piibuznych i neptibuznych druhti ptakt (viz Tabulka €. 1).

Tabulka ¢. 1: Testované mikrosatelitové lokusy u pelikdna afrického (Pelecanus
rufescens) (Maak et al., 2000; Roeder et al., 2001; Maak et al., 2003; Paulus et
Tiedemann, 2003; Stai et Hughes, 2003; McMillan et al., 2004; Ji et al., 2004; Dawson
et al., 2005; Guay et Mulder, 2005; Preston, 2005; He et al., 2006; Dearborn et al.,
2008; De Ponte Machado et al., 2008; Faircloth et al., 2009; Fike et al., 2009; Huang et
al., 2009; Chang et al., 2009; Gernot Segelbacher, osobni sdéleni; Shephard et al.,
2009; Taylor et al., 2009; Yeung et al., 2009; Geraci et al., 2010; Kapil et al., 2010;
Mercer et al., 2010; Morris-Pocock et al., 2010)

. L Zdrojovy druh
Rad, ze kterého u nJéhoyi byl ’
zdrojovy druh . Y Nazev mikrosatelitového lokusu
L, mikrosatelitovy
pochazi )
lokus popsan
Cép bily Cc01, Cc02, Cc03, Cc04, Cc05, Cc06,
(Ciconia ciconia) Cc07, CCl1, CC3, CC7, CC9, CC10, CC13
. PM1-4, PM1-13, PM1-17, PM2-14, PM2-
Brodivi
Ciconiif . 16, PM2-20, PM2-21, PM2-28, PM2-29,
(Ciconiiformes) Kolpik maly PM2-37, PM2-62, PM2-68, PM2-80, PM3-
(Platalea minor) 13, PM3-15, PM3-16, PM3-17, PM3-20,
PM3-22, PM3-25, PM3-28, PM3-29, PM3-
31
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Tabulka €. 1: Pokracovani

- p Zdrojovy druh
Rad, ze kterého u nJéhoyi byl ’
zdrojovy druh . oy Nazev mikrosatelitového lokusu
o mikrosatelitovy
pochazi )
lokus popsan
Kvako$ no¢ni nyctil4, nyctil5, nycti22, nycti26, nycti35,
(Nycticorax nycti36, nycti41, nycti43, nycti62, nycti68,
nycticorax) nycti74
Brodivi Ibis iaponsky
(Ciconiiformes) . J .p Sy NnO1, NnEB12
(Nipponia nippon)
Volavka Zlutozobd Ae01, Ae04, Ae05, Ae09, Ael3, Ae24,
E loph Ae25, Ae26, Ae27, Ae28, Ae30, Ae35,
(Egretia eulophotes) | xo36  Ac37, Ae38, Acd2, Aedd, AcdT
Dlouhokiidli Alkounek drobny
. . A , Apy07
(Charadriiformes) (Aethia pygmaea) py06, Apy0
Plamendk karibsky
(Phoenicopterus Prup4, Prup7, Prups8, Prup9, Prupl3
ruber)
Plamefisci PrA2, PrA3, PrA9, PrA102, PrA103,

(Phoenicopteriformes)

Plamendk rizovy

PrA104, PrA105, PrA110, PrAll1, PrA113,
PrB1, PrB2, PrB3, PrB102, PrB105,

(Phoenicopterus PrB110, PrC12, PrC101, PrC109, PrC117,
roseus) PI'C122, PI'D3, PI'D4, PI'DS, PrD7, PrD9,
PrD10, PrD12, PrD102, PrD105, PrD108,
PrD117, PrD121, PrD126, PrD139
Potaplice Potaplice ledni G?mA9EPA, Gil.nAlePA’ G.imCSEPA’
.. .. GimC11EPA, GimD9EPA, GimE11EPA,
(Gaviiformes) (Gavia immer) GimD12EPA
Tucnaci Tucénak krouzkovy AMI3
(Sphenisciformes) (Pygoscelis adelidae)
Fmin 01, Fmin 02, Fmin 03,
Fmin 04, Fmin 05, Fmin 06,
Fregatka obecnd Fmin 07, Fmin 08, Fmin 09,
(Fregata minor) Fmin 10, Fmin 11, Fmin 12,
Fmin 13, Fmin 14, Fmin 15,
Fmin 16, Fmin 17, Fmin 18
Veslonozi COR 01, COR 03, COR 05, COR 06, COR
07, COR 12, COR 15, COR 17, COR 19,
(Pelecaniformes) Kormorén uSaty COR 20, COR 21, COR 22, COR 23, COR

(Phalacrocorax 26, COR 28, COR 30, COR 31, COR 35,
auritus) COR 38, COR 41, COR 43, COR 45, COR
47, Dcco-01, Deco-02, Deco-03, Deco-04,
Dcco-05, Dcco-06, Deco-07, Deco-08
Pelikan bily
(Pelecanus PEL190, PEL265
onocrotalus)
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Tabulka €. 1: Pokracovani

- p Zdrojovy druh
Rad, ze kterého u nJéhoyi byl ’
zdrojovy druh . oy Nazev mikrosatelitového lokusu
o mikrosatelitovy
pochazi )
lokus popsan
Ss1b-16, Ss1b-51, Ss1b-57, Ss1b-98, Ss1b-
Terej ¢ervenonohy 106, Ss1b-142, Ss2b-2, Ss2b-35, Ss2b-48,
(Sula sula) Ss2b-71, Ss2b-88, Ss2b-92, Ss2b-110,
Ss2b-138, Ss2b-153
. Terej gudnovy Sv2A-2, Sv2A-26, Sv2A-47, Sv2A-50,
Veslonozi (Sula variegata) SV2A-53, Sv2A-95, Sv2B-152, Sv2B-27
(Pelecaniformes)
BOOB-RM2-F07, BOOB-RM3-D07,
BOOB-RM3-F11, BOOB-RM4-A0S,
Terei modronoh¢ BOOB-RM4-B03, BOOB-RM4-C03,
S ; b .. y BOOB-RM4-D07, BOOB-RM4-E03,
(Sula nebouxii) BOOB-RM4-E10, BOOB-RM4-F11,
BOOB-RM4-G03, Sn2A-36, Sn2A-90,
Sn2A-123, Sn2B-68, Sn2B-83, Sn2B-100
Kachna divoka APHO7, APHO8, APH09, APH12, APH13,
(Anas platyrhynchos) APHI16
Kacl}nlce lalo¢nata Blml, BIm10, Blm12
Vrubozobi (Bizura lobata)
(Anseriformes) Kajka moftska

(Somateria
mollissima)

Smo10

PiZzmovka velka
(Cairina moschata)

CmAAT16, CmAAT35, CmAAT38

SloZeni PCR reak¢ni smési pro 6 vzorkil véetn€ pocitanych ztrat pii pipetovani:

DEI10NIZOVANA VOUA ...eeevieiieeee et e e eeeeeeeeeeeeeeeenans 42,50 ul
Storage Buffer A 10x (50 mmol/l Tris-HCL,

pH 8,100 mmol/l NaCl, 0,1 M EDTA,

1 mmol/l DTT, 50% glycerol, 1% Triton X-100)......ccccccecvervvenuennnenns 6,30 ul
Roztok MgCl, o koncentraci 25 nmol/l ..........ccocveeviiveeniieeniieeieeeee, 3,75 ul
Roztok dNTPs o koncentraci 20 pmol/l..........ccccvvveviveeniieeniieeieeenee, 0,65 ul
Primer F o koncentraci 10 umol/L..........coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiceeieeee 3,10 ul
Primer R o koncentraci 10 pmol/l..........coociiiiiiiiiiiiiiiiieiiceeieee 3,10 ul
aTaq DNA polymerdza 5 U/Ul.......ccoovveeiiieiiiieeiieeeee et 0,40 ul
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Mikrozkumavky je nutné po napipetovdni vSech slozek zvortexovat
a zcentrifugovat. Kazda reakce se sklddd z 9 pl reakéni smési a 1 pl roztoku DNA
o koncentraci 10-50 pg/ml. PCR probihd v termocykleru, pficemz casovy a teplotni

profil, upraveny podle Primmer et al. (1996), je nasledujici:

94 °C: 5 min 1 cyklus
94 °C: 30s
50°C: 30s 35 cykla
72 °C: 30s
72 °C: 7 min 1 cyklus

10 °C: neomezené

Vychozi teplota annealingu (T,) byla 50 °C, ale jeji hodnota byla pozdé¢ji ménéna
(byla sniZovédna nebo zvySovdna) v zavislosti na vysledcich elektroforetické separace

PCR produktd. Volené teploty annealingu se pohybovaly v rozmezi 46-64 °C.

4.3  Analyza PCR produkti

PCR produkty byly analyzovany pomoci vertikdlni elektroforetické separace v 6%
polyakrylamidovém gelu za denaturacnich podminek a nasledné vizualizace
dusi¢nanem stiibrnym. Postup byl optimalizovdn pro pouZziti vyhiivané sekvenacni
elektroforetické komurky S2 (Whatman Biometra) s rozméry skel 333x418 mm

a 333x392 mm a tloustkou gelu 0,4 mm.

Pracovni postup:

1) Vétsi sklo se omyje deionizovanou vodou a osusi se. Strana, kterd bude v kontaktu
s gelem se dvakrat ocisti 96% ethanolem a nakonec se oSetfi pfipravkem pro
odpuzovéni vody ze skel automobill. Sklo se nechd 5 minut odpocivat a poté se
omyje deionizovanou vodou.

2) Mensi sklo se dukladné ocisti vodou a sapondtem a pak se z obou stran oplachne
deionizovanou vodou. Strana, kterd bude v kontaktu s gelem se po osuSeni potie
roztokem molekulédrniho lepidla. Sklo se nechd 5 minut odpocivat a poté se Ctytikrat
oCisti 96% ethanolem.

3) Na osetieny povrch velkého skla se umisti dva spacery tésné¢ k hrandm tak, aby
neptreCnivaly. Mensi sklo se oSetfenou stranou opatrné poloZi na spacery, pri¢emz
jejich guma musi doléhat k hran€ skla. Takto posklddand skla se zajisti pomoci

n¢kolika klipst.
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4) Smichdnim 60 ml 6% roztoku akrylamid : N, N’-methylenbisakrylamidu 19:1,
40 pl N,N,N",N"-tetramethyl-ethylendiaminu a 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu
amonného se pfipravi 6% polyakrylamidovy gel, ktery se pomalu vlije do prostoru
mezi skly.

5) Pod hranu menSiho skla se vsune rovnou stranou hiebinek zhruba do hloubky
0,5 cm, zajisti se Ctyfmi klipsy a gel se nechd hodinu polymerizovat.

6) Po ub¢hnuti doby nutné ke ztuhnuti gelu se odstrani vSechny klipsy, skla s gelem se
oCisti od zbytkli gelu vodou a karti¢em a osuSend se prenesou do elektroforetické
komurky, kde se upevni pomoci Sroubd.

7) Katodovy a anodovy prostor se zalije 0,5x TBE pufrem, vyjme se hiebinek
aprostor, vnémz se doposud nachdzel, se dikladné¢ procisti proudem pufru
z injekeni stitkacky.

8) Uzavie se katodovy a anodovy prostor a komtrka se pfipoji ke zdroji
stejnosmérného proudu, na némz se nastavi vykon na 90 W, elektricky proud na
150 mA a napéti na 3000 V. Za téchto podminek se skla s gelem nechaji ptl hodiny
nahfivat na teplotu pfiblizné 50 °C.

9) Pét minut pfed nandSenim vzorkl se ke vzorkim ptid4 nandSeci pufr v poméru 2:1
avlozi se do termobloku vytemperovaného na 95 °C, kde se nechaji 3 minuty
denaturovat. Poté se okamzité vlozi do ledové t¥iste.

10) Elektroforetickda komurka se odpoji od zdroje stejnosmerného elektrického proudu,
otevie se katodovy prostor a proudem pufru z injek¢ni stiikacky se procisti mezera
pro hiebinek.

11) Mezi skla se zasune hiebinek tak, aby zoubky byly asi 1 mm hluboko v gelu.

12) Vzorky se nanési po 2 pl pomoci osmikandlové pipety do mezer mezi zoubky.

13) Po napipetovani vSech vzorki se uzavie katodovy prostor a elektroforeticka
komurka se zapoji do zdroje stejnosmérného elektrického proudu, na némz se
nastavi vykon 70 W, elektricky proud 150 mA a napéti 3000 V.

14) Béhem elektroforetické separace se namichaji roztoky potfebné pro vizualizaci
separovanych DNA fragmentt, tj. Fix/Stop roztok, roztok 1% kyseliny dusi¢né,
vyvojka a 0,1% roztok dusi¢nanu stiibrného.

15) Po skonceni elektroforetické separace se elektroforetickd komirka odpoji od zdroje
stejnosmérného elektrického proudu, vypusti se pufr z katodové oblasti, povoli se

Srouby a skla s gelem se vyjmou.
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16) Vytdhnou se spacery a hiebinek a pomoci ¢epele tupého noze se od sebe skla oddéli.
Dile se manipuluje pouze s menSim sklem, na némz je pfilepen gel.

17)Sklo s gelem se vlozi do Fix/Stop roztoku a pfenese se na tfepacku
(100 otacek/min), kde se nechd promyvat po dobu 20 minut. Poté se roztok slije
a uchova se pro pozd¢jsi pouZziti.

18) Sklo s gelem se Ctyfikrdt promyje deionizovanou vodou, vloZi se do 1% roztoku
kyseliny dusi¢né a pienese se na tfepacku (100 otacek/min).

19)Po 5 minutich se roztok kyseliny vylije, sklo s gelem se opét Ctyfikrat ditkladné
promyje a pak se vlozi do 0,1% roztoku dusi¢nanu stiibrného a pfenese se na
30 minut na tfepacku (100 otacek/min). Poté se roztok slije zpét do zasobni lahve
a uloZi se do lednice.

20) Sklo s gelem se na né€kolik vtefin vnoii do deionizované vody a pak se pfenese na
ttepacku a vloZi do vychlazené vyvojky (cca 4 °C). Pozoruje se vznik hnédych
prouzkll a ve chvili, kdy jsou dostate¢né¢ vyditelné se do vyvojky vlije Fix/Stop
roztok, ¢imzZ se zastavi reakce a zabrani se tak ptiliSnému ztmavnuti gelu.

21) Sklo s gelem se prenese na n¢kolik minut do deionizované vody a poté se necha
ususit za normdlni teploty nebo se na 1 hodinu vlozi do suSarny vyhtaté na 60 °C.

22) Gel s vizualizovanymi PCR produkty se hodnoti na negatoskopu.

23) Sklo s jiz nepotiebnym gelem se vnoii na nékolik hodin do 14zné hydroxidu sodného
(1 mol/l), ktery zpusobi odlepeni gelu od skla. Gel se vyhodi do toxického odpadu,

sklo se dikladn€ umyje a miiZe se znovu pouZit.

4.4 Pouzité chemikalie

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

Deionizovana voda

Deoxyribonukleosid trifosfaty (100 mmol/I,

400 pl kazdého), U1240 (Promega)
Dusi¢nan sttibrny (Lachema)
Ethanol — 96% roztok (Seliko Olomouc)
Ethylendiaminotetraoctan sodny (Na,EDTA) (Lachema)
Ethylendiaminotetraoctovd kyselina (EDTA) (Lachema)
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4.5

Formaldehyd

Formamid

Hydroxid sodny

Chlorid sodny

Kyselina borita

Kyselina dusi¢nd (65% roztok)

Kyselina octova (ledova)
3-methakryloxypropyltrimethoxysilan
Mocovina

N,N’- methylenbisakrylamid

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

Clear Vue - Rain Repellent

(ptipravek odpuzujici vodu ze skel automobilit)
Thiosiran sodny
Trishydroxymethylaminomethan (Tris)
Uhlicitan sodny

Xylenova modf (Xylencyanol FF)

Pouzité roztoky
Akrylamid (6% zdsobni roztok)

420 g mocoviny

484 ml deionizované vody

50 ml 10 x TBE

(Lachema)
(Lachema)
(Lachema)
(Lachema)
(Lachema)
(Lachema)
(Lachema)
(Serva)

(Lachema)
(Serva)

(Serva)

(Serva)

(Turtle wax)
(Lachema)
(AppliChem)
(Lachema)
(AppliChem)

150 ml 40% zéasobniho roztoku akrylamid : N, N’- methylenbisakrylamid 19:1

- po rozpusténi vSech slozek zfiltrovat a uloZit v temné lahvi ve 4 °C

Dusicnan stiibrny AgNO; (0,1% roztok)
800 ml deionizované vody
0,8 g AgNO;

- pted pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu

Fix/Stop roztok

800 ml deionizované vody
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88 ml ledové kyseliny octové

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

- doplnit deionizovanou vodou do 1 1

Kyselina dusi¢na HNO; (1% roztok)
800 ml deionizované vody
12 ml 65% HNO;

Nandseci pufr pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu
0,125 g bromfenolové modie
0,125 g xylenové modie
25 ml deionizované vody

100 ml formamidu

Peroxodisiran amonny (NH 4)»S,;0s (10% roztok)
1 g (NH4)2S,05
- rozpustit v 10 ml deionizované vody

- napipetovat po 400 pl do mikrozkumavek a ulozit do —20 °C

Polyakrylamidovy gel (6%)
60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
40 ul N, N, N”, N’- tetramethylethylendiaminu
400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NH,4),S,0g

Roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu (molekuldrni lepidlo)
1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu
3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

TBE pufr (zdsobni roztok 10x)
108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
55 g kyseliny borité H;BO3
40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
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4.6

- doplnit deionizovanou vodou na 1 1

Vyvojka
800 ml deionizované vody
24 g uhlic¢itanu sodného Na,CO;

- vychladit na teplotu nizsi nez 10 °C

- pred pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu a 160 upl 1% roztoku

thiosiranu sodného Na,S,05

Laboratorni vybaveni
Elektroforetickd komurka S2
Elektroforeticky zdroj EV232
Elektroforeticky zdroj ECPS 3000/150
Chladnicka kombinovana
Laboratorni vahy EK-200g
Magnetickd michacka RCTbasic
Mikropipeta Finnpipette 0,5 az 10 ul

(osmikandlova)
Mikropipety Finnpipette 0,3 ul az 1 ml
Mikropipety Nichipipet EX 0,5 ul az 1 ml
Minicentrifuga Spectrafuge Mini
Negatoskop NEGA1
SuSarna HS 1228
Termocyklér XP Thermal Cycler
Termocyklér PCT 100-96 VHB
Ttepacka Orbit 1900
Vortex MS2 Minishaker
Vyrobnik deionizované a ultracisté vody, typ 02

Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact

(Whatman Biometra)
(Consort)
(Pharmacia)
(Whirpool)

(AND)

(Ika)

(Labsystems)
(Labsystems)
(Nichiryo)

(Labnet)

(Maneko)

(Chirana)

(BIOER technology)
(BIOTECH)

(Labnet International)
(Ika)

(AquaOsmotic)
(Castel Mac)
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5 Vysledky
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6 Diskuze
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7 Zavér

Ve své bakalarské praci jsem se veénovala cross-species PCR amplifikaci
mikrosatelitovych lokust pelikdna afrického (Pelecanus rufescens) za vyuZziti primert
odvozenych od fylogeneticky blizce piibuznych druhti ptak.

Cross-species PCR amplifikaci DNA 6 neptibuznych jedinci pelikdna afrického
jsem testovala polymorfismus mikrosatelitovych lokusi za vyuziti primert, které
amplifikovaly polymorfni lokusy u alkounka drobného (Aethia pygmaea), ¢apa bilého
(Ciconia ciconia), fregatky obecné (Fregata minor), ibise japonského (Nipponia
nippon), kachny divoké (Anas platyrhynchos), kachnice lalo¢naté (Bizura lobata), kajky
moiské (Somateria mollissima), kolpika malého (Platalea minor), kormorana usatého
(Phalacrocorax auritus), kvakoSe nocniho (Nycticorax nycticorax), pelikana bilého
(Pelecanus onocrotalus), pizmovky velké (Cairina moschata), plamendka karibského
(Phoenicopterus ruber), plamendka rizového (Phoenicopterus roseus), potaplice ledni
(Gavia immer), tereje Cervenonohého (Sula sula), tereje guanového (Sula variegata),
tereje  modronohého (Sula nebouxii), tuchdka krouzkového (Pygoscelis adelidae)
a volavky Zlutozobé (Egretta eulophotes). Z celkového poctu 221 testovanych
mikrosatelitovych lokust bylo 27 polymorfnich. Primérnd cetnost alel byla 2,6. Tyto
mikrosatelitové lokusy by mohly byt vhodné pro vyuziti v analyzich piibuzenskych

vztaht mezi jedinci pelikédna afrického.
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8 Seznam pouzitych zkratek

A
AFLP

bp

C
dATP
dCTP
dGTP
DNA
dNTP
dTTP
EDTA
EPC
EPF
EPP

kb
LINE

PCR
RNA
rRNA
SINE
SSRs
STR

tRNA

VNTR

adenin

polymorfizmus délky amplifikovanych fragment (Amplified Fragment
Lenght Polymorphism)

par bazi (base pair)

cytozin

deoxyriboadenosin trifosfat

deoxyribocytydin trifosfat

deoxyriboguanidin trifosfat

deoxyribonukleova kyselina

deoxyribonukleosid trifosfat

deoxyribothymidin trifosfat

etylendiaminotetraoctova kyselina

mimopéarova kopulace (Extra-Pair Copulations)

mimopéarové oplozeni (Extra-Pair Fertilizations)

mimopdérova paternita (Extra-Pair Paternity)

guanin

kilobaze

dlouhé rozptylené repetice (Long Interspersed Nuclear Elements)
mega paru bazi

polymeréazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
ribonukleova kyselina

ribozomadlni ribonukleova kyselina

kratké rozptylené repetice (Short Interspersed Nuclear Elements)
oznaceni mikrosateliti (Simple Sequence Repeats)

oznaceni mikrosatelitii (Single tandem repeats)

thymin

teplota annealingu (Annealing Temperature)

transferova ribonukleovd kyselina

uracil

minisatelity (Variable Number of Tandem Repeats)
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