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SOUHRN

Ma bakal&ska prace se skladala ze dwasti. Prvnicasti bylo v podminkach
Laboratde popul&ni genetiky, Katedry buiiné biologie a genetiky, tRrodowdecké
fakulty, Univerzity Palackého v Olomouci &it a zoptimalizovat PCR amplifikaci 37
mikrosatelitovych lokus, navrzenych pro plamiéka 6Zzového Geracinet al. (2010),
na 6 jedincich, pochazejicich ze ZOO Liberec a 2D@r Kralové nad Labem. U 36
mikrosateliti byl potvrzen polymorfizmus. Jeden mikrosatelitovipkus byl
monomorfni. Pkmérny paiet alel na mikrosatelitovy lokus byl 4,3 acpb alel se
pohyboval od 2 do 8.

V druhé ¢asti jsem hledala nové mikrosatelitové lokusy, &tby bylo mozno
pouzit pro analyzu paternity u plaitéda tizového. AleS Drobek (2010) se ve své praci
téz zabyval hledanim primer které by amplifikovaly polymorfni mikrosatelitové
lokusy u plam#éka 6zového. Zjistil, Zecross-speciePCR amplifikace byla uggna u
fadi brodivi (Ciconiiformes) a veslonozi (Pelecanifosne/ mé bakal&ké praci jsem
na réj navazala a testovala primery, které byly publikoy az po dokafeni jeho prace.

Z celkového p&tu 47 primet jsem nalezla 5, které amplifikovaly polymorfni
mikrosatelitové lokusy. Ty jsem déle optimalizovataénou teplotyannealinguu PCR
a délky elektroforetické separaceurny paiet alel na mikrosatelitovy lokus byl 3,6

a paet alel od 2 do 7.



SUMMARY

My bachelor thesis consisted of two parts. Thet fpart was in term of
Population Genetics Laboratory, Department of Galogy and Genetics, Faculty of
Science, Palacky Univerzity in Olomouc, verify avgtimize the PCR amplification of
37 microsatellite loci designed for Greater Flamoingy Geraciet al (2010), to 6
individuals, originating from ZOO Liberec and ZOQni» Kralové nad Labem. For 36
microsatellites polymorphism was corfirmed. One nosatellite locus was
monomorphic. The average number of alelles per asatellite locus was 4.3 and
number of alleles ranged 2 to 8.

In the second part, | was looking for new microligééeloci, which could by
used for paternity analysis for Greater FlamingtesADrobek (2010) in his thesis also
dealt with the search of primers, which should afiepl polymorphic microsatellite loci
for Greater Flamingo. He found, thatoss-speciesamplification was successful in
Ciconiiformes and Pelecaniformes. In my bachelesit | was followed and tested the
primers, which were published after the completibhis study.

Of the 47 primers, | found 5 amplifying polymorptmacrosatellite loci. Those |
further optimized by changing trennealingtemperature for PCR and electrophoretic
separation lenght. The average number of allelesrperosatelite locus was 3.6 and

number of alleles ranged 2 to 7.
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1. UVOD

Mikrosatelity jsou kratké useky DNA s velikosti mat 1 — 6 pait bazi. Po genomu
jsou rovnondrné rozSteny. Jsou charakteristické vysokou n¢afarychlosti. Typicky je
pro ré vysoky stupg délkového polymorfizmu. Mikrosatelity secastni regulace
genové exprese. V séasné dob se hoji pouzivaji v laboratorni praxi, jelikoZ jsou
vysoce @innymi genetickymi markery. VyuZivaji se v popti&h studiich, p studiu
fylogenetické pibuznostici ur¢ovani paternity. Pro ziskani novych mikrosateliwvy
lokusi se vyuZivaji d¥ metody. Bd izolace mikrosatelii de novo s vyuZzitim
genomickych knihoven nebaross-speciesPCR amplifikace s vyuZitim primier
primarre navrzenych proifbuzné druhy.

Pro druh plamgak izovy (Phoenicopterus roseubylo navrzeno 37 parprimert,
jez amplifikovaly polymorfni mikrosatelitovy lokus.

Ve své bakal&ské praci se zabyvam optimalizaci podminek PCRelrefforetické
separace 37 paprimeri u 6 jediné ze ZOO Liberec a ZOO Dw Krélové nad Labem.
Dale hledanim vhodnych primerjenz by amplifikovaly polymorfni mikrosatelitové
lokusy u plam#&aka GZoveho, pochazejicich od fylogenetickyquznych drufi z radi
brodivi (Ciconiiformes) a veslonozi (Pelecaniformes



2. CILE PRACE

1. Shromazdit dostupné literarni zdroje a vypracoverdrni reSerSi na téma

bakal&ské prace.

2. Owtit polymorfizmus 37 mikrosatefit publikovanych pro druh plamék

razovy (Phoenicopterus roseysa Sesti jedincich tohoto druhu.

3. Provést PCR amplifikaci mikrosatelitovych lokus vyuZzitim cross-species
primeri, které jsou znamé od taxonomickkiuznych drubfy ptaki, za &elem

zZjisténi jejich polymorfizmu u plameka GZzového.

4. U zjistenych polymorfnich mikrosatetit provést optimalizaci paramétPCR
amplifikace a c¢asu separace PCR produktv denaturujicim 6%

polyakrylamidovém gelu za denattinéch podminek.



3. LITERARNI P REHLED

3.1.Ré&d plamaiaci

Rad plamééci (Phoenicopteriformes) je velmi starobyly sliwisni pozistatky
pochazejicimi z oligocénuriplizné pred 34 az 23 miliony let. five byly povaZzovany
za nejblizSi pibuznérady brodivi a vrubozobi (del Hoyat al, 1992), avSak nejn&jsi
Mayr, 2004).

Rad plamaéci zahrnuje pouze jednieled” plameiakoviti (Phoenicopteridae). Do
celedi setadi 3 rodyPhoeniconaias Phoenicoparrusa Phoenicopterus Do rodu
Phoeniconaias je fazen plam#gak maly Ehoeniconainas mindr do rodu
Phoenicoparrus druhy plaméak andsky Phoenicopparus andinisa plam#éak
jamesiv (Phoenicoparrus jamegi do roduPhoenicopterusdruhy plaméak rmizovy
(Phoenicopterus roseysgplameiak karibsky(Phoenicopteru rubgra plaméak chilsky
(Phoenicopterus chilengigAnonymous, 2003).

V ramci jednotlivych autdr se ale toto Zazeni do systému liSi. \Ekterych
systémech jsou druhk. ruber a P. chilensisspojeny do 1 druhu B. roseus pog.

povazovany za jeho poddruhy (Anonymous, 2007a).

Rad plameaci zahrnuje velké brodivé ptaky, ktese vyskytuji v nilkych, slanych
vodach, pofipact mohou obyvat i vody brakické (SvenssrGrant, 2004). Vyraznym
prvkem €la je dlouhy krk, ktery je v po#nu k &€lu nejdelSim v ramciitdy Aves Krk se
sklada ze 17 obrdtla je zakoten malou hlavou se zobdkem, zahnutym é€no
pravého uhlu. Tvarovany zobak je na ob&éstech pokryt tenkymi, rohovitymi
lamelami, jimiz je opd&en také jazyk (Gaisleet Zima, 2007). Tento tvar vznikl
dusledkem specifického #Apobu Zivota a ifijimani potravy. Na rozdil od ostatnich
zastup@ Aves se jejich zobak pohybuje of@. Zatimco u ostatnich je vrchiést
zobaku viceméh pevna a spodni se pohybuje, u plagkd je tomu obracen
(Bouchner, 1972).

Pt pfijimani potravy stoji ve vad s hlavou sklognou a horni strana zobaku
smetuje dofi. Nasavaji vodu s bahnem a procezuji potraaay( koryse, atd.) (Gaisler
et Zima, 2007). Zajimavosti také je, Ze diéda maji pi narozeni zobdk rovny
a k charakteristickému z#ikeni dochézi az v prvnich&sicich Zivota. Velikost jejich



téla se pohybuje v rozmezi 1-1,5 metru s hmotno&i-14,1 kilogrand. Maji velk&
slep& steva a rudimentérni penis (Gais&Zima, 2007). Plam#&ci jsou schopni urazit
za potravou velké vzdalenosti a to az 500 kilometr

Plamaiaci se vyznéuji dlouhymi korgetinami, které maji 3 prsty, spojené plovaci
blanou, palec je redukovan (GaiskerZima, 2007). Kidla byvaji dlouha a Sgata,
S rozg@tim az 1,6 metru.

Plamaiaci se zivi hlava korysi, jenz v&le obsahuji karotenoidy. Ty jsodiginou

razr¢ intenzivniho #iZovehoci oranZového zbarveni jedim¢Burnieet al, 2008).

Plameéci se samostatnvyskytuji velmi malo. \tSinou vytvé&eji kolonie o
n¢kolika stech az tisicich jedincich¢leré druhy jsou tazné, naplameak rizovy.
Jsou monogamra pary spolu vydrzi cely zivot. Pohlavni déigisti dosahuji plam#eci
ve &ku 4 - 6 let.

Hnizda si stagji v mélkych vodachéi na plochych bezich. Stavebnim materidlem
je zejména bahno s vodnimi rostlinami, které neéch@jhnout. Hnizdo je asi 30-40
centimetfi vysoké. Samice klade jedno vejce {gsou vzacnosti), ze kterého se ndlad
lihne po 30 az 32 dnech. O méédsk staraji oba rotk, kdy jej krmi tekutym vygskem
z volete. Biblizné po jednom tydnu mtata hnizdo opoudji a sdruzuji se do ,,Skolek".
Rodie své potomky rozeznavaji dle hlasu. 8éa se sama Zivitiplizné po osmi az
jedenacti tydnech po narozeni.

Plame&i&ci obyvaji oblasti v Evrafy Asii i Africe. VoIné v prirodé se nevyskytuji ve
vychodni Asii a Australii.

Voln¢ v prirode Zijici plameaiaci se dozivaji kolem 20 let, v zajetiibe totocislo

stoupnout az na 50 let.

3.1.1. Plameaiak rizovy (Phoenicopterus roseus)

Plamaak nizovy (obr. 1 a 2), je neftSim zastupcenieledi Phoenicopteridae.
Jeho zbarveni je nezanitelné od ostatnich. Jak samice, tak i samec t#lajirizow
zbarvené gervenymi Kidelnimi krovkami, ohragené ¢ernymi letkami. Zbarveni je
patrné jak za letu, tak ifpodpatinku. Zobak byva z velké€asti zbarvenyerverg
a charakteristickderna barva se objevuje jen na jeha@épi (Svenssoat Grant, 2004).

Dlouhé nohy maiji cel@izové, bezervenych kloub. Samice dosahuje mensSihodstu
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nez samec. V juvenilnim stadiu jsou Spiadili s kidly zbarvenymi do Sedokdé
barvy. Zobak je Sedy stejjako nohy.

Plamaak mizovy se doziva vysokéhatku. NejstarSi doloZeny zastupce se ve
volné @irodk dozil 33 let, v zajeti dokonce 44 let (Bureieal, 2008).

Plame&dék riZovy je charakteristicky $khotavymi zvuky, troubivymi tony i
hlubSim brdenim. Za letu drziéto ve zcela natazené poloze, kdy jsou nohy, trik i
v jedné linii (Svenssoat Grant, 2004).

Plameidk mizovy se v zoologickych zahradachCeské republice vyskytuje
zcela BZre, nag. v zoologické zahradv LeSné u Zlina bylo v roce 2009 22 s@nac24
samic. V roce 2009 bylo odchovano 6 dddé (Anonymous, 2009).

3.1.2. Zarazeni plamdidka riZzového Phoenicopterusroseus) do systému:

> Rise Animalia

» Podrise Eumetazoa

» Oddéleni Bilateria

» Pododdleni Deuterostomia

» Kmen Chordata

» Podkmen Vertebrata

» Nadtiida Tetrapoda

> Trida Aves

» Podtiida Ornithurae

» Nadrad Neognathae

> Rad Phoenicopteriformes
> Celed Phoenicopteridae
» Rod Phoenicopterus

» Druh Phoenicopterus roseus

Zdroj: Anonymous (2007b)
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Obr.1, 2: Zastupci druhu platiek nizovy ze ZOO v LeSné u Zlina.

3.2. Repetitivni DNA

Chromozomy eukaryot obsahuji mnohokrat se opaksigikvence DNA, které se
v haploidni sa8l chromozond mohou rkdy i milionkrat opakovat. DNA, obsahujici
takové opakované sekvence, se nazyva repetitipfedstavuje hlavni s@ast (15 — 80
%) eukaryotickych genoin(Snustadet Simmons, 2009). &Sina z této repetitivni DNA
nekoduje proteiny a Ize ji rozlit do dvou tymi na tandemové (satelity) a rozptylené
repetice (mobilni genetické elementy).

Prevaznou c¢ast repetitivni DNA tvéi sekvence, které nejsou uspdany
tandemov¥, ale jsou roz$eny po celém genomu (Albertt al, 1998). Mluvime o
transponovatelnych genetickych elementech, které nsghou vramci genomu
piemig’ovat z jednoho mista na jiné (SnustadSimmons, 2009). Délka Useku se
pohybuje v rozmezi sto az sto tisicp@azi. Kopie nejsou identické, nicn#éjsou si
velmi podobné. ¥tSinu rozptylenych repetic tybtranspozony. Transpozony se nikdy
nevyskytuji samostatna jejich pohyb se uskutguje pomoci transpozice, kdy je Usek
DNA vystépen a vloZzen do jiného mista v genomu. Diky trangpse mohou uité
geny rozptylit po celém genomu a dostat se tak @i, rkde se fedtim geny tohoto
typu nevyskytovaly. Transpozony mohou otilivat i genovou expresi snizenién
zvySenim produkce titého proteinu (Campbedit Reece, 2006).

Priblizn¢ jednu tetinu repetitivni DNA tvéi vysoce repetitivni kratké sekvence,

které vytvdeji série oblasti repetici DNA, znamé jako satelidNA (Alberts et al,
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1998). Tyto vysoce repetitivni sekvence nepodIlétrajiskripci (Snustadt Simmons,

2009). Jejich funkce neni zatim obj&sa. Shlukuji se i@vazi v oblasti centromer a
na koncich chromozoim V ramci stejného druhu se jednotli¢lenové od sebe
v piresném usp@dani satelitnich DNA velmi liSi (Albertst al, 1998).

Tandemové repetice t¥io po sol jdouci identické nebo té&#h identické
jednotky. Jelikoz se ovSem tyto repetice velmiriiaituji v délce jednotkyi celé
repetice, je velmi obtizné je klasifikovat. N&§i repetice, které se skladaji z relativn
dlouhych jednotek, nazyvame satelity (LiSk& al, 2006). Nukleotidové slozeni
tandemov¥ repetitivni DNA byva dostat@é odliSné od zbytku butné DNA, ¢imz
ziska odlisnou hustotu, coZz uniode jeji izolaci diferenni ultracentrifugaci. Pokud je
genomova DNA na8pena ped centrifugaci, rozidi se pak jednotlivé useky o podobné
délce do iiznych ¢asti centrifugéni zkumavky (Campbelet Reece, 2006). &Sina
DNA vytvori jednotny prouzek, ale fragmenty se signifik&ntdliSnym obsahem
CG/AT, zpisobenym naipklad rozsahlymi monotdénnimi repeticemi, fvomérg
intenzivni gidavné ,satelitni* prouzky (LiSket al, 2006). Velky podil z &né satelitni
DNA se vyskytuje na telomeraci centromerach, coz poukazuje na jeji zasadni ulohu
pro chromozomy (Campbelkt Reece, 2006). Z mnoha satilithachazejicich se
v oblasti centromer, t¥0 rodina alfa — satelitu (primarni jednotka 171 kgpéjme
funkéni jadro centromery, neboje vyznamna pro poskladani kinetochoréhdm
buré¢cného dleni, jelikoz se #které proteiny na alfa — satelit v centramevazi a
zahajuji tak sestaveni kinetochoru (Li&kaal, 2006).

Rada genetickych poruch je t®mbena abnormé&irdiouhymi Gseky tandemeév
repetitivnich nukleotidovych triplétuvnitt zasazeného genu. Mezi nejzrggnporuchy
pati syndrom fragilniho chromozomu X, kdy v normalniela genu, uvnit
5'negekladané vedouci oblasti gaeniho exonu, je triplet CGG opakovanlgizné
tiicetkrat. Pokud je ovSem gen pro fragilni chromoz¥ndegenerovan, opakuje se
stejny triplet sto az tisickrat a vyitdkiehké (fragilni) misto. VSechny z dosud
stanovenych poruch, spojenych s tripletovymi regeti, zasahuji nervovy systém a ve
vSech pipadech se pet opakovani zda bytripno unerny veku a zavaznosti nemoci
(Campbellet Reece, 2006). &na satelitni DNA se vyskytuje v ro#p sto tisic az
deset milioi bp, existuji ovSem i kratSi repetitivni DNA, kteozn&ujeme jako
délka deset az sto gabazi), v zavislosti na délce fragménfCampbellet Reece,
2006).
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3.2.1. Minisatelity

Pojmem minisatelity ozrajeme kratSi tandemoveé repetice o celkové velikosti
100 — 100 000 bp (Campbel#it Reece, 2006). Velikost opakujici se jednotky je
maximalre 50 bazi (Bennett, 2000). Vyskytuji se v subteldokgch oblastech
chromozond.

Minisatelitni  DNA mizeme rozdlit do dvou tym na telomerickou a
hypervariabilni (Bennett, 2000). Telomericka je kance telomer fjovana pomoci
telomerazy. Jeji funkci je chranit koncéeg@ degradaci a poskytnout ptesky pro
kompletni replikaci telomernich sekvenci. Obvyldey vysoce polymorfni co do §ta
opakovani jednotky repetice (mnoho alel v populakiypervariabilni minisatelitova
DNA byva také ozn&gvana jako VNTR neboli variable number of tandempesds (=
variabilni mnoZstvi tandemovych repetic). Sekvefm®u ovSem §liS dlouhé pro
amplifikaci polymerazovouetzovou reakci a proto se k jejich identifikaci poudi
metoda Southern blotting s naslednou hybridizacimeanbrag (LiSka et al, 2006).
Minisatelitni DNA se v sotasnosti vyuziva jako sonda pro multilokusovy DNA

fingerprinting.

3.2.2. Mikrosatelity

Mikrosatelitni DNA je sloZena z kratkych Usek jednotkou repetice o velikosti
1 — 6bazi. Vyskytuje se u prokaryot i eukaryaietre ¢lovéka a to jak v kédujici, tak
nekodujici oblasti (Zimat al, 2004). Mikrosatelity jsou v genomilovéka rozsfeny
vice mér rovnomerné. S rostouci velikosti repetitivni jednotky klesgigh celkovy
pocet (Bennett, 2000). Mikrosatelity jsou charakteclsd vysokou muténi rychlosti.

Mikrosatelity se, vzhledem K jejich struké&y nazyvaji 2 synonymnimi nazvy,
bud kratké tandemové repetice — STR (= short tandemeats) ¢i repetice
jednoduchych sekvenci — SSR (= simple sequencatggimaet al, 2004). Typicky
je vysoky stupe délkového polymorfizmu (Zanet al, 2002). Ten je pravgodobr
zpisoben zejména sklouznutim nukleotidovéliettzce (,replication slippage")
v pribéhu replikace.

Nejcastji se vyskytujicim motivem élovéka je sekvence poly(A)/poly(T). Ty
jsou ovSem velice nestabilniigolymerazovérettzové reakci, coz e zmsobit i

nemoznost stanovit velikost alel a tedy jejich rmdost pro poputai studie.
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NejfrekventovagjSimi motivy u ¢lovéka jsou dinukleotidové, zejména AC/TG. Dale
trinukleotidové (hlava AAT a CAG) a tetranukleotidové.

Mikrosatelity jsou v sokasnosti velmi vyuzZivané v laboratorni praxi diky
mnoha benefiim, zejména vysoké pramlivosti, jeZz z nich da vysoce dinné
genetické markery, dale vysokétnosti a fitomnosti v celém genomu, jednoduchosti
analyzy a diky spojeni s PCR i moZnosti studia davpmielych drulii organisni
(Zaneet al, 2004; Zimeet al., 2004).

V souwasnosti se hromaditklazy o zapojeni mikrosatalitv regulaci genové
exprese. Promotory, které obsahuji mikrosatelityn{krosatelity samotné), mohou
slouzit jako zesilovée. Naopak delece v oblasti mikrosatelitiiza vést k redukci
tvorby proteirii. Nékteré mikrosatelity téz vatadu specifickych reguéaich proteir.

Zmeéna v délce mikrosatelitnich sekvenctize zgisobit znény ve fyziologii ¢i
ontogenetickém vyvoji na Urovni organizrf@imaet al, 2002). U gkterych prokaryot
se mizeme setkat s pohotovostnimi (,contingency*) gemyto geny jim umo#uji
vyrovnat se s enviromentalnimi Zmami. Nap. bakterie Neisseria gonorhoeaena
piiblizné tucet gen, které ji umozni fekonat imunitni systém. Tyto geny koduji
proteiny vigjSi membrany a kazdy obsahuje nestabilni pentaatiéla/é repetice.
Zmeény v paitu kopii mikrosatelii zpisobi zménu ve ¢tecim ramci a geny se stanou
neaktivni, coz zfisobi, Ze v jedné generaci jsou aktivni pouZitaré geny. Geny se
piedavaji z generace na generaci &ninmse jejich aktivita. To umakje neustalou
zmeénu  antigenniho systému a moZznostekwnani imunitniho systému hostitele
(Bennett, 2000).

Nevyhodou mikrosatelit je nutnost izolovat jednotlivé lokusy pro rov
zkoumané druhyde novo diky umisgni mikrosatelii v nekddujicich oblastech
genomu, typickych vysokou sekvenci nukleotidovyshssituci (Zanest al, 2004). B
takové izolaci se vyuziva genomickych knihoven @enal., 2004). Jinou metodou pro
ziskani novych mikrosatelitovych lokugpro no¥ zkoumané druhy je amplifikace
mikrosatelitovych loku& pomocicross-specie®CR (Primmetet al, 1996). Produkty
PCR jsou naslednelektroforeticky separovany. Tato metoda je opiilaci de novo
levngjSi avSak méaxusgsna. Dalsi jejich nevyhodou je to, Zze primery pross-species
PCR amplifikaci nejsou univerzalni a nedaji se wyuyto Siroké spektrum drih
(Primmeret al, 2005).
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3.2.3. Analyza mikrosateliti pomoci PCR

Polymerazovaietzova reakce polymerase chain reactipnje jednoducha
technika, kterda umdaiije mnohonasobné zmnoZeni nukleotidové sekvence ,DNA
ohrantené d¢ma primery. Mnozstvi DNA v {vodnim vzorku niZze byt i extrémé
malé.

Princip PCR je zaloZen na replikaci nukleovych kysecoz je zakladni proces
Zivych organismi (Smardaet al, 2005). Podstatou PCR je cyklicky se opakujici
enzymova syntéza novydetzci vybranych Usek ds DNA ve smiru od 5°konce ke
3’konci a to progednictvim DNA polymerazy (Smardet al, 2005). Na peéatcich
pouzivani techniky PCRiptepelné degradaci DNA dochazelo i k degradacimADN
polymeraz a bylo je nutné dodavat opakavan kazdém cyklu. Proto byla zavedena
nova DNA polymeraza, izolovana z termofilnich gragativnich bakteriiThermus
aquaticus K jejiz denaturaci nedochazelo arti pySSich teplotach uzitychiipPCR.
Tato polymeraza ziskala nazev dle uvedené bakfEnermus aquaticus — Taq
polymeraza (Zimat al, 2004).

Charakteristickou vlastnosti DNA polymeraz je razpéni ss DNA jako matrice
(templat) a zarove navazani se na deoxyribonukleozidtrifostaty (dNTR)kud je na
jednaetzcovou DNA navazan kratky oligonukleotid (RN&A DNA primer), pak se
piislusna polymeraza navazésme za tento segment a s vyuZzZitim energie z vazeb
v trifosfatech (dNTP) katalyzuje syntézu komplendeniho nukleotidovéhdetézce
(Zima et al, 2004). Studovany nukleotidovy Usek je vymezerently primery
piipojenymi na protilehléetzce DNA tak, Ze jejich 3"’konce shuji proti sol.

Polymerazové&etzova reakce je proces, kdy se v zavislosti na teplakini
smesi pravidelg stida proces denaturace, nasednuti prineeprodluzovani primér
prostednictvim DNA-polymerazy a tostsinou 20 — 40x.

Zahrdtim ds DNA na teplotu ipsahujici 90 °C (obvykle 92 - 95 °C) se
denaturuje a fragmenty dvi@itzcové DNA disociuji na jednotlivéettzce (Zimaet
al.,, 2004) neboli dojde krozruSeni vodikovychastki v DNA a rozvolgni
dvouSroubovice. Vznikne tak ss DNA, na kterou moheounésledujicim kroku
nasednout primery. Pokud jsou oba primery véralsntsi pritomny ve velkém
mnozZstvi, budou s nimi po snizeni teploty na 49 °® jednotlivérettzce reasociovat.
Diky tomu, Ze jsou primery velmi kratké a ve velkémozstvi, nasednou na ss DNA

rychleji nez komplementérni vidkno, coz vede kekkréretimu, kdy pi teplot 72 °C
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(optimalni teplotaTaq polymerazy) jsou novéettzce syntetizovany podle matricové
sekvence. Matricova sekvence je nastettopirovana v &kolika po sob jdoucich
cyklech, kdy se v kazdém z nichged kopii zdvojnasobi, protoze vyteme fragmenty
slouzi dale jako matrice a @&t kopii DNA geometricky naésta (2, n = paet cykk).
Teoreticky bychom po 35 cyklech dostaff Ropii. V praxi je takovy vysledek oviem
nerealny, jelikoz se DNA polymeraza postéplegraduje. Nabizejici ségulpoklad, ze
¢im vice opakovani, tim lépe, nemusi byt vZzdy glalrejména v fipad vysokych
naroki na pesnost amplifikace¢i je-li amplifikovany segment dlouhy a
pravéEpodobnost chybného fazeni nukleotidu je vyssi (Zinet al, 2004).

Polymerazové&etzova reakce probiha vidaeni zvaném termocyklér, &mz
se teplota ni automaticky v naprogramovanyeasovych intervalech.

Pro PCR jsou jako zdroj DNAasto pouzivanytizné biologické materialy, nap
extrakty z krve, dini kultury mikroorganizri, buiky tk&iovych kultur, apod.
Vyslednym produktem PCR jsou amplikony — Useky gebwnukleové kyseliny
definované délky o velikosti desitek aZ tisfrarfi bazi (Smardat al, 2005).

3.2.3.1.Primery pro PCR

Zakladnim pedpokladem pro ugpnou PCR je spravna volba primagpii které
je treba drzet se titych pravidel. Velmi dlezita je délka jednotlivych primér Za
optimalni se povazuji primery dlouhé 17 az 25 bdyjimec¢né mize byt jejich délka az
80 bp. Pokud jsou ovSem primeryili dlouhé a nepurifikované, pet nespravé
zarazenych béazi do oligonukleotidu seize zvySovat. W¥Sinou vazgjsSi problémy
nenastanou, avsak ¥kierych problemati¢jSich gipadech mze dojit i k selhani PCR.
Za optimalni se obsah C a G bazi dopoja @iblizn¢ 50 — 60 % (Zimaet al, 2004).
Primery musi byt chemicky syntetizovany a protdZzem byt PCR pouZita jen pro
klonovani DNA, u které zname alesppacateini a konénou sekvenci (Campbedt
Reece, 2006).

Primery musi byt komplementarni ke znamym sekverahinantujicim oblast
z4mu, aby mohla byt ve zkumavce zahajena enzyk@atmplifikacetasti DNA mezi
témito sekvencemi (Snustadt Simmons, 2009). Primerova sekvence by &am
obsahovat repetitivni sekvence, pro vyleni pisednuti primeru ve vicetaznych
mistech zarove(Zimaet al., 2004).
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Forward i reverse primer by neétp byt komplementarni &€i soke navzéjem.
Mohla by pak vzniknout mezi nimi vazba, coz bff PCR mohlo zpsobit tvorbu
artefakfi. Zasadni pro f@ibéh celé reakce je, aby teplotaj piz primery nasedaji na

templat, byla pro oba primery obdobna (Zietal, 2004).

3.2.3.2. Elektroforeticka separace produki PCR

Produkty PCR jsou v sdasnosti nejastji hodnoceny formou elektroforetické
separace, kdy se zapeérmabité ionty pohybuji od anody ke katodlento pohyb
probih&a v pipact nukleovych kyselin v gelech, které mohou byt’bagarézové nebo
polyakrylamidové. Agardozove gely jsou vyuzivany geparaci #tSich segmeiit (cca
100 — 50 000 bp), zatimco gely polyakrylamidovégeZivaji pro separaci segmérd
maximalni délce 1000 bp. Obecplati, Zecim vétSi molekula, tim se v gelu pohybuje
pomaleji. Jednotlivé segmenty se takask od nejdelSich po nejkratsi. Pro vyhodnoceni
je ovSem pdeba je vizualizovat. V s@asnosti se ktomu vyuZivaji daptji
fluorescekni barviva (nap ethidium bromid) v fipact geli agar6zovychki dusicnan

stiibrny v giipadt geli polyakrylamidovych.

3.2.3.3. Problémy Bi analyze produktia PCR

Analyza PCR produktmize byt zkomplikovanai Uplné znemoZziina rékolika

faktory. Nefastji se jedna tzvstutterbandy, nulové alelyi alelovou homoplazii.

3.2.3.3.1. Stutter bandy

Stutterbandy jsoucastym jevem, vyskytujicim seaipanalyzach, vyuzivajicich
elektroforetické separace. Jedna se o bandy, ktenékolika kopiich doprovazeji band
hlavni a byvaji o 2 a vice nukleolickratSi (Walshet al, 1996). Nejastji vznikaji
v pribéhu replikace v dsledku sklouznuti DNA polymerazy (tzwlippage. Stutter
bandy jsou nepstji pozorovany u lokus s dinukleotidovou jednotkou repetice.
Nejcasgji se u nich vyskytujistutterbandy kratSi o 2 baze nez band hlavni, viditelné
jsou ovSem istutter bandy kratSi o 4 i 6 bazi. Diky tomuube byt interpretace
dinukleotidovych lokus komplikovana, zejména jedna-li se o vzorky DNAZ jeou

smesi ze 2¢i vice individui, popipact podobaji-li se alely stejného jedince velikosti.
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Nejlépe hodnotitelé jsou lokusy tetranukleotidovénich nalézdme pouze jedstutter
band, ktery je kratSi o 4 baze nez band hlavniha jatenzita nedosahuje ani 10%
intenzity hlavniho bandu. Diky tomu jsou tetranwkidové lokusy studovany jako
potencialni forenzni markery DNA (Walsh al, 1996). Dosud nebyly nalezeny zadné
metody, které by umozZnilgtutterbandy eliminovat, pouze se mohou vyuZit jiné druhy
DNA polymeraz, které alespaimozni snizit jejich mnoZzstvi v daném PCR produktu

3.2.3.3.2. Nulove alely

Dakin et Avice (2004) definuji nulové alely, jako alely, ktfenentizeme Usgsne
detekovat pomoci PCR amplifikace. Jejich vznik i&apuji bodové mutace
v oblastech, které obklopuji mikrosatelitovou selaie Tyto oblasti nazyvame téz
.flanking regions® Diky mutaci je primeru znemoZmo nasednout ndetézec
templatové DNA a dana alela se neamplifikuje (Daé&inAvice, 2004; Chapuist
Estoup, 2006). Nulové alely mohou vznikatdhbm PCR amplifikace, kdy primery
nasednou spra¥n avSak v pibéhu dojde ke sklouznuti (tvslippagg polymerazy
(Chapuiset Estoup, 2006).

Pokud se odligh amplifikuji alely liSici se délkourettzce, tak se diky
kompetitivni povaze PCR amplifikujit@dnost kratSi alely (Wattieret al, 1998).
V tomto gipadt pak u heterozygotniho jedinceibe dojit k tomu, Ze je detekovana jen
alela kratSi a jedinec se jevi jako homozygotnik{Pat Avice, 2004). Nulové alely,
které jsou zfpisobeny odliSnou amplifikaci, nazyvame téz jakoyal€st&éné nulové
(,partial nulls®), jelikoz je nizeme zviditelnit naip veétSim mnozstvim templatové
DNA, popripact nastavenim kontrastu (DakitAvice, 2004).

V souwasnosti jsou nulové alely detekovany pomocéifadovych program,
diky nimZ je mozno stanovit odchylku od Hardy — Whrgovy rovnovahy (Jonex
Arden, 2003). Musime ovSem nejprve vyiiibiologické faktory, diky kterym by doslo
také k naruseni Hardy — Weinbergovy rovnovahytnapbreegingti Wahlundiv efekt
(Dakin et Avice, 2004).

Mikrosatelity jsou hoja vyuzZivany pi paternitnich studiich. Spolehlivostip
uréeni paternity vSak fdZe byt naruSena praytitomnosti nulovych alel. Heterozygotni
rodi¢ s nulovou alelou je detekovan jako homozygotni belove alely a rize byt

nasledg z okruhu moznych biologickych diwylou¢en (Jonegt Arden, 2003).
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Detekce nulovych alel je velicallgZita @i populanich studiich. Nulové alely
mohou zfisobit, Ze pozorovana heterozygotnost klesa, nayzgéedpoklddanym
hodnotam, vykazujicich Hardy — Weinbergovu rovnavaNulové alely je mozno
detekovat pomoci sekvenace krajnich oblasti, dgtjkh se =z obou stran
mikrosatelitového lokusu u alel s podiezim na pitomnost nulové alely a porovnanim
vysledku se homologii sekvenci, u které se nulolda anevyskytuje (Chapuist
Estoup, 2006).

3.2.3.4. Homoplazie alel

Homoplazie je definovana jako zdanliva podobnostaskajici evoldni
odliSnost. Po strance molekularni se jedna o &thwpdliSné kopie jednoho lokusu jsou
identické co do sekvence, avsakpdem se lisi.

Vyskyt homoplazie je spojen se tgobem, jakym vznikaji nové mutace, a
rychlosti jejich vzniku (Angersgt al, 2000). Homoplazietpdstavuje velkouiekazku
pii tvorbeé fylogenetickych strorin

Angerset al (2000) rozdluji homoplazické alely na 2 skupiny¢kieré alely se
mohou shodovat v délce sekvence, avSak v motivivesele se liSi. Tento druh
homoplazickych alel ze byt detekovan pomoci sekvenace. V druh&pagt se alely
shoduji nejen délkou ale i motivem sekvence. Jgjietekce je mnohem sloggi a
prakticky se mohou ziskat jen studiem jiivé zdokumentovanych mutaci.

Celkow homoplazie nefedstavuje pro genetické analyzy Zadny signifikantni
problém. Estougt al (2002) publikovali ve své studii tvrzeni, Ze \éekira variability
mikrosatelitovych lokus vysokou nérou kompenzuje jejich homoplazickou evoluci. Za
piedpokladu, Ze by mira mutaci byla vysoka a jedsala velkou populaci s malou

velikosti alel, by homoplazie ovSem probléregstavovat mohla (Estogh al, 2002).

3.2.4. Mikrosatelity v ornitologii

V souwiasnosti se mikrosatelitgim dal vice vyuZivaji i fylogenetickych a
paternitnich studiich. VyuZzitim mikrosatélitv ornitologii se zabyvali Primmest al
(1996), ktéi provedli cross-specie?CR amplifikaci u 48 trznych druli ptaki, s
pouzitim primett odvozenych od lejsk&rnohlavéhoKicedula hypoleucpa viastovky

obecné [dirundo rusticg. Primmeret al (1996) v této studii uvedli skuteost, Zecim
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vétSi je fylogenetickd vzdalenost mezi jednotlivymiukly, tim je polymorfizmus
jednotlivych mikrosatelitovych lokus menSi. Diky tomu se mikrosatelity mohou
vyuZivat i fylogenetickych studiich.

Mikrosatelitové lokusy u plani@éka Gzoveho jiz studovali Geraet al (2010).
Ti izolovali 37 mikrosatelitovych lokus pro plaméaka 6Zzového. Poet alel se
pohyboval od 2 do 33, sipnérem 7,32 alel na mikrosatelitovy lokus.

Kapil et al (2010) se zabyvali studiem mikrosatelitovych lakuspiibuzného
druhu plamaaka karibského. Izolovali 9 mikrosatelitovych lokusPaet alel byl
v rozmezi od 3 do 14, sipnérem 8,56 alel na lokus.

Drobek se ve své bak#tké (2008) a nasledrdiplomové préci (2010) zatil
na hledani mikrosatelitovych lokiusi plaméaka fizového, pomocaiross-speciePCR,

s vyuzitim primelt odvozenych od fylogenetickyazné piibuznych radi. Celkem
testoval 284 pdr primeii, odvozenych od 26 zdrojovych dfyhze kterych ¥tSina
patila dofadi brodivi a veslonozi. Nalezl 29 gaprimert, amplifikujicich polymorfni
mikrosatelitové lokusy u druhu platiék nizovy. Tyto pary primer byly odvozeny od
druhi z fadi brodivi, dlouhokidli a veslonozi.

od druhe ztadu veslonozi. Usgnost amplifikace u nich byla 13,67 %. Z 18 tpar
primeri, odvozenych od druhu fregatka obecna, amplifikpvabolymorfni
mikrosatelitové lokusy u plaméka tizového 4 pary. Z 19 pamprimert, odvozenych
od pelikdna bilého a pelikana severoamerického lifikapaly polymorfni lokusy u
plameaidka GzZového 3. Dva byly primagnnavrzeny pro pelikdna bilého a jeden pro
pelikana severoamerického. U plataka fizového bylo testovano i 41 @aprimen,
primarre izolovanych pro tereje guanového, terefrvenonohého a tereje
modronohého. Ztoho ptu amplifikovaly u plamgaka 6GZzového 4 pary primér
polymorfni mikrosatelitové lokusy. 3 pochazely ateje modronohého, 1 od tereje
¢ervenonohého. Primery odvozené od tereje guanouwghplameéaka 6zového
neamplifikovaly Zadné polymorfni mikrosatelitoveé kisy. Z 39 péar primen,
odvozenych od kormorana galapazského, kormoranghsa kormorana velkého, 5
parti amplifikovalo polymorfni mikrosatelitové lokusy plameidka Gzového. 3
pochazely od kormorana galapazského, 1 od kormoudatého a 1 od kormorana
velkého.

Uspssnost amplifikace polymorfnich lokiusi druhii z ¥adu brodivi byla 8,75 %.

Ze 35 péh primer, primarré navrzenych pro volavku velkou a volavku Zlutozobou
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amplifikovalo polymorfni lokusy u plani@ka KiZového 5 par. 4 pochazely od volavky
Zlutozobé, 1 od volavky velké. U plaéka 6izového testoval Drobek (2010) 24 par
primeri, primarr® navrzenych pro ibisetinského. Ztohoto ptu amplifikovaly
polymorfni lokusy 2 pary. Z 15 parprimeti, odvozenych od nesyta lesniho,
amplifikoval polymorfni lokus u plantéka 6GZového pouze 1. Jeden par prifer
amplifikujici polymorfni lokus u plamgka fZového, byl nalezen i u 13 @dprimert,
puvodre izolovanych procapa bilého. Z 23 parprimer, izolovanych pro kolpika
malého, amplifikovaly polymorfni lokusy u platiéka 6zového 3 pary.

Drobek (2010) testoval na plaf@kovi tizovém 2 pary primér odvozenych od
alkounka drobného iAdu dlouhokidli. 1 par amplifikoval u plam&ka 6Hzového
polymorfni mikrosatelitovy lokus.

Do skupiny naprosto neu&mych cross-speciesliruhi Drobek (2010) zadil
kvakoSe noniho, koplika #Zového, kachnu divokou, kachnici lat@tou, kajku

morskou a pizmovku velkou.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Biologicky material

Biologicky material pedstavovala krev, odebrana jedint plameéaka
razového ze ZOO Liberec a ZOO inKralové nad Labem.

Krev byla odebrana jedim pomoci injekni stikacky z tarzalni zily. Objem
odebrané krve se pohyboval v rozmezi 50 - fiD0Dale se smichala s 1ml Queen’s
pufru (Seutiret al, 1991).

Genomicka DNA byla izolovdna vedoucim baksk& prace RNDr. Petrem
Nadvornikem, Ph.D. pomoci fenolchloroformové meiquigvzaté dle Maniatiset al
(1982), s upravami pro materialni a technické zazeaboratde populéni genetiky,
Katedry bugc¢né biologie a genetiky, iRodowdecké fakulty, Univerzity Palackého

v Olomouci.
4.2.Hledani vhodnych mikrosatelitovych markeni pro plameiidka riaZzoveého

Tato bakaléska prace je zatena na osteni a optimalizaci primér
navrzenych pro planiéka GZového, na 6 jedincich tohoto druhu, pochézejicieh
ZOO Liberec a ZOO Du Kralové nad Labem. Dale se z&mje na vyhledavani
novych pait primei, které by amplifikovaly polymorfni mikrosatelitoviokusy u
plameidka 6Zzového. Tyto primery byly navrzeny pro druhy iAdi brodivi

(Ciconiiformes) a veslonozi (Pelecaniformes).
V tabulce ¢.1 jsou znazorny tady a do nich pé#ti druhy, pro které byly

mikrosatelitové lokusy navrZzeny, mikrosatelitovékusy a autti, ktefi tyto

mikrosatelitové lokusy publikovali.
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Tabulka¢.1: Testované mikrosatelitove lokusy u Pladilea 6zoveho Phoenicopterus

roseus.

Zdrojovy druh

Mikrosatelitovy
lokus

Plamenaci
(Phoenicopteriformes)

Plamendk rizovy

(Phoenicopterus
roseus)

PrA2. PrA3, PrA9,
PrA102. PrAl03,
PrA104, PrAl0S,
PrA110. PrAlll.
PrAl13, PrBl1,
PrB2, PrB3.
PrB102, PrB10S.
Pri3110, PrC1,
PrC6, PrC12,
PrC107, PrC109,
PrC117, PrC122,
PrD3, PrD4, PrDs5,
PrD7. PrD9,
PrD10, PrD12.
PrD102, PrD105,
PrD108. PrD117,
PrD121. PrD126.
PrD139

Geraci ef al.
(2010)

Veslonozi
(Pelecaniformes)

Kormoran usaty
(Phalacrocorax
auritus)

DCCO1. DCCO2,
DCCO3, DCCO4,
DCCOS, DCCO6,
DCCO7. DCCOS,

Mercer et al.
(2010)

Kormordn
chocholaty
(Phalacrocorax
aristotelis)

Phaaril. Phaari2,
Phaari3. Phaarid,
Phaari5. Phaari6,
Phaari7. Phaari8,
Phaari9. Phaaril 1,
Phaaril2, Phaaril3.
Phaaril4, Phaaril 5,
Phaari16, Phaaril7

Barlow er
al. (2010)

Faeton Zlutozoby
(Phaethon
lepturus)

P3A3, P3A4, P3CI,

P3D7, P3F3, P3F5,
P3F7. P3G12,
P3H10. P4F2,
P4G1

Humeau et
al. (2010)

Brodivi
(Ciconiiformes)

Volavka
purpurova
(Fgretta
rufescens)

Er21. Er22, Er23.
Er24, Er31, Erdl,
Erd2. Erd3. Erd4.
Erd3. Erd6, ErSl

Hill et
Green
(2010)
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4.3. PCR amplifikace DNA

Pro PCR jsem nejprvetipravila reakni snes. SlozZeni reaki sntsi je uvedeno
v tabulcec.2, u jednotlivych objerinje paiitano s pipadnymi ztratamiip pipetovani.
Tabulkac¢.2: SloZzeni PCR reé&ki smési prepaiitané na 6 vzork

Objemy
[l

Slozky PCR smési

Deromzovana voda 419

Storage Buffer 10x 6,3

Roztok MgCI12 (25 mmol/l) 3.75

Roztok dNTPs (20 pmol/l) 0,65

Primery F a R (10 pmol/l) 3.1

aTag DNA polymeraza |

Vzorky reakni sn&si jsem pipetovala do 6 mikrozkumavekagmymi vzorky
genomické DNA. Po napipetovani vSech slozek deaknesi jsem mikrozkumavky
zvortexovala a centrifugovala. Kazda PCR reakcskkmlala z 9 PCR premixu a 1l
DNA (50 pug/ml).

Vzorky jsem umistila do termocykléru s nize uvederiasovym a teplotnim
profilem polymerazovéettzove reakce.

5 min: 94 °C
30 s: 94 °C
30 s: 50.55°C 35 cykla
30 s: 72 °C
7 min: 72°C

Zakladni teplotouannealinguu primefi, navrzenych pro plaméka Gzoveho,
bylo 55 °C. U primet protady brodivi a veslonozi byla zakladni teplatanealingu50
°C. Tato teplota byla nasletlin jednotlivych mikrosatelit upravovana v zavislosti na
vysledcich elektroforetické separace.
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4.4. Analyza PCR produkti

PCR produkty jsem analyzovala pomoci elektrofokéticseparace v 6%
polyakrylamidovém gelu za denattinéch podminek a zviditelnila pomoci AgNO
Separace probihala v elektroforetické kmoe S2 Whatman Biometra o ro&rach
pouzitych skel 333 x 418 mm, 333 x 392 mm a geldiowg’ce 0,4 mm.

1. Sklo s «tSimi rozméry jsem omyla deionizovanou vodoufela do sucha a
oSetila pripravkem pro odpuzovani vody po dobu 5 minut.

2. Sklo menSich rozami jsem omyla vodou s¢inym saponatem, oplachla
destilovanou vodou, o§da molekularnim lepidlem a nechala 5 mindspbit a
poté sklo omyla 4x 96% ethanolem.

3. Na wtsi sklo jsem floZila 2 spacery a od&nou plochou ddl piiklopila malé
sklo.

4. Obe skla jsem upevnila pomoci Klifps

5. Pripravila jsem si 6% polyakrylamidovy gel, slozen$@ ml 6% akrylamidu,
400 pl 10% peroxodisiranu amonného a 40 N, N, N°, N’-
tetramethylethylendiaminu. Vznikly roztok jsem aqmpt vlévala mezi
pripravena skla.

6. Do mista, kde delSi skloigsahovalo menSi a kde byly peégdpipetovany
vzorky, jsem vloZila obracenou stranaiehbinek a upevnila jej pomoci klips

7. Gel jsem nechala polymerizovat 1 hodinu.

8. Po ztuhnuti gelu jsem odstranila Klipsy, skikiadn® omyla, osusila, vlozila do
elektroforetické korirky mensim sklem dovrfit odstranila febinek. Katodovy
i anodovy prostor jsem vyplnila 0,5x TBE pufrem.

9. Gel jsem nechala 30 — 45 minut Kaht na teplotu 48 — 50 °Ciip90 W,
elektrickém proudu 150 mA a n&p3000 V.

10.Do produktu PCR jsem mezitintipipetovala 5ul nanaseciho pufru a nechala
v termocykléru denaturovat a posléze ihned viakildedové itiste, aby nedoslo
k renaturaci.

11.Do zakkatého gelu jsem po odpojeni od zdroje vilozitabinek tak, aby jeho

zoubky byly zarazeny cca 1 mm v gelu.
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12.Do mezer mezi jednotlivymi zoubky jsem naneslaul2vzorku. Poté ot
pripojila ke zdroji a nastavila zdroj na vykon 70 fektricky proud 150 mA a
napsti 3000 V.

13.Elektroforetickou separaci jsem nechala probiigd — 4 hodiny, dle
jednotlivych optimalizaci, pro co nejlepSi vizualiz polymorfizmu.

14.V pribéhu separace jsem sifighystala roztoky, slouzici pro vizualizaci
separovanych DNA fragmenttj. Fix/Stop roztok, 1% roztok kyseliny dusg,
1% roztok AgNQa vyvojku.

15.Po skowreni separace jsem vypustila pufr z katodasésti, vyjmula skla
s gelem, odstranila spaceryehinek a skla odtila pomoci noZe od sebe.

16.MenSsi sklo s gelem jsem vloZzila do misky a necipatanyvat po dobu 20 minut
na tepace (100 otéek/ minuta) ve Fix/Stop roztoku, ktery jsem po unpli
doby slila a uchovala pro dalSi pouziti.

17.Nésledr jsem sklo 3x promyla v deionizované ¥od/lozila do 1% roztoku
kyseliny dusiné a nechala promyvat 5 minut fiepgace (100 otéek/ minuta).

18.Po uplynuti 5 minut jsem roztok vylila, 4x oplachieionizovanou vodou,
vloZila do 1% roztoku AgN@smichaném s 1,2 ml formaldehydu a dala na
trepaku (100 otéek/ minuta). Poté jsem roztok slilagtplo zasobni nadoby.

19. Sklo jsem ponitila ha 5 — 10 sekund do deionizované vodgngsla narepaku
(100 ot&ek/ minuta) a vlozila do vychlazené vyvojky.

20.Pozorovala jsem vznik dych prouzk a ve chvili jejich dostat@é viditelnosti
pielila Fix/Stop roztokem, pro zastaveni reakce. Skigelem jsem vlozila na
n¢kolik minut do deionizované vody a naslédmechala 15 - 20 minut susitip
90 °C v susam

21.Ususeny gel jsem dale hodnotila s vedoucim békledgporace na negatoskopu.

22.Sklo s jiz nepdaebnym gelem bylo likvidovano vedoucim laborateloZzenim
na rékolik hodin do hydroxidu sodného (1 mol/l), ktergisobil odlepeni gelu
od skla. Gel byl vloZzen do toxického odpadu, skioyto a tim pipraveno

k dalSimu pouziti.
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4.5.Pouzité chemikalie

e Akrylamid (Serva)
e alragDNA polymeraza (5Ufl), M1241 (Promega)
* Bromfenolova moti (Serva)

+ Deionizovana voda

» Deoxyribonukleosidtrifosfaty (100 mmol/l, (Pronzgg
400ul kazdého), U1240

* Dusknan stibrny (Lachema)

* Ethanol — 96% roztok (Lihovar Vrbatky)

» Ethylendiamintetraoctan sodny (NEDTA) (Lachema)

* Ethylendiamintetraoctanova kyselina (EDTA) (Laclag@m

* Formaldehyd (Lachema)

e Formamid (Lachema)

* Hydroxid sodny (Lachema)

e Chlorid sodny (Lachema)

» Kyselina borita (Lachema)

» Kyselina dusina (65% roztok) (Lachema)

» Kyselina octova (ledova) (Lachema)

* 3-methakrylopropyltrimethoxysilan (Serva)

e Mocovina (Lachema)

* N, N’- methylenbisakrylamid (Serva)

* N, N, N’,N’- tertamethylethylendiamin (TEMED) (Sa)

* Peroxodisiran amonny (Serva)

* Rain Repelent — Clear Vue (Turtle wax Europe
(ptipravek odpuzujici vodu) B.V.)

e Thiosiran sodny (Lachema)

e Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)

e Uhli¢itan sodny (Lachema)

» Xylenova mod (Xylenocyanol FF) (AppliChem)
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4.6. Pouzité roztoky

» Akrylamid (6% zasobni roztok)
420 g m@oviny
484 ml deionizované vody
50 ml 10x TBE

* AgNQ; dustnan stibrny (0,1% zasobni roztok)
0,8 g AgNQ

800 ml deionizované vody

* Vyvojka
24 g uhlginatu sodného N&O;
800ml deionizované vody
pied pouzitim fidat 1,2 ml formaldehydu a 160 1% thiosiranu sodného &0

» Fix/Stop roztok
88 ml ledové kyseliny octové

800 ml deionizované vody

* NaOH hydroxid sodngl mol/l) (roztd)
40 g hydroxidu sodného
doplnit deionizovanou vodou do 1 |

*  HNO;kyselina duginé (1% roztok)
12 ml 65% kyseliny dugné

800 ml deionizované vody

* Nanaseci pufr
0,125 g bromfenolové meoel
0,125 g xylenové mad
25 ml deionizované vody

100 ml formamidu



* Peroxodisiran amonny (N)3S0g (10% roztok)
1 g (NHy)2S,0g rozpusti v 10 ml deionizované vody
uchovéavat ve 4001 zkumavkach p -20 °C

» Polyakrylamidovy gel (6%)
60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
40 ul N, N, N",N’- tertamethylethylendiaminu
400pul 10% roztoku peroxodisiranu amonného @¥S,0g

e Queen’s pufr
10 ml zasobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,8
2 ml zasobniho roztoku NaCl (5 mol/l)
2,92 g ethylendiaminotetraoctoveé kyseliny (EDTA)
10 g N-lauroylsakosinu
rozpustit v 900 ml deionizované vody
pH upravit na 7,5

doplnit deionizovanou vodou na 1 |

* Roztok 3 — methakrylopropyltrimethoxysilanu (moléki lepidlo)

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

3 ul 3 — methakrylopropyltrimethoxysilanu

» TBE pufr (zasobni roztok 10x)
108 g trishydroxymethylamonomethanu (Tris)
55 g kyseliny borité EBO3
40 ml roztoku NgEDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

doplnit deionizovanou vodou na 1l a zfiltrovat
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4.7.PouZzité laboratorni piistroje

» Elektroforeticky zdroj ECPS 3000/150 (Pharmacia)

» Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

e Chladntka kombinovana (Whirlpool)

* Laboratorni vahy max 620g +/- 0, 1 g Mark S (Bej&meering)

» Mikropipety Finnpipette 0,5 aZz 1@l (osmikandlova) a 0,3ul az 1 ml
(Labsystems)

» Mikropipety Nichpipet EX 0,5 az 1 ml (Nichiryo)

e Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific Ltd.)

* Negatoskop NEGA1 (Maneko)

» Sekvenani elektroforeticka korirka S2 (Whatman Biometra)

e SuSarna HS 122S (Chirana)

* Termocyklér PTC 100-96 VHB (MJ Research)

» Termocyklér XP Thermal Cycler (BIOER Technology)

» Tiepaka Orbit 1 900 (Labnet International)

e Vortex MS2 (lka)

* Vyrobnik deionizované a ult¢ssté vody typ 02 (AquaOsmaotic)

« Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)
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5. VYSLEDKY
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6. DISKUZE
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7. ZAVER

V této bakaléské prace jsem se zabyvalagohv diléimi ¢astmi. Prvnic¢asti bylo
v podmink&ch Laborate popul&ni genetiky, Katedry buné biologie a genetiky,
Prirodowdecké fakulty, Univerzity Palackého v Olomoucgtiva zoptimalizovat PCR
amplifikaci 37 mikrosatelitovych lokus navrzenych pro plaméka fiZzového Geracim
et al (2010), na 6 jedincich, pochazejicich ze ZOO tlgbea ZOO Dur Kralové nad
Labem. Z celkového @tu 37 mikrosatelitovych lokusjich 36 bylo polymorfnich,
pouze 1 lokus byl monomorfni.

Ve druhécasti jsem pomoctross-specie?CR amplifikace s vyuZzitim primir
primérre navrzenych pro amplifikaci polymorfnich mikrosétlych lokugi u druha
ztadi brodivi a veslonozi, hledala mikrosatelitové lokugZz by byly vhodné pro
determinaci paternity u jediicdruhu plam#ak rmizovy (Phoenicopterus roseys
Z celkového potu 47 pah primert jsem nasla 5 polymorfnich lokius pochazely od
druhi volavka purpurova Hgretta rufescens ztradu brodivi, faeton Zlutozoby
(Phaethon lepturys a kormordn chocholaty Phalacrocorax aristotelis ziadu
veslonozi.

Polymorfni lokusy, mnou nalezené, by mohly byt dalguzity pi studiu
determinace paternity a pro analyzibpzenskych vztahpro jedince druhu plamék

razovy.
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8. SEZNAM ZKRATEK

A adenin

bp par bazi (base pair)

C cytozin

DNA deoxyribonukleovy kyselina

dNTP deoxyribonukleozidtrifosfaty

ds DNA dvouvlaknovd DNA (double stranded DNA)

G guanin

PCR polymerazovéetzova reakce

ss DNA jednovldknova DNA (single stranded DNA)

SSR repetice jednoduchych sekvenci (simple seguepeats)

STR kratké tandemové repetice (short tandem rgpeat

T thymin

Ta teplotaannelingu

VNTR variabilni mnozZstvi tandemovych repetic (abfe number of tandem
repeats)
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