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Souhrn 

 Tato bakalářská práce se zaměřila na hledání polymorfních 

mikrosateli tových lokusů metodou cross-species PCR amplifikace u čápa simbila 

(Ciconia abdimii) pomocí párů primerů odvozených od zástupců z řádu veslonozí 

(Pelecaniformes) a plameňáci (Phoenicopteriformes). 

 V teoretické části mé bakalářské práce byla řešena témata: zařazení čápa 

simbila do systému, mikrosatelity odvozené z řádu plameňáci a veslonozí, 

tandemově repetitivní sekvence, zastoupení mikrosatelitův ptačím genomu a 

využití mikrosatelitní DNA. 

 V experimentální části se bakalářská práce zabývá hledáním polymorfních 

mikrosateli tních lokusů metodou cross-species PCR amplifikace pomocí 198 

párů primerů odvozených od zástupců z řádu plameňáci a veslonozí. Produkty 

PCR amplifikace byly následně podrobeny elektroforetické separaci 

v polyakrylamidovém gelu. Po vizualizaci byla u polymorfních mikrosateli tních 

lokusů optimalizována teplota annealingu a čas elektroforetické separace. Ze 

198 párů primerů, 24 amplifikovalo polymorfní mikrosatelitní lokusy. 10 párů 

primerů pocházelo od plameňáků a 14 od veslonohých.  
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Summary 

 This bachelor thesis is focused on f inding of polymorphic microsatellite loci 

by cross-species PCR amplification in the Abdim´s stork (Ciconia abdimii), using 

the primers derived from bird species of the order of Phoenicopteriformes and 

Pelecaniformes. 

 In the theoretic part of my bachelor thesis were described following topics: 

classification of Abdim´s stork, microsatellites derived from the odrer of 

Phoenicopteriformes and Pelecaniformes, tandem repeats, number of 

microsatelli te loci in the avian genome and the use of mi crosatellite DNA. 

 In the experimental part I was finding polymorphic microsatellite loci by 

cross-species PCR amplification using 198 pairs of primers derived from the 

order of Phoenicopteriformes and Pelecaniformes. Products of PCR amplification 

were separated by electrophoresis in polyacrylamide gel. Then I was optimizing 

temperatures of anneling and time of electrophoretical seperation.24 of 198 pairs 

of primersamplified polymorphic microsatellite loci. 10 pairs of primers were 

derived from Phoenicopteriformes and 10 were deri ved from Pelecaniformes. 
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Úvod 

Čáp simbil (Ciconia ambdimii) je široce rozšířený zástupce brodivých 

v Africe. Typická je pro něj migrace z jižní do severní Afriky na hnízdiště. Žije ve 

velkých skupinách, a to i v období rozmnožování. Sdržuje se v blízkosti lidských 

obydlí. Potravu hledá na zemědělské půdě i v přirozeném prostředí volné 

krajiny a bažinatých oblastí.  

U čápa simbila nebyly zatím vyvinuty druhově specifické primery pro 

amplifikaci mikrosatelitních lokusů. Tato bakalářská práce se zabývá hledáním 

polymorfních mikrosatelitních lokusů pro tento druh čápa pomocí cross- species 

PCR amplifikace s použitím již navržených primerů, které pocházejí od 

zástupců z řádu plameňáci (Phoenicopteriformes) a veslonozí 

(Pelecaniformes). 
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1 Cíle práce 

1) Shromáždit dostupné literární zdroje a vypracovat rešerši na téma 

bakalářské práce. 

 

2) Nalézt polymorfní mikrosatelitové lokusy pomocí cross-speciesPCR 

amplifikace u čápa simbila (Ciconia ambdimii), za použití párů primerů 

odvozených od zástupců z řádu plameňáci (Phoenicopteriformes) a 

veslonozí (Pelecaniformes). 

 
3) Zoptimalizovat podmínky PCR reakce a čas elektroforetické separace u 

polymorfních mikrosatelitových lokusů. 
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2 Současný stav řešené problematiky 

2.1 Charakteristika řádu brodiví 

Brodiví (Ciconiiformes)jsou řád středně velkých až velkých ptáků. Mají 

dlouhé nohy bez plovacích blán mezi prsty (Svensson etal., 1999). Mohou se 

brodit, pohybovat se v mělké vodě (Hanzák et Hudec, 1974). Vyznačují se 

dlouhým krkem a zobákem (Svensson etal., 1999). Jsou přizpůsobeni 

k získávání potravy z bažinatých biotopů. Dokáží výborně plachtit s využitím 

proudů, které vznikají oteplováním vzduchu nad pevninou. Hnízda stavějí 

jednotlivě nebo v koloniích, na stromech či v rákosinách. Mláďata jsou nidikolní. 

Líhnou se na nízkém stupni zárodečného vývoje a jsou zcela závislá na péči 

rodičů (Gaisler et Zima, 2007).  

Řád brodiví zahrnuje čeledi čápovití (Ciconiidae), člunozobcovi tí 

(Balaenicipidae), ibisovití (Threskiornithidae), kladivoušovití (Scopidae) a 

volavkovití (Ardeidae)(del Hoyo et al., 1992). Zástupci řádu brodiví obývají 

téměř celý svět kromě polárních oblastí (Hanzák et Hudec, 1974). Molekulární 

analýzy dokazují příbuznost některých zástupců brodivých s kondory (Avise et 

al., 1994; Burnie et al., 2008). 

2.2 Čeleď čápovití 

Do čeledi čápovití (Ciconiidae)náleží dva rody čápů (Ciconia a 

Ephippiorhynchus), jabiru (Jabiru), marabu (Leptoptilos),nesyt (Mycteria) a 

zejozob (Anastomus ) (Brownet al., 1992). Čápovití patří mezi největší ptáky 

z řádu brodivých. Od hlavy k ocasu měří až 1,5 m. Jejich nápadným znakem je 

dlouhý esovitý krk, který je za letu natažený. Na rozdíl od volavek, jejichž krk je 

za letu esovitě zakřiven (Burnie et al., 2008). Samci bývají obvykle větší než 

samice. Ve většině případů je barevnost opeření stejná u obou pohlaví (del 

Hoyo et al., 1992). 

Nemají téměř žádné hlasové projevy. Některé druhy chraplavě syčí či 

klapou zobákem (Hanzák et Hudec, 1974). Jejich syrinx (hlasové ústrojí) 

postrádá svaly, které umožňují tvořit zvuky (Alderton, 1995). 

Hnízda si stavějí z větví na skalách či na stromech, jednotlivě nebo 

v koloniích (Gosler et al., 1994). Některé druhy si zvykly na člověka a hnízdí 
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v přítomnosti jeho obydlí. Jejich potrava je živočišná. Živí se malými obratlovci, 

rybami, hmyzem a některé druhy i mršinami (Hanzák et Hudec, 1974) . 

 Čápovití jsou celosvětově rozšíření, kromě antarktických oblastí. Největší 

diverzity dosahují v tropech. Zástupci čeledi jsou přizpůsobeni svému prostředí. 

Avšak některé rody, nesyt (Mycteria) a zejozob (Anastomus) , jsou striktně 

omezeny na mokřady a potravu získávají pouze z vody. Zatímco zástupci 

ostatních rodů mohou žít v areálech s travnatými porostynebo řídkými lesy. 

Čápovití mají široká křídla přizpůsobená k plachtění. Jejich velká a 

objemná těla jsou silně přizpůsobená tomuto způsobu letu (del Hoyo et al., 

1992). Pták je nadnášen stoupajícími vzdušnými proudy, které vznikají nad 

prohřátými písky či pasekami, nebo p ři nárazech větru na svah či skálu (Hanzák 

et Hudec, 1974). Obvykle nelétají v pravidelných formacích, avšak v Brazílii 

bylo zaznamenáno , žečáp jihoamerický (Ciconia maguar i) létá pravidelně 

v klínové formaci (del Hoyo et al., 1992). 

Nemají téměř žádné přirozené nepřátele, díky své velikosti. Ohrožení pro 

ně představuje ubývání bažinatých porostů (Alderton, 1995). 

3.2.1. Čáp simbil 

Čáp simbil (Ciconia abdimii) je pták vysoký 75-81 cm a váží přibližně   1-

3 kg (del Hoyo et al., 1992). Svrchní strana těla je tmavá, spodní je bílá. Zobák 

je béžovo šedý. Na hlavě má modrou a červenou kůži. Narůžověle šedé nohy 

mají na běháku a chodidle kontrastní růžový pásek. Mladí jedinci jsou hnědí 

s červeným zobákem.  

 Čáp simbil je rozšířen na africkém kontinentu. V období dešťů hnízdí 

v severní Africe. Po období rozmnožování přelétá do jižní Afriky, až do Kapska 

(Gosler et al., 1994). Žije ve velkých skupinách, i v době rozmnožování. Hnízdní 

kolonie obvykle přesahuje dvacet čapích párů a bývá široce rozptýlená. Někdy se 

sdružuje i s jinými ptáky, s čápy marabu či pelikány, a hnízdí s nimi společně na 

stejném území. Usazuje se na stromech nebo útesech. Hnízda staví z větví a 

trávy, používá je i několik let. Materiál sbírá v blízkosti kolonie, občas jej krade 

z hnízd ostatních ptáků (Brown et al., 1992). Podobně jako čáp bílý (Ciconia 

ciconia) může stavět svá hnízda na střechách budov (del Hoyo et al., 1992). 
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Není plachý, potravu hledá v blízkosti lidských obydlí, na pastvinách či 

zemědělské půdě. Živí se kobylkami a cvrčky. Nepohrdnevšak ani malými 

obratlovci či měkkýši. Obvykle potravu hledá samostatně, poté se sdružuje 

k odpočinku a hřaduje. Vzácně se hejno čápů může vyskytovat u velkého roje 

hmyzu. Převažují-li vysoké teploty, létá vysoko ve vzduchu, až je ze země téměř 

nepozorovatel ný. Za letu dochází k termoregulaci a čáp se chladí (Brown et al., 

1992). 

 

 
Obrázek číslo 1: Dospělý jedinec čápa simbila. V zoologické zahradě ve Dvoře Králové 

nad Labem, fotografii poskytla Jana Myslivečková. 

2.3 Mikrosatelit y z řádu veslonozí 

 První izolované mikrosatelitní lokusy z řádu veslonozí pocházejí 

odkormorána velkého (Phalacrocorax carbo).Piertney et al. (1998) izolovali 

metodou de novo 7 mikrosateli tových lokusů u kormorána velkého. Primery 

navržené pro tyto mikrosatelitové lokusy byly testovány pomocí cross-

speciesPCR amplifikace na kormoránovi ušatém (P. auritus), kormoránovi 

modrookém (P. atriceps), kormoránovi chocholatém (P. aristotelis) a podruhu 

http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22


12 
 

kormorána velkého (P. c. novahollandiae). Mikrosatelitové lokusy po cross-

species PCR amplifikaci poskytly polymorfní produkt s 9 až 44 alelami. 

Dearborn et al. (2008) navrhli primery pro mikrosatelitové lokusy fregatky 

obecné (Fregata minor) s použitím genomické knihovny obohacené o 

mikrosateli ty. Primery byly navrženy pro 28 lokusů. Z těchto primerů jeden pár 

neamplifikoval, jeden poskytoval nerozeznatelný produkt, osm bylo 

monomorfních. 18 párů primerů bylo testováno na 23 příbuzných jedincích 

z jedné populace.Polymorfní mikrosateli tové lokusy obsahoval y 2 až 12 alel. 

Hickman et al. (2008) navrhli primery k 9 mikrosatelitových lokusům 

pelikánaseveroamerického (Pelecanus erythrorhynchos). Tyto páry primerů 

testovali na 23 jednicích pelikána severoamerického, polymorfní mikrosatelitové 

lokusy obsahovaly 3 až 8 alel. 

Kormorán galapážský (Phalacrocorax harrisi) je nelétavý zástupce 

veslonohých. Duffie et al. (2008) odebraliDNA pro izolaci mikrosatelitových 

lokusů z jedinců pocházejích ze dvou populací. Metodou de novo izolovali 

8 polymorfních mikrosatelitových lokusů a k nim navrhli primery. Polymorfní 

mikrosateli tové lokusy obsahovaly 3 až 9 alel. Duffie et al. (2009) testovali 

metodou cross-species PCR amplifikace primery odvozené od kormorána 

velkého (Phalacrocorax carbo), které navrhli Piertney et al. (1998), na populaci 

kormoránů galapážských. Testovaní jedinci pocházeli z devíti kolonií na 

Galapážských ostrovech. Pár primerůPcT1 odvozený od kormorána velkého 

amplifikoval polymorfní mikrosatelitový lokus u kormorána galapážského. 

De Ponte Machado et al. (2009) navrhli 10 párů primerů pro amplifikaci 

mikrosateli tových lokusů u pelikána bílého (Pelecanus onocrotalus ). Všech deset 

mikrosateli tových lokusů bylo polymorfních a obsahovaly 2 až 19 alel. 

Fike et al. (2009) navrhli primery pro amplifikaci 51 mikrosatelitových 

lokusů u kormorána ušatého (Phalacrocorax auritus). 46 párů primerů 

z původních 51 amplifikovalo mikrosatelitové lokusy. Tyto primery byly dále 

testovány a 24 amplifikovalo polymorfní mikrosatelitové lokusy, které obsahovaly 

2-14 alel. Mercer et al. (2010) izolovali dalších 8 mikrosatelitových lokusů u 

kormorána ušatého a navrhli  pro ně primery. Navržené primery testovali  metodou 
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cross-species PCR amplifikace na 60 nepříbuzných jedincích kormorána ušatého 

vybraných ze tří populací. Těchto osm párů primerů amplifikovalo polymorfní 

mikrosateli tové lokusy, počet alel se pohyboval od 2 do 17. Pomocí těchto 

primerů bylatesována cross-species PCR amplifikace u kormorána západního (P. 

penicillatus) a kormorána mořského (P. pelagicus).  

Faircloth et al. (2009) navrhli jako první primery pro tereje modronohého 

(Sula nebouxii) a testovali  je na 31 jedincích. 11 mikrosatelitových lokusů 

obsahovalo 3 až 22 alely. Taylor et al. (2010) izolovali u tereje modronohého 

6 mikrosatelitových lokusů a u tereje guánového (Sula variegata) 

9 mikrosatelitových lokusů. Pomocí těchto primerů testovali cross-species PCR 

amplifikaci na obou druzích terejů a zároveň i na tereji žlutonohém (Sula 

leucogaster ). Mikrosatelitní lokusy, které byly polymorfní, obsahovaly 2 až 10 alel 

u tereje modronohého,2 až 12 alel u tereje guánového a 3 až 10 alel u tereje 

žlutonohého. 

Morris-Pocock et al. (2010) izolovali a charakterizovali 15 polymorfních 

mikrosateli tových lokusů z tereje červenonohého (Sula sula). Počet alel se 

pohyboval  od 2 do 11. Tyto primery použili při cross-species PCR amplifikaci u 

tereje modronohého a guánového. U tereje modronohého amplifikovali 

4 polymorfní mikrosatelitové lokusy a u tereje guánového 5 polymorfních 

mikrosateli tových lokusů. 

Humeau et al. (2010) izolovali 11 mikrosatelitových lokusů z faetona 

žlutozobého (Phaethon lepturus) a navrhli k nim primery. Všechny 

mikrosateli tové lokusy byly polymorfní a obsahoval y 2 až 38 alel. 

Barlow et al. (2010) metodou de novo izolovali 10 polymorfních 

mikroselitních lokusů  u kormorána chocholatého (Phalacrocorax aristotelis) a 

navrhli k nim primery. Podmínky PCR reakce optimalizovali na osmi jedincích, 

následněpáry primerů testovali  na 20 jedincích. Polymorfní mikrosatelitové lokusy 

obsahovaly 2 až 15 alel. 

2.4 Mikrosatelit y z řádu plameňáci 

 Kapil(2005) se ve své práci zabýval nalezením mikrosateli tových markerů 

pro studium populací plameňáků v zajetí i ve volné přírodě. 
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Izoloval6 polymorfních mikrosateli tových lokusů u plameňáka karibského 

(Phoenicopterus ruber).  Metodou cross-species PCR amplifikace testoval tyto 

primery na plameňákovi růžovém (Phoenicopterus roseus). Polymorfní 

mikrosateli tové lokusy u plameňáka růžového měly vyšší počet alel než u 

plameňákakaribského.Výsledky ukazují vyšší genetickou diverzitu v populaci 

plameňáka růžového.  Autor se domnívá, že plameňák karibský je poddruhem 

plameňáka růžového pocházejícího z Afriky. Preston (2005) ve své disertační 

práci popsala dalších sedm polymorfních mikrosatelitových lokusů plameňáka 

karibského. Kapil et al. (2010)se snaží uveřejnit článek, do kterého vybrali devět 

mikrosateli tních lokusů plameňáka karibského, ze dvou předchozích disertačních 

prací.Uvádějí jejich charakteristiky získané testováním na 60 jedincích tohoto 

druhu. Amplifikované polymorfní mikrosatelitové lokusy poskyt ly 3 až 14 alel. 

Geraci et al. (2010) popsali a izolovali37 polymorfních mikrosateli tových 

lokusů u plameňáka růžového. K těmto mikrosateli tovým lokusům navrhli primery 

a testovali  je na vzorcích genomické DNA odebrané z 22 jedinců.Počet alel na 

lokusech se pohyboval  mezi 2 až 33.  

2.5 Repetitivní sekvence DNA 

Repetitivní DNA je nekódující DNA. Sekvence repetitivní DNA se 

v genomu vyskytují v mnoha kopiích, rozptýlené nebo v tandemu (Campbell et 

Reece, 2006). Rozlišují se čtyři hlavní skupiny rozptýlených repetitivních 

sekvencí. Dlouhé rozptýlené repetitivní sekvence LINEs (Long Interspersed 

Nuclear Elements), sekvence s dlouhými terminálními repeticemi LTRs (Long 

Terminal Repeats), DNA transpozony a krátké rozptýlené repetitivní sekvence 

SINEs (Short Interspersed Nuclear Elements) (Webster, 2002). LINEs jsou 

odvozeny z předchůdců podobných retrovirům. Nejznámější LINEs jsou LINE-1 

elementy, obsahující až 7 000 bp. LINE-1 obsahují gen pro reverzní 

transkriptázu. Většina těchto elementů je nefunkční, jejich sekvence je přerušena 

bodovými mutacemi (Snustad et Simmons, 2000). SINEs nejsou schopné 

autonomní replikace, na rozdíl od LINEs, LTRs a DNA transponovatelných 

elementů. SINEs se mohou replikovat pomocí jiných elementů, jsou to obvykle 

LINEs (Webster, 2002). LTRs obsahují terminální repetice, které ohraničují 

transponovatelný element a jsou nezbytné pro jeho replikaci (Webster, 2002). 
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Pro transponovatelný element je typický proces transpozice. Transponovatelný 

element se přemísťuje pomocí vlastního enzymu, transponázy (Campbell et al., 

2011). 

2.5.1 Tandemově repetitivní sekvence DNA 

Jednotky tandemových repeticí DNA jsou uspořádány za sebou a 

mnohokrát se opakují. Na určitém lokusu genomu může být umístěno několik 

stovek až tisíc stejných úseků DNA (Campbell et Reece, 2006) . 

Mezi hlavní typy tandemově repetitivní DNA patří satelity, minisatelity a 

mikrosateli ty. Satelitní DNA je tvořena dlouhými sériemi repetic. Každá repetice 

obsahuje až tisíce opakování, o velikosti 200 bp. Obvykle se nacházejí v oblasti 

centromer. Minisatelity se skládají z deseti  až sta repetic o 100 bp (Webster, 

2002). Mikrosatelity,nebo-li STRs (Short Tandem Repeats), se skládají z deseti 

až sta repetic. Opakující se jednotka obsahuje 1-5 bp (Bennet, 2000). Tóth et al. 

(2000) uvádějí, že opakující se jednotka může mít 1-6 bp. Mikrosatelity se hojně 

vyskytují v oblasti euchromatinu a jsou vysoce polymorfní (Bennet, 2000). 

Mikrosatelity se často nalézají v blízkosti rozptýlených repetitivních  elementů 

SINEs a LINEs. Například lidský Alu element, patřící k SINEs, obsahuje na 3´ 

konci poly(A) sekvenci, která tvoří strukturu podobnou mikrosatelitům (Ellegren, 

2004). 

2.5.2 Přehled mikrosatelitních repe tic 

Mezi nejhojnější mononukleotidové repetice v eukaryotických organizmech 

patří poly(A/T) sekvence. Nižší zastoupení mají poly(C/G) sekvence (Tóth et al., 

2000; Mukund et al., 2001). Poly(A/T) sekvence jsou nejvíce zastoupeny 

v intronových oblastech. Clarke et al. (2001) uvádějí, že čím delší je 

mononukleotidová sekvence, tím častěji dochází k chybám při její PCR 

amplifikaci. Přesnou délku repetice pro PCR amplifikaci poskytuje (T)9 sekvence. 

Sekvence (T)11 je maximální délka poly(T) repetice, jejíž produkt po PCR 

amplifikaci obsahuje 90% (T)11. Při amplifikaci repetic delších než (T)11 vznikají 

chyby častěji.  

Dinukleotidové repetice jsou nejfrekventovanější v intronech a 

itergenových oblastech. Nejméně se vyskytují v oblastech exonových. Obratlovci 
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a členovci mají největší zastoupení poly(AC) motivů (Tóth et al., 2000). Za nimi 

následují poly(AT) a poly(AG) sekvence. Poly(GC) motivy mají extrémě nízké 

zastoupení  ve většině organizmů (Mukund et al., 2001).  

 Mezi nejméně zastoupené trinukleotidové repetice náleží poly(ACG) a 

poly(ACT). Je patrné větší množství AGC repetic v exonech v porovnání s introny 

a intergenovými oblastmi. V intonech zcela chybí CCG repetice. V nesavčích 

genomech se trinukleotidové sekvence vyskytují častěji než tetranukleotidové. 

Některé trinukleotidové repetice jsou zodpovědné za rozvoj 

neurodegenerativních onemocnění. Jsou to Huntingtonova choroba či 

myotonická dystrofie (Sanjeeva et al., 1997). 

Hojnost tetranukleotidových repetic v obratlovčích intronech a 

intergenových oblastech je vyšší než počet trinukletidových repetic. 

Poly(AAAG)/(AAAT) jsou nejzastoupenější tetranukleotidové repetice v savčím 

genomu. 

Pentanukleotidové repetice se vyskytují se stejnou frekvencí jako 

trinukleotidové. 

Hexanukleotidové repetice se nejčastěji vyskytují v exonech. Nejběžnější 

hexanukleotidovou repeticí je poly(AACCCT) repetice v genomu obratlovců (Tóth 

et al., 2000). 

2.5.3 Zastoupení mikrosatelitů v ptačím genomu 

Ptačí genom je poměrně malý a obsahuje 15-20 % repetitivní DNA. Jeho 

velikost je, ve srovnání se savčím genomem, o polovinu menší (Gaisler et Zima, 

2007).  

Mikrosatelity se v ptačím genomu vyskytují průměrně každých 31 kb. 

Tento výskyt je nižší v porovnání s lidským genomem, kde se mikrosatelity 

vyskytují každých 6 kb. Obecně jsou mikrosatelity v ptačím genomu méně 

frekventované, než v savčím genomu (Primmer et al., 1997). To je zřejmě 

způsobeno menším množstvím nekódující DNA, která poskytuje mikrosatelitům 

příležitost k rozvoji. Mikrosatelity se často nacházejí v rozptýlených repetitivních 

elementech, SINEs a LINEs (Ellegren, 2004). Nedostatečná asociace SINEs a 
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LINEs může zdůvodňovat menší počet mikrosatelitů, v porovnání se savci, 

v jejichž genomu se tyto elementy nacházejí v těsné blízkosti. Savčí SINEs a 

LINEs obvykle končí poly(A) sekvencí vznikající při retrotranspozici. Ptačí 

rozptýlené elementy nejsou zakončené poly(A) sekvencí, která poskytuje 

materiál pro vznik různých typů repetic. I to může být důvodem malé hustoty 

mikrosateli tů v ptačím genomu (Primmer et al., 1997).  

2.5.4 Vznik mikrosateli tů 

Mikrosatelity mohou vznikat mutacemi, které mění délku mikrosatelitní 

repetice. Na délku repetice působí dvě protichůdné mutační síly. První prodlužuje 

mikrosateli tní repetice a ta může dosahnout libovolné délky. Druhá vytváří 

bodové mutace v dlouhých úsecích repetic a narušuje je (Ellegren, 2004). 

Další možností vzniku mikrosatelitů je sklouznutí DNA polymerázy. 

Chybné párování bází vede ke sklouznutí polymerázy během replikace (Ellegren, 

2004). K chybnému párování bází dochází při lokální denaturaci a přemístění 

řetězců dvoušroubovice DNA v místě, kde se nachází krátká tandemová repetice 

(Levinson et Gutman, 1987). Pokud chybné párování bází vytváří vlásenkovou 

strukturu na jednom řetězci DNA, další replikace vede k prodloužení nebo 

zkrácení repetice. Při replikaci DNApolymeráza v místě smyčky úsek nereplikuje. 

Pokud se smyčka vytvoří na templátovém vlákně DNA, vede jeho replikace ke 

zkrácení délky repetice (Ellegren, 2004). Následně, po replikaci či opravě 

chybného párování bází, může dojít k inzerci či deleci (Levinson et Gutman, 

1987). Mnoho těchto primárních mutací je opraveno reparačním systémem a 

pouze malá část těchto mutací vede ke vzniku mikrosatelitní sekvence (Ellegren, 

2004).  

Mikrosatelity mohou vznikat spontánně (de novo mikrosatellity) 

z unikátních sekvencí, nebo jejich přenesením pomocí transponovatel ných 

elementů (adoptované mikrosatelity). De novo mikrosatelity vznikají zřejmě 

z protomikrosatelitů. Předpokládalo se, že protomikrosatelity vznikají záměnou 

bází. Například záměnou guaninu za adenin (GACGCACG → GACACACG)  

v tomto řetězci vzniká protomikrosatelit, který je materiálem pro vznik nového 

mikrosateli tu. Novější hypotéza předpokládá vznik protomikrosatelitů pomocí 

inzercí či delecí (Buschiazzo et Gemmel, 2006). 
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2.6 Využití mikrosatelitní DNA 

Mikrosatelity mají široké využití díky svým charakteristickým vlastnostem. 

Hojně se vyskytují v eukaryotických genomech (Tóthet al., 2000; Mukund et al., 

2001) a jsou vysoce polymorfní (Bennet, 2000). Mikrosatelity patří mezi 

nejvariabilnější sekvence DNA. Polymorfizmus mikrosatelitů je odvozen hlavně 

z délkové variability, neboli délkového polymorfizmu, než z primární sekvence 

(Ellegren, 2004). Tyto vlastnosti je předurčily stát se ideálními genetickými 

markery, nejen v oblasti forenzní a lékařské genetiky (Bennet, 2000), ale i při 

studiu evolučních vztahů různých druhů organizmů, například u ptáků (Hackett et 

al., 2008). Lze je snadno analyzovat pomocí PCR s použitím primerů, které jsou 

komplementární k unikátním sekvencím, které navazují z obou stran na sekvenci 

mikrosateli tů (Lagercrantz et al., 1993). 

Mikrosatelitové lokusy lze izolovat de novo pomocí DNA knihoven. 

Genomická DNA je štípána restrikčními enzymy. Fragmenty jsou následně 

třízeny podle velikosti. Požadované fragmenty jsou vloženy do plazmidového 

vektoru. Po transformaci bakteriálních buněk jsou získány  tisíce klonů, ve kterých 

pomocí sond komplementárních k repetitivním sekvencím, jsou vyhledány 

pozitivní klony, které obsahují požadovaný mikrosateli tový lokus. K takto 

vybraným mikrosatelitům jsou poté navrženy primery pro PCR amplifikaci. Tato 

metoda je časově náročná a drahá (Zahne, 2002). Další možností získání 

použitelných primerů, pro studium fylogenetických vztahů ptáků, je použití již 

připravených primerů při cross-species PCR mikrosateli tové amplifikaci. 

 

2.7 Cross-species PCR mikrosatelitová amplifikace 

Nové mikrosatelitové primery je možné získat bez vývoje specifických 

primerů pro každý studovaný druh. Nejůčinější metodou jejich získání je cross- 

species PCR amplifikace (Galbusera et al., 2000). Mikrosatelitové primery 

izolované z různých druhů ptáků amplifikují odpovídající mikrosatelitové lokusy u 

blízce příbuzných druhů (Primmer et al., 1996). Galbusera et al. (2000) ve své 

práci testovali 40 mikrosatelitových primerů od rozdílných druhů ptáků z řádu 

pěvci na 13 druzích z tohoto řádu. Vytvořili 520 kombinací primerů a testovaných 
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druhů pěvců. 410 kombinací úspěšně amplifikovalo a ve 158 případech objevili 

polymorfizmus. Pravděpodobnost nalezení polymorfizmu klesá s fylogenetickou 

vzdáleností. S fylogenetickou vzdáleností se snižuje příbuznost druhů. Primmer 

et al. (1996) testovali primery odvozené od mikrosateli tových lokusů vlaštovky 

obecné (Hirundo rustica) a lejska černohlavého (Ficedula hypoleuca) na 48 

ptačích druzích. Primery odvozené z mikrosatelitových lokusů vlaštovky obecné 

a lejska černohlavého amplifikovaly i u ptáků, kteří podle klasické taxonomie 

nepatří mezi pěvce. Mezi testované druhy, u kterých byly amplifikované 

mikrosateli tové lokusy polymorfní, patří buřňák šedý (Calonectr is diomedea ), 

kondor havranovitý (Coragyps atratus), ostříž jižní (Falco eleonorae), strakapoud 

bělohřbetý (Dendrocopus leucotos),tetřívek pelyňkový (Centrocercus 

urophasianus),tučňák kroužkový (Pygoscelis adeliae) avlha pestrá (Merops 

apiaster).Studie ukázala, že tyto primery odvozené od vlaštovky obecné mohou 

amplifikovat polymorfní lokusy u vzdálenějších ptačích linií.  

2.7.1 Polymerázová řetězová reakce 

Polymerázová řetězová reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR) je 

technika umožňující in vitro amplifikaci specifického úseku DNA (Zima et al., 

2004). Požadované sekvence DNA lze během několika hodin amplifikovat až 

milionkrát.  

Aby bylo možné PCR amplifikaci provést, je nutné mít krátké nukleotidové 

sekvence ohraničující studovaný úsek DNA. Tyto úseky jsou nazývány primery. 

Pro PCR je potřeba roztok, který po napipetování obsahuj e kromě DNA templátu, 

směs čtyř deoxyribonukleozidtrifosfátů (dNTP), dvojici primerů,Taq DNA 

polymerázu, roztok MgCl2, pufr a destilovanou vodu.  

Aby PCR proběhlajsou potřeba dva primery komplementární k sekvencím 

určeným k amplifikaci. Dvouřetězcová DNA je zahřáta na vysokou teplotu, 

obvykle na 94°C, a dojde k její denaturaci. Primery nasedají na jednořetězcovou 

DNA, sloužící jako templát. Jejich připojení (annealing) na templátové vlákno 

DNA závisí na teplotě. Annealing je nejdůležitější krok, na kterém závisí celý 

průběh PCR. Teplota se pohybuje mezi 45-60°C (Zima et al., 2004). Následně se 

připojuje DNA polymeráza. Obvykle to bývá Taq DNA polymeráza, izolovaná 

z termofilní bakterie Thermus aquaticus. Její důležitou vlastností j e termostabilita, 
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zůstává aktivní i po denaturačních krocích (Snustad et Simmons, 2000). 

V posledním kroku TaqDNApolymeráza připojí první deoxyribonukleozidtrifosfát 

na primer, který je již navázán na templátový řetězec. Následuje syntéza nového 

řetězce probíhající při teplotě 72°C. V dalších cyklech slouží nově 

nasyntetizovaný úsek DNA jako templát a po každém cyklu se počet 

syntetizovaného úseku DNA zdvojnásobí(Zima et al., 2004). 

2.7.2 Problémy při PCR reakci 

 Murray et al. (1993) zjistili, že při PCR amplifikaci sekvence DNA 

obsahující krátkou repetici, například dinukleotidovou repetici CA, dochází ke 

tvorbě stutter neboli shadow bandů v gelu při elektroforetické separaci. Příčinou 

je záměna jedné dinukleotidové sekvence za druhou, například záměna TA 

sekvence za CA sekvenci. Další možností pro tvorbu stutter bandů během PCR 

amplifikace je sklouznutí DNA polymerázy. To vede ke tvorbě vedlejších 

produktů, které jsou obvykle o jeden až dva nukleotidy kratší než alela, která byla 

amplifikována. 

 Vliv na čistotu produktu PCR reakce má i teplota annealingu (Ta). Je to 

teplota, p ři které jsou připojovány pr imery na templátovou DNA. Pokud je Ta příliš 

nízká tak se v gelu po elektroforetické separaci PCR produktů mohou 

objevitsttuter bandy. Zvyšováním Tase omezí jejich vznik, a bandy jsou v gelu po 

elektroforéze lépe hodnotitelné(Rychlik et al., 1990). 

2.8 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu 

Produkty PCR reakce se rozdělují pomocí gelové elektroforézy. Při 

elektroforéze dochází k separaci nukleových kyselin v elektrickém poli. Nukleové 

kyseliny migrují směrem k anodě, díky negativnímu náboji (Šmarda et al., 2005). 

Separace je založena na schopnosti molekul s elektrickým nábojem pohybovat 

se v gelu podle své molekulové hmotnosti . Čím je fragment delší, tím se v gelu 

pohybuje pomaleji. Menší úseky nukleových kyselin se pohybují rychleji (Zima et 

al., 2004). 

Polyakrylamidové gely vznikají polymerací dvou monomerů, akrylamidu a 

N, N´-metylenbisakrylamidu. Koncentrace monomerů určuje velikost pórů. Čím je 

koncentrace akrylamidu větší, tím jsou póry v gelu menší. Póry jsou nejmenší při 
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koncentraci 5%N,N´-metylenbisakrylamidu. Nevýhodou elektroforézy 

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

detekci molekul DNA separovaných v polyakrylamidovém gelu se používá 

barvení stříbrem (Šmarda et al., 2005). 
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3 Materiál a metody 

3.1 Biologický materiál 

 Ve své bakalářské práci jsem pracovala s DNA šesti jedinců čápa simbila 

(Cicconia abdimii), kteří pocházeli ze zoologické zahrady ve Dvoře Králové nad 

Labem. DNA byla izolována z krve šesti nepříbuzných jedinců fenol-

chloroformovou extrakcí.Izolovaná DNA byla uchovávána v TE pufru zmražená v 

-20 °C. 

3.2 Použité primery 

 Ve své bakal ářské práci jsem testovala cross-species PCR amplifikací 198 

párů primerů. Z nichž je 44 odvozeno od zástupců z řádu plameňáci a 154 od 

zástupců zřádu veslonozí.Testované primery jsou shrnuty v tabulce číslo 1. 

Tabulka číslo 1: Přehled testovaných mikrosatelitových lokusů. Jednotlivé sloupce 

tabulky uvádějí řád a druh ptáka, ze kterého byl odvozen mikrosatelitový lokus,název 

testovaného mikrosatelitového lokusu a následně autora článku, ve kterém byl 

mikrosatelitový lokus popsán. 

Řád Zdrojový druh Testované lokusy Autor 

Pl
am

eň
ác

i 
(P

ho
en

ic
op

te
ifo

rm
es

) 

Plameňák karibský 
(Phoenicopterus ruber 

ruber) 

Pruµ 1, Pruµ2, Pruµ3, Pruµ 4, Pruµ 6, 
Pruµ 7, Pruµ 8, Pruµ 9 

Kapil et 
al., 2010 

Pruµ 13 Preston, 
2005 

Plameňák růžový 
(Phoenicopterus roseus) 

PrA2, PrA3, PrA9, PrA102, PrA103, 
PrA104, PrA105, PrA110, PrA111, 
PrA113, PrB3, PrB102, PrB105, 
PrB110, PrC1, PrC6, PrC12, PrC101, 
PrC109, PrC117, PrC122, PrD3, PrD4, 
PrD5, PrD7, PrD9, PrD10, PrD12, 
PrD102, PrD105, PrD108, PrD117, 
PrD121, PrD126, PrD139 

Geraci et 
al., 2010 

Ve
sl

on
oz

í 
(P

el
ec

an
ifo

rm
es

) 

Fregatka obecná 
(Fregata minor) 

Fmin01, Fmin02, Fmin03, Fmin04, 
Fmin05, Fmin06, Fmin07, Fmin08, 
Fmin09, Fmin10, Fmin11, Fmin12, 
Fmin13, Fmin14, Fmin15, Fmin16, 
Fmin17, Fmin18 

Dearborn 
et al., 
2008 

Kormorán galapážský 
(Phalacrocorax harrisi) 

PhB2, PhB4, PhB11, PhC11, PhD11, 
PhF12, PhG8, PhG12 

Duffie et 
al., 2008 
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Tabulka číslo 1: Pokračování 1. 

 
Řád Zdrojový druh Testované lokusy Autor 

Ve
sl

on
oz

í (
Pe

le
ca

ni
fo

rm
es

) 

Kormorán chocholatý 
(Phalacrocorax aristotelis) 

Phaari01, Phaari02, Phaari03, 
Phaari04, Phaari05, Phaari06, 
Phaari07, Phaari08, Phaari09, 
Phaari10, Phaari11, Phaari12, 
Phaari13, Phaari14, Phaari15, 
Phaari16, Phaari17 

Barlow 
et al., 
2010 

Kormorán ušatý 
(Phalacrocorax auritus) 

Dcoo-01, Dcoo-02, Dcoo-03, Dcoo-05, 
Dcoo-06, Dcoo-07, Dcoo-08 

Mercer 
et al., 
2010 

COR 01, COR 03, COR 05, COR 06, 
COR 07, COR 12, COR 15, COR 17, 
COR 19, COR 20, COR 21, COR 22, 
COR 23, COR 26, COR 28, COR 30, 
COR 31, COR 35, COR 38, COR 40, 
COR 41, COR 43, COR 45, COR 47 

Fike et 
al., 2009 

Kormorán velký 
(Phalacrocorax carbo) 

PcD2, PcD4, PcD5, PcD6, PcT1, 
PcT3, PcT4 

Piertney 
et al., 
1998 

Pelikán bílý  
(Pelecanus onocrotalus) 

PEL086, PEL149, PEL175, PEL185, 
PEL188, PEL190, PEL221, PEL 226, 
PEL207, PEL265, PEL304 

De 
Ponte 

Machado 
et al., 
2008 

Pelikán severoamerický 
(Pelecanus 

erythrorhynchos) 

Per01, Per02, Per03, Per04, Per05, 
Per06, Per07, Per08, Per09 

Hickman 
et al., 
2008 

Terej guánový  
(Sula variegata) 

Sv2A-2, Sv2A-26, Sv2A-45, Sv2A-47, 
Sv2A-50, Sv2A-53, Sv2A-152, Sv2B-
27, Sv2B-138 

Taylor et 
al., 2010 

Terej modronohý  
(Sula nebouxii) 

Boob-RM2-F07, Boob-RM3-D07,  
Boob-RM3-F11, Boob-RM4-A08, 
Boob-RM4-B03, Boob-RM4-C03, 
Boob-RM4-D07, Boob-RM4-E03, 
Boob-RM4-E10, Boob-RM4-F11, 
Boob-RM4-G03 

Faircloth 
et al., 
2009 

Sn2A-36, Sn2A-90, Sn2A-123, Sn2B-
68, 
Sn2B-83, Sn2B-100 

Taylor et 
al., 2010 

Terej červenonohý 
(Sula sula) 

Ss1b-16, Ss1b-51, Ss1b-57, Ss1b-98, 
Ss1b-106, Ss1b-142, Ss2b-2, Ss2b-35, 
Ss2b-48, Ss2b-71, Ss2b-88, Ss2b-92, 
Ss2b-110, Ss2b-138, Ss2b-153 

Morris-
Pocock 
et al., 
2010 

Faeton žlutozobý 
(Phaethon lepturus) 

P3A3, P3D7, P3C1, P4F2, P3F3, 
P3F5, P3A4, P3G12, P3F7, P4G1, 
P3H10 

Humeau 
et al., 
2010 
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3.3 PCR amplifikace mikrosatelitní DNA a elektroforetická s eparace 

 Do 0,2ml mikrozkumavek byl napipetován 1 µl DNA o koncentraci 10-50 

µg/ml a 9 µl PCR mixu. PCR mix byl připraven pipetováním jednotlivých složek 

podle tabulky 2. 

 Reakce probíhala v termocykléru podle následujícího časového a 

teplotního profilu: 

1. 5 min  94 °C 
2. 30s 94 °C 

 30s 50 °C               35 cyklů 
 30s  72 °C 

3. 7min  72 °C 

 Aby byly produkty PCR amplifikace po elektroforetické separaci dobře 

hodnotitelné, byly optimalizovány podmínky PCR reakce zvýšením či snížením 

teploty annealingu a byl upraven čas elektroforetického dělení. Teplota 50 °C 

byla zvolena jako základní teplota annealingu primerů. Pokud byl produkt PCR 

reakce po elektroforetické separaci slabě viditelný, byla teplota annealingu 

sížena z 50°C na 48 či 46°C. Pokud byl  produkt po elektroforetické separaci silně 

viditelný a bandy nerozeznatelné, byla teplota annealingu zvyšována nad 50°C. 

Základní čas separace byl 90 minut. Pokud byly bandy příliš blízko a nebylo 

možné zjistit počet alel, byl prodloužen čas separace na 2-4 hodiny. 

Tabulka číslo 2: Složení PCR mixu pro šest vzorků. 

Složky PCR mixu Koncentrace 
zásobního roztoku 

Objem [µl] 

Deionizovaná voda  43,9 

Storage buffer  10x 6,7 

Roztok MgCl2 25 mmol/l 4,1 

Roztok dNTPs  20 µmol/l 0,8 

Primer F  10 µmol/l 3,3 

Primer R 10 µmol/l 3,3 

Taq DNA polymeráza   1 U/µl 1,5 
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3.4 Elektroforéza PCR produktův polyakrylamidovém gelu 

 Tento postup byl optimalizován pro použití vyhřívané sekvenační 

elektroforetické komůrky S2 Whatman Biometra, a rozměry skel 330 x 390 mm a 

330 x 420 mm a tl oušťkou gelu 0,4 mm. 

Příprava skel: 

1) Obě skla důkladně omýt vodou se saponátem a vydrhnout kartáčem. 

Následně opláchnout deionizovanou vodou, osušit, dvakrát omýt 96% ethanolem 

a osušit papírovým ručníkem. 

2) Větší sklo ošetřit na ploše, která se bude dotýkat gelu, přípravkem pro 

odpuzování  vody ze skel automobilů (Clear Vue Rain Reppelent). Přípravek 

rozetřít papírovým ubrouskem a nechat 5 minut zaschnout, pak opláchnout 

deionizovanou vodou a osu šit papírovým ručníkem. 

3) Menší sklo ošetřit na ploše, která se bude dotýkat gelu, 1 ml roztoku 0,5% 

kyseliny octové v 96% ethanol u s 3 µl3-methakryloxypropyltrimethoxysi-lanu. Ten 

rozetřít papírovým ubrouskem a nechat 5 minut zaschnout. Pak čtyřikrát omýt 

96% ethanolem. 

4)  Na ošetřenou plochu většího skla umístit po stranách 0,4 mm silné 

spacery. Na ně položit menší sklo ošetřenou plochou dolů. Gumy spaceru přiložit 

k menšímu sklu, aby se jej těsně dotýkaly. Skla na každé straně sepnout dvěma 

klipsy. 

5)  Dobře promíchaný roztok polyakrylamidu lít z kádinky mezi skla. Vsunout 

hřebínek mezi skla, sepnout čtyřmi klipsami a nechat 1 hodinu polymerizovat. 

Skla poté důkladně umýt od zbytků gelu a osušit. 

Příprava elektroforetické komůrky: 

1) Omyté a osušené sklo upevnit pomocí šroubovacích úchytů do 

elektroforetické komůrky. Kratší sklo umístit k hliníkové desce elektroforetické 

komůrky. Upevni t pomocí šroubovacích úchyt ů.  

2) Katodový i anodový prostor zalít 0,5x TBE pufrem, vytáhnout hřebínek. 

Katodový i anodový prostor uzavřít, nasadit elektrody. Na zdroji stejnosměrného 
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elektrického proudu nastavit hodnotu výkonu 90 W, napětí 3 000 V a proudu 150 

mA. Nahřívat 30 minut. 

Elektroforetická separace: 

1)  Po nahřátí gelu vložit hřebínek. Produkt PCR reakce smísit s 5 µl 

nanášecího  pufru a nechat 3 minuty denaturovat v termobloku při 96 °C. Po 

denaturaci  ihned umístit vzorky do ledové tříště. Nanést vzorky po 2 µl do jamek 

mezi zoubky hřebínku. Zapojit elektrody. Na zdroji stejnosměrného elektrického 

proudu nastavit hodnotu výkonu 70 W, napětí 3 000 V a proudu 150 mA.  

2) Složky nanášecího pufru (xylénová modř a bromfenolovou modř) ukazují 

průběh elektroforetického dělení. 

Vizualizace produktů elektroforetické separace: 

1) Vypnout zdroj stejnosměrného elektrického proudu. Odpojit obě elektrody. 

Vypusti t pufr z katodové části elektroforetické komůrky. Vyjmout skla s gelem. 

Pomocí nože odlepit malé sklo s gelem od velkého.  

2) Malé sklo s gelem vložit do fotomisky a zalít fix/stop roztokem. Nechat 

působit po dobu 20 minut. Fix/stop roztok slít zpět do baňky. 

3) Třikrát promýt sklo s gelem deionizovanou vodou. Zalít 1% roztokem 

HNO3 a nechat působit 5 minut. Poté roztok vylít. Třikrát promýt deionizovanou 

vodou 

4) Umístit sklo s gelem na třepačku do 0,1% roztoku AgNO3, do něhož bylo 

těsně předtím napipetováno 1,2 ml formaldehydu. Roztok nechat na gel působit 

30 minut. Roztok AgNO3 slít do zásobní lahve. Ponořit sklo s gelem na 5 sekund 

do misky s deionizovanou vodou. 

5) Vložit sklo s gelem do misky na třepačku a zalít vývojkou. Při dostatečné 

viditelnosti proužků PCR produktu, přelít gel fix/stop roztokem. 

6) Sklo s gelem omýt v misce s deionizovanou vodou a usušit v sušárně. Gel 

s viditelnými produkty vyhodnotit na negatoskopu. Z elektroforetogramů zjistit 

počet alel polymorfních mikrosatelitových lokusů. 
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3.5 Použité chemikálie 

Akrylamid Applichem 

aTaq DNA polymeráza (5U/µl), M1241 Promega 

Bromfenolová modř Serva 

dNTPs (100 mmol/l, 400 µl každého), U1240  Promega 

Deionizovaná voda  

Dusičnan stříbrný  Lachema 

Ethanol - 96% roztok  Lihovar Vrbátky 

Ethylendiaminotetraoctan sodný (Na2EDTA) Lachema 

Formaldehyd Lachema 

Formamid Lachema 

Kyselina boritá Lachema 

Kyselina dusičná - 65% roztok Lachema 

Kyselina octová - ledová Lachema 

3-methakryloxypropyltrimethoxysilan Serva 

Močovina Lachema 

N,N´- methylenbisakrylamid Applichem 

N, N, N´, N´- tetramethylethylendiamin (TEMED) Serva 

Peroxodisíran amonný Serva 

Přípravek na odpuzování vody Cl ear Vue Rain Reppelent Turtle WAX 

Thiosíran sodný Lachema 

Trishydroxymethylaminomethan (Tris) AppliChem 

Uhličitan sodný Lachema 

Xylénová modř (Xylencyanol FF) Applichem 
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3.6 Použité roztoky 

Akrylamid (6% zásobní roztok) 

420 g močoviny 

484 ml deonizované vody 

50 ml 10 x TBE 

150 ml 40% zásobního roztoku akrylamid: N,N´- methylenbisakrylamid 19:1 po 

rozpuštění všech složek zfiltrovat a uložit v temné láhvi ve 4 °C 

Polyakrylamidový 6% gel  

60 ml 6% zásobního roztoku akr ylamidu 

400 µl 10% roztoku per oxodosíranu amonného ( NH4)2S2O8 

40µl N, N, N´ , N´- tetramethylethylendiaminu 

Fix/stop roztok 

80 ml ledové kyseliny octové 

Objem doplnit deionizovanou vodou na 800 ml  

Roztok 1% HNO 3 

12 ml 65% HNO3 

Objem doplnit deionizovanou vodou na 800 ml 

Roztok 0,1% AgNO 3 

0,8 g AgNO 3  

Objem doplnit deionizovanou vodou na 800 ml  

Před použitím napipetovat 1,2 ml  formaldehydu 

Vývojka 

24 g uhličitanu sodného Na 2CO3 
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Objem doplnit deionizovanou vodou na 800 ml  

Uložit ve 4 °C 

Před použitím přidat 1,2 ml formaldehydu a 160 µl 1% roztoku thiosíranu sodného 

Na2S2O3 

Roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu 

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

3 µl 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu 

Roztok 10% peroxodi síranu amonného ( NH4)2S2O8 

1 g peroxodisíranu amonného (NH4)2S2O8 

Rozpustit v 10 ml deionizované vody 

Nanášecí pufr pro elektroforézu v  polyakrylamidovém gelu 

0,125 g bromfenolové modři 

0,125 g xylénové modři 

100 ml formamidu 

25 ml deonizované vody 

3.7 Vybavení laboratoře 

Elektroforetický zdroj ECPS 3000/150 Pharmacia 

Elektroforetický zdroj EV232 Consort 

Chladnička kombinovaná Whirlpool 

Laboratorní váhy MARKS 622 BEL Engineering 

Mikropipety Finnpipette 0,5 až 10 µl 

(osmikanálová) a 0,3 µl až 1 ml Labsystem 

Mikropipety Nichipet EX 0,5 µl  až 1 ml Nichiryo 

Minicentrifuga CLE CSQSP Cleaver Scientific 
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Negatoskop NEGA1  Maneko 

Sekvenační elektroforetická komůrka S2 Whatman Biometra 

Sušárna-sterilizátorCAT 8050 Contherm 

Termocyklér PTC 100-96 VHB MJ Research 

Termocyklér XP Thermal Cycler BIOER Technology 

Termocyklér Gene Pro BIOER Technology 

Třepačka Orbit 1 900 Labnet International 

Vortex MS2 Ika 

Výrobník deionizované a ultračisté vody typ 02 AquaOsmotic 

Výrobník ledu Icematic F100 Compact Castel Mac 
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4 Výsledky 
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5 Diskuze 
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Závěr 

 Cross-species PCR amplifikací bylo u čápa simbila testováno 198 párů 

primerů odvozených od zástupců z řádu veslonozí a plameňáci. Z tohoto počtu 

amplifikovalo 24 párů primerů polymorfní mikrosatelitní lokusy, 10 párů primerů 

bylo odvozeno od plameňáků a 14 od veslonohých. U primerů, které 

poskytovaly po PCR mikrosatelitní amplifikaci polymorfní produkt, byly 

stanoveny optimálníteploty annealingu a čas elektroforetické separace. 

Z celkového počtu párů primerů odvozených od plameňáků amplifikovalo 

polymorfní mikrosatelitový lokus 22 % párůprimerů. Z párů primerů odvozených 

od veslonohých amplifikovalo polymorfní mikrosateli tový lokus 9 % párů 

primerů. U primerů odvozených od plameňáků je tedy více než 2,5x větší 

pravděpodobnost amplifikace polymorfního mikrosateli tového lokusu při cross-

species PCR amplifikaci. 
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6 Seznam použitých zkratek 
 

A adenin 

bp  bases pai r (páry bazí) 

C  cytozin 

G  guanin 

LINEs  long interspersed elements (dlouhé rozptýlené elementy)  

LTRs  long terminal repeats (dlouhé terminální repetice) 

min minuta 

PCR polymerase chain reaction (řetězová polymerázová reakce) 

SINEs  short interspersed elements (krátké rozptýlené elementy)  

STRs  short tandem repeats (krátké tandemové r epetice) 

T  tymin 

Ta   teplota anneali ngu 
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