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ace se zaméfila na hledani polymorfnich
mikrosatelitovych lokusd metodou cross-species PCR amplifikace u ¢apa simbila
(Ciconia abdimii) pomoci parl primer odvozenych od zastupcl z fadu veslonozi

(Pelecaniformes) a plamenéci (Phoenicopteriformes).

7 w7z

V teoretické Casti mé bakalarské prace byla feSena témata: zarazeni apa
simbila do systému, mikrosatelity odvozené zfadu plamenaci a veslonozi,
tandemoveé repetitivni sekvence, zastoupeni mikrosatelit(v ptacim genomu a

vyuziti mikrosatelitni DNA.

V experimentalni ¢asti se bakalafské prace zabyva hledanim polymorfnich
mikrosatelitnich lokusi metodou cross-species PCR amplifikace pomoci 198
parl primerll odvozenych od zastupcl z fadu plamenaci a veslonozi. Produkty
PCR amplifikace byly nésledné podrobeny elektroforetické separaci
v polyakrylamidovém gelu. Po vizualizaci byla u polymorfnich mikrosatelitnich
lokust optimalizovana teplota annealingu a c¢as elektroforetické separace. Ze
198 parl primerl, 24 amplifikovalo polymorfni mikrosatelitni lokusy. 10 par(
primer( pochazelo od plamenakd a 14 od veslonohych.
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This bachelor thesis Is focused on finding 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
microsatellite loci in the avian genome and the use of mi crosatellite DNA.

In the experimental part | 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 | 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 derived from Pelecaniformes.
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Cap simbil (Ciconia ambdimii) je S$iroce rozsifeny zéastupce brodivych
v Africe. Typické je pro n&j migrace z jizni do severni Afriky na hnizdit&. Zije ve
velkych skupinach, a to i v obdobi rozmnoZovéani. SdrZzuje se v blizkosti lidskych
obydli. Potravu hledd na zemédélské pldé i v pfirozeném prostiedi volné
krajiny a baZinatych oblasti.

U C4pa simbila nebyly zatim vyvinuty druhové specifické primery pro
amplifikaci mikrosatelitnich lokusl. Tato bakalarska prace se zabyva hledanim
polymorfnich mikrosatelitnich lokus( pro tento druh ¢apa pomoci cross- species
PCR amplifikace s pouzitim jiz navrzenych primer(i, které pochazeji od
zastupcl z fadu plamenaci (Phoenicopteriformes) a veslonozi

(Pelecaniformes).
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1) Shromazdit dostupné literarni zdroje a vypracovat reSerSi na téma

bakalafské prace.

2) Nalézt polymorfni mikrosatelitové lokusy pomoci cross-speciesPCR
amplifikace u ¢apa simbila (Ciconia ambdimii), za pouziti par primer(
odvozenych od zastupcl z fadu plamenéaci (Phoenicopteriformes) a

veslonozi (Pelecaniformes).

3) Zoptimalizovat podminky PCR reakce a Cas elektroforetické separace u

polymorfnich mikrosatelitovych lokusu.
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pneé problematiky

rodivi

Brodivi (Ciconiiformes)jsou fad stfedné velkych az velkych ptak{. Maji
dlouhé nohy bez plovacich blan mezi prsty (Svensson etal., 1999). Mohou se
brodit, pohybovat se v mélké vodé (Hanzdk et Hudec, 1974). Vyznacuji se
dlounym krkem a zobakem (Svensson etal., 1999). Jsou pfizplsobeni
k ziskavani potravy z baZinatych biotopl. Dokazi vyborné plachtit s vyuzitim
proudl, které vznikaji oteplovanim vzduchu nad pevninou. Hnizda staveéji
jednotlivé nebo v koloniich, na stromech €i v rdkosinach. MIadata jsou nidikolni.
Lihnou se na nizkém stupni zarodecného vyvoje a jsou zcela zavisla na péci
rodicd (Gaisler et Zima, 2007).

Rad brodivi zahrnuje &eledi &apoviti (Ciconiidae), €lunozobcoviti
(Balaenicipidae), ibisoviti (Threskiornithidae), kladivouSoviti (Scopidae) a
volavkoviti (Ardeidae)(del Hoyo et al., 1992). Zastupci fadu brodivi obyvaji
téemér cely svét kromé polarnich oblasti (Hanzak et Hudec, 1974). Molekularni
analyzy dokazuji pfibuznost nékterych zastupcl brodivych s kondory (Avise et
al., 1994; Burnie et al., 2008).

2.2 Celed ¢apoviti

Do celedi capoviti (Ciconiidae)nalezi dva rody ¢apd (Ciconia a
Ephippiorhynchus), jabiru (Jabiru), marabu (Leptoptilos),nesyt (Mycteria) a
zejozob (Anastomus) (Brownet al., 1992). Capoviti patii mezi nejvétsi ptaky
z fadu brodivych. Od hlavy k ocasu méfi az 1,5 m. Jejich napadnym znakem je
dlouhy esovity krk, ktery je za letu nataZzeny. Na rozdil od volavek, jejichz krk je
za letu esovité zakfiven (Burnie et al., 2008). Samci byvaji obvykle vétsi nez
samice. Ve vétsiné pfipadd je barevnost opefeni stejnda u obou pohlavi (del
Hoyo et al., 1992).

Nemaji témér zadné hlasové projevy. Nékteré druhy chraplavé syci Ci
klapou zobdkem (Hanzdk et Hudec, 1974). Jejich syrinx (hlasové Ustroji)
postrada svaly, které umoznuji tvofit zvuky (Alderton, 1995).

Hnizda si stavéji z vétvi na skaldch Ci na stromech, jednotlivé nebo

v koloniich (Gosler et al., 1994). Nékteré druhy si zvykly na ¢lovéka a hnizdi
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v v

Cépoviti jsou celosvétové rozsiteni, kromé antarktickych oblasti. Nejvétsi
diverzity dosahuji v tropech. Zastupci ¢eledi jsou prizplsobeni svému prostredi.
AvSak nékteré rody, nesyt (Mycteria) a zejozob (Anastomus), jsou striktné
omezeny na mokfady a potravu ziskavaji pouze zvody. Zatimco zastupci

ostatnich rod( mohou Zit v aredlech s travnatymi porostynebo fidkymi lesy.

Cépoviti maji Siroka kiidla pfizpsobena k plachténi. Jejich velka a
objemna téla jsou silné prizplsobena tomuto zplsobu letu (del Hoyo et al.,
1992). Ptk je nadnaSen stoupajicimi vzduSnymi proudy, které vznikaji nad
prohratymi pisky ¢i pasekami, nebo pfi narazech vétru na svah ¢i skalu (Hanzak
et Hudec, 1974). Obvykle nelétaji v pravidelnych formacich, avSak v Brazilii
bylo zaznamenano, ZeC4p jihoamericky (Ciconia maguari) léta pravidelné
v klinové formaci (del Hoyo et al., 1992).

vy M~ 7

Nemaji témeér Zadné prirozené nepfatele, diky své velikosti. OhroZeni pro

né predstavuje ubyvani baZinatych porostd (Alderton, 1995).
3.2.1. Céap simbil

Cép simbil (Ciconia abdimii) je ptak vysoky 75-81 cm a vazi pfiblizné 1-
3 kg (del Hoyo et al., 1992). Svrchni strana téla je tmava, spodni je bila. Zobak
je béZzovo Sedy. Na hlavé ma modrou a ¢ervenou kizi. Nar(zovéle Sedé nohy
maji na béhaku a chodidle kontrastni rizovy pasek. Mladi jedinci jsou hnédi
s Cervenym zobakem.

Cap simbil je rozsifen na africkém kontinentu. V obdobi destl hnizdi
v severni Africe. Po obdobi rozmnozZovani preléta do jizni Afriky, az do Kapska
(Gosler et al., 1994). Zije ve velkych skupinéch, i v dob& rozmnoZovani. Hnizdni
kolonie obvykle presahuje dvacet ¢apich part a byva Siroce rozptylena. Nékdy se
sdruzuje i s jinymi ptaky, s ¢apy marabu Ci pelikany, a hnizdi s nimi spole¢né na
stejném Gzemi. Usazuje se na stromech nebo Utesech. Hnizda stavi z vétvi a
travy, pouziva je i nékolik let. Material sbird v blizkosti kolonie, obCas jej krade
z hnizd ostatnich ptak( (Brown et al., 1992). Podobné jako ¢ap bily (Ciconia
ciconia) mlze stavét sva hnizda na stfechach budov (del Hoyo et al., 1992).

10
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obylkami a cvrCky. Nepohrdnevsak ani malymi

obratlovci Ci meékkySi. Obvykle potravu hledd samostatné, poté se sdruZuje
k odpocinku a hraduje. Vzacné se hejno ¢apd mize vyskytovat u velkého roje
hmyzu. Pfevazuji-li vysoké teploty, Iéta vysoko ve vzduchu, az je ze zemé témér
nepozorovatelny. Za letu doch&zi k termoregulaci a ¢4p se chladi (Brown et al.,
1992).

Obréazek cislo 1: Dospély jedinec ¢apa simbila. V zoologické zahradé ve Dvore Kralové
nad Labem, fotografii poskytla Jana Mysliveckova.

2.3 Mikrosatelity z fadu veslonozi

Prvni izolované mikrosatelitni lokusy zfadu veslonozi pochazeji
odkormorana velkého (Phalacrocorax carbo).Piertney et al. (1998) izolovali
metodou de novo 7 mikrosatelitovych lokusl u kormorana velkého. Primery
navrzené pro tyto mikrosatelitové lokusy byly testovany pomoci cross-
speciesPCR amplifikace na kormoranovi uSatém (P. auritus), kormoranovi
modrookém (P. atriceps), kormoranovi chocholatém (P. aristotelis) a podruhu

11
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pvahollandiae). Mikrosatelitové lokusy po cross-

tly polymorfni produkt s 9 az 44 alelami.

Dearborn et al. (2008) navrhli primery pro mikrosatelitové lokusy fregatky
obecné (Fregata minor) s pouZitim genomické knihovny obohacené o
mikrosatelity. Primery byly navrZzeny pro 28 lokusl. Z téchto primer( jeden par
neamplifikoval, jeden poskytoval nerozeznatelny produkt, osm bylo
monomorfnich. 18 pard primer( bylo testovAno na 23 pfibuznych jedincich
z jedné populace.Polymorfni mikrosatelitové lokusy obsahovaly 2 az 12 alel.

Hickman et al. (2008) navrhli primery k 9 mikrosatelitovych lokusim
pelikdnaseveroamerického (Pelecanus erythrorhynchos). Tyto pary primerd
testovali na 23 jednicich pelikana severoamerického, polymorfni mikrosatelitové
lokusy obsahovaly 3 az 8 alel.

Kormoran galapazsky (Phalacrocorax harrisi) je nelétavy zastupce
veslonohych. Duffie et al. (2008) odebraliDNA pro izolaci mikrosatelitovych
lokusll z jedinct pochazejich ze dvou populaci. Metodou de novo izolovali
8 polymorfnich mikrosatelitovych lokus a k nim navrhli primery. Polymorfni
mikrosatelitové lokusy obsahovaly 3 aZz 9 alel. Duffie et al. (2009) testovali
metodou cross-species PCR amplifikace primery odvozené od kormorana
velkého (Phalacrocorax carbo), které navrhli Piertney et al. (1998), na populaci
kormoranl galapazskych. Testovani jedinci pochézeli z deviti kolonii na
Galapéazskych ostrovech. Par primer(PcT1 odvozeny od kormorana velkého
amplifikoval polymorfni mikrosatelitovy lokus u kormorana galapazského.

De Ponte Machado et al. (2009) navrhli 10 parQ primer pro amplifikaci
mikrosatelitovych lokust u pelikana bilého (Pelecanus onocrotalus). VSech deset
mikrosatelitovych lokusU bylo polymorfnich a obsahovaly 2 az 19 alel.

Fike et al. (2009) navrhli primery pro amplifikaci 51 mikrosatelitovych
lokusli u kormorana uSatého (Phalacrocorax auritus). 46 part primer(
z pGvodnich 51 amplifikovalo mikrosatelitové lokusy. Tyto primery byly dale
testovany a 24 amplifikovalo polymorfni mikrosatelitové lokusy, které obsahovaly
2-14 alel. Mercer et al. (2010) izolovali dalSich 8 mikrosatelitovych lokusd u

kormorana uSatého a navrhli pro né primery. NavrZené primery testovali metodou

12
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» na 60 nepfibuznych jedincich kormorana usatého

chto osm parl primerl amplifikovalo polymorfni

mikrosatelitové lokusy, pocet alel se pohyboval od 2 do 17. Pomoci téchto
primer( bylatesovana cross-species PCR amplifikace u kormorana zapadniho (P.
penicillatus) a kormordna mofského (P. pelagicus).

Faircloth et al. (2009) navrhli jako prvni primery pro tereje modronohého
(Sula nebouxii) a testovali je na 31 jedincich. 11 mikrosatelitovych lokus(
obsahovalo 3 az 22 alely. Taylor et al. (2010) izolovali u tereje modronohého
6 mikrosatelitovych lokusi a u tereje guanového (Sula variegata)
9 mikrosatelitovych lokust. Pomoci téchto primerd testovali cross-species PCR
amplifikaci na obou druzich terejd a zaroven i na tereji zlutonohém (Sula
leucogaster). Mikrosatelitni lokusy, které byly polymorfni, obsahovaly 2 az 10 alel
u tereje modronohého,2 az 12 alel u tereje guanového a 3 az 10 alel u tereje
Zlutonohého.

Morris-Pocock et al. (2010) izolovali a charakterizovali 15 polymorfnich
mikrosatelitovych lokusll ztereje cervenonohého (Sula sula). Pocet alel se
pohyboval od 2 do 11. Tyto primery pouzili pfi cross-species PCR amplifikaci u
tereje  modronohého a guanového. U tereje modronohého amplifikovali
4 polymorfni mikrosatelitové lokusy a u tereje guanového 5 polymorfnich
mikrosatelitovych lokusU.

Humeau et al. (2010) izolovali 11 mikrosatelitovych lokusl z faetona
Zlutozobého (Phaethon lepturus) a navrhli k nim primery. VSechny
mikrosatelitové lokusy byly polymorfni a obsahovaly 2 aZz 38 alel.

Barlow et al. (2010) metodou de novo izolovali 10 polymorfnich
mikroselitnich lokusli u kormorana chocholatého (Phalacrocorax aristotelis) a
navrhli k nim primery. Podminky PCR reakce optimalizovali na osmi jedincich,
naslednépary primerl testovali na 20 jedincich. Polymorfni mikrosatelitové lokusy
obsahovaly 2 az 15 alel.

Mikrosatelity z fadu plamenaci

Kapil(2005) se ve své praci zabyval nalezenim mikrosatelitovych markerd

pro studium populaci plamendkd v zajeti i ve volné pfirodé.

13
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satelitovych lokusl u  plamenéka karibského

pdou cross-species PCR amplifikace testoval tyto

primery na plamendkovi rlZzovém (Phoenicopterus roseus). Polymorfni
mikrosatelitové lokusy u plamenaka rldZového mély vyssi pocet alel nez u
plamenakakaribského.Vysledky ukazuji vySSi genetickou diverzitu v populaci
plamenaka rZzového. Autor se domniva, Ze plamenak karibsky je poddruhem
plamendka rizového pochazejiciho z Afriky. Preston (2005) ve své disertacni
praci popsala dalSich sedm polymorfnich mikrosatelitovych lokus( plamenaka
karibského. Kapil et al. (2010)se snazi uverejnit lanek, do kterého vybrali devét
mikrosatelitnich lokus( plamenéaka karibského, ze dvou pfedchozich disertacnich
praci.Uvadéji jejich charakteristiky ziskané testovanim na 60 jedincich tohoto
druhu. Amplifikované polymorfni mikrosatelitové lokusy poskytly 3 az 14 alel.

Geraci et al. (2010) popsali a izolovali37 polymorfnich mikrosatelitovych
lokust® u plamenéka rlizového. K témto mikrosatelitovym lokustm navrhli primery
a testovali je na vzorcich genomické DNA odebrané z 22 jedinci.Pocet alel na
lokusech se pohyboval mezi 2 az 33.

2.5 Repetitivni sekvence DNA

Repetitivni DNA je nekddujici DNA. Sekvence repetitivni DNA se
v genomu vyskytuji v mnoha kopiich, rozptylené nebo v tandemu (Campbell et
Reece, 2006). RozliSuji se Ctyfi hlavni skupiny rozptylenych repetitivnich
sekvenci. Dlouhé rozptylené repetitivni sekvence LINEs (Long Interspersed
Nuclear Elements), sekvence s dlouhymi terminalnimi repeticemi LTRs (Long
Terminal Repeats), DNA transpozony a kratké rozptylené repetitivni sekvence
SINEs (Short Interspersed Nuclear Elements) (Webster, 2002). LINEs jsou
odvozeny z predchldcl podobnych retrovirlm. Nejznaméjsi LINEs jsou LINE-1
elementy, obsahujici az 7000 bp. LINE-1 obsahuji gen pro reverzni
transkriptazu. Vétsina téchto element( je nefunkéni, jejich sekvence je prerusena
bodovymi mutacemi (Snustad et Simmons, 2000). SINEs nejsou schopné
autonomni replikace, na rozdil od LINEs, LTRs a DNA transponovatelnych
elementd. SINEs se mohou replikovat pomoci jinych elementd, jsou to obvykle
LINEs (Webster, 2002). LTRs obsahuji termindlni repetice, které ohranicuji

transponovatelny element a jsou nezbytné pro jeho replikaci (Webster, 2002).
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je typicky proces transpozice. Transponovatelny

i vlastniho enzymu, transponézy (Campbell et al.,

2011).
2.5.1 Tandemoveé repetitivni sekvence DNA

Jednotky tandemovych repetici DNA jsou uspofadany za sebou a
mnohokrat se opakuji. Na urcitém lokusu genomu mize byt umisténo nékolik

stovek az tisic stejnych tsekd DNA (Campbell et Reece, 2006).

Mezi hlavni typy tandemové repetitivni DNA patfi satelity, minisatelity a
mikrosatelity. Satelitni DNA je tvofena dlouhymi sériemi repetic. Kazda repetice
obsahuje az tisice opakovani, o velikosti 200 bp. Obvykle se nachazeji v oblasti
centromer. Minisatelity se skladaji z deseti az sta repetic o 100 bp (Webster,
2002). Mikrosatelity,nebo-li STRs (Short Tandem Repeats), se skladaji z deseti
az sta repetic. Opakujici se jednotka obsahuje 1-5 bp (Bennet, 2000). Téth et al.
(2000) uvadeji, ze opakujici se jednotka mize mit 1-6 bp. Mikrosatelity se hojné
vyskytuji v oblasti euchromatinu a jsou vysoce polymorfni (Bennet, 2000).
Mikrosatelity se Casto nalézaji v blizkosti rozptylenych repetitivnich element(
SINEs a LINEs. Napfiklad lidsky Alu element, patfici k SINEs, obsahuje na 3’
konci poly(A) sekvenci, ktera tvori strukturu podobnou mikrosatelitim (Ellegren,
2004).

2.5.2 Prehled mikrosatelitnich repetic

Mezi nejhojnéjSi mononukleotidove repetice v eukaryotickych organizmech
patfi poly(A/T) sekvence. Nizsi zastoupeni maji poly(C/G) sekvence (Téth et al.,
2000; Mukund et al., 2001). Poly(A/T) sekvence jsou nejvice zastoupeny
v intronovych oblastech. Clarke et al. (2001) uvadéji, ze c&im delsi je
mononukleotidova sekvence, tim castéji dochazi k chybam pfi jeji PCR
amplifikaci. Pfesnou délku repetice pro PCR amplifikaci poskytuje (T)g sekvence.
Sekvence (T)1; je maximalni délka poly(T) repetice, jejiz produkt po PCR
amplifikaci obsahuje 90% (T)11. PFi amplifikaci repetic delSich nez (T)i1 vznikaji
chyby Castéji.

Dinukleotidové repetice jsou nejfrekventovanéjSi  vintronech a

itergenovych oblastech. Nejméné se vyskytuji v oblastech exonovych. Obratlovci
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sekvence. Poly(GC) motivy maji extrémé nizké

zastoupeni ve vétsiné organizmid (Mukund et al., 2001).

Mezi nejméné zastoupené trinukleotidové repetice nalezi poly(ACG) a
poly(ACT). Je patrné vétSi mnozstvi AGC repetic v exonech v porovnani s introny
a intergenovymi oblastmi. V intonech zcela chybi CCG repetice. V nesavcich
genomech se trinukleotidové sekvence vyskytuji Castéji nez tetranukleotidové.
Nékteré trinukleotidové repetice jsou zodpoveédné za rozvoj
neurodegenerativnich onemocnéni. Jsou to Huntingtonova choroba i

myotonicka dystrofie (Sanjeeva et al., 1997).

Hojnost  tetranukleotidovych  repetic v obratlov€ich intronech a
intergenovych oblastech je vy8Si neZ pocet trinukletidovych repetic.

Poly(AAAG)/(AAAT) jsou nejzastoupenégjsi tetranukleotidové repetice v sav€im

genomu.

Pentanukleotidové repetice se vyskytuji se stejnou frekvenci jako
trinukleotidové.

N 4

Hexanukleotidové repetice se nejCastéji vyskytuji v exonech. Nejb&znéjsi
hexanukl eotidovou repetici je poly(AACCCT) repetice v genomu obratlovcl (T6th
et al., 2000).

2.5.3 Zastoupeni mikrosatelit v ptaéim genomu

PtaCi genom je pomérné maly a obsahuje 15-20 % repetitivni DNA. Jeho
velikost je, ve srovnani se sav€im genomem, o polovinu mensi (Gaisler et Zima,
2007).

Mikrosatelity se v pta¢im genomu vyskytuji pridmérné kazdych 31 kb.
Tento vyskyt je niZz8i v porovnani s lidskym genomem, kde se mikrosatelity
vyskytuji kazdych 6 kb. Obecné jsou mikrosatelity v ptafim genomu méneé
frekventované, nez v savéim genomu (Primmer et al., 1997). To je zfejmé
zplsobeno mensim mnozstvim nekddujici DNA, kterd poskytuje mikrosatelitlim
prilezitost k rozvoji. Mikrosatelity se ¢asto nachazeji v rozptylenych repetitivnich
elementech, SINEs a LINEs (Ellegren, 2004). Nedostate¢na asociace SINEs a
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nenty nachazeji v tésné blizkosti. SavCi SINEs a

LINEs obvykle kon&i poly(A) sekvenci vznikajici pfi retrotranspozici. Ptaci
rozptylené elementy nejsou zakoncené poly(A) sekvenci, ktera poskytuje
material pro vznik rdznych typl repetic. | to mize byt diivodem malé hustoty
mikrosatelitll v ptacim genomu (Primmer et al., 1997).

2.5.4 Vznik mikrosatelitt

Mikrosatelity mohou vznikat mutacemi, které méni délku mikrosatelitni
repetice. Na délku repetice plsobi dvé protichlidné mutacni sily. Prvni prodluzuje
mikrosatelitni repetice a ta miZe dosahnout libovolné délky. Druh& vytvari
bodové mutace v dlouhych Usecich repetic a narusuje je (Ellegren, 2004).

Dal$i moznosti vzniku mikrosatelitll je sklouznuti DNA polymerazy.
Chybné parovani bazi vede ke sklouznuti polymerazy béhem replikace (Ellegren,
2004). K chybnému péarovani bazi dochazi pfi lokdlni denaturaci a pfemisténi
fetézcl dvousSroubovice DNA v misté, kde se nachéazi kratka tandemova repetice
(Levinson et Gutman, 1987). Pokud chybné parovani bazi vytvafi vlasenkovou
strukturu na jednom fFetézci DNA, dalSi replikace vede k prodlouzeni nebo
zkraceni repetice. PFi replikaci DNApolymeraza v misté smycky Usek nereplikuje.
Pokud se smycka vytvofi na templatovém viakné DNA, vede jeho replikace ke
zkraceni délky repetice (Ellegren, 2004). Nasledné, po replikaci Ci opravé
chybného péarovani bazi, mize dojit k inzerci ¢i deleci (Levinson et Gutman,
1987). Mnoho téchto primarnich mutaci je opraveno reparanim systémem a
pouze mal4 Cast téchto mutaci vede ke vzniku mikrosatelitni sekvence (Ellegren,
2004).

Mikrosatelity mohou vznikat spontanné (de novo mikrosatellity)
z unikatnich sekvenci, nebo jejich pfenesenim pomoci transponovatel nych
elementll (adoptované mikrosatelity). De novo mikrosatelity vznikaji ziejmé
z protomikrosatelitd. Pfedpokladalo se, Ze protomikrosatelity vznikaji zaménou
bazi. Napfiklad zaménou guaninu za adenin (GACGCACG - GACACACG)
v tomto Fetézci vznika protomikrosatelit, ktery je materialem pro vznik nového

mikrosatelitu. NovéjSi hypotéza predpoklada vznik protomikrosatelitd pomoci
inzerci Ci deleci (Buschiazzo et Gemmel, 2006).
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DNA

Mikrosatelity maji Siroke vyuZiti diky svym charakteristickym vlastnostem.
Hojné se vyskytuji v eukaryotickych genomech (Téthet al., 2000; Mukund et al.,
2001) a jsou vysoce polymorfni (Bennet, 2000). Mikrosatelity patfi mezi
nejvariabilnéj$i sekvence DNA. Polymorfizmus mikrosatelitd je odvozen hlavné
z délkoveé variability, neboli délkového polymorfizmu, nez z primérni sekvence
(Ellegren, 2004). Tyto vlastnosti je pfedurCily stdt se idealnimi genetickymi
markery, nejen v oblasti forenzni a |ékafské genetiky (Bennet, 2000), ale i pfi
studiu evoluénich vztahl rlznych druhd organizmi, napfiklad u ptak( (Hackett et
al., 2008). Lze je snadno analyzovat pomoci PCR s pouZitim primerd, které jsou
komplementarni k unikatnim sekvencim, které navazuji z obou stran na sekvenci

mikrosatelit(l (Lagercrantz et al., 1993).

Mikrosatelitové lokusy lze izolovat de novo pomoci DNA knihoven.
Genomickd DNA je Stipana restrikCnimi enzymy. Fragmenty jsou nasledné
tfizeny podle velikosti. PoZzadované fragmenty jsou vioZzeny do plazmidového
vektoru. Po transformaci bakterialnich bunék jsou ziskany tisice klon(, ve kterych
pomoci sond komplementarnich k repetitivnim sekvencim, jsou vyhledany
pozitivni klony, které obsahuji poZzadovany mikrosatelitovy lokus. K takto
vybranym mikrosatelitim jsou poté navrzeny primery pro PCR amplifikaci. Tato
metoda je Casové narocna a drahd (Zahne, 2002). DalSi moznosti ziskani
pouzitelnych primerll, pro studium fylogenetickych vztahl ptékl, je pouZiti jiz
pfipravenych primer( pfi cross-species PCR mikrosatelitové amplifikaci.

2.7 Cross-species PCR mikrosatelitova amplifikace

Nové mikrosatelitové primery je mozné ziskat bez vyvoje specifickych
primer(l pro kazdy studovany druh. Nejdc¢ingjsi metodou jejich ziskani je cross-
species PCR amplifikace (Galbusera et al., 2000). Mikrosatelitové primery
izolované z rliznych druhl ptakd amplifikuji odpovidajici mikrosatelitové lokusy u
blizce pribuznych druhd (Primmer et al., 1996). Galbusera et al. (2000) ve své
praci testovali 40 mikrosatelitovych primerd od rozdilnych druhl ptak( z radu

pévci na 13 druzich z tohoto rfadu. Vytvofrili 520 kombinaci primer( a testovanych
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IspésSné amplifikovalo a ve 158 pripadech objevili

ost nalezeni polymorfizmu klesa s fylogenetickou

vzdalenosti. S fylogenetickou vzdalenosti se sniZuje pfibuznost druhl. Primmer
et al. (1996) testovali primery odvozené od mikrosatelitovych lokus( vlastovky
obecné (Hirundo rustica) a lejska Cernohlavého (Ficedula hypoleuca) na 48
ptacich druzich. Primery odvozené z mikrosatelitovych lokust viastovky obecné
a lejska cernohlavého amplifikovaly i u ptakd, ktefi podle klasické taxonomie
nepatfi mezi pévce. Mezi testované druhy, u kterych byly amplifikované
mikrosatelitové lokusy polymorfni, patfi buifnak Sedy (Calonectris diomedea),
kondor havranovity (Coragyps atratus), ostfizZ jizni (Falco eleonorae), strakapoud
bélohfbety  (Dendrocopus  leucotos),tetfivek  pelyfikovy  (Centrocercus
urophasianus),tu¢nak krouzkovy (Pygoscelis adeliae) avlha pestra (Merops
apiaster).Studie ukazala, Ze tyto primery odvozené od vlastovky obecné mohou

amplifikovat polymorfni lokusy u vzdalenéjSich ptacich linii.
2.7.1 Polymerazovaetézovareakce

Polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR) je
technika umoznujici in vitro amplifikaci specifického Useku DNA (Zima et al.,
2004). PoZzadované sekvence DNA lIze béhem nékolika hodin amplifikovat az

milionkrat.

Aby bylo mozné PCR amplifikaci provést, je nutné mit kratké nukleotidové
sekvence ohrani€ujici studovany Usek DNA. Tyto Useky jsou nazyvany primery.
Pro PCR je potfeba roztok, ktery po napipetovani obsahuj e kromé DNA templatu,
smés ¢ty deoxyribonukleozidtrifosfati (dNTP), dvojici primer(,Tag DNA
polymerazu, roztok MgCl,, pufr a destilovanou vodu.

Aby PCR probéhlajsou potfeba dva primery komplementarni k sekvencim
urCenym k amplifikaci. Dvoufetézcova DNA je zahfata na vysokou teplotu,
obvykle na 94°C, a dojde k jeji denaturaci. Primery nasedaji na jednofetézcovou
DNA, slouZici jako templét. Jejich pfipojeni (annealing) na templatové vlidkno
DNA zavisi na teploté. Annealing je nejdllezitéjSi krok, na kterém zavisi cely
pribéh PCR. Teplota se pohybuje mezi 45-60°C (Zima et al., 2004). Nasledné se
pripojuje DNA polymeraza. Obvykle to byvad Taq DNA polymeraza, izolovana
z termofilni bakterie Thermus aquaticus. Jeji dlleZitou vlastnosti je termostabilita,
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racnich krocich (Snustad et Simmons, 2000).

plymeraza pripoji prvni deoxyribonukleozidtrifosfat

na primer, ktery je jiz navdzan na templatovy fetézec. Nasleduje syntéza nového
fetézce probihajici pfi teploté 72°C. V dalSich cyklech slouzi nové
nasyntetizovany uUsek DNA jako templat a po kazdém cyklu se pocet
syntetizovaného Useku DNA zdvojnasobi(Zima et al., 2004).

2.7.2 Problémy pfi PCR reakci

Murray et al. (1993) zjistili, ze pii PCR amplifikaci sekvence DNA
obsahujici kratkou repetici, napfiklad dinukleotidovou repetici CA, dochazi ke
tvorbé stutter neboli shadow band( v gelu pri elektroforetické separaci. Pricinou
je zadména jedné dinukleotidové sekvence za druhou, napfiklad zaména TA
sekvence za CA sekvenci. DalS$i mozZnosti pro tvorbu stutter band( béhem PCR
amplifikace je sklouznuti DNA polymerdazy. To vede ke tvorbé vedlejSich
produktd, které jsou obvykle o jeden az dva nukleotidy kratSi nez alela, ktera byla

amplifikovana.

Vliv na Cistotu produktu PCR reakce ma i teplota annealingu (T,). Je to
teplota, pfi které jsou pfipojovany primery na templatovou DNA. Pokud je T, pfilis
nizkd tak se vgelu po elektroforetické separaci PCR produktd mohou
objevitsttuter bandy. ZvySovanim T,se omezi jejich vznik, a bandy jsou v gelu po
elektroforéze Iépe hodnotitelné(Rychlik et al., 1990).

2.8 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Produkty PCR reakce se rozdéluji pomoci gelové elektroforézy. Pri
elektroforéze dochazi k separaci nukleovych kyselin v elektrickém poli. Nukleové
kyseliny migruji smé&rem k anodé, diky negativnimu naboji (Smarda et al., 2005).
Separace je zaloZena na schopnosti molekul s elektrickym n&bojem pohybovat
se v gelu podle své molekulové hmotnosti. Cim je fragment del3i, tim se v gelu
pohybuje pomaleji. Mensi Useky nukleovych kyselin se pohybuji rychleji (Zima et
al., 2004).

Polyakrylamidové gely vznikaji polymeraci dvou monomerd, akrylamidu a
N, N"-metylenbisakrylamidu. Koncentrace monomerd uréuje velikost port. Cim je

koncentrace akrylamidu vétsi, tim jsou péry v gelu mensi. Péry jsou nejmensi pfi
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enbisakrylamidu. Nevyhodou elektroforézy

ysoka toxicita akrylamidu (Zima et al., 2004). Pro

detekci molekul DNA separovanych v polyakrylamidovém gelu se pouziva
barveni stfibrem (Smarda et al., 2005).
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3.1 Biologicky material

Ve své bakalarské praci jsem pracovala s DNA Sesti jedincl ¢apa simbila
(Cicconia abdimii), ktefi pochazeli ze zoologické zahrady ve Dvore Krélové nad
Labem. DNA byla
chloroformovou extrakci.lzolovana DNA byla uchovavana v TE pufru zmrazena v
-20 °C.

izolovana z krve Sesti nepfibuznych jedinct fenol-

3.2 PouZzité primery

Ve své bakal arské préaci jsem testovala cross-species PCR amplifikaci 198
parl primerl. Z nichz je 44 odvozeno od zastupcl z fadu plamenéaci a 154 od

zastupcll zfadu veslonozi. Testované primery jsou shrnuty v tabulce ¢islo 1.

Tabulka c¢islo 1: Prehled testovanych mikrosatelitovych lokusl. Jednotlivé sloupce
tabulky uvadéji fad a druh ptéka, ze kterého byl odvozen mikrosatelitovy lokus,nazev

testovaného mikrosatelitového lokusu a nasledné autora Clanku, ve kterém byl

mikrosatelitovy lokus popsan.

Rad Zdrojovy druh Testované lokusy Autor
o oo Prup 1, Prup2, Prup3, Prup 4, Prup 6, Kapil et
Plamenak karibsky | o\ 7" pryy 8, Prup 9 al., 2010
- (Phoenicopterus ruber Preston,

agJ ruber) Prup 13 2005

Se PrA2, PrA3, PrA9, PrA102, PrA103,

0 95’_ PrA104, PrA105, PrA110, PrA111,

% 3 PrA113, PrB3, PrB102, PrB105,

o 'g Plameniak rizovy PrB110, PrC1, PrCe, PrC12, PrC101, Geraci et
o (Phoenicopterus roseus) | PrC109, PrC117, PrC122, PrD3, PrD4, | al., 2010
[y PrD5, PrD7, PrD9, PrD10, PrD12,

PrD102, PrD105, PrD108, PrD117,
PrD121, PrD126, PrD139
- Fmin01, FMin02, FMin03, FMin04,

5 GE) Fregatka obecna Fmin05, FMin06, Fmin07, FMIn08, Dearborn

S5 (Frggata inor) Fmin09, Fmin10, Fmin11, Fmin12, etal.,

o 'c Fmin13, Fmin14, Fminl5, Fminl6, 2008

83 Fminl7, Fmin18

> X Kormoran galapazsky PhB2, PhB4, PhB11, PhC11, PhD11, Duffie et
& | (Phalacrocorax harrisi) PhF12, PhG8, PhG12 al., 2008
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Rad Zdrojovy druh Testované lokusy Autor
PhaariOl, Phaari02, Phaari03,
PhaariO4, PhaariO5, PhaariO6, Barlow
Kormoran chocholaty PhaariO7, PhaariO8, Phaari09, ot al
(Phalacrocorax aristotelis) | Phaaril0, Phaarill, Phaaril2, 201(')’
Phaaril3, Phaaril4, Phaaril5,
Phaaril6, Phaaril7
Dcoo-01, Dcoo-02, Dcoo-03, Dcoo-05, l\g(teracler
Dcoo-06, Dcoo-07, Dcoo-08 2010
P COR 01, COR 03, COR 05, COR 06,
(Phgggl‘oocrg;)fﬁ%u 5 |CORO07 COR 12 COR 15 COR 17,
COR 19, COR 20, COR 21, COR 22, Fike et
COR 23, COR 26, COR 28, COR 30, al., 2009
COR 31, COR 35, COR 38, COR 40,
COR 41, COR 43, COR 45, COR 47
. . Piertney
Kormoran velky PcD2, PcD4, PcD5, PcD6, PcT1, ot al
(Phalacrocorax carbo) PcT3, PcT4 1998
— De
é Pelikan bily PELO86, PEL149, PEL175, PEL185, Ponte
= PEL188, PEL190, PEL221, PEL 226, Machado
£ (Pelecanus onocrotalus) | e 567" pE| 265 PEL304 etal.,
S 2008
b — — -
° Pe"kar(‘PZ‘T;"z;?]ig‘e”Cky Per01, Per02, Per03, Per04, Per05, Hftk;‘a”
‘E erythrorhynchos) Per06, Per07, Per08, Per09 2008
e L, , Sv2A-2, SV2A-26, Sv2A-45, Sv2A-47
5 Terej guanovy ’ ’ ’ ' | Taylor et
S - - - -
§ (Sula variegata) g;/ZQVSZ%%/;A 53, SV2A-152, Sv2B al., 2010
Boob-RM2-F07, Boob-RM3-D07,
Boob-RM3-F11, Boob-RM4-A08, .
Boob-RM4-B03, Boob-RM4-C03, Fz't“fd'loth
Terei mod hy Boob-RM4-D07, Boob-RM4-E03, 2005.3’
erej modronony Boob-RM4-E10, Boob-RM4-F11,
(Sula nebouxii) Boob-RM4-G03
Sn2A-36, Sn2A-90, Sn2A-123, Sn2B- Taylor et
68, al., 2010
Sn2B-83, Sn2B-100 "
Ss1b-16, Ssl1b-51, Ss1b-57, Ss1b-98, Morris-
Terej Cervenonohy Ss1b-106, Ss1b-142, Ss2b-2, Ss2b-35, | Pocock
(Sula sula) Ss2b-48, Ss2b-71, Ss2b-88, Ss2b-92, etal.,
Ss2b-110, Ss2b-138, Ss2b-153 2010
Faeton Zlutozoby P3A3, P3D7, P3C1, P4F2, P3F3, Humeau
(Phaethon le turuys) P3F5, P3A4, P3G12, P3F7, P4G1, etal.,
b P3H10 2010
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n vek byl napipetovan 1 yul DNA o koncentraci 10-50
pg/ml a 9 yul PCR mixu. PCR mix byl pfipraven pipetovanim jednotlivych sloZzek
podle tabulky 2.

Reakce probihala vtermocykléru podle nasledujiciho c¢asového a
teplotniho profilu:

1. 5min 94 °C

2. 30s 94 °C
30s 50°C } 35 cykl
30s 72°C

3. 7min 72 °C

Aby byly produkty PCR amplifikace po elektroforetické separaci dobfe
hodnotitelné, byly optimalizovany podminky PCR reakce zvySenim i snizenim
teploty annealingu a byl upraven Cas elektroforetického déleni. Teplota 50 °C
byla zvolena jako zakladni teplota annealingu primer(. Pokud byl produkt PCR
reakce po elektroforetické separaci slabé viditelny, byla teplota annealingu
sizena z 50°C na 48 ¢i 46°C. Pokud byl produkt po el ektroforetické separaci silné
viditelny a bandy nerozeznatelné, byla teplota annealingu zvySovana nad 50°C.
Zakladni Cas separace byl 90 minut. Pokud byly bandy pfili§ blizko a nebylo
mozné zjistit pocCet alel, byl prodlouzen ¢as separace na 2-4 hodiny.

Tabulka €islo 2: SloZzeni PCR mixu pro Sest vzorka.

Slozky PCR mixu _ Koncentrace Objem [ul]
zasobniho roztoku

Deionizovan4 voda 43,9
Storage buffer 10x 6,7

Roztok MgCl, 25 mmol/I 4,1

Roztok dNTPs 20 pmol/l 0,8

Primer F 10 pmol/l 3,3

Primer R 10 pmol/l 3,3

Tag DNA polymerdza | 1 U/l 15
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Tento postup byl optimalizovan pro pouZziti vyhfivané sekvenacni
elektroforetické komurky S2 Whatman Biometra, a rozméry skel 330 x 390 mm a
330 x 420 mm a tl oustkou gelu 0,4 mm.

Priprava skel:

1) Obé skla dikladné omyt vodou se saponatem a vydrhnout kartacem.
Nasledné oplachnout deionizovanou vodou, osusit, dvakrat omyt 96% ethanolem

a osusit papirovym rucnikem.

2) Veétsi sklo oSetfit na ploSe, kterd se bude dotykat gelu, pfipravkem pro
odpuzovani vody ze skel automobild (Clear Vue Rain Reppelent). Pfipravek
rozetfit papirovym ubrouskem a nechat 5 minut zaschnout, pak oplachnout

deionizovanou vodou a osu Sit papirovym ruc¢nikem.

3) MenSi sklo oSetfit na ploSe, ktera se bude dotykat gelu, 1 ml roztoku 0,5%
kyseliny octové v 96% ethanol u s 3 pl3-methakryloxypropyltrimethoxysi-lanu. Ten
rozetfit papirovym ubrouskem a nechat 5 minut zaschnout. Pak Ctyfikrat omyt
96% ethanolem.

4) Na oSetfenou plochu vétSiho skla umistit po stranach 0,4 mm silné
spacery. Na né polozit mensi sklo oSetfenou plochou dolll. Gumy spaceru pfiloZit

k menSimu sklu, aby se jej tésné dotykaly. Skla na kazdé strané sepnout dvéma
klipsy.

5) Dobfe promichany roztok polyakrylamidu lit z kadinky mezi skla. Vsunout
hfebinek mezi skla, sepnout ¢tyfmi klipsami a nechat 1 hodinu polymerizovat.
Skla poté dikladné umyt od zbytk i gelu a osusit.

Priprava elektroforetické komurky:

1) Omyté a osuSené sklo upevnit pomoci Sroubovacich UGchytll do
elektroforetické kom(rky. Krat$i sklo umistit k hlinikové desce elektroforetické
komarky. Upevnit pomoci Sroubovacich tchyt U.

2) Katodovy i anodovy prostor zalit 0,5x TBE pufrem, vytahnout hfebinek.
Katodovy i anodovy prostor uzavfit, nasadit elektrody. Na zdroji stejnosmérného
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Elektroforetick& separace:

1) Po nahfati gelu vlozit hfebinek. Produkt PCR reakce smisit s5 ul
nanasSeciho pufru a nechat 3 minuty denaturovat v termobloku pfi 96 °C. Po
denaturaci ihned umistit vzorky do ledoveé tfisté. Nanést vzorky po 2 pl do jamek
mezi zoubky hfebinku. Zapojit elektrody. Na zdroji stejnosmérného elektrického
proudu nastavit hodnotu vykonu 70 W, napéti 3 000 V a proudu 150 mA.

2) SloZzky nanaSeciho pufru (xylénova modf a bromfenolovou modr) ukazuji

pribéh elektroforetického déleni.

Vizualizace produkttl elektroforetické separace:

1) Vypnout zdroj stejnosmérného elektrického proudu. Odpojit obé elektrody.
Vypustit pufr z katodové casti elektroforetické komurky. Vyjmout skla s gelem.
Pomoci noze odlepit malé sklo s gelem od velkého.

2) Malé sklo s gelem vlozit do fotomisky a zalit fix/stop roztokem. Nechat
plsobit po dobu 20 minut. Fix/stop roztok slit zpét do bariky.

3) Trikrat promyt sklo s gelem deionizovanou vodou. Zalit 1% roztokem
HNO3 a nechat plsobit 5 minut. Poté roztok vylit. Tfikrat promyt deionizovanou

vodou

4) Umistit sklo s gelem na tfepacku do 0,1% roztoku AgNO3, do néhoz bylo
tésné predtim napipetovano 1,2 ml formaldehydu. Roztok nechat na gel plsobit
30 minut. Roztok AgNOg3 slit do zasobni lahve. Ponofit sklo s gelem na 5 sekund

do misky s deionizovanou vodou.

5) VloZit sklo s gelem do misky na tfepacku a zalit vyvojkou. Pfi dostatecné
viditelnosti prouzk(i PCR produktu, prelit gel fix/stop roztokem.

6) Sklo s gelem omyt v misce s deionizovanou vodou a ususit v suSarné. Gel
s viditelnymi produkty vyhodnotit na negatoskopu. Z elektroforetogramd zjistit

pocet alel polymorfnich mikrosatelitovych lokusu.
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Akrylamid

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

dNTPs (100 mmol/l, 400 ul kazdého), U1240
Deionizovana voda

Dusi¢nan stfibrny

Ethanol - 96% roztok
Ethylendiaminotetraoctan sodny (Na;EDTA)
Formaldehyd

Formamid

Kyselina borita

Kyselina dusi¢na - 65% roztok

Kyselina octové - ledova
3-methakryloxypropyltrimethoxysilan
Mocovina

N,N"- methylenbisakrylamid

N, N, N", N"- tetramethylethylendiamin (TEMED)

Peroxodisiran amonny

Pripravek na odpuzovani vody Cl ear Vue Rain Reppelent

Thiosiran sodny
Trishydroxy methylaminomethan (Tris)
Uhli¢itan sodny

Xylénova modf (Xylencyanol FF)

Applichem

Promega
Serva

Promega

Lachema
Lihovar Vrbatky
Lachema
Lachema
Lachema
Lachema
Lachema
Lachema
Serva
Lachema
Applichem
Serva
Serva
Turtle WAX
Lachema
AppliChem
Lachema

Applichem
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Akrylamid (6% zasobni roztok)

420 g mocoviny
484 ml deonizované vody
50 ml 10 x TBE

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

rozpusténi vSech slozek Zfiltrovat a uloZit v temné lahvi ve 4 °C

Polyakrylamidovy 6% gel

60 ml 6% zasobniho roztoku akr ylamidu
400 pl 10% roztoku per oxodosiranu amonného (NH4)2S,0g
40l N, N, N, N’- tetramethylethylendiaminu

Fix/stop roztok

80 ml ledové kyseliny octové
Objem doplnit deionizovanou vodou na 800 mi

Roztok 1% HNO 3

12 ml 65% HNO3
Objem doplnit deionizovanou vodou na 800 ml

Roztok 0,1% AgNO 3

0,8 g AgNO3

Objem doplnit deionizovanou vodou na 800 mi
Pfed pouZzitim napipetovat 1,2 ml formaldehydu
Vyvoika

24 g uhliCitanu sodného Na CO3
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odou na 800 ml

Pfed pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu sodného

Na,S,03

Roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

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

3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

Roztok 10% peroxodi siranu amonného (NH.)>S>Osg

1 g peroxodisiranu amonného (NH4)2S,0s

Rozpustit v 10 ml deionizované vody

NanasSeci pufr pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu

0,125 g bromfenolové modfi
0,125 g xylénové modfi

100 ml formamidu

25 ml deonizované vody

3.7 Vybavenilaboratofe

Elektroforeticky zdroj ECPS 3000/150
Elektroforeticky zdroj EV232

Chladni¢ka kombinovana

Laboratorni vAhy MARKS 622
Mikropipety Finnpipette 0,5 az 10 pl
(osmikanalova) a 0,3 pl az 1 ml
Mikropipety Nichipet EX 0,5 pl az 1 ml

Minicentrifuga CLE CSQSP

Pharmacia

Consort
Whirlpool

BEL Engineering

Labsystem

Nichiryo

Cleaver Scientific
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murka S2

Susarna-sterilizatorCAT 8050

Termocyklér PTC 100-96 VHB

Termocyklér XP Thermal Cycler

Termocyklér Gene Pro

Trepacka Orbit 1 900

Vortex MS2

Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02

Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact

Maneko

Whatman Biometra
Contherm

MJ Research
BIOER Technology
BIOER Technology
Labnet International
Ika

AquaOsmotic

Castel Mac
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Cross-species PCR amplifikaci bylo u ¢apa simbila testovano 198 parl
primerd odvozenych od zastupcll z fadu veslonozi a plamendci. Z tohoto poctu
amplifikovalo 24 pard primer( polymorfni mikrosatelitni lokusy, 10 pard primer(
bylo odvozeno od plamendklli a 14 od veslonohych. U primerd, které
poskytovaly po PCR mikrosatelitni amplifikaci polymorfni produkt, byly
stanoveny optimalniteploty annealingu a c&as elektroforetické separace.
Z celkového poctu parl primerd odvozenych od plamenakd amplifikovalo
polymorfni mikrosatelitovy lokus 22 % parQprimer(. Z par( primerd odvozenych
od veslonohych amplifikovalo polymorfni mikrosatelitovy lokus 9 % par(
primer(. U primer( odvozenych od plamenak( je tedy vice nez 2,5x vétsi
pravdépodobnost amplifikace polymorfniho mikrosatelitového lokusu pfi cross-
species PCR amplifikaci.
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A adenin
bp bases pair (pary bazi)
C cytozin
G guanin
LINEs long interspersed elements (dlouhé rozptylené elementy)
LTRs long terminal repeats (dlouhé terminalni repetice)
min minuta
PCR polymerase chain reaction (fetézova polymerazova reakce)
SINEs short interspersed elements (kratké rozptylené elementy)
STRs short tandem repeats (kratké tandemoveé r epetice)
T tymin
Ta teplota annealingu
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