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Souhrn

V teoretické ¢asti své bakalarské prace jsem se zabyvala popisem fadu brodivi
ajeho jednotlivych 5 celedi. Nejvétsi pozornost jsem veénovala celedi capoviti
(Ciconidae), kam patfi pravé marabu africky. Dale jsem struéné¢ popsala vsechny
dodnes nalezené polymorfni mikrosatelitové lokusy u ptaki z fadu brodivi. V posledni
kapitole jsem se vénovala popisu repetitivnich sekvenci a to konkrétné mikrosatelitim,

jejich déleni, funkcim, nestabilité, mutacim a hledani novych mikrosatelitovych lokust.

Hledani polymorfnich mikrosatelitovych lokust pro ¢apa marabu jsem
se vénovala Vv experimentalni Casti. Vyuzila jsem k tomu metodu cross-species PCR
amplifikace a 187 pard primerd, ptivodné navrzenych pro jiné druhy z fad plameiiaci

(Phoenicopteriformes) a veslonozi (Pelecaniformes).

Na konci experimentalni ¢asti jsem nalezla 26 polymorfnich mikrosatelitovych
lokusii. U nalezenych polymorfnich mikrosateliti byla zoptimalizovana teplota
annealingu a délka elektroforetické separace. Z 26 paru primert jich 18 bylo odvozeno
od druhii ztadu veslonozi a zbylych 8z fadu plamenaci. Pocet alel se pohyboval

od2do?7.



Summary

In the theoretical part of my bachelor thesis | dealt with the description of the
order Ciconiiformes and of its 5 families. | focused on the family Ciconidae, which
includes Marabou Stork. | also briefly described all known polymorphic microsatellite
loci of the order Ciconiiformes. In the last chapter | descripted repeat sequences and
more specifically microsatellites, their division, features, instability, mutations and the

search for new microsatellite loci.

In the experimental part of my bachelor thesis | focused on the search of
polymorphic microsatellite loci in Marabou Stork. | applied the method of cross-species
PCR amplification, and 1 tested 187 primer pairs originally designed for the
polymorphic microsatellites for birds belonging to orders of the flamingos

(Phoenicopteriformes) and the pelicans (Pelecaniformes).

Totally 1 found 26 of polymorphic microsatellite loci. For these polymophic
microsatellite loci | optimized annealing temperature and a time of electrophoresis
separation. Of the 26 pairs of primers 18 of them were derived from species of the order
pelicans, and the remaining 8 of the order of flamingos. The number of allele ranged
2t0 7.
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1. Uvod

Mikrosatelity jsou kratké tandemové repetice S délkou zakladni jednotky 1 - 6
nukleotidu, které se vyskytuji jak v eukaryotickém tak v prokaryotickém genomu. Diky
vysokému polymorfizmu a relativné snadnému ziskavani, stoji ve stiedu zajmu
genetickych studii. V poslednich letech se staly jednim 2z nejpouzivanéjSich
molekularnich markert pro genetické popula¢ni studie. Pro hledani novych
mikrosatelitovych lokust se vyuziva bud’ jejich izolace de novo nebo cross-species PCR

amplifikace s vyuzitim primeru ziskanych od jinych druht.

Ve své bakalarské praci se vénuji hledani polymorfnich mikrosatelitovych
lokustt u marabu afrického (Leptoptilos crumeniferus). K tomu ucelu bude pouzita
metoda cross-species PCR amplifikace, pfi niz bude otestovano vSech 187 part primerd
na DNA od 6 neptibuznych jedinct ¢dpa marabu. Tyto primery byly ptivodné navrzeny
pro 2 druhy z ¢eledi plamenaci (Phoenicopteriformes) a 10 druht z ¢eledi veslonozi

(Pelecaniformes).



2. Cile prace

1. Shromazdit dostupné literarni zdroje.

2. Vypracovat literarni reSersi na téma bakalarské prace.

3. Otestovat polymorfismus DNA mikrosateliti z fadu plamenaka a veslonohych
na 6 nepiibuznych jedincich marabu afrického pomoci cross-species PCR
amplifikace.

4. U mikrosatelitd, které se u marabu afrického ukazou jako polymorfni
zoptimalizovat teplotu annealingu a délku elektroforetické separace PCR

produktti, aby byly co nejlépe hodnotitelné.



3. Literarni prehled

3.1 Rad brodivi

Rad brodivi zahrnuje celkem 115 druhti v 5 &eledich rozsifenych po celém svété
kromé& polarnich oblasti. U nas je zjiSt€éno hnizdéni 10 druht, které spadaji do dvou

Seledi, ale bézné v CR hnizdi pouze 4 druhy (Stastny et al., 1998).
Taxonomické rozdéleni fadu brodivi do 5 &eledi podle Hudce a Cerného, 1994.
Rad: Ciconiiformes (brodivi)
Celed’: Ardeidae (volavkoviti)
Celed”: Scopidae (kladivougoviti)
Celed’: Balaenicipitidae (¢lunozobcoviti)
Celed’: Threskiornithidae (ibisoviti)

Celed’: Ciconiidae (¢apoviti)

Do tadu brodivi patii stfedni az velké druhy ptak, které jsou si znaéné podobné.
Charakteristickym znakem vétSiny z nich jsou dlouhé nohy, dlouhy krk a silny zobak.
Vétsinou jde o adaptace k lovu nebo sbirani potravy pii brodéni v mélké vodé (Stastny
et al., 1998). Maji tfidilny Zzaludek, nemaji vole a u samcl je Casto pfitomen
rudimentdlni penis. Mnohé druhy jsou piizpisobeny k tzv. statickému plachténi,
pfi némz vyuzivaji vzestupné vzdusné proudy nad pevninou (Gaisler, 1994). Zvlastni
kloubni uprava 6. obratle umoziuje esovité¢ prohnuti krku, coz je dulezité funkcni

pfizpusobeni pro harpunovani kofisti (Hudec et al., 1972).

Velké druhy fadu brodivi maji tuhé ptiléhajici obrysové peti, kdezto u malych
druht je peti meékké (Hudec et al., 1972). V opefeni se ¢asto vyskytuji hola kozovita

mista nebo i rizné vyristky, Casta jsou i prodlouzena ozdobna pera, zvlasté v oblasti



tylu. Zbarveni obou pohlavi je zpravidla stejné nebo jen malo odlisné. Samice byvaji

mens$i s méné vyraznymi ozdobnymi pery (Stastny et al., 1998).

VSichni brodivi jsou masozravi ptéaci, Zivici se pievazné vodnimi zivocichy,
od larev hmyzu po ryby az 1,4 kg t€Zké. Pro vyhledani potravy se rozletuji v Sirokém
okruhu kolem hnizdnich kolonii vétsinou do 20 km, ale nékdy az do 60 km (Stastny et
al., 1998). Piestoze lovi samotaisky, vétSina druhi hnizdi ve skupinach. Hnizda
zakladaji na stromech nebo v mangrovovych porostech (Burnie et al., 2008). Vejce jsou
skoro u vSech druht bil4, neskvrnitd. Krmiva mlad’ata se lihnou vidouci a vyznacuji
se rychlym rustem (Hudec et al., 1972). Potravu si vytahuji ze zobaku rodict a plné
vzletnd jsou obvykle od jednoho mésice. Pohlavni dospélosti dosahuji mezi 1. - 5.

rokem Zivota (Stastny et al., 1998).

Velmi typicka je zvukova kulisa na hnizdni kolonii (Stastny et al., 1998).
Hlasové ustroji je u brodivych vétSinou v riizné mife zakrnélé, postrada casto hlasovych
svalll, proto zejména mnozi Capoviti nedostatek hlasu nahrazuji vydavanim rtznych
zvukl naptiklad klapani zobadku. Nejvyraznéj$i hlasové projevy maji volavkoviti

(Hudec et al., 1972).

Brodivi jsou obyvateli vnitrozemnich vod, nékteti ibisi a marabuové vsak Ziji
pfevazné v suchém prostiedi. Jsou rozsifeni v obou mirnych pasech i v teplém pasmu
viech svétadilii; pfevaha druhi obyva pasmo tropt. Clunozobcoviti a kladivousoviti
maji Cisté tropické rozsiteni (Hudec et al., 1972). V mirném pasu zahnizd'uji zjara,
zatimco v tropech po cely rok, zpravidla v zavislosti na dobé& destd (Stastny et al.,
1998).

Velky pocet zastupcii toho tadu se ocita na seznamu kriticky ohrozenych druht.
Jen nékteti se dokézali pfizplisobit zménam, které v krajiné zpusobil ¢loveék. Napiiklad
volavka rusohlava (Bubulcus ibis) ma prospéch z rozsiteni ryzovych poli, na kterych

nasla nova lovisté (Burnie et al., 2008).
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3.1.1 Celed’ volavkoviti

wewvr

Stihlého vzhledu (Hudec et al., 1972). Maji klinovity zobak, diky kterému se kofisti
zmocnuji tzv. harpunovanim. Létaji s esovit¢ zahnutym krkem (Gaisler, 1994).
U nékterych rodi se vyskytuji chocholky, u jinych ve svatebnim $até ozdobnd pera
na riznych mistech téla (Hudec et al., 1972). Typickym prostiedim volavkovitych jsou
melké vody veetné motského pobiezi a mangrovi. Maji Casto svérazné hlasové projevy,
doprovazejici vétsinou agresivni chovani, tok nebo zivot v hnizdici kolonii. Pribé¢h toku
byva slozity, samec na hnizdé k sobé zpravidla lakéa samici riznymi postoji nebo hlasem

(Stastny et al., 1998). U nés je zjisténo hnizdéni 7 druhti (Gaisler, 1994).

3.1.2 Celed ibisoviti

Jsou to stfedné velci az velci ptaci, ktefi se déli do dvou podceledi. Podceled’
ibisoviti zahrnuje ptaky s uzkym zobdkem na konci mirn€ zahnutym. Ptici, ktefi maji
zobak na konci lopatovité rozsiteny, se fadi do podceledi kolpici. Tito ptaci létaji
s natazenym krkem (Gaisler, 1994). T¢lo je vétSinou husté opefené, nékdy na hlave
a kostréi maji znaéné prodlouZena pera (Hudec et al., 1972). Ziji pfevazné v baZinatém
prostfedi, jen né&které druhy vyuZivaji suchd bezlesa tizemi. Potravou ve vodnim
prostiedi jsou pfedevsim korysi, mekkysi, vodni hmyz, malé ryby a zaby, na suché zemi
pak vétsi hmyz a jini bezobratli. Hnizdi vétSinou v koloniich, hnizda byvaji uvniti
bazinnych porostli, nékdy na stromech nebo skalach a o mlad’ata pecuji oba rodice

(Stastny et al., 1998).

3.1.3 Celed’ élunozobcoviti

Obsahuje jediny rod s jedinym druhem. Systematické zafazeni Celedi je dosti
nejasné. V nékterych znacich se na prvni pohled podobaji volavkam a v jinych ¢aptm.

(Stastny et al., 1998).
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Nejnapadnéjsim znakem clunozobcovitych, jak uz nazev napovida, je obrovsky,
banaty zobdk, ktery ho spolu s impozantni postavou, fadi mezi nejvyraznéjsi ptaky
africkych mocalu (del Hoyo et al., 1992). Velky zobak je pravdépodobné adaptaci
k lovu kofisti v husté spleti vegetace, v niz se kofist zdrzuje (Stastny et al., 1998).
Jejich potravou jsou pfedevsim vodni hadi, zaby, jestérky, mladé Zelvy, ale také vodni

ptaci, mladi krokodyli a samoziejm¢ rtizné druhy ryb (del Hoyo et al., 1992).

3.1.4 Celed’ kladivouSoviti

Zahrnuje jen jediny rod s jednim pomérné velkym druhem svérazného vzhledu.
Nazev celedi je odvozen od tvaru hlavy, kterd pfipomind kladivo. Kladivovity vzhled
umociiuje vyrazna chocholka (Stastny et al., 1998). Kladivousoviti patfi mezi typické
ptaky, ktetfi obyvaji tropickou Afriku a lze je nalézt témet ve vSech typech africkych
mokfadil. Zivi se pfevazné zabami, malymi rybami, &ervy, hmyzem a také malymi savci

(del Hoyo, et al., 1992).

Chovéani druhu je v mnoha ohledech velmi odlisné od vSech bliZze ptibuznych
skupin. Dosud nepochopenym a nevysvétlitelnym jevem je vyhoupnuti jednoho jedince
na zédda druhého. Mize se jednat o samce, samici, ale také o ptidka z jiného paru
(Stastny et al., 1998). Neni to nijak spojeno s kopulaci a d&je se tak v jakykoliv &as
béhem roku (del Hoyo et al., 1992).

3.1.5 Celed’ &apoviti

Celed’ ¢apoviti je velmi dobie definovana skupina, jejiz historie sahd do podatku
tietihor, konkrétné¢ do svrchniho eocénu. DéEli se do tech tribu: Mycteriini, Ciconiini
a Leptoptilini. Tribus Mycteriini, neboli ,lesni ¢api a zejozobi®, zahrnuje 2 rody
Mycteria (nesyt) a Anastomus (zejozeb). Tribus Ciconiini, jinymi slovy ,,typi¢ti ¢api®,
zahrnuje 7 druhd rodu Ciconia a tribus Leptoptilini, neboli ,,obrovsti ¢api“, zahrnuje
3 rody Jabiru (jabiru), Leptoptilos (marabu) a Ephippiorhynchus (¢ap) (del Hoyo et al.,
1992).
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Capoviti jsou velci ptaci s dlouhym zobdkem, krkem a nohama, u nichZ jsou
prsty spojeny kizi (Stastny et al., 1998). Dlouhé nohy jsou vice nez do poloviny holend
neopeiené a maji pomérné slabé vyvinuty palec naopak ocas je docela kratky (Hudec et
al., 1972; del Hoyo et al., 1992). Vsichni ¢apoviti plachti vynikajicim zptisobem, ¢asto
ve velkych vyskach, hlavné diky dlouhym a Sirokym kiidlim. Zbarveni peii je u vétSiny
druhdi velmi podobné, nejéastéji se stéida kombinace ¢erné a bilé barvy (Stastny et al.,

1998).

oy

Je znamo 19 druhd v péti rodech, které ziji pievazné v tropickych oblastech
(Stastny et al., 1998). Pouze tii druhy zistavaji pfes zimu na svém misté, ostatni
apoviti opoustéji sva hnizdisté a odlétaji do tropickych &asti Asie a Afriky. Capi jsou
pomérné pifizplsobivi, cO se tyce prostiedi. VEtSina druhii dava prednost mokiadiim
a okoli vodnich ploch, ale jsou schopni zit i v oblastech, kde je voda pomérné vzacna

(del Hoyo et al., 1992).

Mezi ¢apovitymi je velika variabilita ve zptuisobu ziskavani potravy a také druhu
potravy, kterou se Zivi. NejCastéji se zivi rybami, obojZivelniky, plazy, hmyzem ale také
mensimi ptaky, krysami a zdechlinami (del Hoyo et al., 1992). Potravu vétSinou

ziskavaji pii chiizi v mélké vodé nebo na suchu (Stastny et al., 1998).

Cépoviti hnizdi na stromech nebo na vyvysenych mistech (Stastny et al., 1998).
Stavi si dostatecné velkd hnizda, kterd jsou prevazné z rostlinného materidlu. Néktere
druhy spolu vytvareji pary na cely zivot (del Hoyo et al., 1992). Tvorba paru se stvrzuje
riiznymi postoji, sy¢ivymi zvuky a klapanim zobaku (Stastny et al., 1998). Obvykle
kladou 3 az 5 vajec. Nejvétsi pocet snesenych vajec byl zaznamenén v Evropé u ¢apa
bilého, ktery jich nakladl 7. Vejce jsou kiidové bila, ovalného tvaru a jejich hmotnost
se pohybuje od 58 do 146 g. Mlad’ata jsou nidikolni a pe¢uji o n¢ oba rodi¢e (del Hoyo
etal., 1992).
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3.1.5.1 Marabu africky

Taxonomické zafazeni marabu afrického (Muckley, 2001):
Rige: Zivo¢ichové (Animalia)

Kmen: Strunatci (Chordata)

Podkmen: Obratlovci (Vertebrata)

Ttida: Ptaci (Aves)

Podtiida: Létavi (Neognathae)

Rad: Brodivi (Ciconiiformes)

Celed’: Capoviti (Ciconiidae)

Rod: Marabu (Leptoptilos)

Druh: Marabu africky (Leptiptilos crumeniferus)

Marabu africky obyva tropickou Afriku od Senegalu po Somalsko a na jih
po Botswanu (Brown et al., 1993). V jizni Africe se vyskytuje jen vzacné (Stastny et
al., 1998).

Svym vzhledem je nezaménitelny od ostatnich ptakd. Je to velky, robustni ptak
s holym krkem a hlavou, nepfili§ pisobivého vzhledu. Dorusta do vysky az 1,5 m
anejvétsi jedinci mohou mit 9 kg. Je to jediny zastupce rodu s tmavou duhovkou
(Brown et al., 1993; del Hoyo et al., 1992). Rozpéti jeho kiidel je skoro 3 m a tim
se fadi mezi jedny z nejvétsich pozemnich ptaki. Elegantni zpisob letu kontrastuje
s nemotornym Vzhledem (Burnie et al., 2008). Dale se vyznacuje kozovitym rizovym
vakem na voleti, ktery ma patrné tilohu pii namlouvani (Stastny et al., 1998). Na rozdil
od jinych ¢apovitych dokéze zatahnout krk a skryt ho pod pefi. Je to obvykle tichy ptak,
ale pokud citi nebezpeci, klape zobdkem. Naopak na hnizd¢ vydava rtizné zvuky

od piskani az po vréeni (Brown et al., 1993).

Marabu africky je spolecensky ptdk. Vyskytuje se na otevienych savanach,
pastvinach, v mokfadech, na btezich fek a jezer, jen vzacné v lesich a poustich (del
Hoyo et al., 1992). Casto se objevuje v okoli rybaiskych vesnic, skladek a jatek. Mnoho

hodin travi klidnym stanim obcas s kratkou prochazkou (Brown et al., 1993). Marabu
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je sice ¢ap, ale Casto se chova jako sup (Burnie et al., 2008). Do jeho jidelni¢ku se da
zafadit cokoliv od termitii aZ po mrtvého slona. Ale nejcastéji se zivi rybami,
jestérkami, hady, krysami a mrtvymi zvifaty. Marabu se nechova jako typicky
mrchozravy ptak, ktery musi byt i aktivni predator. Diky tomu, ze obyva prave skladky,
jatka a okoli lidskych obydli, kde se nachazeji zbytky jidla a mrtva zvifata, nema
0 potravu nouzi (Brown et al., 1993). Vzhledem k takovému zplsobu Zivota se jeho
pocty neustale zvysuji (Burnie et al., 2008). Pokud se dostane k velké zdechling, ¢eka
na supy, ktefi si potravu trhaji, a sbird kousky, které¢ jim odpadnou od zobdku. Chova

se tak, protoZe nema zobak ptizplisobeny k trhani potravy jako ostatni mrchoZravi ptaci
(del Hoyo et al., 1992).

Obrazek 1: Marabu africky.

Foto: Mgr. Dana Safafova, Ph.D.

Marabu hnizdi v koloniich, které tvofi minimalné od 20 - 60 part az po nékolik
tisic, ¢asto spoleéné s jinymi druhy zfadu brodivi (del Hoyo et al., 1992). Hnizdi

obvykle v korunach stroml, nékdy ve méstech a vesnicich a také na utesech
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ato zejména v Tanzanii a Sadanu (Brown et al., 1993). Hnizdo obvykle stavi 1 m Siroké
a az 30 cm hluboké, olemované vétvickami a listim. Bézné snasi 3 - 4 vejce, jejichz
inkubace trva 29 - 31 dni. Mlad’ata dosahuji pohlavni dospélosti dovrsenim 4 let.
Marabu se doziva pomérné vysokého véku. Ve volné piirodé kolem 25 let, ale v zajeti
jsou znamé pripady, kdy se dozivaji az 41 let (del Hoyo et al., 1992). Marabu africky

nepatii mezi svétové ohrozené druhy (del Hoyo et al., 1992).

3.1.6 Mikrosatelity u ptaki Fadu brodivi

Jak uz je popsano vyse, fad brodivi zahrnuje 5 ¢eledi: volavkovité, ¢apovité,
ibisovité, ¢lunozobcovité a kladivouSovité, ale polymorfni mikrosatelity byly popsany
pouze u nékterych druhd z prvnich téi jmenovanych celedi. VéEtSina autortt praci
navrhuje primery pro mikrosatelitové lokusy de novo, jen néktefi hledaji polymorfni

mikrosatelity pomoci cross-species PCR amplifikace.

Z ¢eledi volavkoviti byly poprvé hledany mikrosatelity a syntetizovany primery
de novo u druhu volavka velka (Ardea herodias). Autofi navrhli primery pro 17 lokusu,
kdy 15 z nich se projevilo jako polymorfni. Tyto primery také uspésné vyuzili ke cross-
species PCR amplifikaci u tfech blizce ptibuznych druht (A. alba, A. cinerea a A.
cocoi) (McGuire et al., 2002). Chang et al. (2009) detekovali 11 polymorfnich
mikrosatelitovych lokust pro kvakose noc¢niho (Nycticorax nycticorax). Dalsi nové
navrZzené primery byly pro mikrosatelitové lokusy volavky zlutozobé (Egretta
eulophotes) a volavky cCervenavé (Egretta rufescens). U volavky Zlutozobé bylo
popsano 18 polymorfnich mikrosateliti (Huang et al., 2010) a u volavky cervenavé
12 (Hill et al., 2011).

Cross-species PCR amplifikaci se zabyvali Chang et al., (2005) u kvakose
no¢niho (Nycticorax nycticorax). Pro amplifikace uspésné pouzili 8 pard primeru

puvodné nasyntetizovanych pro volavku velkou (Ardea herodias).

U capovitych byly charakterizovany polymorfni mikrosatelitové lokusy u ¢apa
bilého (Ciconia ciconia), ¢apa vychodniho (Ciconia boyciana) a nesyta amerického
(Mycteria americana). Van den Bussche et al., (1999) jako prvni charakterizovali

ve své praci 4 polymorfni mikrosatelitové lokusy u nesyta amerického. V roce 2003
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bylo u né¢ho popsano dalSich 11 polymorfnich lokust (Tomasulo-Seccomandi et al.,
2003). U capa bilého bylo detekovano 7 polymorfnich mikrosatelitd v roce 2009
(Shepard et al., 2009). Dale zkouseli amplifikovat DNA ¢apa bilého pomoci cross-
species PCR s vyuzitim Sesti part primerti od nesyta amerického. Wang et al. (2011)

popsali 11 polymorfnich mikrosatelitovych lokusti u ¢apa vychodniho.

Dalsi polymorfni mikrosatelity u ¢apa vychodni charakterizovali Huang et al.
(2011). Metodou cross-species PCR amplifikace s pouzitim primera ptavodné
navrzenych pro volavku velkou, ¢épa bilého a ibise japonského, nalezli

11 polymorfnich lokust.

Jako prvni charakterizovali polymorfni mikrosatelitové lokusy u celedi ibisoviti
Ji et al. (2004) u ibise japonského (Nipponia nippon). Autoti popsali 8 polymorfnich
lokustt u tohoto kriticky ohrozeného druhu. Jeho soucasnd populace se vyvinula
z poslednich 4 volné zijicich jedinc objevenych v roce 1981 (Ji et al., 2004). O dva
roky pozdé¢ji bylo publikovano vice praci zabyvajicich se izolaci a charakterizaci
mikrosatelitovych lokust u druhti z ¢eledi ibisoviti. U kolpika rizového (Ajaia ajaja)
charakterizovali 6 polymorfnich mikrosatelitovych lokusi (Sawyer et al., 2006).
U dal§iho druhu, ibise rudého (Eudocimus ruber), bylo popsano 10 polymorfnich lokust
(Santos et al., 2006) a také dalSich 11 polymorfnich lokusi u ibise japonského (He et
al., 2006). Yeung et al. (2009) nalezli 23 polymorfnich lokusi u kolpika malého

(Platalea minor).

Cross-species PCR amplifikaci mikrosateliti s vyuzitim primerd od blizce
ptibuznych druhi provedli Lei et al. (2005). Pouzili 22 pard primert, kdy 4 pary byly
vhodné pro ibise japonského. Metodu cross-species PCR amplifikace vyuzil také
Wilson (2008) k amplifikaci DNA ibise posvatného (Threskiornis aethiopicus). Vyuzil
k tomu primery navrhnuté pro ibise japonského, vlastovku obecnou (Hirundo rustica),
lejska cernohlavého (Ficedula hypoleuca) a také pro tucnaka krouzkového (Pygoscelis

adeliae). Vysledkem byly 2 polymorfné amplifikované mikrosatelity.
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3.2 Repetitivni sekvence DNA

Repetitivni sekvence DNA jsou nukleotidové sekvence, které¢ se v genomu
nachazeji v mnoha kopiich, vétSinou ale nikoliv uvnitt gentt (Campbell et Reece, 2006).
V haploidni sad¢ chromozomi se mohou opakovat az milionkrdt a jsou
nezanedbatelnou soucasti (10 - 15 %) eukaryotického genomu. Jednim z divodi nizsi
hustoty genti ve vétSich eukaryotickych genomech je, Ze tyto genomy obsahuji prave
zna¢né mnozstvi repetitivni DNA (Snustad et Simmons, 2009). Lze ji rozdé€lit do dvou
typlt v zavislosti na tom, zda jsou jednotlivé repetitivni jednotky rozptyleny nebo

seskupeny (Bennett, 2000).

3.2.1 Rozptylena repetitivni DNA

Eukaryoticky genom obsahuje obrovské mnozstvi rozptylené repetitivni DNA,
ktera neni uloZena opakované za sebou, ale roztrouSena po celém genomu. Jedna
repetice je obvykle dlouha 100 az 1000 pari bazi. Useky jsou si podobné, ale vétsinou
ne vzdjemné identické. Tyto repetice se vyskytuji pfevazné u savcl a maji charakter
pohyblivych genetickych elementi - transpozoni (Campbell et Reece, 2006).
Transponovatelné genetické elementy jsou nejrozsifenéjSim typem repetitivnich
sekvenci DNA. Mohou se pfemistovat z jednoho mista na chromozomu na jiné nebo
dokonce 1 na jiny chromozom (Snustad et Simmons, 2009). Tyto sekvence se daji
rozdélit do dvou velkych skupin. SINEs (short interspersed repeats) kratké rozptylené
repetice a LINEs (long interspersed repeats) dlouhé rozptylené repetice (Bennett, 2000).

3.2.2 Tandemové uspoiadana repetitivni DNA

Tandemové uspofadand repetitivni DNA se skladd zkratkych sekvenci
opakovanych v sériich. Nukleotidové slozeni tandemové repetitivni DNA je Casto velmi
odli$né od zbylé bunééné DNA. Rada geneticky podminénych chorob je spojena pravé
s vyskytem tandemovych repetic a to nejcastéji tripleti. Mezi takové choroby patii
napiiklad syndrom fragilniho chromozomu X, za ktery je zodpovédny opakujici

se triplet CGG. V normalni alele pro fragilni X se triplet opakuje asi 30krat zatimco
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v alele fragilniho X se triplet opakuje 100 - 1000krat a vytvari tak fragilni (kiehké)
misto. Dalsi takovou chorobou je Huntingtonova chorea, ktera je spojena s opakovanim
tripletu CAG (Campbell et Reece, 2006). Je vice typu tandemové repetitivni DNA

a to satelitni, minisatelitni a mikrosatelitni (Bennett, 2000).

3.2.2.1 Satelity

Satelitni DNA byly prvni objevené repetice standemoveé se opakujicim
motivem. Velikost zakladni repetitivni jednotky satelitni DNA se pohybuje kolem
nckolika stovek bp, nicméné, celkova velikost opakovani v jednom lokusu je obrovska
a muze dosahovat az n¢kolika Mb. Lidska satelitni DNA neni piepisovana a nachazi

se V heterochromatinu a to zejména v centromerach (Bennett, 2000).

3.2.2.2 Minisatelity

S 4

genetické studie (Bennett, 2000). Minisatelity jsou obvykle definovany jako tandemové
se opakujici kratké repetice, jejichz velikost se pohybuje od 0,5 az po nékolik kb
a velikost zakladniho motivu od 6 az po 100 bp (Vergnaud et Denoeud, 2000). Mnoho
téchto lokust vykazuje veliky polymorfizmus (Ramel, 1997). Mutabilita minisatelitt
se pohybuje okolo 0,4 - 5 % mutaci za generaci, V ptfipadé mikrosatelitd je to 0,1 %

mutaci za generaci (Flegr, 2009).

Minisatelity se déli do dvou typl, zndmych jako telomerickdi DNA
a hypervariabilni minisatelitni DNA. Telomerické minisatelity se skladaji z 10 - 15 kb
hexanukleotidovych repetic. Pfidani téchto sekvenci k telomeram vSech chromozomu
je realizovano enzymem telomeraza (Bennett, 2000). Pro sav¢i genom jsou typické
telomerické sekvence S repetitivni jednotkou dlouhou 5 - 8 bp, kde zdkladnim motivem
je TTAGGG (Ramel, 1997). Druhy zminény typ hypervariabilni minisatelitni DNA
se oznacuje jako VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats) (Zima et al., 2004).
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3.2.2.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity se jinak nazyvaji jako repetice jednoduchych sekvenci SSRS
(simple sequence repeats) nebo kratké tandemové repetice STRS (short tandem repeats).
Zahrnuji kratké tandemové repetice od 1 do 6 nukleotidii, které se vyskytuji jak
v eukaryotickém tak v prokaryotickém genomu (Oliveira et al., 2006). Nachazeji
se v proteiny kodujicich 1 nekddujicich oblastech genomu (Téth et al.,, 2000).
Mikrosatelity patii mezi velmi variabilni sekvence DNA. Jejich velka proménlivost
vychazi z poctu opakovani jednotky repetice ne z primarni sekvence (Ellegren, 2004).
V poslednich letech se mikrosatelity staly jednim z nejpopulérnéjSich molekuldrnich
markert. Diky vysokému polymorfizmu a relativné snadnému ziskavani, stoji ve stiedu

zajmu genetickych studii (Zane et al., 2002).

3.2.2.4 Déleni mikrosatelitu

Typické dé€leni mikrosatelitt je na mono-, di-, tri-, a tetranukleotidové,
ale repetice o 5 a 6 nukleotidech se také obvykle fadi mezi mikrosatelity (Ellegren,
2004). NejfrekventovanéjSi  jsou  dinukleotidové motivy nasledované  tri-
a tetranukleotidovymi. U savci se nejCastéji nachdzeji mikrosatelity se sekvenci
(AC)n/(TG)y, ktera se vyskytuje dvakrat Castéji nez repetice AT a tfikrat Castéji nez AG
(Zima et al., 2004).

Déle mohou byt mikrosatelity klasifikovany podle typu opakujici se sekvence
na dokonalé (perfect), nedokonalé (imperfect), pterusené (interrupted) a slozené
(composite). Dokonalé sekvence nejsou preruseny zadnou jinou bazi, ktera nepatii
k motivu (napt. TATATATATATATA), zatimco nedokonalé sekvence obsahuji uvnitt
bazi, ktera neni shodna sopakujicim se motivem (napf. TATATATCTATATA).
V ptipad€ preruSeného mikrosatelitu, se uvnitt opakujici sekvence nachdzi kratka
sekvence, ktera neni shodna s motivem (napt. TATATACGTGTATATA), zatimco
slozend sekvence obsahuje dva opakujici se motivy tésn¢ vedle sebe (napf.

TATATATAGTGTGTGT) (Oliveira et al., 2006).
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3.2.2.5 Mutace mikrosateliti, jejich nestabilita a funkce

Mikrosatelity jsou charakterizovany vysokou mutacni rychlosti (u savcil veetné
loveka tadové 10 az 10™ na lokus a generaci). Za hlavni zdroj vysoké proménlivosti
mikrosatelit se povazuje sklouznuti nukleotidového fetézce béhem replikace
(replication slippage) (Zima et al., 2004). Pii tomto jevu dojde nejprve Kk lokalni
kratkodobé denaturaci dvoufetézcové molekuly DNA a nasledné Kk denaturaci usekt
fetézce nikoli s ptivodné protilehlou komplementarni oblasti antiparalelniho fetézce,
ale s jinou, nejcéastéji prilehlou oblasti obsahujici komplementarni baze (Flegr, 2009).
Na jejich evoluci se mohou zifejmé podilet 1 jiné muta¢ni mechanizmy. Vysledkem
je, Ze se jednotlivé alely vzajemné lisi délkou a mohou byt snadno separovany pomoci

elektroforézy (Zima et al., 2004).

Mezi jiné mutaéni mechanizmy patii chyby béhem rekombinace
a nerovnomérny crossing-over (Strand et al., 1993). Nerovnomérny Ccrossing-over
nastava tehdy, jestlize dojde k parovani dvou vziajemné komplementarnich, ale ptfitom
nehomologickych tsekit DNA. Muze k nému dojit v rdmci jedné nebo dvou molekul
DNA (Flegr, 2009). Vétsina téchto primarnich mutaci je opravena enzymatickym
systémem korekce chyb (Ellegren, 2004).

VétSina mikrosateliti  je nestabilnich, zejména repetice bohat¢ na CG
trinukleotidy a CA dinukleotidy, vykazuji velikou miru nestability oproti jinym

repeticim. Diivod pro tuto specifickou nestabilitu neni prozatim znam (Ramel, 1997).

Néktefi autofi neptikladaji mikrosatelitim piiliSny vyznam, jini naopak povazuji

mikrosatelity za nezbytné naptiklad pti replikaci DNA (Oliveira et al., 2006).

Mikrosatelity se povazuji za ,horka mista® pro rekombinaci. Dinukleotidové
motivy jsou pifednostni mista pro rekombinace z didvodu jejich vysoké afinity
k rekombinaénim enzymim. Dinukleotidy jako GT, CT a dalsi maji vliv

na rekombinace neptimo skrze jejich vliv na strukturu DNA (Chistiakov et al., 2006).

Dalsi jejich funkei je vliv na replikaci DNA. Napftiklad u potkana je amplifikace
DNA ukoncena specidlni terminacni sekvenci. Tato sekvence utvaii smycku, ktera

slouzi jako signal k zastaveni DNA polymerazy (Chistiakov et al., 2006).
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3.2.2.7 Hledani novych mikrosatelitovych lokusi

Hlavni nevyhodou mikrosatelitii je, ze se musi nejprve nalézt a identifikovat
vhodné primery pro jejich amplifikaci. Vzhledem k tomu, ze vétSina mikrosatelitii
se nachazi v nekddujicich oblastech genomu, je zpravidla nutné mikrosatelity izolovat
de novo (Zima et al., 2004). Protoze ale vyvoj novych mikrosatelitti pro konkrétni druhy
je finanén¢ a cCasov€é naroCny, Casto se pouziva cross-species PCR amplifikace
(Galbusera, 2000).

Pro navrzeni mikrosatelitt de novo se pouziva nékolik experimentalnich

protokold. Obecné miizeme izolaci shrnout do nékolika kroki (Zima et al., 2004).

Nejprve je izolovand DNA rozStépena jednou nebo vice restrik¢nimi
endonukledazami a fragmenty jsou separovany pomoci elektroforézy. Fragmenty
o velikosti 300 - 700 bp jsou vlozeny do plazmidu bud’ ptimo, nebo pomoci adaptort.
Plazmidy jsou nésledné¢ vlozeny do kompetentnich bun¢k a vznikaji tak tisice
rekombinantnich kloni, které jsou testovany na piitomnost mikrosatelitovych sekvenci.
Pokud obsahuji hledanou sekvenci a maji dostate¢né dlouhé ohranicujici sekvence,

mohou K nim byt navrzeny primery (Zane et al., 2002; Zima et al., 2006).

U ptactva se cross-species amplifikace stala velmi dulezitou metodou, jelikoZz

ptaci genom obsahuje aZ desetkrat méné€ mikrosateliti neZ naptiklad lidsky (Galbusera,

2000).

Mikrosatelity vykazuji velikou miru mutaci oproti koédujicim oblastem.
U evoluéné vzdalengjSich druhli nahromadéné mutace obklopujici mikrosatelit brani
nasednuti primeru a proto musi byt primer navrzen de novo. U blizce piibuznych

jedinct lze vyuzit primery pro cross-species PCR amplifikaci (Primmer et al., 1996).

Principem této metody je, Ze se pouzivaji primery, které byly pavodné
nasyntetizované pro jiny tzv. zdrojovy druh, ktery je spfiznény se zkoumanym druhem.
Uspésnost amplifikace koreluje s fylogenetickou vzdalenosti mezi zdrojovym

a zkoumanym druhem (Primmer et al., 1996).

22



3.3 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

PCR je velmi jednoduchad a elegantni metoda, ktera umoznuje amplifikovat

in vitro pozadovany specificky tusek DNA (Zima et al., 2004).

Reak¢éni smés obsahuje templatovou DNA, DNA-polymerazu, dva
oligonukleotidové primery, ¢tyfi typy deoxyribonuklesidtrifosfata (dATP, dCTP, dTTP,
dGTP) a pufr. Dilezitym faktorem je také pfitomnost hofecnatych iontd ve formé
MgCl,, které zajistuji spravné fungovani polymerazy. Celkovy objem dopliuje

deionizovana voda (Koreth et al., 1996).

Zakladni cyklus polymerazové fetézové reakce sestava ze tii krokt: denaturace,

navazani primera (annealing) a extenze (Zima et al., 2004).

V prvnim kroku je genomovd DNA obsahujici sekvence, které maji byt
amplifikovany, denaturovana zahtatim na 92 - 95 °C. Ve druhém kroku je denaturovana
DNA hybridizovana s nadbytkem syntetickych oligonukleotidovych primera tak,
ze se inkubuji spole¢né pii 50 - 60 °C. Idedlni teplota pro pfipojeni primeri zavisi
natom, z kolika a zjakych bazi jsou slozeny. Ve tietim kroku je pouzita DNA-
polymerdza pro replikaci useku mezi misty komplementarnimi k primertim.
K polymeraci obvykle dochdzi pti 70 - 72 °C. Délka téchto tfi fazi se pohybuje
v ¢asovém rozmezi od 30 s do 1,5 minuty. V nasledujicim cyklu se produkty prvniho
cyklu replikace denaturuji a po pfipojeni primert replikuji DNA-polymerazou. Proces
se mnohokrat opakuje, dokud neni dosazeno pozadovaného stupné amplifikace (Snustad

et Simmons, 2009).

3.3.1 Elektroforeticka separace PCR produktii

Principem elektroforetické separace je pohyb nabitych molekul v elektrickém
poli. Hlavnim nositelem néaboje nukleovych kyselin jsou negativné nabité fosfatové
skupiny, tudiz se nukleové kyseliny v elektrickém poli pohybuji ke kladné nabité
elektrodé - anodé (Smarda et al., 2005).
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Elektroforetické gely pouzivané pro separaci nukleovych kyselin jsou nejcastéji
tvofeny polyakrylamidem nebo agarézou (Smarda et al., 2005). Polyakrylamidové gely
vznikaji katalytickou polymeraci dvou monomert, akrylamidu a N, N’-metylen
bisakrylamidu. Gel je tvofen dlouhymi vlakny polymerovaného akrylamidu, navzajem
spojenymi vlakny N, N’-metylenbisakrylamidu. Velikost pora v gelu se mize ménit
upravenim koncentrace obou slozek. Cim je akrylamid koncentrovangjsi tim jsou pory
mens$i (Zima et al.,, 2004). Po dokonceni elektroforézy je tfeba zviditelnit polohu
separovanych molekul, protoZze nejsou pouhym okem viditelné. K vizualizaci

se napiiklad pouziva etidiumbromid, fluorescencni barviva nebo dusi¢nan stfibrny

(Smarda et al., 2005).

3.3.2 Problémy pri analyze PCR produktii

Analyzu PCR produkti nejcastéji komplikuje ptfitomnost nulovych alel, stutter

bandt a alelové homoplazie.

Jako nulovéa alela, se oznacuje kazdéa alela mikrosatelitniho lokusu, ktera neni
amplifikovana pomoci polymerazové fetézové reakce a nasledné detekovana v gelu
(Dakin et Avise, 2004). Ke vzniku nulovych alel vede vice moznosti. Jednou z nich jsou
mutace v oblastech DNA pfiléhajicich k sekvenci mikrosatelitu (flanking regions),
kde nasedaji primery. Pokud dojde k velkym zménam v ptiléhajici oblasti, je tak
zabranéno nasednuti primeru béhem PCR reakce a mikrosatelitovy lokus neni
amplifikovan. Dal§i moznou pfi¢inou vzniku nulové alely je preferencni amplifikace
kratSich alel nebo sklouznuti polymerazy béhem PCR amplifikace (Chapuis et Estoup,
2007). Pfi genovém mapovani a urCovani diagnézy nevede pfitomnost segregujici
nulové alely ke znehodnoceni ziskanych dat, ale mtze vést ke ztrat€¢ informaci.
Ptitomnost nulové alely miize vést také k vylouceni potenciondlniho otce a k ziskéani
zavadéjicich udaji jako pfitomnost vazbové nerovnovahy nebo genetické poruchy

(Callen et al., 1993).

Dalsim problémem pfi analyze PCR produkti je vyskyt stutter bandd znamych
také jako stinové bandy nebo produkty sklouznuti DNA-polymerazy (Walsh et al.,
1996). Stutter bandy vznikaji béhem amplifikace a od normalniho produktu se lisi
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délkou. Vétsinou jsou zkraceny o jednu nebo dvé opakujici se jednotky a jejich vznik
je zapfi¢inén sklouznutim Taq DNA-polymerazy pii replikace komplementarniho
fetézce v misté repetice. Stutter bandy vznikaji nejcastéji u dinukleotidovych repetici
Vv mensi mife pak u tri- a tetranukleotidovych repetici (Daniels et al., 1998). Pokud
se jedna o dinukleotidové repetice je produkt nejcastéji zkracen o 2 jednotky oproti
normalnimu. Jsou znamé i repetice, jejichz produkty byly pii amplifikaci zkraceny
0 4 az 6 jednotek. Problém pii hodnoceni vysledkt nastava tehdy, kdyz se stutter band

jedné alely ptekryva s hlavnim produktem jiné alely (Walsh et al., 1996).

Homoplazie alel je definovana jako jev, kdy dvé alely maji stejnou velikost nebo
sekvenci, ale nejsou odvozeny z jedné ancestralni alely (Jarne et Lagoda, 1996). Hlavni
ptic¢inou homoplazie alel jsou mutace a je to také zpisob jakym dochazi ke vzniku
novych alel. Alelovd homoplazie neptfedstavuje pfiliS velky problém pii mnoha
analytickych metodach populaéni genetiky, protoze je kompenzovana vysokou

variabilitou mikrosatelitovych lokust (Estoup et al., 2002).
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4. Material a metody

4.1 Biologicky material

Z krve,

Genomickd DNA, ktera slouzila jako biologicky material, byla vyizolovéna

ziskané od 6 nepfibuznych jedinc marabu afrického (Leptoptilos crumeniferus).

Vzorky krve byly odebrany pracovniky Zoologické zahrady ve Dvote Kralové nad

Labem a do doby izolace DNA byly uchovany v lednici v Queen’s pufru (Seutin et al.,

1991).

4.2 1zolace genomické DNA z ptaci krve pro PCR

Tento postup byl pfevzat podle Maniatis et al. (1982) a byl upraven pro

materidlni a technické podminky Laboratofe popula¢ni genetiky na Katedfe bunééné

biologie a genetiky Pfirodovédecké fakulty UPOL.

1.

Do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml bylo napipetovano 400 pl roztoku krve
vV Queen'’s pufru (Seutin et al., 1991).

Do roztoku byla pfipipetovana proteinaza K (10 mg/ml) a smés se preklapénim
promichala. Nasledné bylo ptiddno 100 pl 10% roztoku SDS.

Mikrozkumavky se inkubovaly v termostatu pti 37 °C pies noc do druhého dne.
Druhy den bylo ke smési ptidano 350 pl fenolu a 350 pl chloroformu
a mikrozkumavky byly zvortexovany a centrifugovany (5000 g/2 min). Po
centrifugaci byla vrchni faze odebrdna ustfiZzenou Spi¢kou do nové zkumavky,
tak aby nedoslo k nasati vlaken DNA se zbytky fenolu a chloroformu.

K odebranému roztoku bylo pfiddno 700 pl chloroformu a mikrozkumavky byly
opét zvortexovany a centrifugovany (5000 g/2 min). Po centrifugaci byla vrchni
faze odebrana tak, aby nedoslo k nasati bilého zakalu proteinil z mezifaze. Tento
krok byl jesté jednou zopakovan.

K odebranému roztoku bylo pfiddno 180 ul vychlazeného octanu sodného
(3 mol/l) a objem se doplnil vychlazenym 96% etanolem. Mikrozkumavky byly

preklapénim promichany a uloZeny na 2 hodiny do -20 °C.
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7. Po uplynuti této doby byly mikrozkumavky centrifugovany 30 minut pii 13000
g/min.

8. Etanol byl opatrné slit, aby nedos$lo k vyliti srazeniny DNA a byl pfidan 1 ml
vychlazeného 70% etanolu.

9. Mikrozkumavky byly opét centrifugovany tentokrat 10 minut pii 13000 g/min.

10. Etanol byl slit, tak aby nedoslo k vyliti srazeniny DNA a obsah mikrozkumavky
byl vysusen v termobloku.

11. K vysusené DNA bylo ptipipetovano 500 ul TE pufru.

12. Mikrozkumavky se umistily pies noc do termostatu pii 40 °C a jejich obsah byl
pieklapénim rozpusten.

13. Po stanoveni koncentrace na nanodropu byl roztok DNA v mikrozkumavce
zmrazen v -20 °C. Cast obsahu mikrozkumavek byla odebrana a zfedéna
deionizovanou vodou na koncentraci 10-50 pg/ml pro PCR a uchovana

v lednici.

4.3 PCR amplifikace hledanych mikrosatelitovych lokusii

PCR amplifikace genomické DNA Sesti nepfibuznych jedinci marabu afrického
byla provedena pomoci 187 pard primerd. Jelikoz byla pouzita metoda Cross-species
PCR amplifikace, nebyly tyto primery ptivodné navrzeny pro marabu afrického, ale pro
jiné druhy. 47 pard primerd bylo pivodné navrzeno pro plamendka karibského
(Phoenicopterus ruber) a plamenaka ruzového (Phoenicopterus roseus) ztadu
plamenaci (Phoenicopteriformes). Zbyvajicich 140 paru primerd bylo navrzeno pro
druhy z fadu veslonozi (Pelecaniformes). Konkrétn¢ pro fregatku obecnou (Fregata
minor), kormorana galapazského (Phalacrocorax harrisi), kormorana chocholatého
(Phalacrocorax aristotelis), kormorana usatého (Phalacrocorax auritus), kormorana
velkého (Phalacrocorax carbo), pelikana bilého (Pelecanus onocrotalus), pelikana
severoamerického (Pelecanus erythrorhynchos), tereje guanového (Sula variegata),

tereje modronohého (Sula nebouxii) a tereje ¢ervenonohého (Sula sula).
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Tabulka 1: Piehled testovanych mikrosatelitovych lokust u marabu afrického,

v tabulce je déale uveden zdrojovy druh, nazev mikrosatelitového lokusu a autor

publikace.

Rad

Zdrojovy druh

Testované lokusy

Autor

Plamenaci
(Phoenicopteriformes)

Plamenak karibsky
(Phoenicopterus ruber)

Prup 1, Prup 2, Prup 3,
Prup 4, Prup 5, Prup 6,
Prup 7, Prup 8, Prup 9

Kapil et al.,
2010

Prup 13

Preston,
2005

Plamenék rizovy
(Phoenicopterus roseus)

PrA2, PrA3, PrA9, PrA102,
PrA103, PrA104, PrA105,
PrA110, PrAl111,
PrA113,PrB1, PrB2, PrB3,
PrB102, PrB105, PrB110,
PrC1, PrCe6, PrC12, PrC101,
PrC109, PrC117, PrC122,
PrD3, PrD4, PrD5, PrD7,
PrD9, PrD10, PrD12,
PrD102, PrD105, PrD108,
PrD117, PrD121, PrD126,
PrD139

Geraci et
al., 2010

Veslonozi
(Pelecaniformes)

Fregatka obecna
(Fregata minor)

Fmin01, Fmin02, Fmin03,
Fmin04, Fmin05, Fmin06,
Fmin07, FMin08, Fmin09,
Fmin10, Fminll, Fminl12,
Fminl3, Fminl14, Fmin15,
Fmin16, Fminl7, Fmin18

Deaborn et
al., 2008

Kormorén galapazsky
(Phalacrocorax harrisi)

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

Duffie et
al., 2008

Kormoran chocholaty
(Phalacrocorax aristotelis)

PhaariO1, Phaari02,
Phaari03, Phaari04,
Phaari05, Phaari06,
Phaari07, Phaari08,
Phaari09, Phaarill,
Phaaril2, Phaaril3,
Phaaril4, Phaaril5,
Phaaril6, Phaaril7

Barlow et
al., 2010

Kormoran usaty
(Phalacrocorax auritus)

Dcco-01, Dcco-02, Dcco-
03, Dcco-04, Dcco-05,
Dcco-06, Dcco-07, Dcco-08

Mercer et
al., 2010
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Tabulka 1: Pokracovani.
Rad Zdrojovy druh Testované lokusy Autor
COR 01, COR 03, COR 05,
COR 06, COR 07, COR 12,
COR 15, COR 17, COR 19,
Kormoran usaty COR 20, COR 21, COR 22, | Fikeetal.,
(Phalacrocorax auritus) COR 23, COR 26, COR 28, 2009
COR 30, COR 31, COR 35,
COR 38, COR 40, COR 41,
COR 43, COR 45, COR 47
Kormoran velky PcD2, PcD4, PcD5, PcD6, Piertney et
(Phalacrocorax carbo) PcT1, PcT3, PcT4 al., 1998
PELO86, PEL149, PEL175 De Ponte
Pelikan bily PEL185, PEL188, PEL190, Machado et
(Pelecanus onocrotalus) PEL207, PEL221, PEL265, al. 2009
PEL304 "
o, ., PeEr 01, PeEr 02, PeEr 03, .
| e | PeEr 0. e s e, | FEkTe
€ PeEr 07, PeEr 08, PeEr 09 N
5 g SV2A-2, SV2A-26, SV2A-
g ‘E Terej guanovy 47, Sv2A-50, Sv2A-53, Taylor et
2 S (Sula variegata) Sv2A-95, Sv2A-152, Sv2B- al., 2010
> < 27, Sv2B-138
e Boob-RM2-F07, Boob-
RM3-D07, Boob-RM3-F11,
Boob-RM4-A08, Boob-
RM4-B03, Boob-RM4-C03, | Faircloth et
Terej modronohy Boob-RM4-D07, Boob- al., 2009
(Sula nebouxii) RM4-E03, Boob-RM4-E10,
Boob-RM4-F11, Boob-
RM4-G03
Sn2A-36, Sn2A-90, Sn2A- Taylor et
123, Sn2B-68, Sn2B-83, al. 2010
Sn2B100 N
Ss1b-16, Ss1b-51, Ss1b-57,
Ss1b-98, Ss1b-106, Ss1b- Morris-
Terej Cervenonohy 142, Ss2b-2, Ss2b-35, Ss2b- Pocock et
(Sula sula) 48, Ss2b-71, Ss2b-88, Ss2b- al.. 2010

92, Ss2b-110, Ss2b-138,
Ss2b-153
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Reakéni smés pro PCR byla piipravena napipetovanim jednotlivych slozek

uvedenych v tabulce 2 do 1,5ml mikrozkumavky.

Tabulka 2: Slozeni PCR mixu pro 6 vzorkd.

Slozky PCR mixu Objem (ul)
Deionizovana voda 44,4
Storage Buffer 10x 6,7
MgCl; (25 mmol/l) 4,0
dNTPs (20 pmol/l) 0,7
Primer F (10 umol/l) 3,3
Primer R (10 pmol/l) 3,3
aTaq DNA-polymeraza (5U/ul) 1,0

Vsechny chemikalie PCR smési byly uchovavany v mrazaku pii -20 °C. Pted
napipetovanim vSech sloZzek do 1,5ml mikrozkumavky, byly jednotlivé mikrozkumavky
s chemikaliemi rozmrazeny, zvortexovany a centrifugovany. Slozky byly pipetovany
v takovém pofadi, jaké je uvedeno v tabulce 2. Takto pfipraveny PCR mix byl

rozpipetovan do Sesti 0,2 ml mikrozkumavek.

Jednotlivé reakce o objemu 10 pl se skladaly z 9 ul PCR mixu a 1 pl genomické
DNA ¢apa marabu o koncentraci 10 - 50 pg/ml, ktera byla uchovavana v lednici.

Mikrozkumavky byly umistény do termocykléru s nésledujicim casovym a teplotnim

profilem:
SMIN...eiiiiiiiiiiea, 94 °C
30 S 94 °C
35X 30 S i zvolena teplota annealingu
30 S 72 °C
TMIN. .o 72 °C
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Pocate¢ni teplota annealingu byla nastavena na 50 °C a byly na ni otestovany

vSechny pary primert. Tato teplota se dale upravovala vrozmezi 44 - 69 °C

u nalezenych polymorfnich mikrosatelitovych lokust. Pokud testovany primerovy par

neposkytl zadny produkt, byla teplota snizena na 48 °C dale az na 44 °C. Jestlize

primery poskytly polymorfni produkt a jednotlivé alely od sebe nebyly rozlisitelné, byla

teplota annealingu postupné zvySovana az na hodnotu 69 °C.

4.4 Zpracovani PCR produktii

Tento postup je optimalizovan pro pouziti vyhiivané sekvenacni elektroforetické

komurky S2 Whatman Biometra, s rozméry skel 330 x 390 mm a 330 x 420 mm

a tloustkou gelu 0,4 mm.

1.

Nejprve byla obé skla dikladné omyta vodou se saponatem a vydrhnuta
kartaCkem. Poté se oplachla deionizovanou vodou, osuS$ila a dvakrat oplachla
96% etanolem a nakonec osusila papirovym ubrouskem.

Vétsi sklo bylo oSetfeno pfipravkem na odpuzovéani vody, ktery se pouziva
na skla automobilt, na té plose, kde se dotykalo gelu. Ptipravek se nechal
pusobit 5 minut a pak bylo sklo oplachnuto deionizovanou vodou a osuseno
papirovym ruc¢nikem.

Mensi sklo bylo oSetieno 1 ml roztoku 0,5% kyseliny octové v 96% etanolu
s 3 pl 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu na té ploSe, kde se dotykalo gelu.
Roztok byl rozetfen papirovym ubrouskem a nechal se plisobit 5 minut, poté
se sklo 4x oplachlo 96% etanolem a pokazdé osusilo papirovym ru¢nikem.

V¢étsi sklo bylo presunuto do digestofe a poloZzeno na polystyrenovou deskou
neosetfenou stranou. Na oSetfenou plochu byly po stranach polozeny dva 0,4
mm silné spacery a na né oSetfenou plochou smérem dola kratsi sklo. Spacery
se umistily az do kraje skel tak, aby se guma na nich tésné¢ dotykala kratSiho
skla.

Gel byl pfipraven smisenim 60 ml 6% roztoku akrylamid:
N,N metylenbisakrylamid 19:1, 400 ul 10% roztoku peroxodisiranu amonného
a 40 ul N,N,N,N’-tetrametylendiaminu. Ptipraveny gel byl z kadinky pomalu

prelit mezi ob¢ skla, tak aby se nevytvotily v gelu bublinky.
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10.

11.

12.

13.

Kdyz byl cely prostor mezi skly vyplnén gelem, vlozil se mezi skla (v tom
misté, kde se naléval gel) hiebinek svou rovnou stranou asi 1 cm hluboko.

Na tuto stranu byly umistény klipsy a gel se nechal asi hodinu polymerizovat.

. Po ztuhnuti gelu byly vSechny klipsy odstranény a sklo bylo umyto od zbytkt

zpolymeryzovaného gelu. Omyté sklo bylo umisténo do elektroforetické
komiirky hiebinkem nahoru a dovnitf upevnéno pomoci Sroubovacich tchytt.
Katodovy i anodovy prostor byl zalit 0,5 x TBE pufrem a hiebinek byl opatrné
vyjmut, tak aby nedoslo k poskozeni gelu. Prostor mezi skly byl vycistén
proudem pufru z injek¢ni stiikacky. Katodovy i anodovy prostor byl uzavien
ana zdroji stejnosmérného proudu byla nastavena hodnota vykonu 90 W. Sklo
bylo takto nahtivano po dobu 30 minut (hodnoty elektrického proudu a napéti
byly 150 mA a 3000 V).

P&t minut pfed nanesenim vzorki (vzniklych smisenim 1 objemového dilu PCR
produktu a 1 dilu nanaSeciho pufru) byly tyto vzorky na 3 minuty umistény
do denatura¢nich podminek. Po denaturaci byly okamzit¢ umistény do ledové
tfiste, aby se zabranilo renaturaci denaturovanych vlaken DNA produkti.
Béhem denaturace byl zatim vypnut zdroj stejnosmérného proudu a prostor mezi
skly byl opét vycistén proudem z injekéni stiikacky. Poté byl do této mezery
vsunut hfebinek asi 1 mm hluboko, tak aby nedoSlo k ulomeni nékterého
zoubku.

Do mezer mezi zoubky byly naneseny osmikanalovou pipetou vzorky o objemu
3 pl. Na nandSeni byly pouZity stejné Spicky, které byly vzdy vymyty nasatim
pufru. Po naneseni vzorku, byl katodovy prostor uzavien a na zdroji
stejnosmérného napéti byla nastavena hodnota proudu 70 W (hodnoty
elektrického proudu a napéti byly 150 mA a 3000 V). Separace trvala 1,5 az
4 hodiny.

Béhem elektroforetické separace vzorka byl piipraven fix/stop roztok (800 ml
roztoku 10% kyseliny octové) a vyvojka (800 ml roztoku 3% Na,COs), ktera
se umistila do lednicky vychladit.

Po uplynuti doby elektroforetické separace, byl vypnut zdroj stejnosmérného
proudu, odpojeny elektrody a otevien kanalek, kterym pufr pietekl do sbérného
prostoru. Sklo bylo opatrné vyjmuto, byly odstranény spacery a hiebinek

a mensi sklo s gelem se pomoci noze odlepilo od vétsiho skla.
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14. Odchlipnuté mensi sklo bylo umisténo do fotomisky na tiepacku gelem nahoru
a zalito fix/stop roztokem. Doba plisobeni byla asi 20 minut.

15. Po uplynuti doby, byl fix/stop roztok slit zpét do kadinky, pro dalsi pouziti. Poté
bylo malé sklo 3 krat po 3 minutach promyto deionizovanou vodou. Nasledné
bylo umisténo na tiepacku a promyvano 5 minut v 1% roztoku HNO3, roztok byl
vylit a sklo bylo dikladné 4 krat po 3 minutach omyto deionizovanou vodou.

16. Sklo s gelem bylo umisténo na tiepacku a zalito 0,1% roztokem AQNOs,
do kterého se tésné pied pouzitim pfidalo 1,2 ml formaldehydu, a tento roztok
se nechal ptisobit asi 30 minut.

17.Po uplynuti této doby, bylo sklo umisténo asi na 5 vtefin do misky
s deionizovanou vodou a poté zpét na tfepacku, kde bylo zalito vyvojkou. Poté
bylo pozorovano vyvijeni hnédocernych, stfibrem obarvenych, prouzki PCR
produkti. Pokud byly dostatecné viditelné, byl pfilit fix/stop roztok, ktery
zabranil dal$imu vyvijeni.

18. Nakonec bylo sklo osuseno papirovym ru¢nikem a piesunuto asi na 30 minut
do susarny pii 60 °C. K hodnoceni byl pouzit negatoskop a vyhodnocené sklo

bylo naskenovéano do pocitace pro uchovani vysledkd.

4.5 Pouzité chemikalie

Akrylamid (AppliChem)

aTaq DNA-polymeraza (5U/ul), M1241 (Promega)
Bromfenolova modr (Serva)

Deionizovana voda

Deoxyribonukleosidtrifostaty (100 mmol/l, 400 pl kazdého), U 1240 (Promega)
Dusic¢nan stiibrny (Lachema)

Ethanol - 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
Ethylendiaminotetraoctan sodny (Na,EDTA) (Lachema)
Ethylendiaminotetraoctova kyselina (Lachema)

Fenol (Sigma)

Formaldehyd (Lachema)

Formamid (Lachema)
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Hydroxid sodny (Lachema)

Chlorid sodny (Lachema)

Chloroform (Lachema)

Kyselina borita (Lachema)

Kyselina dusi¢na - 65% roztok (Lachema)
Kyselina octova - ledova (Lachema)

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

N-lauroylsarkosin (Sigma)
N,N’-metylenbisakrylamid (AppliChem)
N,N,N",N’-tetrametylendiamin (TEMED) (Serva)
Peroxodisiran amonny (Serva)

Proteindza K (Sigma)

Clear Vue, Rain Repellent (Turtle WAX)
Thiosiran sodny (Lachema)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)
Uhli¢itan sodny (Lachema)

Xylenova modrf (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.6 Pouzité roztoky

Zasobni roztok 6% akrylamidu:
420 g mocoviny
484 ml deionizované vody
50 ml 10 x TBE
150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamid:N,N"-metylenbisakrylamid 19:1 po

rozpusteéni vSech slozek zfiltrovat a ulozit v temné lahvi ve 4 °C

Polyakrylamidovy 6% gel:
60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NHy4),S,0s
40 ul N,N,N’,N’-tetrametylethylendiaminu



Zasobni roztok 10x TBE pufru:
108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
55 g kyseliny borité¢ H3BO3
40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
rozpustit v 800 ml deionizované vody

doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Fix/stop roztok:
88 ml ledové kyseliny octové

800 ml deionizované vody

Nanaseci pufr pro elektroforézu:
0,125 g bromfenolové modie
0,125 g xylenové modie
25 ml deionizované vody

100 ml formamidu

Roztok 1% Kkyseliny dusi¢né HNOs:
12 ml 65% HNO3

800 ml deionizované vody

Roztok 0,1% dusi¢nanu stfibrného AgNO3;:
0,8 g AgNO3
doplnit objem deionizovanou vodou na 800 ml

pted pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu

Vyvojka:
24 g uhli¢itanu sodného Na,COs

800 ml deionizované vody

umistit do chladnicky, aby se vychladil na teplotu nizsi nez 10 °C

pted pouzitim piidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu

sodného Na,S5,03
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Roztok 10% peroxodisiranu amonného (NH;),S,0s:
1 g peroxodisiranu amonného (NH4)2S;0g
rozpustit v 10 ml deionizované vody

uchovavat v chladniéce

Roztok hydroxidu sodného NaOH 1 mol/l:
40 g hydroxidu sodného NaOH
rozpustit v 800 ml deionizované vody

doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Molekularni lepidlo:
1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu
3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

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 ethylendiaminotetraoctové kyseliny (EDTA)
10 g N-lauroylsarkosinu
rozpustit v 900 ml deionizované vody
pH upravit na 7,5

doplnit deionizovanou vodou na 1 |

TE pufr:
10 ml zasobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,0
200 pl zasobniho roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
rozpustit v 900 ml deionizované vody

doplnit deionizovanou vodou na 1 | a zfiltrovat
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4.7 Laboratorni pristroje

Elektroforeticky zdroj ECPS 3000/150 (Pharmacia)
Elektroforeticky zdroj EV 232 (Consort)

Chladnicka kombinovana (Whirlpool)

Laboratorni vahy MARK S 622 (BEL Engineering)
Magneticka michacka MR Hei-Standard (Heidolph)
Mikropipety Finnipipette 0,5 ul az 10 ul (osmikanalova) (Labsystems)
Mikropipety Finnipipette 0,3 pl az 1 ml (Labsystems)
Mikropipety Nichipipet EX 0,5 pl az 1 ml (Nichiryo)
Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)

Negatoskop NEGA1 (Maneko)

Sekvenaéni elektroforeticka komiirka S2 (Whatman Biometra)
Susarna — sterilizator CAT 8050 (Conthern)

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

Termocyklér PTC 100-96 VHB (MJ Research)

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

Vortex MS2 (lka)

Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)
Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)



5. Vysledky
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6. Diskuze
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7. Zavér

Testovanim 187 part primert na 6 nepifibuznych jedincich marabu afrického
metodou cross-species PCR amplifikace, jsem nalezla celkem 26 polymorfnich
mikrosatelitl. 18 polymorfnich lokusii bylo amplifikovano primery, navrzenymi pro
druhy z fadu veslonozi. Konkrétn¢ to byly étyfi pary primert pro tereje modronohého,
tii pro kormorana wusatého, Ctyfi pro fregatku obecnou, dva pro pelikana
severoamerického, dva pro pelikana bilého a tii pro komorana chocholatého. Zbylych
8 polymorfnich lokusti, bylo amplifikovano pary primerti, nasyntetizovanymi pro dva
druhy z fadu plamenaci. Tii pary primert pro plamenaka karibského a 5 pard primert
mikrosatelitli, byl tedy plamendk rtzovy, jehoz primery poskytly 5 polymorfnich
lokusti. Vzhledem k poméru poétu testovanych part primeri a znich ziskanych
polymorfnich produktd, byl relativné vice Gspésny fad plamenaci (17 % uspéSnost)

oproti fadu veslonozi (13 % uspésnost).
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8. Seznam pouzitych zkratek

A

bp

C
dATP
dCTP
dGTP
DNA
dsDNA
dNTP
dsDNA
dTTP

kb
LINEs

Mb
PCR
SINEs

SSRs
STRs

Ta
VNTRs

adenin

par bazi (base pair)

cytozin

deoxyriboadenozin trifosfat

deoxyribocytydin trifosfat

deoxyriboguanidin trifosfat

deoxyribonukleova kyseliny

dvouietézcova DNA

deoxynukleotid trifosfat

dvoufetézcova DNA

deoxyribotymidin trifosfa

guanin

kilobaze

dlouhé rozptylené jaderné elementy (long interspersed nuclear
elements)

megabaze

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

kratké rozptylené jaderné elementy (short interspersed nuclear
elements)

repetice jednoduchych sekvenci (simple sequence repeats)

kratké tandemové repetice (short tandem repeats)

thymin

teplota annealingu

variabilni pocet tandemovych repetic (variable number of tandem

repeats)
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