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Souhrn

V této bakalarské praci jsem hledala nové polymorfni mikrosatelitové markery

pro nesyta bilého (Mycteria cinerea) pouzitim metody cross-species PCR amplifikace.

V teoretické Casti bakalarské prace jsem se zabyvala popisem tadu brodivi a jeho
jednotlivych Celedi, ze kterych jsem se nejvice vénovala capovitym, do kterych patii
nesyt bily. Dale jsem popsala repetitivni sekvence, pfi¢emz jsem se nejvice soustiedila
na mikrosatelity, jejich déleni, mutace, vyuziti a navrhovani de novo, dale jejich pouziti

u fadu brodivi a problémy pii hodnoceni.

V praktické ¢asti jsem hledala polymorfni mikrosatelitové lokusy na genomické
DNA vyizolavané z5 jedincti nesyta bilého s pouzitim metody cross-species PCR

amplifikace.

Otestovanim vSech 206 dosud nalezenych parG primert pochazejicich od
zastupct fadu plamendaci a veslonozi jsem nalezla u nesyta bilého 19 polymorfnich
mikrosatelitovych lokusi. Z nich bylo 8 odvozeno od 2 druhti z fadu plamenaci a 11 od

7 druhti z fadu veslonozi. Pocet alel se pohyboval od 2 do 4.



Summary

In this bachelor thesis | was looking for a new polymorphic microsatellite
markers for Milky Stork (Mycteria cinerea) using the method of cross-species PCR

amplification.

In the theoretical part of the thesis | focused on describing the order
Ciconiiformes and its families, of which | have most devoted of storks to which they
belongs Milky Stork. | described repetitive sequences, while 1 most focused on
microsatellites, their division, mutations, using and designing de novo, as well as their

use in order Ciconiiformes and problems in the scoring.

In the practical part 1 was looking for polymorphic microsatellite loci on
genomic DNA izolated of five individuals Milky Storks using the method of cross-

species PCR amplification.

By testing all 206 primer pairs derived from representatives of the order
Pelecaniformes and Phoenicophormes. | totally found for Milky Stork 19 polymorphic
microsatellite loci. Of these, 8 were derived from two spicies of order Phoenicophormes
and 11 microsatellites from 7 species of the order Pelecaniformes. Number of alleles

ranged from 2 to 4.
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1 Uvod

Mikrosatelity jsou tandemové repetice, které se vyskytuji v DNA, a jejich
nejvyznamnéjsi vlastnosti je, Ze se u nich vyskytuje vysoky stupen polymorfizmu, ktery
souvisi s jejich vysokou mutaéni rychlosti. Diky tomu se staly hojné vyuZivanymi
genetickymi markery. Pouzivaji se naptiklad pfi studiu paternity, identifikaci jedinct,

k fylogenetickym ¢i k populacné-genetickym studiim.

V této bakalafské praci se budu zabyvat hledanim polymorfnich mikrosatelitt
u nesyta bilého (Mycteria cinerea), ktery je fazen do Celedi ¢apoviti. K tomuto tcelu
pouziji genomickou DNA vyizolovanou z 5 jedinci a metodu cross-species PCR
amplifikace, pii které otestuji celkem 206 part primert, které byly pivodné navrzeny

pro ptaky z fadu plamenaci (Phoenicopteriformes) a z fadu veslonozi (Pelecaniformes).



2 Cile prace

1. Shromazdit dostupné literarni zdroje.

2. Sepsat literarni reSerSi na téma bakalaiské prace.

3. Provést cross-species PCR amplifikaci na genomické DNA nesyta bilého
(Mycteria cinerea) s vyuzitim vSech existujicich polymorfnich mikrosatelitt
popsanych pro druhy z ¥ada veslonozi a plamenaci.

4. Zoptimalizovat teplotu annealingu a ¢as elektroforetické separace

u polymorfnich mikrosatelitl a stanovit pocet alel.



3 Literarni piehled
3.1 Rad brodivi

Rad brodivi ¢ita 115 druhi, které jsou az na vyjimku polarnich oblasti rozsiteny
po celém svétd. V CR se podle aktualnich informaci vyskytuje 9 druht. Celed
¢apovitych je u nas zastoupena ¢apem bilym a ¢apem Cernym. Z Celedi volavkovitych je
mozné ve volné piirodé spatfit volavku bilou, volavku cervenavou a volavku stiibfitou.

A dale se zde vyskytuje bukac velky, bukacek maly, kvakos no¢ni a kolpik bily.
Taxonomické rozdéleni fadu brodivi dle Hudce a Cerného (1994):
Rad: brodivi (Ciconiiformes)
Celed’: volavkoviti (Ardeidae)
Celed: ibisoviti (Threskiornithidae)
Celed’: ¢lunozobcoviti (Balaenicipidae)
Celed’: kladivousoviti (Scopidae)
Celed: ¢apoviti (Ciconiidae)

Zastupci fadu brodivych jsou charakterizovani jako stfedni az velci ptaci se
zna&nou podobnosti mezi jednotlivymi druhy (Stastny et al., 1998). Typickym znakem
tohoto fadu jsou protahlé nohy, a to obzvlast’ v oblasti béhaku a bérce. Velka ¢ast bérce,
ktera se nachdzi nad patou, zistava bez opeteni (Hudec, 1994). Na drapu stfedniho prstu
maji pilovité zoubky (Hudec, 1972). Ackoliv maji brodivi dlouhé nohy, které by mohli
pouzit k béhu, pohybuji se pomalu a v ptipadé potieby uniku vzlétnou (Hudec, 1994).

Zastupci brodivych vétSinou obyvaji teplejsi oblasti a do chladngjSich pasem
pronikaji jen nékteré druhy, které pfed zimnim obdobim odlétaji na zimovisté. Dlouhé
tahy nejsou ovSem spojeny jen se zimovistém, byvaji typické i pro tropické druhy, které
se piesouvaji v dob& destt, sucha, ¢ vlivem zmény zdroji potravy (Stastny et al.,
1998).

Jejich potrava je rtiznoroda a podle toho maji i Casteéné prizplsobeny tvar

a délku zobaku. Potravu vyhledavaji v Sirokém okoli svych hnizd, a to ve vzdalenosti do



10, n&kdy az 60 km (Stastny et al., 1998). Zivi se rybami, korysi, Cervy a Zabami
(Gaisler et Zima, 2007).

Brodivi maji lehkou a pneumatizovanou kostru. Kostra dlouhého krku obsahuje
vEtsi pocet obratlii a to v rozmezi od 16 do 20. Vyskytuje se u nich vétSinou maly jazyk,
jicen je bez volete. Zpracovani potravy umoznuje tenkosténny, roztazitelny svalnaty
zaludek. Pylorickd oblast je dobfe vyvinuta. V néavaznosti na zaludek lze pozorovat

vétSinou mala a zakrnéla slepa stteva (Hanzak, 1994).

Jsou to vyborni letci, ktefi vyuzivaji proudii vzduchu nad pevninou. Jejich 1étani
byva oznadovano jako statické plachténi (Stastny et al., 1998). Pfi letu maji natazené
nohy, které ptecnivaji kratky ocas (Hanzdk, 1994). Hnizdi v pérech ¢i v koloniich.
Hnizda si stavéji vétSinou V blizkosti vod. Casto hnizdi na stromech, v rakosi & v
bazinach (Stastny et al., 1998). Mlad’ata jsou nidikolni a pe¢uji o né oba rodi¢e (Gaisler
et Zima, 2007).

Opefeni téla je pomérné Fidké a vyznacuje se jednoduchym zbarvenim (Gaisler
et Zima, 2007). Maji drobna prachova pera (Hanzak, 1974). Pro péci o pefi je vyvinuta
jak kostréni zlaza, tak i drobivy prach uvoliujici se rozpadem peii (Gaisler et Zima,
2007).

Socialni chovani brodivych ptaku je rozmanité. Nékteré druhy ziji samostatné po
cely rok, nékteti zastupci ziji trvale v parech ¢i v hnizdnich koloniich. Tyto hnizdni
kolonie mohou byt rozsahlé a mohou citat az stovky parii. Dospélymi jedinci se brodivi
stavaji mezi prvnim az patym rokem, kdy pohlavné dospivaji. Velké druhy se mohou

dozit i kolem 40 let (Stastny et al., 1998).

3.1.1 Celed volavkoviti

Volavkoviti jsou pocetna celed’ Stihlych ptakil, ktefi se vyznacuji specidlni
upravou Sest¢ho kréniho obratle, ktery umoznuje esovité prohnuti krku. Toto
anatomické uzplsobeni je zvlast dilezité pro vystfelovaci mechanizmus ziskavani
potravy. Zpiisob takového ziskavani potravy byva oznadovan jako harpunovani (Stastny
et al., 1998). Hlavni potravou volavkovitych jsou ryby (Hanzak, 1974). Volavkoviti
maji na rozdil od ostatnich brodivych zakrnélou kostréni zlazu. Vyskytuje se u nich ale
praskovity pudr, ktery vzniké rozpadem prachového peti na hrudi a na kostréi. Tento

prach zasypava obrysové pefi a nahrazuje tak funkci kostréni zlazy (Hudec, 1994).
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Zastupci cCeledi volavkovitych osidluji vSechny svétadily, kde vyhledéavaji
pfedevS§im vody vnitrozemi. Nejcastéji hnizdi v kfovindch nebo porostech vodniho
rostlinstva, vyskytuji se ale i Vv lesich, které jsou daleko od vody. Mensi druhy volavek
mivaji ve snisce 3 az 6 vajec, vétsi druhy snaseji okolo 7 vajec. Mlad’ata se zdrzuji
pomérné dlouho v hnizdech. Rodice jim ptinaseji potravu, kterou jim vyvrhuji ptimo do
zobaku (Hudec, 1963).

Volavky se Casto projevuji svérdznymi zvukovymi projevy, které doprovazi
agresivni chovani. Maji totiz na rozdil od vétSiny brodivych vyvinuté hlasové ustroji
(Hudec, 1994). V nebezpeci zaujimaji bud’ kryci nebo vystrazné postaveni (Hudec,

1972). Nejvyrazngjsi zvukové projevy lze zaslechnout pii toku (Stastny et al., 1998).

3.1.2 Celed ibisoviti

Ibisoviti jsou stiedné velci ptaci, ktefi obyvaji velkou cast planety. DéEli se do
dvou skupin, a to do podceledi ibisové a do podceledi kolpici. Ibisové vyhledavaji
bazinaté oblasti ¢i mocaly a jejich zobédk je dlouhy, dole zahnuty. Kolpici maji
lopatkovité rozsifeny konec zobaku a vyskytuji se také v bazinatych oblastech (Hudec,
1972). Ibisoviti se vyznacuji Sirokymi a dlouhymi ktidly, kratkym ocasem a rychlym
letem s krkem natazenym vpied (Stastny et al., 1998). Maji dlouhé nohy se &tyimi
dlouhymi prsty, kdy 3 z nich jsou spojeny blankou (Hudec, 1972). Zivi se hlavné ervy
a mekkysi (Gaisler et Zima, 2007). K tomuto zpusobu ziskavani potravy z bahna maji
prizptisobeny zobak, ktery je dlouhy a srpovité dolli zahnuty. Jazyk maji zakrnély
(Hudec, 1972). Na hlavé mivaji hola mista nebo kozovité zahyby, Casto mivaji
prodlouzend pera. Zbarveni byva u obou pohlavi stejné, samci dosahuji vétsi velikosti

(Stastny et al., 1998).

3.1.3  Celed ¢lunozobcoviti

Tato Celed’ je zastoupena jen jedinym rodem s jedinym druhem. Systematické
zatazeni Celedi je dost nejasné. V nékterych znacich je c¢lunozobec podobnéjsi
volavkam, v jinych znacich se zase podobé ¢aptim (Stastny et al., 1998). Clunozobec se
vyznacuje napadnym zobadkem, ktery pfipomina tvar stievice, a ktery dal této Celedi
nazev. Na nohach ma dlouh¢ prsty, které jsou volné. Pfi stani tiskne Clunozobec svij
zobdk na vole. Typickym prostfedim pro tento druh jsou nepiistupné baziny v povodi
fek a jezer stiredni Afriky. Zde také ziskava svou potravu, kterd je tvofena rybami,

zabami, Zelvami a dokonce i malymi krokodyly (Hudec, 1963).
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3.1.4 Celed Kladivousoviti

Skupina, ktera je podobné jako ¢lunozobcoviti zastoupena jen jedinym rodem
S jednim druhem, ziskala Cesky nazev kladivouSoviti. Kladivou$ je ptak pomérné
svérazného vzhledu, ktery Castecné pfipomind malého ¢apa. Oproti ¢apovi ma vSak
krat$i silné nohy. Predni prsty kladivouse jsou spojeny neSirokym koznim lemem
(Stastny et al., 1998). Na hlavé ma §irokou, hustou chocholku, kterd smétuje dozadu.
Pti letu je jeho krk lehce ohnuty. Je pro né&j typicky u kofene vysoky, ze stran zplostély
zobak. Vyskytuje se v parech, popiipadé v malych spole¢nostech, vzdy v blizkosti vod.
Zije v Africe, na Madagaskaru a v Arabii (Hudec, 1963). Potrava je slozena hlavné

z 7ab, Zivi se ale i drobnymi korysi, hmyzem a rybami (Stastny et al., 1998).

Od vsech blize ptibuznych skupin se kladivous odliSuje zplisobem chovani.
Jedinci se svérazn¢ a pomérné Casto vyhupuji na hibet druhého jedince. Tyto projevy

pfipominaji kopulaci. Na hibetu miize byt jak samec, tak i samice (St’astny et al., 1998).

3.15 Celed ¢apoviti

Capoviti jsou dobfe definovana skupina, jejiz fosilni pozistatky jsou datovany
jiz do obdobi starsich tfetihor do svrchniho eocénu a byly nalezeny ve Francii (del Hoyo
et al., 1992). Tato Celed je rozdélena do 17 druhd, které obyvaji vSechny svétadily,
avSak v Evropé¢ a tropické Americe se vyskytuji jen po dvou druzich (Hudec, 1963).
Capoviti se déli do t¥i tribti a to Mycterini, Ciconiini a Leptoptilini. Tribus Mycterini se
déli na rod Anastomus a Mycteria. Tribus Ciconiini obsahuje 7 druhti rodu Ciconia
a posledni tribus Leptoptilini zahrnuje rody Ephippiorhynchus, Jabiru a Leptoptilos (del
Hoyo et al., 1992)

Capoviti jsou velci ptaci s dlouhyma nohama, u nichZ jsou prsty spojeny
mélkym koZovitym zahybem (Stastny et al., 1998). Postradaji typicky znak brodivych
a to pilovité zoubky na drépu stfedniho prstu a jesté jim chybi drobnd prachova pera
(Hanzak, 1974). Vétsina druht je ¢erno-bile zbarvena bez vétsich pohlavnich rozdilu.

Co do velikosti byva samice vétsinou trosku mensi nez samec (Stastny et al., 1998).

Zastupci celedi capovitych maji dlouhd, Siroka ktidla a jsou to vyborni letci,
ktefi vyuzivaji proudu vzduchu nad pevninou, a tak jsou schopni plachtit bez jediného
pohybu kiidel (Hudec, 1963). Pii plachténi, aZ na ¢apa marabu, maji krk nataZeny
dopiedu. Hlasové ustroji je vyvinuto u mlad’at, ale S postupnym dospivanim ztraceji
jedinci muskulaturu hlasového aparatu a tedy i schopnost hlasového projevu (Hanzak,
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1974). Piestoze nemaji hlas, vydavaji sy&ivé zvuky nebo klapou zobakem (Stastny et

al., 1998).

Capoviti se vétsinou vyskytuji ve stepnim az polostepnim prostfedi. Hnizdi na
vyvySenych mistech. Hnizda z rékosi si stavéji na stromech, skaldch nebo i na lidskych
piibytcich. Ziji v trvalych parech (Stastny et al., 1998). Capoviti se vétsinou vyskytuji
trvale v jedné oblasti, jen zfidka kdy migruji. Je vSak zndmo mnoho zpiisobi

pfemist'ovani napt. pti hledani novych zdroju potravy (del Hoyo et al., 1992).

3.1.5.1 Nesyt bily

Jednim ze zastupcu Celedi capovitych z tribu Mycterini a rodu Mycteria je nesyt
bily (Mycteria cinerea). Tento ptaci druh se vyskytuje v Kambodzi, Indonézii a Malajzii
(Kus et Pfleger, 2000). Nesyt bily je v soucasné dobé veden jako ohrozeny druh,
protoze u n¢j doslo k rychlému ubytku populace v diisledku ztraty pobieznich stanovist,
lovu a ruseni lidmi. Jeho soucasna populace je odhadovana na 5550 jedinct v Indonézii,

5000 jedincti na Sumatie a 400 jedinct v zapadni Javé (Igbal et al., 2008).

Systematické zatazeni druhu nesyt bily (Myers, 2014):

fise: zivoCi$na (Animalia)

kmen: strunatci (Chordata)
podkmen: obratlovci (Vertebrata)

trida: ptaci (Aves)

podtiida: létavi (Neognathae)

rad: brodivi (Ciconiiformes)
celed’: ¢apoviti (Ciconiidae)

rod: nesyt (Mycteria)

druh: nesyt bily (Mycteria cinerea)

Nesyt bily je pomémeé velky zastupce fadu brodivych, jehoz vyska téla se
pohybuje od 90 do 100 cm a jeho hmotnost je kolem 3 kg (Kus et Pfleger, 2000). Cesky

ptidomek bily je spojen s jeho bilym zbarvenim pefi. To pokryva skoro celé télo.
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Vyjimku tvofi ervené zbarvené peti okolo zobdku. Zobak je zluty. Dlouhé nohy jsou
zbarveny Cervené. Celkové bilé zbarveni pefi nesyta bilého narusuji ¢erné konce letek
(del Hoyo et al., 1992). Jedinou vyjimkou zmény zbarveni pefi je doba ozna¢ovana jako
prepefeni, pii kterém dochéazi k vyméné per soucasnych za pera s rizovym zbarvenim,

které Casem piechazi do bilé.

Obrazek 1: Nesyt bily nafoceny v ZOO-Zlin Les$na. Foto: Miroslav Pokorny

Potravu lovi vétsinou v bazinach. Hnizdi v mangrovovych oblastech nebo

sladkovodnich ¢i raselinovych baziniach. Jeho vyskyt byl také zaznamenan u jezer,
mocala a rybnikt. Nékdy se vyskytuje i v blizkosti lidskych sidel (del Hoyo et al., 1992,
Kus et Pfleger, 2000). V potravé nesyti prevladaji ryby, obojzivelnici, plazi, korysi a
hmyz (Kis et Pfleger, 2000). Denni piijem potravy se pohybuje okolo 630 g na jedince
a toto mnozstvi potravy je jedinec schopen nalovit béhem dvou hodin (del Hoyo et al.,
1992).

Nesyti nejcastéji hnizdi na 6 az 12 metrd vysokych stromech podél biehu, ale
mohou se vyskytovat i v blizkosti lidskych obydli. Hnizda si stavéji v koloniich, které
mohou mit az 100 hnizd a ¢asto se jedna o vicedruhové kolonie, kde 1ze spoleéné s nimi

spatfit volavky, ibisy a kormorany. Hnizdi v monzunovych oblastech, kde se vyskytuji
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od listopadu do brezna (Kis et Pfleger, 2000). Ve snisce mivaji 1 az 4 vejce (del Hoyo
etal., 1992).

3.2 Repetitivni DNA

Nekodujici DNA je z mensi ¢asti tvofena regulacnimi oblastmi a introny, ovSem
pfevaznou ¢ast tvoii repetitivni DNA. Je tvofena nukleotidovymi sekvencemi, které se
Vv genomu vyskytuji v mnoha kopiich. AZ na vyjimky se nevyskytuji uvnitf gent
(Campbell et Reece, 2006). Repetitivni DNA tvofi podstatnou soucast eukaryotického
genomu (Snustad et Simmons, 2009). Podle uspoiadani a délky opakujicich se sekvenci

Ji 1ze rozdélit na rozptylenou repetitivni a tandemové repetitivni DNA (Bennett, 2000).

Campbell et Reece (2006) uvadéji, ze rozptylena repetitivni DNA se vyskytuje
Vv eukaryotickém genomu. Jednd se o typ DNA, kdy se opakujici jednotky nevyskytuji
Vv usporadani za sebou, ale jsou v genomu roztrouSeny. Autofi dale uvadéji, ze vétSinu
repetitivnich sekvenci DNA zifejmé tvofi transpozoény, coz jsou pohyblivé genetické

elementy.

Tandemové repetitivni DNA je tvofena velkym poctem kopii a je mozné ji
rozd¢lit do tii typd. Prvni typ predstavuje mikrosatelitni DNA, kterd obsahuje kratké
useky, jenz se opakuji 10 az 100 krat. Druhym typem je satelitni DNA, u které se stejné
useky opakuji 100 az milion krat. Poslednim typem tandemové repetitivni DNA je
minisatelitni DNA, u které se stejné segmenty opakuji 100 az 100 000 krat (Campbell et
Reece, 2006).

Tandemové repetitivni DNA se da rozdélit také podle délky zakladniho motivu.
Satelity mohou mit od 100 do 300 paru bazi, minisatelity od 6 do 100 para bazi
a mikrosatelity do 1 do 6 part bazi (Vergnaud et Denoeud, 2000; Lai, 2003).

3.2.1 Satelity

Bennett (2000) uvadi, e satelitni DNA byla pojmenovana podle toho, Ze se pii
centrifugaci v hustotnim gradientu oddé¢lovala jako minoritni nebo téz satelitni prouzek
DNA. Autor déale uvadi, ze délka zakladni jednotky opakovani satelitni DNA se miize
lisit od pouhych péti az po nékolik set parti bazi. Nicméné celkové opakovani je
v genomu jednoho lokusu obrovské a sekvence mohou nabyvat od 100 kb do nékolika

Mb. Satelitni DNA neni piepisovana a nachazi se v heterochromatinovém
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(kondenzovaném) stavu. Tento drun DNA se vyuziva napt. pro profilovani nebo pro

studium variability.

3.2.2  Minisatelity

Minisatelity jsou kratké tandemové repetice o délce zakladniho motivu 6 az 100
parii bazi. Prestoze prvni priklady minisatelitii byly lidského ptivodu, podobné struktury
byly nalezeny u mnoha organizmd, v¢etn¢ bakterii. Obecné plati, ze vétSina klasickych

minisatelitti je bohata na GC pary bazi (Vergnaud et Denoeud, 2000).

Minisatelity je mozno rozd¢lit na dva typy. Prvni typ piedstavuje telomerickou
DNA, ktera se sklada z 10 az 15 kb hexanukleotidovych opakovani - vétSinou se jedna
0 opakovani TTAGGG bazi, ktera jsou soucasti telomerickych koncti chromozomu.
Tyto oblasti slouzi k ochrané¢ chromozomi pted degradaci a zabezpecuji kompletni
replikaci telomerickych sekvenci. Druhym typem minisatelitnich DNA sekvenci jsou
hypervariabilni DNA minisatelity, jejichz zédkladni jednotka opakovéni se pohybuje od
6 do 50 nukleotidl. Tyto opakujici se sekvence jsou také zndmé pod zkratkou VNTRs,
coz je zkratka z anglického Variable Number of Tandem Repeats (Bennett, 2000).

Minisatelity jsou charakteristické polymorfizmem. Tato vlastnost souvisi se
schopnosti mutace, a to v rozsahu od 0,4 do 5 % za generaci. Tato mutabilita souvisi
s vysokou proménlivosti, kdy Casto existuje vysoky polymorfizmus v poctu repetic

v ramci jednoho lokusu (Flegr, 2009).

3.2.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity patii mezi tandemové repetice DNA. Jednotka repetice se
pohybuje obvykle v rozmezi od 1 do 6 part bazi (Lai, 2003). Mikrosatelity se vyskytuji
v genomu jak u eukaryotnich, tak i u prokaryotnich organizmi, v kodujicich
i nekodujicich oblastech. Na zakladé struktury a uspofadani lze mikrosatelity oznadit
jako kratké tandemové repetice (STRs — Short Tandem Repeats), nebo repetice
jednoduchych sekvenci (SSRs — Simple Sequence Repeats) (Zima, 2004). Zastoupeni
mikrosateliti v genomu pozitivn€ koreluje s jeho velikosti, avsak u rostlin se vyskytuje
negativni korelace. U savcu je vyskyt mikrosatelitd nejvyssi. V lidském genomu se
vyskytuje pfes milion mikrosatelitovych lokust. Nejvice jsou zastoupeny
dinukleotidové opakujici se sekvence, nasleduji mono- a tetranukleotidové sekvence.

Trinukleotidové opakujici se sekvence jsou zastoupeny nejméné (Ellegren, 2004).
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Oliveira et al. (2006) uvadéji, ze se mikrosatelity mohou jest¢ na zakladé
struktury opakujici se sekvence délit na 4 typy. V prvnim typu, ktery je ozna¢ovan jako
dokonalé¢, neni jednotka repetice preruSena zadnou z bazi, kterd do repetice nepatfi.
Zatimco ve druhém typu (nedokonalé mikrosatelity) se vyskytuje par bazi, ktery nepatii
k opakujicimu se motivu. Mize se napiiklad jednat o bazi C v fetézci TA
(TATATATACTATATA). Mikrosatelity, které autofi clanku oznacuji, jako
prerusované jsou takové, do kterych je vlozeny kratky motiv bazi napf.
TATATACGTGTATATATATA. Mikrosatelity oznacené jako slozené obsahuji ve své
sekvenci dvé za sebou nasledujici repetice, které jsou umistény za sebou napf.

TATATATATAGTGTGTGTGT.

Zajimavé bylo zjisténi, ze se v lidském genomu vyskytuje mikrosatelitni,
tripletova sekvence, ktera je zodpovédna za mentalni onemocnéni, které se oznacuje
jako syndrom fragilniho X. V pfipadé tohoto onemocnéni se v alele fragilniho
X opakuje triplet CGG stokrat az tisickrat, coz vede k vytvoreni kiehkého (fragilniho)
mista. V normalni alele je tento triplet zopakovan tficetkrat. Dalsi onemocnéni spojené
s vyskytem mikrosateliti se oznacuje jako Huntingtonova choroba, a v tomto piipadé
dochazi k podobnému mechanizmu jako u syndromu fragilniho X, zde vSak dochazi

k opakovani tripletit CAG (Campbell et Reece, 2006).

3.2.3.1 Mechanizmy mutace mikrosatelitt

PrestoZze jsou mikrosatelity pouzivané v Sirokém spektru genetickych studii,
mutacni mechanizmy téchto oblasti DNA nejsou stale dobie vysvétleny a chapany. Je
znamo, ze mutacni rychlost u mikrosateliti je vyS$Si nez u ostatnich casti genomu
a pohybuije se v rozmezi od 107 do 10° nukleotidd na lokus za generaci. Byly navrzeny
nékteré mechanizmy, které by mohly vysvétlit vysokou rychlost mutaci u mikrosatelitt,
mezi které patii chyby béhem rekombinace, nerovnomérny crossing-over a sklouznuti

polymerazy béhem replikace nebo reparace (Oliveira et al., 2006).

3.2.3.2 Vyuziti mikrosateliti

Vyznamnou vlastnosti mikrosateliti je, Zze vykazuji vysoky polymorfizmus,
ktery souvisi s vysokou variabilitou poctu jednotek repetice. Diky tomu se pouzivaji
k mapovani genomu a dale jako markery v populac¢ni genetice pro vnitrodruhové

a vnitropopulaéni studie ¢i pro fylogenetické studie v ramci ptibuznych druhu (Ellegren
2004; Flegr, 2009).
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Hlavni nevyhodou mikrosatelitd je jejich izolace de novo, a to ptredevsim
uorganizmu, které jsou zkoumany poprvé. Tato nevyhoda spoiva v tom, Ze se
mikrosatelity obvykle vyskytuji v nekodujicich oblastech, kde jsou substituce
nukleotidi Casté€jsi nez v kodujicich oblastech. Z tohoto diivodu je strategie navrhovani

univerzalnich primert pro mikrosatelity naro¢na (Zane, 2002).

3.2.3.3 Hledani mikrosateliti

Zane et al. (2002) uvadeji postup pro izolaci mikrosateliti de novo. Tradi¢né se
mikrosatelitové lokusy izoluji z genomovych knihoven, kdy jsou vybrany malé useky
DNA od zkoumaného druhu. Postup izolace de novo se mize zdat pomérné jednoduchy
Vv ptipadé¢ genomu s vysokym obsahem mikrosatelitl, ovSem v piipad¢ zdrojového
druhu s nizkou frekvenci mikrosatelitt je tento postup izolace zdlouhavy a finanéné
naro¢ny. Proto bylo navrzeno né€kolik alternativnich strategii, které by mohly urychlit

izolaci takto navrzenych mikrosatelitil.

Vysoce kvalitni genomicka DNA je rozstipana pomoci restrikénich enzymu ¢i
pomoci ultrazvuku, pficemz pouziti ultrazvuku je méné Casté. Nasledné jsou vzniklé
fragmenty o optimalni délce 300-700 bp vlozeny do plazmidového vektoru a to bud’
ptimo, nebo ligaci na zvlastni adaptory. Tento krok je povazovan za kriticky vzhledem
Kk moznosti ziskani nizkého poétu rekombinanti a tvorby kontaminace mezi
genomovymi fragmenty. Nasledn¢ je plazmid vlozen do bakterii a je provedena selekce
klont, které jsou pozitivni. Ty se identifikuji pomoci blottingu a hybridizaci se sondami,
které obsahuji repetitivni sekvence. Po selekci se namnozi bakterie, které obsahuji
plazmid s vlozenymi mikrosatelitovymi sekvencemi. Pak se provede sekvenace
mikrosatelitovych lokust, navrzeni primert.. Nasleduje kontrolni PCR reakce k ovéfeni
funkénosti ziskanych pard primerd. Nakonec se zjistuje polymorfizmus ziskaného

mikrosatelitového lokusu u kontrolni skupiny neptibuznych jedinci (Zane, 2002).

Poté co je navrzeny mikrosatelit otestovan a vyhodnocen jako polymorfni, je
jesteé statisticky zhodnocen. U amplifikovanych mikrosateliti se zjistuje frekvence alel,
dale se musi zjistit, zda nejsou ve vazb¢ a zda se nejedna o markery vazané na pohlavi.
Pomoci statistickych programt se hodnoti soulad s Hardy - Weinbergovym zakonem

a zda byly tyto odchylky zptisobeny pfitomnosti nulovych alel (Zane, 2002).

Protoze je navrhovani primerd de novo Casoveé i finanéné naro¢né vyuziva se

cross-species PCR amplifikace, pti které se nemusi primery pro PCR amplifikaci
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navrhovat de novo, ale pouziji se primery jiz navrzené pro blizce ptibuzné druhy (Zane,
2002).

3.2.3.4 Mikrosatelity u ptaki fadu brodivi

Piestoze tad brodivi zahrnuje 5 celedi, byly doposud publikovany prace
0 pouziti mikrosateliti jen z ¢eledi Capoviti, ibisoviti a volavkoviti. VétSina autort
navrhuje pro praci mikrosatelity de novo, mensi ¢ast vyuziva k hledani polymorfizmu

cross-species PCR amplifikace (Chang et al., 2005)

3.2.3.5 Mikrosatelitové lokusy navrzené pro volavkovité

McGuire et Noor (2002) hledali jako prvni mikrosatelity u volavkovitych.
Navrhli a syntetizovali pary primertd pro 17 mikrosatelitovych lokust pro volavku
velkou (Ardea herodias). Pti testovani na 60 jedincich z nich bylo 15 polymorfnich
s poctem alel od 2 do 18 a tyto primery byly dale pouzity pro cross-species PCR
amplifikace u pribuznych druht, konkrétné pro volavku bilou (Ardea alba), volavku
popelavou (A. cinerea) a volavku jihoamerickou (A. cocoi).

Chang et al. (2005) se zabyvali cross-species PCR amplifikaci mikrosatelit
u kvakose no¢niho (Nycticorax nycticorax), pii které pouzili 8 parti primeru. Tyto pary
primert byly ptivodné nasyntetizovany pro volavku velkou a autofi u nich nalezli od 2

do 18 alel pfi testovani na 67 jedincich.

Pro kvakose no¢niho byly dale navrzeny de novo primery, ze kterych bylo u 32
jedinct 11 pard polymorfnich s poctem alel od 4 do 13 na lokus. Autofi testovali tyto
mikrosatelity na dalSich 11 druzich volavek. Uvad¢ji ale pouze informace o uspé$nosti

PCR amplifikace, nikoliv o polymorfizmu (Chang et al., 2009).

Dalsi polymorfni mikrosatelitové lokusy byly izolovany z ohrozeného druhu
volavky Zlutozobé (Egretta eulophotes). Mikrosatelity navrzené pro volavku velkou
nemohly byt pro studium diverzity volavky Zzlutozobé pouzity, protoze nebyly
polymorfni nebo bylo u této volavky vice jejich kopii. Z tohoto diivodu byl izolovan
soubor 18 mikrosatelitnich lokusu de novo. Pocet alel byl v rozmezi od 2 do 9 na lokus
pfi testovani na 20 jedincich. Navrzené mikrosatelitové lokusy byly také pouzity pro
cross-species PCR amplifikace péti druhii volavkovitych konkrétné pro volavku bilou,

volavku ¢inskou, volavku pobfezni, volavku rusohlavou a volavku stiibtitou. Uvadé;ji,
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ze amplifikace prob¢hla s uspésnosti od 77,78 % do 100 %, ale neuvadéji, kolik
z testovanych mikrosateliti bylo polymorfnich (Huang et al., 2010).

Mikrosatelitové lokusy u volavky zlutozobé (Egretta eulophotes) zkoumali také
Dai et al. (2013). Pii testech pouzli 32 jedinci a nalezli celkem 23 polymorfnich lokust
S poctem alel od 2 do 9.

Campanini et al. (2012) nalezli pfi testech na 35 jedincich volavky rusohlavé
(Bubulcus ibis) 11 polymorfnich mikrosatelitt. Pocet alel se pohyboval od 2 do 4 na

lokus.

Dalsi mikrosatelitové lokusy byly navrzeny de novo pro volavku ¢ervenavou
(Egretta rufescens). Cilem studie bylo izolovat a charakterizovat polymorfni
mikrosatelitové lokusy pro zkoumdni struktury populace této vzacné volavky. Pro
analyzy bylo pouzito 31 jedincti z jedné kolonie. Z nové navrzenych lokust bylo celkem

12 polymorfnich a pocet alel se pohyboval od 2 do 10 na lokus (Hill et al., 2010).

3.2.3.6 Mikrosatelitové lokusy navrzené pro ibisovité

Lei et al. (2005) provedli cross-species PCR amplifikaci pii které vyuzili 22
part primerd, které byly puvodné navrzeny pro kura domaciho (Gallus gallus), pro
kapra obecného (Cyprinus carpio) a tura domaciho (Bos primigenius). Z tohoto souboru
primert vybrali 4 pary, které byly vhodné pro genetické studie u ibise japonského.

Mikrosatelity od kapra poskytly 2 alely a od tura 7 alel.

Pro tohoto kriticky ohroZeného ibise japonského (Nipponia nippon), jehoz
soucasna populace se vyvinula ze Ctyi poslednich volné zijicich jedincl objevenych
vroce 1981, nalezli Ji et al. (2004) 8 polymorfnich dinukleotidovych nebo
trinukleotidovych mikrosatelitovych lokust se 2 nebo 3 alelami a 5 monomorfnich
mikrosatelitovych lokusti. Autofi dale uvadéji, Ze tyto mikrosatelity testovali u ibise
¢ernohlavého (Threskiornis melanocephalus) a nalezli 5 polymorfnich mikrosatelita se
2 nebo 3 alelami. Dalsich 11 part primerd pro ibise japonského popsali a tspésné
otestovali He et al. (2006) na 36 jedincich a nalezli 11 polymorfnich mikrosatelitovych

lokust, kde se pocet alel na lokusu pohyboval od 2 do 5.

Santos et al. (2006) publikovali 10 polymorfnich mikrosatelitovych lokusi pro
ibise rudého (Eudocimus ruber). V ramci studie provedli analyzu 45 jedincu ze tii

brazilskych ptirodnich populaci a zjistili, Ze rozmanitost alel se pohybovala od 3 do 17.
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O dva roky pozd¢ji vyuzil Wilson (2008) u ibise posvatného (Threskiornis
aethiopicus) cross-species PCR amplifikaci s pary primeri navrzenymi pro ibise
japonského, vlastovku obecnou (Hirundo rustica), pro lejska ¢ernohlavého (Ficedula
hypoleuca) a pro tu¢naka krouzkového (Pygoscelis adeliae). Pii amplifikacich na 36
jedincich detekoval 2 polymorfni mikrosatelity se 4 a 12 alelami. Prvni byl ptivodné
popsan pro tucnaka krouzkového a druhy pro ibise japonského. Ostatni pary primerti

poskytly monomorfni produkt.

Sawyer et al. (2006) nalezli u koplika rizového (Ajaia ajaja) 6 polymorfnich
mikrosatelitovych lokust. Pfi testovani pouzili celkem 60 jedincii a nalezli od 2 do 9

alel.

U kolpika malého (Platalea minor) nalezli Yeung et al. (2009) 23
mikrosatelitnich lokust. Jednalo se o dinukleotidovy nebo trinukleotidovy motiv
opakovani. Pocet alel se pohyboval od 2 do 19 na lokus. Tyto mikrosatelitni lokusy
poskytly dostateény soubor pro pouziti cross-species PCR amplifikaci u jinych druhd
brodivych a to u ibise posvatného, ibise rudého, koplika rtizového, kvakoSe nocniho

a u volavky bilé.

3.2.3.7 Mikrosatelitové lokusy navrzené pro ¢apovité

Prvni polymorfni mikrosatelitové lokusy pro capovité byly charakterizovany
U nesyta amerického (Mycteria americana). Autoii v tomto ¢lanku uvadéji, ze nalezli
4 polymorfni lokusy s poc¢tem alel od 2 do 3 pii testech na 136 jedincich z deviti kolonii
(Van den Bussche et al., 1999).

Tomasulo-Seccomandi et al. (2003) popsali u nesyta amerického dalsich 11
polymorfnich mikrosatelitnich lokust. V ¢lanku uvadéji, Ze nalezli pét
dinukleotidovych, jeden trinukleotidovy a pét tetranukleotidovych mikrosateliti. Pouzili

31 jedinch ze dvou populaci a nalezli od 2 do 4 alel na lokus.

Shephard et al. (2009) publikovali izolaci 7 polymorfnich mikrosatelitnich
lokust pro ¢apa bilého (Ciconia ciconia) s poétem alel od 2 do 10. V ¢lanku dale
uvadéji dalsich 6 polymorfnich mikrosatelitit od nesyta amerického (Mycteria
americana) se 2 nebo 3 alelami. Nalezeni nizkého poctu alel u vétSiny mikrosatelitt

piipisuji autofi silnému efektu hrdla 1dhve, kterému byla populace vystavena.
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Pomoci cross-species metody charakterizovali polymorfni mikrosatelity u ¢apa
vychodniho Huang et al. (2011), ktefi testovali 36 parG primert, ze kterych bylo
7 navrzeno pro ¢apa bilého, 12 pro ibise japonského a 17 pro volavku velkou. Z 36
testovanych part primert poskytlo 11 polymorfni produkt, pficemz 5 bylo od ¢apa

bilého a 6 od volavky velké.

Wang et al. (2011) publikovali studii, ve které hledali de novo polymorfni
mikrosatelity u ¢apa vychodniho. Celkem popsali 11 mikrosateliti a testovali je na 23
jedincich. Vsechny byly polymorfni a jeden z nich byl homozygotni u vSech 23 jedincu.

Autori dale uvadéji, Ze pocet alel se pohyboval od 2 do 8 na lokus.

3.2.4 Problémy pii hodnoceni mikrosateliti
Pii pouziti mikrosateliti jako molekuldrnich markert se mohou vyskytnout
problémy. Hodnoceni vysledkli elektroforetické separace PCR produkti ztézuje

ptitomnost nulovych alel, stutter bandi a alelova homoplazie.

3.2.4.1 Nulové alely

Jednim z problémt vyuziti mikrosateliti jako molekuldrnich markeri je vyskyt
jevu, ktery se oznacuje jako nulové alely. Nulové alely jsou takové, které nejsou
amplifikovany pomoci PCR reakce a nelze je vizualizovat (Dakin et Avise, 2004).
Mohou vznikat nékolika zptsoby. Jednim z nich je piipad, kdy se v oblastech
oznacovanych jako flanking regions vyskytuji takové mutace, které zabrani nasednuti
primerd na templatové vlakno DNA v pribéhu PCR reakce. Dalsi moznosti vzniku
nulové alely je sklouznuti polymerdzy v prabéhu PCR reakce nebo ptednostni

amplifikace kratSich alel (Chapuis et Estoup, 2007)

3.2.4.2 Stutter bandy

P#i hodnoceni PCR produktti se mohou také vyskytnout stutter bandy, které se
Vv literatufe vyskytuji také pod oznacenim stinové bandy a vznikaji béhem PCR
amplifikace pti sklouznuti DNA polymerazy. Napi. v piipadé, ze se jedna
0 dinukleotidové repetice, je produkt PCR o jednu jedotku kratS$i oproti normalu.
Vyskytuji se i repetice, které byly pti amplifikaci zkraceny o 2 nebo 3 jednotky, tedy o 4
nebo 6 nukleotidi. Problém pii hodnoceni vysledkd mikrosatelitti nastava tehdy, kdyz
se stutter band jedné alely prekryva s hlavnim produktem jiné alely (Walsh et al., 1996).
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3.2.4.3 Alelova homoplazie

Dalsi jev, ktery mize ovlivnit hodnoceni vysledki je alelova homoplazie. Jedna
se 0 jev, ktery je zptisobeny mutaci. Vznikaji tak stejné velké alely se stejnou sekvenci
motivd, ale u riznych druhti, které nepochazeji od stejného piedka. Tyto alely se tedy
lisi pavodem (Estoup, 2002).
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

Pro praktickou cast této bakalaiské prace byla pouzita genomicka DNA, ktera
byla vyizolovana z péti jedinct nesyta bilého (Mycteria cinerea). Tento druh nesyta je
uspesné chovan v ZOO Zlin - Les$na. Krev byla odebrana odbornymi pracovniky této
700, zaslana do Laboratofe populacni genetiky na Katedie bunécné biologie a genetiky
Ptirodovédecké fakulty UPOL a do doby izolace byla umisténa v Queen's lyza¢nim

pufru v lednici pfti teploté 4 °C.
4.2 lIzolace genomické DNA z ptaci krve pro PCR

Samotnou izolaci DNA proved! fenol-chloroformovou metodou vedouci prace.
Postup izolace byl ptevzat z publikace Maniatis et al. (1982) a upraven pro materialové

a technické vybaveni Laboratoie populacni genetiky.

Izolace genomické DNA byla provedena ve tfech dnech. Prvni den byla
k roztoku krve v Queen’s lyza¢nim pufru pfidana proteinaza K a roztok SDS. Nasledné
byly mikrozkumavky s takto pfipravenym roztokem inkubovany za pieklapéni pfes noc
do druhého dne v termostatu pii 37 °C. Druhy den byl ke smési pfidan fenol
a chloroform v poméru 1:1. Mikrozkumavky byly zcentrifugovany, vrchni vodna faze
byla odebrana do novych mikrozkumavek. K tomuto odebranému roztoku vrchni vodné
faze byl pfidan opét chloroform, mikrozkumavky byly zvortexovany a znovu byla
odebrana vrchni vodna faze. Poté byl ktomuto roztoku pfidan octan sodny
a mikrozkumavky byly vyplnény 96% ethanolem. Po promichani a ulozeni na dvé
hodiny pii -20 °C byly mikrozkumavky zcentrifugovany, ethanol byl opatrné slit a ke
zbylé srazeniné DNA byl pfidan 1 ml vychlazeného 70% ethanolu. Déle byly
mikrozkumavky zcentrifugovany, ethanol byl slit a mikrozkumavky se zbylym
sedimentem DNA byly vysuSseny Vv termobloku pii 50 °C. Dalsi den byla DNA
rozpu$téna v TE pufru a byla stanovena jeji koncentrace na nanodropu. Nakonec byla
vyizolovana DNA nafedéna deionizovanou vodou na koncentraci 5-25 pg/ml a ulozena

v mrazéku lednice pfi teploté -20 °C.
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4.3 Testované mikrosatelitové lokusy

S vyuzitim vSech dosud existujicich mikrosatelitovych lokusti popsanych pro
druhy z tada plamenaci a veslonozi byla provedena cross-species PCR amplifikace.
Celkem bylo pouzito 206 part primert. Z téchto primert bylo 47 paru navrzeno pro fad
plamenaci, konkrétné¢ 10 part primerti pro plamenaka karibského (Phoenicopterus
ruber) a 37 part primert pro plamenaka rizového (P. roseus). Vétsi skupina o 159
parech primerti byla navrzena pro tad veslonozi (Pelecaniformes). Konktrétné se
jednalo o pary primeri navrzené pro factona Zlutozobého (Phaethon lepturus), fregatku
obecnou (Fregata minor), kormorana galapazského (Phalacrocorax harrisi), kormorana
chocholatého (P. aristotelis), kormorana usatého (P. auritus), kormorana velkého (P.
carbo), kormorana tasmanského (P. fuscescens), pelikana bilého (Pelecanus
onocrotalus), pelikana severoamerického (P. erythrorhynchos), tereje guanového (Sula
variegata), tereje modronohého (S. nebouxii) a tereje ¢ervenonohého (S. sula). Pichled

mikrosatelitll, které byly testovany u nesyta bilého je uveden v tabulce €. 1.

Tabulka 1: Ptehled testovanych mikrosatelitovych lokust u nesyta bilého. Tabulka

zahrnuje fad, zdrojovy druh, nazev mikrosatelitového lokusu a autora publikace.

. Autor
Rad Zdrojovy druh Testované mikrosatelity )
publikace
P3AS3, P3D7, P3C1, P4F2, P3F3,
Faeton Zlutozoby Humeau et
P3F5, P3A4, P3G12, P3F7, P3G1,
—~ (Phaethon lepturus) al., 2011
oé) P3H10
S Fmin01, Fmin02, Fmin03, FMin04,
g
S Fmin05, Fmin06, Fmin07, Fmin08,
= Fregatka obecna ) _ ) ) Dearborn et
&~ _ Fmin09, Fmin10, Fminll, Fminl2,
= (Fregata minor) ) _ ) ) al., 2008
§ Fmin13, Fmin14, Fmin15, Fmin16,
= Fmin17, Fmin18
> Kormoran galapazsky | PhB2, PhB4, PhB11, PhC11, PhD11, Duffie et
(Phalacrocorax harrisi) | PhF12, PhG8, PhG12 al., 2008
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Tabulka 1: Pokradovani 1.

SVv2A-152, Sv2B-27, Sv2B-138

. Autor
Rad Zdrojovy druh Testované mikrosatelity )
publikace
PhaariOl, Phaari02, Phaari03,
Phaari05, Phaari06, Phaari08, Barlow et
Kormoran chocholaty . . )
Phaarill, Phaaril2, Phaaril4, al., 2010
(Phalacrocorax )
) _ Phaaril6
aristotelis) i : :
PhaariO4, Phaari07, Phaari09, dle Barlow
Phaaril3, Phaaril5, Phaaril7 etal., 2010
Dcco-01, Dcco-02, Dcco-03,
Mercer et
Dcco-04, Dcco-05, Dcco-06,
al., 2010
Dcco-07, Dcco-08
Kormoran usaty COR 01, COR 03, COR 05, COR 06,
(Phalacrocorax COR 07, COR 12, COR 15, COR 17,
—~ auritus) COR 19, COR 20, COR 21, COR 22, | Fike et al.,
0]
% COR 23, COR 26, COR 28, COR 30, | 2009
f% COR 31, COR 35, COR 38, COR 40,
%’: COR 41, COR 43, COR 45, COR 47
=
E Kormoran velky PcD2, PcD4, PcD5, PcD6, PcT1, Piertney et
% (Phalacrocorax carbo) | PcT3, PcT4 al., 1998
§ Kormoran tasmansky | Pf7, Pfl11, Pf13, Pf33, Pf35, Pf36, ]
Riordan et
(Phalacrocorax Pf39
al., 2013
fuscescens)
Pelikan bily PELO086, PEL149, PEL175, PEL185, | De Ponte
(Pelecanus PEL188, PEL190, PEL207, PEL221, | Machado et
onocrotalus) PEL265, PEL304 al., 2009
Pelikan severoamericky | PeEr 01, PeEr 02, PeEr 03, PeEr 04, )
Hickman et
(Pelecanus PeEr 05, PeEr 06, PeEr 07, PeEr 08,
al., 2009
erythrorhynchos) PeEr 09
SV2A-2, SV2A-26, SVv2A-47,
Terej guanovy Taylor et
) Sv2A-50, Sv2A-53, Sv2A-95,
(Sula variegata) al., 2010
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Tabulka 1: Pokradovani 2.

. Autor
Rad Zdrojovy druh Testované mikrosatelity )
publikace
Boob-RM2-F07, Boob-RM3-D07,
Boob-RM3-F11, Boob-RM4-A08, ]
Faircloth
Boob-RM4-B03, Boob-RM4-C03, tal
etal.,
o~ Terej modronohy Boob-RM4-D07, Boob-RM4-EQ3, 2009
o]
§ (Sula nebouxii) Boob-RM4-E10, Boob-RM4-F11,
E Boob-RM4-G03
Q
= Sn2A-36, Sn2A-90, Sn2A-123, Taylor et
[a W
TE Sn2B-68, Sn2B-83, Sn2B-100 al., 2010
o
§ Ss-1b-16, Ss-1b-51, Ss-1b-57,
5 , Ss-1b-98, Ss-1b-106, Ss-1b-142, Morris-
Terej Cervenonohy
Ss-2b-2, Ss-2b-35, Ss-2b-48, Pocock et
(Sula sula)
Ss-2b-71, Ss-2b-88, Ss-2b-92, al., 2010
Ss-2b-110, Ss-2b-138, Ss-2b-153
Prup 1, Prup 2, Prup 3, Prup 4, Kapil et
Plametidk karibsky | Prup 5, Prup 6, Prup 7, Prup 8, Prup 9 | al., 2010
(Phoenicopterus ruber) | Prup 13 Preston,
2005

PrA2, PrA3, PrA9, PrA102, PrA103,
PrA104, PrA105, PrA110, PrAl1l1,
PrA113, PrB1, PrB2, PrB3, PrB102,
Plamenak razovy PrB105, PrB110, PrC1, PrC6, PrCi12,
(Phoenicopterus PrC101, PrC109, PrC117, PrC122,

roseus) PrD3, PrD4, PrD5, PrD7, PrD9,
PrD10, PrD12, PrD102, PrD105,
PrD108, PrD117, PrD121, PrD126,
PrD139

Geraci et
al., 2010

Plamenaci (Phoenicopteriformes)

4.4 PCR amplifikace

Reakéni smés pro PCR amplifikaci byla napipetovana ze slozek, které byly po

celou dobu trvéani praktické bakalatské prace uchovavany v mrazaku pfi teploté -20 °C
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apfed kazdou PCR amplifikaci byly rozmrazeny, zvortexovany a zcentrifugovany.
Reakéni smés byla pipetovana do 1,5ml mikrozkumavek ze slozek uvedenych v tabulce

¢. 2.

Tabulka 2: Slozeni PCR mixu pro 5 vzorkd.

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

Mikrozkumavky s napipetovanou reakéni smési byly zvortexovany
a zcentrifugovany, aby se promichaly vSechny slozky. Vyizolovana genomickd DNA
o koncentraci 5-25 pg/ml byla napipetovana po 1 pl do mikrozkumavek a k této
genomické DNA bylo piidano 9 pl ptipravené reakéni smési. Mikrozkumavky s takto
pripravenou smési byly uzavieny a vlozeny do termocykléru, jehoz ¢asovy a teplotni

profil byl nasledujici:

94°C . i 5 min

94°C i 30s

teplota annealingu ............... 30s 35x
T2OC o 30s

T2OC i, 7 min

Pocatecni reakce probihala s kazdym parem primerd pii teploté¢ annealingu
50 °C. Pokud byl testovany mikrosatelitovy lokus polymorfni, byla podle potichy
zvysena teplota annealingu az na 67 °C a to z divodu lepsi rozlisitelnosti jednotlivych
alel, zmirnéni poctu a intenzity nadpocetnych bandii, stutter bandi a pro zlepSeni

vizualizace.
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4.5 Zpracovani PCR produkti

Pro zpracovani ziskanych PCR produktd byly pouzity vyhtivané

elektroforetické komutrky S2 Whatman Biometra s pouzitim skel o rozmérech 330 x 390

mm a 330 x 420 mm s tloustkou polyakrylamidového gelu 0,4 mm.

Ptiprava skel:

1.

Mensi sklo bylo dukladné omyto vodou za pouziti saponatu a kartacku

a nasledné bylo oplachnuto deionizovanou vodou.

. Poté bylo osuseno papirovym ubrouskem do sucha, pak bylo dvakrat osetieno

96% ethanolem na plose, ktera se bude dotykat gelu a poté bylo znova osuseno.
Toto sklo bylo umisténo do digestote a na jeho plochu, ktera se dotyka gelu, byl
nanesen roztok molekularniho lepidla. Naneseny roztok byl ponechan 5 minut,
aby zaschnul a po uplynuti této doby bylo sklo ¢tyfikrat oplachnuto 96%
ethanolem a poté bylo opét otfeno papirovym ubrouskem.

Vétsi sklo bylo dikladné omyto deionizovanou vodou za pomoci kartacku.
Nasledné bylo vysuseno papirovym ubrouskem do sucha. Pak bylo dvakrat
osetieno 96% ethanolem na plose, ktera se dotyka gelu. Poté bylo znovu
osuseno a oSetieno piipravkem na odpuzovani vody ze skel automobilti.

Po jeho zaschnuti (5 minut) bylo sklo dvakrat omyto deionizovanou vodou
a vysuSeno pomoci ubrousku.

Na vétsi sklo byly nasledné polozeny po stranach dva 0,4 mm silné spacery a na
n¢ bylo poloZzeno mensi sklo oSetfenou plochou dola. Obé skla byla zajiSténa po

stranach dvéma pary klipst.

Priprava 6% polvakrylamidového gelu pro elektroforetickou separaci:

1.

V digestofi bylo pfipraveno 60 ml 6% roztoku akrylamidu. Ten byl opatrné
vlévan mezi skla, kterda byla zajiSténa klipsy. V piipad€ potieby bylo jednou
rukou poklepavéano na skla, aby se v gelu netvotily bubliny.

Po zaplnéni celého prostoru mezi skly, byl na rozhrani velkého a malého skla
(v mistech, kde se naléval gel) vlozen rovnou hranou hiebinek (1 cm hluboko).
Skla s hiebinkem byla zajisténa v misté nalévani gelu pomoci 4 klipa a gel se

nechal polymerizovat minimaln¢ 50 minut.
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Elektroforetickd separace:

1. Po ztuhnuti gelu byly odstranény klipsy, skla s gelem byla omyta vodou od
zbytkd gelu (hlavné v oblasti hiebinku). Takto pfipravena a osusena skla s gelem
byla vlozena do elektroforetické komitirky a upevnéna po strandch pomoci
uchytt.

2. Do anodového i katodového prostoru byl nalit 0,5x TBE pufr a byl opatrné
vyjmut hiebinek z prostoru mezi skly. Poté byly pomoci stfikacky vymyty
zbytky gelu, které se nachazely na rozhrani gel - pufr.

3. Katodovy i anodovy prostor byl uzavien a na zdroji stejnosmérného elektrického
proudu byl nastaven vykon 90 W pii hodnotach proudu 150 mA a napéti 3000
V, aby se gel mezi skly nahral.

4. Po 30 minutach byl odpojen zdroj a prostor mezi skly byl opét vy¢istén pomoci
stiikacky. Do gelu byl vsunut hiebinek, tentokrat zoubky smérem dold, a to asi
1 mm do gelu.

5. Nasledné byly pomoci osmikanalové pipery naneseny vzorky o objemu 2 pl,
které byly v prubéhu nahiivani skel pfipraveny pfidanim nanaSeciho pufru
k PCR produktu, a pak denaturovany 3 minuty a nasledné umistény na led, aby
bylo zabranéno renaturaci.

6. Po naneseni vzorkd byl anodovy i katodovy prostor uzavien, piipojen ke zdroji
stejnosmérného elektrického proudu a byl nastaven vykon 70 W pii proudu 150

mMA a napéti 3000 V. Poté probihala 1,5 aZ 3 hodiny elektroforetické separace.

Vizualizace gelu:

1. Po prob&hnuti elektroforetické separace byl odpojen zdroj elektrického proudu,
vypustén pufr a skla s gelem byla vyjmuta z elektroforetické komuirky.

2. Narovné podlozce byly opatrné vyjmuty spacery a s pouzitim noZe byla od sebe
odlepena skla.

3. Mensi sklo s pfichycenym gelem bylo vloZeno gelem nahoru do fotomisky na
trepacku a zalito fix/stop roztokem. Roztok pusobil 20 minut.

4. Po uplynuté dobé byl fix/stop roztok slit a uchovan pro pozd¢jsi pouziti. Sklo

s gelem bylo tfikrat po 2 minutach promyto deionizovanou vodou.
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5. Omyté sklo s gelem bylo opét umisténo na tiepacku a bylo zalito 1% roztokem
HNO3;. Po 4 minutach (ne déle) byl roztok slit do vylevky a sklo s gelem bylo
Ctytikrat promyto deionizovanou vodou.

6. Poté bylo sklo s gelem na tfepacce zalito 0,1% roztokem AgNOsz. Po 30
minutach byl 0,1% roztok AgNOg;slit a sklo s gelem bylo ponofeno na 10 vtefin
do deionizované vody. V poslednim kroku vizualizace bylo sklo umisténo na
tiepacku a zalito vyvojkou. Poté, co se dostateéné intenzivné zviditelnily
hnédocerné prouzky PCR produktii, byla reakce zastavena pomoci fix/stop
roztoku.

7. Nasledn¢ bylo sklo s gelem omyto ponofenim do deionizované vody a vlozeno

na 30 minut do susarny (60 °C), aby uschlo.

Hodnoceni vysledku, odstranéni gelu ze skla:

1. Po vysuseni v susarné bylo sklo vyhodnoceno na negatoskopu a naskenovéano
pomoci skeneru do pocitace. Vyhodnocené sklo s gelem bylo ponofeno do
roztoku NaOH (1 mol/l). Gel se ze skla odlepil a sklo bylo po umyti saponatem

pfipraveno pro dalsi pouziti.

4.6 Pouzité chemikalie

- Akrylamid (Sigma)

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

- Bromfenolova modr (Serva)

- Deionizovana voda

- Deoxyribonukleosid trifosfaty (100 mmol/l, 400 ul kazdého), U1240 (Promega)
- Dusicnan stiibrny (Lachema)

- Ethanol - 96% roztok (Lihovar Vrbatky)

- Ethylendiaminotetraoctan sodny (Na,EDTA) (Lachema)
- Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Lachema)
- Fenol (Sigma)

- Formaldehyd (Lachema)

- Formamid (Lachema)

- Hydroxid sodny (Lachema)

- Chlorid sodny (Lachema)
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- Chloroform (Lachema)

- Kiyselina boritd (Lachema)

- Kyselina dusiéna - 65% roztok (Lachema)

- Kyselina octova - ledova (Lachema)

- Laurylsiran sodny (SDS) (Lachema)

- 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

- Mocovina (Lachema)

- N-lauroylsarkosin (Sigma)

— N, N'-methylenbisakrylamid (Serva)

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

- Peroxodisiran amonny (Serva)

- Proteindza K (Sigma)

- Rain Repellent - ptipravek odpuzujici vodu ze skel automobild (Turtle Wax
Europe B.V.)

- Thiosiran sodny (Lachema)

- Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)

- Uhli¢itan sodny (Lachema)

- Xylenovéa modi (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.7 PouZité roztoky

Queen's pufr:
- 10 ml z&sobniho 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 upravitna 7,5

- doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Roztok octanu sodného CH3COONa (3 mol/l):
- 408,24 g trihydratu octanu sodného CH3COONa . 3 H,0

- rozpustit v 800 ml deionizované H,O

- upravit pH na hodnotu 5,2 pomoci ledové kyseliny octové
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- objem doplnit deionizovanou vodou na 1 |

TE pufr:
- 10 ml zasobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,0

- 200 pul zasobniho roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

rozpustit v 800 ml deionizované H,O

po rozpusténi doplnit na 1 I a zfiltrovat

Roztok 3-methakryloxypropvltrimethoxysilanu (molekulérni lepidlo):

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

Z4asobni roztok akrylamidu (6%):

- 420 g mocoviny

— 484 ml deionizované H,O

- 50 ml 10x 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 gel (6%):

- 60 ml 6% zéasobniho roztoku akrylamidu
- 400 ul 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NHy),S,0s
- 40 ul N, N, N', N'-tetramethylethylendiaminu

Roztok peroxodisiranu amonného (10%):

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

- rozpustit v 10 ml deionizované vody

Zasobni roztok TBE pufru (10x):
- 108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)

- 55 g kyseliny borité H3BO3
- 40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

- doplnit deionizovanou vodou na 1 |
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NanésSeci pufr pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu:

0,125 g bromfenolové modie

0,125 g xylenové modie

25 ml deionizované vody

100 ml formamidu

Fix/stop roztok:
- 88 ml ledov¢ kyseliny octové CH3COOH

- objem doplnit deionizovanou H,0 na 800 ml

Roztok kyseliny dusi¢né HNO3 (1%):
- 12 ml 65% kyseliny dusi¢éné HNO3

- objem doplnit deionizovanou vodou na 800 ml

Roztok dusi¢nanu stfibrného AgNO3 (0,1%):

- 0,8 g dusi¢nanu stiibrného AgNO3
- objem doplnit deionizovanou vodou na 800 ml a ulozit do chladnicky do 4 °C

- pied pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu

Vyvojka:
- 24 guhli¢itanu sodného Na,CO3
- objem doplnit deionizovanou H,O na 800 ml ulozit ve 4 °C
- pred pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu a 160 ul 1% roztoku thiosiranu
sodného Na,S,03

Roztok hydroxidu sodného NaOH (1 mol/l):
- 40 g hydroxidu sodného NaOH

- rozpustit v deionizované vodé

- doplnit deionizovanou vodou na 1 |

4.8 Seznam laboratornich pristroji

- Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)
- Chladnicka kombinovana (Whirlpool)
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Laboratorni vahy MARK S 622 (Bel Engeneering)

Magneticka michacka MR Hei — Standard (Heidolph)

Mikropipety Finnpipette 0,5 ul az 10 ul (osmikanalova) (Labsystems)
Mikropipety Finnpipette 0,3 ul az 1 ml (Labsystems)

Mikropipety Nichipet EX 0,5 pl az 1 ml (Nichiryo)

Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)

Negatoskop NEGA1 (Maneko)

Sekvenacni elektroforetickd komutrka S2 (Whatman Biometra)
Sus$arna sterilizator CAT 8050 (Contherm)

Temperovany blok (termoblok) 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)
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5 Vysledky
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6 Diskuze
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[ Zavér
Pti testovani vSech dosud existujicich polymorfnich mikrosatelitii popsanych pro
druhy z ¥ada veslonozi a plamenaci jsem na genomické DNA 5 jedinct nesyta bilého

(Mycteria cinerea) metodou cross-species PCR amplifikace nalezla 19 polymorfnich

mikrosatelitu.

Z nich bylo 11 amplifikovano primery, které byly pivodné navrzeny pro tad
veslonozi. Jednalo o 3 pary primerd od fregatky obecné, 3 pary primeri od tereje
modronohého, 2 pary primeri od kormorana galapazského, 2 pary primera od pelikana
bilého a dale po jednom paru primeri 0d kormorana chocholatého, kormorana usatého,

pelikéna severoamerického, kormorana velkého a faetona zlutozobého.

Zbyvajicich 8 polymorfnich mikrosatelitovych lokusi bylo amplifikovano pary
primerd od 2 druhti z fadu plamenaci. P&t polymorfnich mikrosateliti pochazelo od

plamenaka razového a tii byly od plamenaka karibského.

celkovém zhodnoceni byla v¢&tsi  aspéSnost  cross-species PCR  amplifikace
U mikrosatelitti navrzenych pro tad plamenaci, kdy bylo ze 47 testovanych part primert
8 polymorfnich, tj. 17,0 %. Pro fad veslonozi byla uspésnost 6,9 %, kdy ze 159 para
primert jich poskytlo 11 polymorfni produkt.
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8 Seznam pouzitych zkratek

A
bp

C
DNA

dNTPs

PCR

SSRs

STRs

Ta

VNTRs

adenin

par bazi (base pair)

cytozin

deoxyribonukleova kyselina

smés deoxyribonukleosid trifosfata

forward primer

guanin

lower primer

polymerazova fetézcova reakce (Polymerase Chain Reaction)
reverse primer

repetice jednoduchych sekvenci (Single Sequence Repeats)
kratké tandemové repetice (Short Tandem Repeats)

tymin

teplota annealingu

upper primer

variabilni pocet tandemovych repetic (Variable Number of Tandem

Repeats)
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