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SOUHRN

Genetické markery jsou v sgasné dob asi nejpouzivaf)Simi nastroji i
charakteristice jednotlivici populaci. Mezi takové markery piat mikrosatelity.

V teoretickéc¢asti diplomové prace jsem se zabyvala popisem msaktediti a jejich
vyuzitim, cross-speciesamplifikaci a vyuzitim pohlavh vazanych markér pri
determinaci pohlavi pték Do teoretickécasti jsem také zahrnula charakteristiku
slavika obecnéholL(scinia megarhynchdsa wnovala jsem se iphledu ¥deckych
studii, které se zabyvaly roddmsciniaa ve kterych byly pouZity genetické markery.

V praktickécasti prace jsem se zéfila na testovani a charakteristikioss-species
mikrosatelifi u slavika obecného. Vyzkousela jsem celkem 71andtelitovych lokus
popsanych u blizcefibuznych druf, z nichz 32 poskytovalo polymorfni produkt
a bylo mozné je genotypovat na 24 jedincich a d&tarazovat pomoci statistického
programu Cervus 3.0.8ityti lokusy byly vazané na pohlavi, konkrétma chromozom
Z. Nakonec jsem vybrala 4 polymorfaioss-specietokusy, které by byly vhodné pro

analyzu paternity u slavika obecného.



SUMMARY

Genetic markers are the most used tools for a ctarstic of individuals or
populations in recent years. Microsatellites beltmthese markers.

In the theoretical part of my diploma thesis, | wasicerned with a description and
utilisation of microsatellites, cross-species afigation, and with a usage of sex-linked
loci for a determination of the avian sex. | alstled the nightingale description and
summary of scientific studies dealt withisciniaspp. and genetic markers in the theory.

In the practical part, | focused on a testing ahdracterization of cross-species
microsatellites in the nightingale. In the sumedted 71 microsatellite loci described in
closely related species. 32 microsatellites angalifthe polymorphic product and |
could genotyping them in 24 individuals and chadzed them by the statistical
program Cervus 3.0.3. Four loci were sex-linkedtlon Z chromosome. At the end, |
chose 4 polymorphic cross-species loci, which cdagdiseful in the paternity analysis
in the nightingale.
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1 UvoD

Studium populaci je zaloZeno nejen na terénnim noozmi, ale i na genetickych
nebo naopak uniformity uviiti mezi populacemi. Etologie pfi@h populaci je
v poslednich cca 20 letech popisovana na zékémtnosti mimoparového oplozeni
a vyskytu mimoparovych mi&t. Stanovovani paternity séive provadlo pomoci
DNA fingerprintingu, v sotasné dob se ale od & upousti. DNA fingerprinting
nahradily mikrosatelity, s jejichz pomoci Ize sngdmréit, zda jsou dva zkoumani
jedinci gibuzni ¢i nikoliv. Jedna se o kratké tandemové repeticerékimaji déelku
repeténiho motivu do 10 nukleotid a pa@et opakovani 10x az 50x. Vlastnosti
mikrosatelifi, jako je kodominance alelifgnos do potomstva podle mendelistickych
pravidel nebo vysoka variabilita, reprodukovatetn@ssnadnost detekce, z nictlaji
idealni markery pro studovani genetiky populaci.

Mikrosatelitové lokusy Ize dale vyuZitigtudiu migrace a genového toku, diverzity
populaci acasté&né i pro odhadovani fylogenetické vzdalenosti. Dagiziti nalezly
mikrosatelity v genomice jako kotvici markeryi pnapovani gei nebo uéovaci
markery @i analyzach hybridl.

Vyvoj novych mikrosatelitovych lokusje finarén¢ i ¢aso¥ narany, proto se&asto
vyuziva coss-speciesamplifikace. Jedna se o testovani, zda mikrosatelitozeny
Z jednoho druhu poskytne u jiného druhu polymof@R produkt.

Tato prace se bude zabyvat charakterizexss-speciemikrosateliti, které by bylo
mozné pouzit v poputaich studiich, zvlast pii analyzach paternity, u slavika
obecnéhol(uscinia megarhynchds



CILE PRACE

Vypracovani reSerSe na téma diplomové prace.

Shromazdni dostupnych literarnich zd¥oj

Genotypovani polymorfnich lokiisziskanych v pedchozi bakalgké praci
u dostateného pdétu jedindi slavika obecnéholL(scinia megarhynchdspro

ziskani jejich charakteristik.



3 LITERARNI P REHLED

3.1  MOLEKULARNi MARKERY

Pt popisu variability v rdmci populace uz nastpouze porovnani fenotypickych
znaki. Pokud chceme rozliSit dva jedince na molekuldrovni, je teba pouzit
molekularni markery. V mnohaggnich oborech se vyuZivaji jak fenotypové znaky,
které slouzi jako uzSi kritérium v§tu, tak molekularni markery, které se k danému
fenotypovému znaku vazi a pomoci nichz se poplsujikrétni odliSnosti v sekvenci
DNA.

Mezi genetické markery Ize it specifické sekvence DNA, které vznikaji p
technikach RAPD, RFLP nebo AFLP, dale SNPs markaipZzené na konkrétnich
zmeénach v nukleotidové sekvenci nebo satelitni obld3NA. Mezi molekularni

markery pat také mikrosatelity.

3.1.1 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou v soéasnosti asi nejvice vyuzivané DNA markery. Jedna se
o kratké tandemové repetice 0 dvou az deseti ntilkh, jejichZ repetni jednotky
vytvéreji souvislé sekvence o 10 az 50 opakovani (Elledt®92; Bruford & Wayne,
1993). V literatiie je mozné setkat se i s ozeaim SSRs (simple sequence repeats)
nebo STRs (simple tandem repeats).

Jako jedni z prvnich popsali mikrosatelity Hamaeta al. (1982, 1984), kdy
zjistovali mnozstvi a rozmi&hi (TG), repetic u zastugc vysSich organisth a vliv
téchto motivi na Z-konformaci DNA. Nasle@nbylo zjiS€no, Ze jsou mikrosatelity
nahodr rozmistény v genomech vSech eukaryotepazig v nekddujicich sekvencich
nebo v intronovych oblastech, dokonce se vyskytuji v chloroplastové
a mitochondrialni DNA (Tautz, 1989; Ellegren, 1992gercrantzt al, 1993; Neff &
Gross, 2001; Kaliat al, 2010). V genomuloveka se mikrosatelitovy motiv nachazi
v praméru kazdych 6 kb (Beckmann & Weber, 1992).¢Rtagenom ma mmeérnou
velikost 1,2 Gb (Tiersch & Wachtel, 1991), tzn.jéeasi 3x menSi neZ lidsky. Oproti
ostatnim obratlovian je frekvence vyskytu mikrosatelitovych sekvencpt&im
genomu znén¢é nizsi, repetitivni motiv Ize najit zhruba kazdyg® kb (Primmetret al,

1997). Mikrosatelitové sekvence s&eyazié vyskytuji v oblasti centromer a telomer



a na pohlavnich chromozomech. V kodujicich obldsservyskytuji ték vylucné jen

tiinukleotidové repetice, které nenarugtgici rAmec (Primmest al, 1997).

3.1.1.1 Vlastnosti mikrosateliti

Mikrosatelitové sekvence se vyzmgi vysokym polymorfismem v délce, resp.
v pactu repetic. Hypervariabilita jednotlivych lokiusje casto zgisobena chybou
polymerézy pi replikaci genomu. Mutani rychlost mikrosatelit je v piipact ¢loveka
10* — 10° na meiézu na jednu generaci, co? je dostéteysoka rychlost, aby vzniknul
polymorfismus, a zaroweumerné nizka, aby se konkrétni aleléepesla do potomstva
(Bruford & Wayne, 1993). Alelicka variabilita je Mmei vysoka, heterozygotnost
dosahuje az 90 % (Ellegren, 1992). Alely jsou koolmmtni a penaSeji se do
potomstva podle pravidel klasické mendelistickgli¢hosti, tzn. Ze potomek by dn
vykazovat ®jakou kombinaci alel ze vSech moznych kombinaciidmdskych alel
(Weber & May, 1989; Ellegren, 1992; Bruford & Wayri®93).

Z hlediska jednolitosti repetice Ize mikrosatelityzcklit do tfi skupin, a to na
dokonalé (perfect), nedokonalé (imperfect) a slézéoompound) (Weber, 1990).
Sekvence dokonalého mikrosatelitu se sklada poyednotek repetice, lokus je tzv.
cisty. Nedokonaly mikrosatelit ma repetidiepuSenou &olika nukleotidy, ale repetice
poté ot pokrauje. V pipact sloZzeného mikrosatelitu se jedn& o dva motivy tiepe
které jdou po sab— nejdive jeden motiv &kolikrat, po m nasleduje &kolik repetic
druhého motivu (Kalizt al, 2010).

3.1.1.2 Detekce mikrosatelitovych lokus

Detekci mikrosatelit |ze provadt nekolika zpisoby. Pokud neni lokus jest
popsan, tzn. je ve fazi hledani, je jednou moznostiziti zngenych sond. Sondy jsou
specifické pro ufité repetitivni motivy, diky tomu je moZzné ditr jak pozitivni bac
klony, tak motiv repetice (Ellegren, 1992; Douldeal, 1997). Druhou moznosti je
sekvenace genomu zkoumaného organismu a nasledleglagi repetitivnich sekvenci.

Pokud je mikrosatelitovy lokus jiz popsan, nejjedagsi metodou jeho detekce
in vitro je pouziti PCR techniky (Ellegren, 1992). Pomogémych pak primerti se
dany lokus amplifikuje a produkty se naslédseparuji v gelu. Oproti minisateiih

jsou mikrosatelity znaé kratSi, v délceradow stovek bp, a proto jsou pro
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Tagpolymerazu idealnim substratem. Kombinaci PCR Hikgte a separace
v polyakrylamidovém (PAA) gelu je mozné rozliSialely liSici se o jeden nukleotid
(Bruford & Wayne, 1993). Rozdil v délce alely pouxzeskolik paru bazi je p pouziti
Southern blottingu nedetekovatelny, navic k PCRkaieatai velmi malé mnozstvi
DNA (Litt & Luty, 1989; Questiatet al, 1999).

PCR techniku poprvé popsal Kary Mullis vroce 198&dna se an vitro
amplifikaci templatu pomoci termostabilhiagpolymerazy.Tagpolymeraza je enzym,
ktery se izoluje z termofilni bakteri#hermus aquaticugijici v blizkosti sirnych
morskych pramei. Stabilita této DNA-polymerazyipvysokych teplotach je kibvou
vlastnosti pro pibéh PCR reakce — aby doSlo k &tkhi obou vlaken a nasednuti
primeri na templat, je nutné DNA denaturoviit §4 °C.

V PCR mixu jsou kroré DNA, Tagpolymerazy a paru komplementarnich pritner
také nutné hicnaté ionty, deoxyribonukleotidy a specialni pufo @NA-polymerazu.
Cela reakce probiha ve vodném prest.

Po prokhnuti PCR amplifikace jefeba vzniklé produkty odtit a detekovat.
Separace produkise provadi v bdl v agarézovém nebo PAA gelu pomoci elektrického
pole. Fragmenty DNA maji zaporny naboj a putujiegelsnérem k anod, piicemz se
zarovehr dgli na zaklad své délky (molekulové hmotnosti). Separované pkbdse
poté v gipact agar6zového gelu barvi ethidium bromidem, u PAAI g pouziva
vizualizace pomoci AgN® Detekci rozdlenych produki je mozné provést i s pomoci
fluoresceknich zn&ek, ale v tomto fipact je nutné mit fedem zn&né primery nebo
nukleotidy.

3.1.1.3 Vyuziti mikrosateliti

Pouziti mikrosatelit ve vyzkumu ma &kolik podstatnych vyhod. Jednou z nich je
dostupnost mikrosatelitovych lokiyskteré uz byly popsany. DalSi vyhodou je snadna
identifikace jednotlivych lokusa jejich alel pomoci techniky PCR a nasledné sejgar
amplifikovanych produkt v gelu (Tautz, 1989; Bruford & Wayne, 1993; Bloahal,
1996).

Mikrosatelity jako markery nahradily multilokusovidDNA fingerprinting gi
analyzach rodiovstvi. Vzhledem k vysoké variabdit kodominanci alel a ali¢nosti
podle Mendlovych zakanje mozné s tést 100% pravépodobnosti ufit spravného
mozného otce uzipkombinaci 5 nezavislych lokus(Ellegren, 1992; Doublet al,
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1997). Pomoci DNA fingerprintingu bylo moZné&itipouze potencionalni pary rad

potomek v zavislosti na procentualnim sdileni WBan8llavic bylo nutné DNA
fingerprinting kalibrovat pro kazdou populaci zwlg8odle znamych ibuzenskych
vztahi (Blouin et al, 1996, Krokenet al, 1996; Johnseet al, 1998b).

Kromé studia pibuzenskych vztah lze mikrosatelity pouZzit jako markery pro
genetické mapovani (Dawsen al, 2006) a systematické studie. DalSi obsahlou tiblas
jsou populéni studie, ve kterych se zkouma tok @iemigrace jeding, identifikace
hybridd nebo konkrétni zastoupeni jednotlivych lokuwes alel (Primmeret al, 1996;
Williams et al, 2005). V oblasti humanni mediciny nasly mikrokteuplatréni ve
forenznich ¥dach, kdy Ize pomoci PCR identifikovat jedince paskozeného nebo
starého vzorku DNA (Bantockt al, 2008). Kompletni fehled vyuziti mikrosatelit

v souwtasnosti je uveden nize (obr. 1).

Obr.1: Schéma celkového fehledu vyuziti, vyskytu, funkce a vyvoje mikrosateti.
Prevzato a upraveno dle Kakd al, 2010.
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3.1.1.4 Orthologni mikrosatelity

Pod pojmem ,orthologni gen“ se skryva ta sama gekéetinformace, ktera je ale
piitomna u dvoutznych organisrin. V piipact mikrosatelifi plati podobny vztah - jako
orthologni se ozriaji lokusy, které byly popsany nebo odvozenyizngch druld, ale
piitom se jedna o tytéZz. Tyto mikrosatelity maji stej sekvenci &asto se nachazeji
i na stejnych mistech v genomu (Dawsatral, 2006).

3.2 CROSS-SPECIES AMPLIFIKACE MIKROSATELIT U

Hledani novych mikrosatelitovych markieje obtizné a finain¢ nakladné. Z toho
technika se ozraje jako cross-speciesamplifikace mikrosatelit ZjiStuje se, zda
mikrosatelitovy lokus, ktery je prim&rmpopsany u witého druhu, poskytneipPCR
amplifikaci polymorfni produkt u druhu jiného (Eijeen, 1992; Primmeet al, 1996).
NejlepSich vysledk se dosahuje u blizcgipuznych drufi, s rostouci fylogenetickou
vzdalenosti usgEnost amplifikace polymorfnich produikklesa (Galbuserat al, 2000;
Dawsonet al, 2006).

Pro zajis¢ni usgsnosti amplifikgéni reakce je nutna vysoka konzervativnost
sekvenci, které ohrahiji oblast mikrosatelitu a na které nasedaji prim&elhani PCR
je vétSinou zisobeno mutaci v tomto més{Bruford & Wayne, 1993; Primmest al,
1996). V takovém fipact se mluvi o tzv. nulovych alelach. Testovany druA m
v genomu pitomnou tuto nulovou alelu, ale nelze ji identifled pomoci PCR.
Pritomnost nulovych alel je moZzné&eupokladat podle vysok&tnosti homozygat
v populaci, pesné ufeni lze provést pouze s pouzitim sekvenatoru nepougitim

now navrhnutych pdrprimef.

3.2.1 Faktory ovliviiujici cross-species amplifikaci

Jak je uvedeno vyse, nejpodstgdh podminkou pro Usgh cross-species
amplifikace je geneticka vzdalenost me&vpdnim a testovanym druhem (Galbusetra
al., 2000; Primmeet al, 2005; Kipperet al, 2008). Primmeet al. (2005) se snazili
najit univerzalni marker, ktery by spolefdivyjadroval fylogenetickou vzdalenost mezi
dvéma druhy. Naslednby bylo moZzné pomoci tohoto markeriegem odhadnout
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aspEsSnost amplifikace a vznik polymorfniho produktu.n®gili se na mitochondrialni
gencyth, ktery kdduje enzym cytochrom b. Cytochrom b jelbyena sotidst dychaciho
ietzce, lze tedy fedpokladat jeho zw@aou konzervativhost. Weni genetické
DNA-DNA hybridizace (Primmer & Ellegren, 1998; Pnmeret al, 2005).

Primmer et al. (1996) zjistili, Ze se viistajici genetickou vzdélenosti se déle
zkracuje pimérna délka repetice. Ret repetic daného lokusu unvmdniho druhu méa
také spojitost s pwem alel i s mnozstvim ostatnich diutkteré lokus amplifikovaly —
¢im vySSi je poet repetic, tim vySsSi je polymorfismus a &&pd amplifikace u vice
druhi (Neff & Gross, 2001; Primmaeat al, 2005; Kuppeet al, 2008).

Cross-speciesamplifikaci je mozné ovlivnit i v gibéhu samotné PCR reakce.
Pokud se sniZi teplota annealingu, primery nasedaosekvence, které k nim nejsou
stoprocentd komplementarni. Usgnost amplifikace i prvnim testovani
cross-speciesikrosatelitu Ize zvysSit pomoci sniZzeni teplobnealingu o 5 — 10 °C,
nez bylo optimum uipvodniho druhu (Ellegren, 1992; Primmedral, 2005).

3.3 DETERMINACE POHLAVI U T RIDY AVES

3.3.1 Pohlavni chromozomy

Systém pro rozliSeni pohlavi tidy ptaki je zaloZen na pohlavnich chromozomech
Z a W. Determinace pohlavi je zde opa nez u savc— samice jsou heterogametické
ZW, samci homogameiti s konstituci ZZ. Oba chromozomy jsou metacekéic
béhem meidzy na nich dochazi ke vzniku synapsi nacikd&mnatkého raménka.
Chromozom Z je vyraznvétSi, obsahuje az 10 % chromatinu z celého genomrtotD
tomu je chromozom W maly¢iko odliSitelny od mikrochromozaim W obsahuje jen
nékolik mélo ger, je tvaen gevazre konstitutivnim heterochromatinem a na jeho
koncich se vyskytuji oblasti s ,poz&inse replikujici“ repetitivni satelitni DNA
(Ellegren, 2000).

Ptati pohlavni chromozomy se prasgbdobrg vyvinuly z jiného paru autozéimez
sawi, v rdmci tidy Aves se odliSuji i pohlavni chromozom§zbi (Ratitae). K vyvoiji
a diferenciaci ptich chromozom ziejm¢ dosSlo ged cca 60 az 100 miliony let
(Fridolfssonet al, 1998).
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3.3.2 Metody pro urkeni pohlavi u ptaki

Urcit pohlavi ptaich jedin@ pouze podle morfologickych znake ve \&tSing
piipadi velmi obtizné, u nedoslych jedindi dokonce nemozné. Z tohotaiwbdu
hledaji w¥dci markery, pomoci nichz by bylo relattvsnadné uiit pohlavi na Urovni
genomu. Revazrie se jedna o pohlaénvazané geny nebaskteré nekodujici sekvence

(mikrosatelity).

3.3.2.1 Pohlave vazané geny

Geny vazané na pohlavi se mezi ptaky a savciG8hCHD1 se u savt vyskytuje
na chromozomu 5, jeho @faanalog je vSak umigt na pohlavnich chromozomech.
Ellegren (1996) objevil 2 formy gef@HD1, a toCHD1ZaCHD1W Oblasti obsahuijici
tyto geny spolu nerekombinuji, prajmbdobré se tedy vyvijely nezavisle na solKe
zjisteni pohlavi jedince se vyuzivarqvazi gen CHD1W Pomoci gho se testuje
piitomnost W chromozomu s vyuzitim metody Southerottiigu a hybridizaci
W-specifickych préb. Tento #gob testovani ma ale jednu komplikaci, a tou je
piitomnost druhé, nepohlavni kopie genu, @owané jakoCHD-NW, ktera se rize
vyskytovat kdekoli v genomu (Griffithet al, 1996). V tomto fipad je nutné owiit
~spravnost* sekvence, a to d#uSouthern blottingem, nebo pomoci PCR, kde se
amplifikované produkty odliSuji svoji délkou (Elkem & Sheldon, 1997).

Charakterizaci pohlavi Ize provést i s pomoci PE&hmiky, kdy se pomoci paru
primeri amplifikuje intronova oblast u obou variant gegdHD (Griffiths et al, 1998).
Produkty amplifikace jsou naslefimozcleny v gelu. Pokud se jedna o samce, je
viditelny pouze jeden band, oproti tomu samice phgk 2 bandy otzné velikosti
(Griffiths et al, 1998; Bantoclet al, 2007).

3.3.2.2 Mér pouzivané metody determinace pohlavi

Jednim z prvnich Zgohi uréeni pohlavi u ptak bylo vyuZiti laparoskopie, kdy se
piimo zkoumaly pt& gonady. PouZiti této metody ale nebylo vhodné medé druhy
nebo pro mld@ata, protoze zavedeni sondy do kloaky bylo &éifyzicky nemozné
(Griffiths, 2000).
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DalSi moznosti je vyuZziti cytologickych metod, kdg zji¥uje karyotyp jedince
nebo se m¥i mnoZstvi DNA obsaZzené vikédch pomoci pitokového cytometru
(Ellegren & Sheldon, 1997; Griffiths, 2000).

Determinace pohlavi Ize provést i pomoci RAPD a RREé&chnik. V obouifjpadech
je nutné nejtive vytvait DNA profily jedinca se zndmym pohlavim, porovnat je mezi
sebou a vyhledat pohla¥specifické bandy. Takto vyhledané markery jsouzjtelné
pouze pro druh, ve kteréem byly identifikovany. AFt&chniku je mozné pouzit pro
uréeni pohlavi uadu Ezca (Ratitae), kde jiné metody selhavaji (Lessells aténan,
1998; Griffiths & Orr, 1999; Griffiths, 2000; Wet al, 2007).

3.3.2.3 Determinace pohlavi pomoci mikrosatetit

V poslednich 20 letech seédci zangtili na hledani pohlawh vazanych
mikrosateliti (Longmire et al, 1993; Delehantyet al, 1995; Nesje & Rged, 2000).
Jejich vyziti je ¥tSinou omezeno pouze na druh, u kterého byly popsdicménrt
mohou poskytnout dalsi informace o evwmlim vyvoji. Vice pozornosti se také dostalo
pohlavré vazanym marké&m v hospodéské oblasti, kde je&asto vyuzivano pouze
jedinai jednoho pohlavi (Jaks al, 2008, Liacet al, 2009).

Vyhledavani novych pohla¥nvazanych genetickych markemresp. mikrosatelit,
je pongrng pracny proces. Jeditim, u kterych je znamo pohlavi, se odebere vzorek
tkare, ze které se vyizoluje DNA (n&gkrev). DNA je naStpena pomoci restriktaz
a jednotlivé fragmenty jsou separovany v gelu. Rdtsleduje transfer na nylonovou
membranu (Southern blotting) a hybridizace s k@medostupnymi sondami, které
odpovidaji jednotlivym mikrosatelitovym repeticifNakonec se porovnanim pradiil
mezi pohlavimi vytipuji konkrétni mikrosatelitovékiusy (Longmireet al, 1993;
Delehantyet al, 1995; Griffiths, 2000).

Pohlavre vazané lokusy je mozné odhalit i pomoci PCR arsepgprodukt v gelu.
Pfi genotypovani jedinc se znamym pohlavim se pohl@éwmazany lokus ,prozradi”
nerovnondrnych zastoupenim homozygoa heterozygdt Pokud je lokus vazany na
Z chromozom, vSechny samice vykazuji homozygotespr hemizygotni, konstituci
alel, zatimco samci jsou jak homozygoty, tak hetggoty. Pokud by byl lokus vazany
na W chromozom, u sarindy zadny produkt PCR nevznikal.

Pro samotnou determinaci pohlavi je pouziti PCR grjamymi pohlavé vazanymi
mikrosatelity asi nejjednodussi a nejrychlejSi amatou. V rkterych gipadech vykazuji
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lokusy vazbu na pohlavi i u jinych drula je moZné je pouZzit proross-species
amplifikaci. Je ale nutnér@dem oviit, Ze se lokus u testovaného druhu opravdu na
pohlavi vaze.

Mikrosatelitovych lokug vazanych na pohlavni chromozomy neni znamo velké
mnoZstvi. Tato skut@ost je ¥ejmé zpisobena tim, Ze setéina studii zabyva pouze
vyhledavéani novych lokuisa jejich obecnym popisem a nez#uaje se na rozlozZeni alel
mezi samci a samicemi. Mikrosatelity vazané na gdhse pitom vyskytuji Zejme
u vSech organisi které maji pohlavni chromozomy. Byly popsany b (kiao et al,
2009; Fujiet al, 2010), pla# (O"Meallyet al, 2010), savit (Shiueet al, 2000; Erleret
al., 2004) i u dvoudomych rostlin (Jakseal, 2008).

Takeé v ptdi tiSi je moZné najit pohla¥nvazané mikrosatelity. Lokusy se vyskytu;ji
na obou pohlavnich chromozomech, ale vazba milebigaha chromozom Z jeiejme
¢astjSi nez vazba na W. Delehargy al. (1995) popsali uiepele horskéhoQreortyx
pictug jeden lokus, ktery se vyskytoval pouze u sammdddré Nesjeet al. (2000)
popsali 2 mikrosatelity vazané na W chromozordeledi sokoloviti. Zejm¢ prvnim
popsanym mikrosatelitem vazanym na pohlavni chramobyl protad gvci lokus
Phtr3 (Fridolfssonet al, 1997). Lokus se vyskytuje na chromozomu Z pouze
u budnéka wtSiho Phylloscopus trochilys v pripack jinych druhi pévea se tato vazba
nepotvrdila. DalSi mikrosatelity vazané na Z chraormau byly popsany pro lejska
¢ernohlavého Kicedula hypoleuca 5 lokugi) (Leder et al, 2008), sojku zlo¥stnou
(Perisoreusinfaustus 6 lokudi) (Jaariet al, 2009; Li & Merild, 2010), strnada
rakosniho Emberizaschoeniclus 4 lokusy) (Mayeret al, 2008) nebo cukernatku
jihoafrickou Promeropscafer, 1 lokus) (Feldheinet al, 2006). Pro slavika moditia
(Luscinia svecicp byl pozorovan pouze jeden lokus vazany na Z comom, a to
Pocc5 (Johnseet al, 1998b). Tento lokus udpodniho druhu, buditka zapadniho
(Phylloscopus occipital)s ale Zadnou vazbu na pohlavi nevykazoval (Bereichl,
1997). Je mozné, Ze vipadt slavika modréka doSlo k translokadiasti autozomu na
chromozom Z, podokinjako je popsano vifpact skiivana kapverdského. Populace
skiivana kapverdskéhoAlauda razag prosla v minulosti vyraznym Ubytkem ¢a
jedinai, tzv. efektem hrdla lahve (bottleneck). Broakeal. (2010) se domnivali, Ze ve
shaze o zachovani variability doSloileposu genetické informace &kolika autozoni
na pohlavni chromozomy. Tato hypotéza byla poeleg zjiS¢nim, Ze se na pohlavnich
chromozomech gk/ana kapverdského vyskytuje 6 tayodre autozomalnich

mikrosatelifi. Jednalo se o lokusy Asel8 ai@ukteré byly vazané na Z chromozomu,
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a o lokusy Ase9, Ase3d7, HrU2 a Mmel2 vazané nancbromu W (Brookeet al,
2010).

3.4  SLAVIK OBECNY

3.4.1 Charakteristika druhu

Slavik obecnyl(uscinia megarhynchoBrehm)
je maly tazny ptak 2eledi drozdovitych (Turdidae)
(obr. 2). Systematicky pat do radu pvcia '
(Passeriformes), n&adu leté (Neognathae) &itly
ptaki (Aves). Doceledi Turdidae séadi nap. take
cervenka obecna Efithacus rubeculy rehek
zahradni Phoenicurus phoenicurys kos céerny
(Turdus merulp a drozd zpvny (Turdus

N4 v

philomelo3. NejwtsSi wdecky zajem je sousidkin i P,
. . . Obr. 2: Slavik obecny
na slavika modika (Luscinia  SVECICR  nup'wwfiickr comiphotos/56541100@N00/
L, 477351361/in/photostream/
(Veselovsky, 2001).

Slavik obecny ma drobné Stihkdat zhruba velikosti vrabce, délkdd je pibliznée

16 cm. Ok pohlavi jsou h&dé zbarvena, koncefidel a ocasni pera maji rezavou
barvu, spodnicast tla je swtlejSi. Slavik je znamy fpdevsSim diky svému
charakteristickému rmimu zgvu, kterym samci lakaji sadky v doke p&eni. Navrat
ze zimovi§ v subsaharské Africe byva&kem dubna, areal ro¥éni zahrnuje celou
stredni a zapadni Evropu az po Malou Asii (Dungel &elci 2001; Korbel & Kreég,
2001; Sastnyet al, 2006).

Pary slavika obecného hnizdi jednotntopievazié v kiovinatych oblastech, jako
jsou okraje les, parky nebo zahrady. Hnizdo stavi na zemi neboifiich stromech,
samice snasi pmérné 5 — 6 drobnych vajec. Vylihnuti mfat nastava po 12 — 14
dnech. Rodie se o mladé staraji do doby, nez opusti hnizadimkance i gkolik dni
poté. Odlet z§ na zimovist nastava éhemcervence (Dungel & Hudec, 2001; Korbel
& Krejc¢a, 2001).

Slavik obecny se vyskytuje v nizinnych oblast€eské republiky. Posledni odhad
pocetnosti hnizdicich slavikna naSem uzemi je z roku 2003, kdy $edpokladala
piitomnost 8000 — 16000 pa(Stastnyet al, 2006).
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3.4.2 Studium rodulLuscinia

Védecka pozornost se slavikovi obecnému dostalaed ydce nez 40 lety. &Sina
studii se zabyva jeho &pem — strukturou a Zwnym motivem, organizaci, nebo
osvojovanim novych melodii (Todt, 1971; Paraival, 1978; Todt, 1998; Hultsch &
Todt, 2004; Kipperet al, 2004). Studiem sla¥i etologie se &dci zaali zabyvat
v poslednich deseti letech, nicnddravnim inform&nim znakem je stale &p. Pomoci
ného samci vyznéuji sva teritoria a namlouvaji si partnerky (Brum2902). Hojnost
a struktura zgvu je také zavisla naipdpokladaném reprodékim Usgchu — pokud
ziskal partnerku na dobu hnérd, prestdva samec zpivat v noci a samotn§vapeni
tak pestry jako u nezadanych jedii@dmrheinet al, 2002; Keiferet al, 2006; Kuncet
al., 2007).

Molekularni markery P studiu slavika obecného zatim nebyly #myuzivané
a nejsou ani popsané. Jedinou vyjimkou jsou mikedita Lm3, Lm6 a Lm26. Tyto
lokusy byly gimo ziskany z DNA slavika obecného a pouzity kelistunimoparove
fertilizace (Amrheinet al, 2004). Slavik obecny je monogamnivec, partné si jsou
navzajem w¥rni — cetnost mimopéarovych oplozeni je pouze 7,5 % (Anmhedi al,
2004). Tato hodnota je vice nez polmii neZéini pramér ziskany pi studiu 73 ptaich
druhi (Wink & Dyrcz, 1999).

Slavikovi modrékovi (Luscinia svecica se dostdvd mnohem vice¢decké
pozornosti nez jeho blizkémutipuznému, zvlast jsou ¢asto studovany partnerské
vztahy a ¥rnost. Slavik modggek je také monogamniypec, nicmén vérnost partner
zdaleka nedosahuje hodnot pozorovanych u slavikecrd@ho. Mira mimoparove
fertilizace a potomi, ktera se pohybuje od 10 % po 50 % (urpru 30 %), slouzi
jako ugity indikator v mnoha studiich. &dci studuji pomocicetnosti mimopéarové
fertilizace namlouvaci strategie — @3post hlidani partnerky (Johnsehal, 2003),
vliv vzhledu samce na udrZeni otcovstvi (Johnseal, 1998a; Johnseet al, 2000;
Johnseret al, 2001) nebo podil samice na vyhledavani mimopakmptilace (Fossgy
et al, 2006; Johnseet al, 2008).

NejvyznamijSim a nejrozgensjSim genetickym markerem pro éani otcovstvi
jsou mikrosatelity. Podokinjako u slavika obecného ani pro slavika mekanebyly
popsany zadnéupodni lokusy. VSechny prace jsou zaloZzené ¢lalika cross-species
zaznamendan vznik polymorfniho PCR produktu (tabdlkaJedna se o lokus Asel9

popsany u rakosnika seychelskéhicrocephalus sechellenyigRichardsonet al,
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2000), Cw4, Cyl0 a Cw28 ziskané od drozda maléh@atharus ustulatys(Gibbset
al., 1999), FhU2 a FhU3 popsané u lejsleanohlavého Kicedula hypoleuca HrU7
popsany u viastovky obecnéifundo rusticg (Primmeret al, 1996) a o lokus Mgy
odvozeny od modropastnika nadhernéMal(rus cyaneus (Double et al, 1997).
Lokus PAT43 byl popsan u sykotgrnohlavé Poecile atricapillu$ (Otteret al, 1998),
Phtr2 u budrika wtSiho Phylloscopus trochilys(Fridolfssonet al, 1997), Pocch5
u budnéka zapadnihoRhylloscopus occipital)s(Benschet al, 1997) a Ppi2 u straky
obecné Rica picg (Martinezet al, 1999).

Urceni paternity pomoci mikrosateélitslouZilo i pro odhad procenta neplodnych
samdi. Liffjeld et al. (2007) zjistili, Ze ve studované populaci slavikadraka maiji
2% az 4 % sanic nedostatek vitalnich spermii (tzv. azoospermieJkoh tvori
modr&ci pary, samice se pro snizeni rizika, Ze snesaplodrena vejce,casto pé
i s dalSimi samci. Mimoparovou kopulaci samice takgSuji fitness svych potonik
Samci, se kterymi se sfpijsou zpravidla ménhgeneticky pibuzni nez fivodni partner.
Se zvySenim heterozygotnosti potamge zlepsi i jejich buna imunitni odpo#d’
(Foss@yet al, 2008; Fossagt al, 2009).

Mikrosatelity byly také pouzity jako markery prozi@eni jednotlivych poddruh
a pro uteni struktury populace (Johnsehal, 2006; Hellgrenet al, 2008). Slavika
modr&ka je mozné morfologicky roztit do nekolika poddruli v zavislosti na
velikosti a jednolitosti modrého zbarveni na spo¢hsti krku. Johnseet al. (2006)
pouzili celkem 11 mikrosatelitovych lokiugpro genetické odliSeni 7 poddiublavika
modraka. Vzorky pochazely z 11 populaci vyskytujicichneelzemi Evropy a Malé
Asie. Vysledkem bylo ndjklad zjiSeni, Zeceska a éimecka populace poddruhu s.
cyaneculase od ostatnich populaci pdmé znané geneticky odliSuje, naopak

populaceL. s. svecicav CR a Norsku se nelisiibec.
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Tabulka 1: Prehled cross-species mikrosatelita pouzitych u slavika modraka.
V tabulce jsou uvedeni autp kteri citovali jednotlivé lokusy a pouzily je ke
genotypovani vzotk slavika modréka, dale poet pozorovanych alel (k) a pet
testovanych jedinc (N). V neékolika studiich byly uvedeny pouze g testovanych
jedinai, nikoli zjisttny paiet alel (vyzndeno pomikou). V tabulce nejsou zahrnuty
lokusy Fhy (Ledeet al, 2008). Pehled lokud Fhy testovanych v této diplomové praci

je uveden v kapitole Diskuze, tabulka 8.

'Vl'gklzl‘j: Studie K| N 'Vl'gklg‘j: Studie k|~
Asel9 | Fossgyetal, 2006 | 19| 261 Mcyp4 | Johnseretal, 1998a| -| 493
Johnseret al, 2006 | 21| 354 Johnseret al, 1998b | 18 15
Johnseret al, 2008 - | 313 Johnseret al, 2000 - | 284
Cup4 Fossgyet al, 2006 20| 260 Fossgyet al, 2006 23| 264
Johnseret al, 2006 | 20| 358 Johnseret al, 2006 26| 364
Johnseret al, 2008 -| 313 Johnseret al, 2008 - | 313
Cupl0O | Johnseret al, 2006 | 18| 359 PAT43 | Fossgyet al, 2006 23| 266
Cup28 | Fossgyet al, 2006 15| 257 Johnseret al, 2006 22| 362
Johnseret al, 2008 -| 313 Johnseret al, 2008 - | 313
FhuU2 Primmeret al, 1996 | 4 5 Phtr2 Johnseret al, 1998a| -| 499
Johnseret al, 1998a| -| 499 Johnseret al, 1998b | 16| 15
Johnseret al, 1998b| 7 | 15 Johnseret al, 2000 - | 284
Johnseret al, 2000 -| 284 Johnseret al, 2001 - | 630
Johnseret al, 2001 - | 630 Fossgyet al, 2006 19| 215
Fossgyet al, 2006 11| 234 Johnseret al, 2006 | 19| 363
Johnseret al, 2006 | 12| 363 Johnseret al, 2008 - | 313
Johnseret al, 2008 - | 152 PmaC25| Fossgyet al, 2006 7| 262
FhU3 Primmeret al, 1996 | 2 5 Johnseret al, 2006 6| 354
Johnseret al, 1998a| -| 499 Johnseret al, 2008 - | 152
Johnseret al, 1998b| 9 | 15 Pocc5 | Johnseret al, 1998a| -| 493
Johnseret al, 2000 -| 284 Johnseret al, 1998b 15
Johnseret al, 2001 -| 630 Johnseret al, 2000 - | 284
Fhu4 Primmeret al, 1996 | 4 5 Johnseret al, 2001 - | 630
Hrul Primmeretal, 1996 | 1 | 5 Hellegrenet al, 2008| 7 | 89
Hru2 Primmeret al, 1996 | 2 5 Ppi2 Fossgyet al, 2006 34| 243
Hru3 Primmeret al, 1996 | 2 5 Johnseret al, 2006 37| 364
Hru7 Primmeret al, 1996 | 4 5 Johnseret al, 2008 - | 152
Johnseret al, 1998a| -| 499
Johnseret al, 1998b| 10| 15
Johnseret al, 2000 -| 284
Johnseret al, 2001 - | 630
Fossgyet al, 2006 15| 260
Johnseret al, 2006 | 13| 356
Johnseret al, 2008 - | 152
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1  Vzorky DNA
DNA byla ziskana ze vzoitkkrve, které byly odebrany v letech 2005 — 2007 na

slovenské lokalit v katastru rmista Samorin. Dosfi jedinci slavika obecného byli
odchytavani v pibéhu hnizdni sezéony, mi&@ta gimo na hnizd 8. den od vylihnuti.
VSem odchycenym jediimn byl nasazen krouzek, odebran vzorek krve ipagnou
analyzu paternity a zéheny morfologické parametry. Krev byla uchovana iwaablu
v mikrozkumavkach a zamrazena.

Lokalita je tvdena siti ¥trolami v oblasti Zitny ostrov (126 — 128 m.n.m), ktera je
intenzivre hospod#ésky vyuzivani. Celkova rozloha lokality je 12,68, tdglka
vétrolami presahuje 7 km. Stromovy porost je tgn gevazrié javorem babykaAcer
campestrg jasanem ztepilymFraxinus excelsiogr jilmem habrolistym JImus mino},
topolem bilym Populus albd a trnovnikem akatem Rpbinia pseudoacacja
V kiovinném pate je zastoupen bezerny Sambucus nigha ptati zob obecny
(Ligustrum vulgarg raze Rosaspp.) a hlohyCrataegusspp.). Jednotlivédtrolamy se
mezi sebou navzajem liSi sloZzenim a strukturou giaroa tim vytvéeji casté&né

heterogenni prodi.

4.2 Izolace DNA z krve

Ze vzorki jsem vybrala 24 néfbuznych jeding, 12 samic a 12 samclzolaci
DNA z krve jsem provedla dle postupu Maniagisal.(1982) upraveného pro podminky
Laboratde popul&ni genetiky.

» Do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml napipetovatidsnou Spikou 500ul Queen’s
pufru a gidat ¢ast srazené krve ze vzorku (cca @D Vzorek zhomogenizovat
pomoci mikrohomogenizatoru.

» Pripipetovat 100ul roztoku proteinazy K (10 mg/ml), promichateglapgnim
a nasleda pridat 100ul 10% roztoku SDS. Mikrozkumavky nechat inkubovigs
noc za peklapni v termostatuifp 37 °C.

* Druhy den ke sw&si pridat 300ul fenolu a 300ul chloroformu, mikrozkumavky
zvortexovat a zcentrifugovat (2000 g/ 5 min). Padébrat do nové mikrozkumavky

pomoci ugizené Spiky pouze vrchni fazi obsahujici DNA.
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K odebranému vzorku fglat 700 ul chloroformu, mikrozkumavky zvortexovat
a centrifugovat (2000 g/ 5 min). Do nové mikrozkwiya opst odebrat ustzenou
Spickou horni fazi tak, aby nedoSlo k nasati biléhcahékroteiri z mezifaze. Tento
krok jednou zopakovat.

K odebranému roztokutjlat 180l vychlazeného octanu sodného (c = 3 mol/l)
a mikrozkumavku vyplnit vychlazenym isopropanolefromichat peklapnim

a ulozit do -20 °C do druhého dne.

DalSi den mikrozkumavky centrifugovat 30 az 40 nioiu 13000 g/min.

Opatrré slit isopropanol (aby nedoSlo kvyliti srazené DNA pidat 1 ml
vychlazeného ethanolu.

Mikrozkumavky ogt centrifugovat 10 minutip 13000 g/min.

Opatrre slit isopropanol a obsah mikrozkumavek vysusénmiobloku.

Do mikrozkumavek s vysuSenou DNAigat 500ul TE pufru a nechat rozpoust
pies noc v termostatu $gklapenim pri 40 °C.

Koncentraci vyizolované DNA jsem zifila pomoci fluorometru a vzorky jsem

naredila tak, abych dosahla kam& koncentrace DNA cca 2@y/ml. Nakonec jsem
vzorky DNA ulozila do -20 °C.

PCR reakce

Do mikrozkumavky napipetovatiiglusné objemy vSech slozek PCR premixu
(uvedeno nize). Jéeba vSechny sloZkyred pouzitim zvortexovat a zcentrifugovat.
DNA polymerazu fidat do snisi aZ jako posledni a udrZovat ji v chladu.

Slozeni PCR premixu {etrg ztrat i pipetovani): 6 vzortk 24 vzork
Deionizovana voda 44,4 ul  173,3ul
Storage Buffer 10x
(20 mmol/l Tris-HCI, 50 mmol/ KCI, 0,1% Triton XeD) 6,7 pul 26,
Roztok MgC}, koncentrace 25 mmol/l 4,0 ul 156
Roztok dNTPs, koncentrace 10 umol/l 0,7 pl 2
Primer F, koncentrace 10 pmol/l 3,3 ul 14,9
Primer R, koncentrace 10 pmol/I 3,3 ul 12,9
aragDNA-polymeraza 2,5 U/ul 1l 3
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Premix zvortexovat a zcentrifugovat.
Do PCR mikrozkumavek napipetovat vzdy pallvzorku a gidat 9 ul premixu.
Strip uzavit vickem, popsat a umistit do termocykléru fegnastavenym

programem.

Zakladni profil PCR reakce:
94 °C: 5 min
94 °C: 30 s

35x 50 °C: 30 s
72°C: 30s
72 °C: 7 min
10 °C: 0

Teplota annealingu (uvedeno 50 °C) byla pro testévarimery optimalizovana,

nejnizsi pouzita teplota byla 46 °C, nejvyssi 66 °C

4.4

Gelova elektroforéza

Elektroforézu jsem provedla v sekvénaelektroforetické korirce S2 (Whatman

Biometra). Separace produkPCR amplifikace probihala v 6% polyakrylamidovém
gelu @i teplot okolo 50 °C a limitnich hodnotach proudu a#éap50 mA a 3000 V.

4.4.1 Hiprava skel a PAA gelu

Nejprve omyt velké sklo (330 x 420 mm) destilovaneadou, poté osusit
papirovymi ubrousky a omyt 96% ethanolem.

Na velké sklo k&pnoutéholik kapek gipravku na odpuzovani vody z autoskel,
peclive rozetit kouskem ubrousku a nechat zaschnout.

Malé sklo (330 x 390 mm) omyt z obou stran jaremlachnout destilovanou
vodou, osusit ubrouskem a omyt 96% ethanolem.

Poté malé sklo umistit do digestoa pélive rozetit molekuléarni lepidlo a nechat

cca 5 minut zaschnout. Nakonec sklo 4x omyt 96%reitem.
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Velké sklo umistit do digeste oSetenou stranou nahoru a oplachnout destilovanou
vodou. Do kraj umistit spacery.

Malé sklo polozit oSéenou stranou dblna velké sklo, zarovnat spacery s hranami
skel a skla sepnout klipsy (na kazdé strea spacery dva klipsy).

V kadince pipravit 6% polyakrylamidovy gel.

Pomalu nalévat gel do mezery mezi velkym a malyharska jemnym poklepem na
skla urychlovat pohyb gelu mezi nimi.

Az je gel nality po celé ploSe skel, umistit dogtoou mezi skly tebinek tak, aby
byl zhruba 0,5 cm v gelu a zoubky &mvaly ven. Stranu skel gébinkem sepnout
rovnonerné 4 klipsy a nechat gel aspd hodinu polymerizovat.

4.4.2 Elektroforéza

4.5

Skla se zpolymerizovanym gelemikiadre omyt od zbytk gelu a umistit do
elektroforetické korarky vétSim sklem va.

Katodovy i anodovy prostor zalit 0,5x TBE pufrenvyndat kebinek. Z prostoru
mezi skly odstranitifgbyte&ny gel a dkladré vyplachnout injekni skikackou.
Zapojit elektrody, na zdroji nastavit limitni hodoostejnosmrného proudu 90 W
a nechat gel ndfvat priblizné na 50 °C.

Po naliati gelu odpoijit zdroj, Wistit mezeru mezi skly pomocititacky proudem
pufru a nasaditiiebinek. Zoubky febinku by ndly byt cca 1 mm hluboko v gelu.
Do mezer vytvéenych zoubky febinku nanést pomoci 8-kanéloveé pipety vzdy 2
PCR produktu. K PCR produktu je nutnéegem pidat 5 ul nanaSeciho pufru
a nechat vzorek zdenaturovat v termocykléredmanesenim dalSiho vzorkucyi
vyplachnout gkolikerym nasatim a vypudtim pufru. Ri aplikaci mikrosatelii
uréenych ke genotypovani nanést na gel 2Sech vzork.

Opet zapojit zdroj stejnosemného proudu a nechat probihat elektroforetickou
separaci PCR produkpredem uéenycas ¥ 70 W.

Barveni produktia PCR v gelu

Po ulghnuti doby separace odpojit zdroj od KoRy, vypustit pufr z katodového
prostoru a skla z kotinky vyjmout. Opatr odstranit spacery a skla od sebedtitid

pomocicepele noze.
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* Mensi sklo polozit gelem nahoru do plastové miskglit Fix/Stop roztokem
a nechatiepat 20 min.

* Poté Fix/Stop roztok slit Zp do baky a sklo s gelem 3x promyt v destilované
VOck.

e Gel ot umistit do plastové misky, umistit négepaku, zalit roztokem HN@
a nechat fisobit 5 min. Poté gel 4x promyt destilovanou vodou.

e Sklo umistit do misky pro barveni a zalit roztokAgNOz. Barveni nechat probihat
30 minut, poté roztok slit Zpdo lahve a gel rychle oplachnout v destilovanéivo

* Gel zalit vychlazenou vyvojkou. Vizualizaci sepaanych produkt PCR zastavit
pomoci Fix/Stop roztoku ve chvili, kdy jsou jedivdl bandy rozliSitelné, ale kdy

jes€ nedoslo k pebarveni pozadi.

Sklo s gelem poritt do misky s destilovanou vodou a poté nechatitsusustce
(20 min @i 80 °C).

4.6 Chemikalie

Akrylamid (Serva)

aragDNA-polymeraza (5U/ul), M1241 (Promega)
Bromfenolova moti(Serva)

Deionizovana voda

Deoxyribonukleosidtrifosfaty (100 mmol/l, 400 ulddy), U1240 (Promega)
Dodecylsiran sodny (Lachema)

Dusknan stibrny (Lachema)

Ethanol 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
Ethylendiaminotetraoctan sodny —JH®TA (Lachema)
Fenol - ekvilibrovany pro izolaci DNA, pH 8,0 ($ig)
Formaldehyd (Lachema)

Formamid (Lachema)

Chlorid sodny (Lachema)

Chloroform (Lachema)

Isopropanol (Lachema)

Kyselina borita (Lachema)

Kyselina ethylendiamintetraoctova EDTA (Lachema)

Kyselina octova — ledova (Lachema)
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3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)
Methylenova motl(Serva)

N-lauroylsarkosin (Sigma)
N,N‘-methylenbisakrylamid (Serva)
N,N,N‘,N‘-tetramethyletylendiamin (TEMED) (Serva)
Octan sodny trihydrat (Lachema)

Peroxodisiran amonny (APS) (Serva)

Proteinaza K (Sigma)

Rain Repelent ClearVue (Turtle)

Thiosiran sodny (Lachema)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan — (Tris) (Applichem)
Uhli¢itan sodny (Lachema)

Xylenova mod (Applichem)

4.7  Roztoky
6% polyakrylamidovy gel
- 60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
- 400l 10% roztoku peroxodisiranu amonného @¥S,0g
- 40ul N,N,N",N"-tetramethylethylendiaminu

Akrylamid — 6% zasobni roztok
- 420 g m@oviny
- 484 ml deionizované ¥
- 50 ml 10x TBE
- 150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamid : N,N’- nyéthbisakrylamid
19:1
- po rozpusdtni vSech slozZek Zzfiltrovat a uloZit v temné lahkiig °C

Fix/Stop roztok

- 800 ml deionizované vody

- 88 ml ledové kyseliny octové
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Molekularni lepidlo

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

3ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

NanasSeci pufr

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

100 ml formamidu

NaEDTA 0,5 mol/l — zasobni roztok

186,12 g dihydratu ethylendiaminotetraoctanu sodidEDTA . 2H,0
rozpustit v 800 ml deionizované vody
upravit pH na hodnotu 8,0 pomoci pevného NaOH 2€cg)

objem doplnit deionizovanou vodou na 1000 ml

Peroxodisiran amonny (N}S,0g — 10% roztok

1 g peroxodisiranu amonného (N+5,0s
rozpustit v 10 ml deionizované,@

uchovavat v lednici, sptgbovat cca do 2 &siai

Queen’s pufr

10 ml zasobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,0

2 ml zasobniho roztoku NaCl 5 mol/l

2,92 g EDTA

10 g N-lauroylsarkosinu

rozpustit v 900 ml deionizované vody, upravit pHhaalinotu 7,5

doplnit objem na 1000 ml deionizovanou vodou

Roztok dusinanu stibrného AgNQ

0,8 g AgNQ
800 ml deionizované vody

pied pouzitim fdat 1,2 ml formaldehydu
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Roztok 1% kyseliny dushé HNG;
- 12 ml 65% HNQ@

- 800 ml destilované vody

Roztok octanu sodného o ¢ = 3 mol/l, 100 ml
- 408,3 g octanu sodného trihydréatu

- rozpustit v 100 ml deionizované vody

SDS - 10% roztok, 100 ml
- 2,889 SDS

- rozpustit v 100 ml deionizované vody

TE pufr — 10x z&sobni roztok
- 10 ml zasobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,0
- 200ul zasobniho roztoku EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

- rozpustit v 800 ml deionizované vody, poté dophatl000 ml a zfiltrovat

TBE pufr — 10x zasobni roztok
- 108 g Tris
- 55 g kyseliny borité gBO;
- 40 ml roztoku NgEDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
- doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Vyvojka
- 24 g uhlgitanu sodného N&EO;
- 800 ml deionizované vody
- ulozitve 4 °C
- pred pouzitim pidat 1,2 ml formaldehydu a 160 1% roztoku NaS,03

4.8  Histrojové vybaveni laboratde
elektroforeticky zdroj ECPS 3000/150 (Pharmacia)
elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)
hybridiza:ni pec Hybridiser HB-2D (Techne)
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chladntka kombinovana (Whirlpool)

laboratorni vahy MARK S 622 (BEL Engineering)

mikropipety Finnpipette 0,5-10 ul (osmikanalovd),a-1000 ul (Labsystem)
mikropipety Nichipipet EX 0,5-1000 pl (Nichiryo)

minicentrifuga CSL — QIKSPIN (Cleaver Scientific)

negatoskop NEGA1 (Maneko)

sekvenani elektroforeticka koriirka S2 (Whatman Biometra)

susarna HS 122A (Chirana)

temperovany blok Dri-block DB-2D (Techne)

termocyklér PTC-100 (MJ Research)

termocyklér XP Thermal Cycler (BIOER technology)

trepaka Orbit 1900 (Labnet International)

vortex MS2 (lka)

vyhiivana magneticka mictlea s regulaci teploty a atk MR Hei — Standard
(Heidolph)

vyrobnik deionizované a ulisté vody typ 02 (AquaOsmotic)

vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)
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7  ZAVER
V této diplomové préci jsem senovala vyhledani a charakterizagioss-species

mikrosateliti, které by poskytovaly polymorfni PCR produkt uvéka obecného

(Luscinia megarhynchds

* Nalezla jsem 32 polymorfnich lokius které jsem dale genotypovala na 24
negibuznych jedincich slavika obecného a charaktealzoje pomoci statistického
programu Cervus 3.0.3. Lokusy bylyayodré popsany u 6 druh pévcia, a to
u lindusky prérijni, drozda malého, lejsk&rnohlavého, vlaStovky obecné,
modroplastnika nadherného a sykdeynohlavé.

* U 4 mikrosatelit jsem pozorovala vazbu na pohlavi, konk&éta chromozom Z.

» Pro rodéovské analyzy a testy paternity jsem ze vSech tasfch mikrosatelit
vybrala 4 vhodné lokusy. Tyto mikrosatelity bylylile hodnotitelné, poskytovaly
ponerné vysoky pdet alel a nily velmi nizkou pravépodobnost vyskytu nulovych
alel. Kombinace &hto 4 mikrosatelit poskytuje vice nez 99% jistotu, ze
u testovanych jediricbude sprav&urcena paternita.

» Zajimavosti byl lokus Fhy310, ktery krénsamotnych alel poskytoval i extra bandy
specifické pro jednotlivA pohlavi. Tento lokus byld mozné vyuZit jak pro

rodicovské analyzy, tak pro ¢gni pohlavi testovanych jediinc
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

3'UTR
5°UTR
AFLP

dNTPs
dRAMP
FIASCO
ISSR
MP-PCR
PAA gel
PCR
QTL
RAHM
RAMP
RAMPO
RAPD

REMAP

RFLP

rRAMP
SAMPL

SDS
SNP
SSR
STMS
STR

- ,3’untranslated region*, nigkladana oblast genu na 3’konci

- ,5’untranslated region*, nigkladana oblast genu na 5°konci

- ,amplified fragment length polymorphism®, lgmorfismus délky
amplifikovanych fragmeriit

- deoxyribonukleotidy

- ,digested random amplified microsatelli@ymorphism*®

- fast isolation by AFLP of sequences caonitay repeats*”

- Jinter simple sequence repeat", ¥mijednoduché repetice

- ,microsatellite-primed PCR*

polyakrylamidovy gel
- ,polymerace chain reaction”, polymerazeéstizova reakce

- ,quantitative trait locus”, lokus pro kvardtivni znak

- sandom amplified hybridization microsatéds"

- y-andom amplified microsatellite polymorphis

- ,sandom amplified microsatellite polymorgm*

- ,fandom amplified polymorphic DNA®, nahoda#énplifikace polymorfni
DNA

- Jretrotransposon microsatellite amplifiedlymorphism®, amplifikovany

polymorfismus mikrosatelit - retrotranspozon

Jrestriction fragment lenght polymorphismpolymorfismus délky

restrikénich fragment

.reverse random amplified microsatellitdypoorphism*

.Selective amplification of microsatelliggolymorphic loci“, selektivni
amplifikace mikrosatelitovych polymorfnich lokus

- ,sodium dodecyl sulfate”, dodecylsiran sodny

- ,single-nucleotide polymorphism“, polymorfigmv jedné bazi

- ,Simple sequence repeat”, jednoducha sekveapetice

- ,Sequence tagged microsatellites sites”

- ,simple tandem repeat”, jednoducha tandemepatice
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