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Suhrn

Tato bakalarska praca sa zameriava na hl'adanie polymorfnych mikrosatelitov
udruhu takatra tmava, ktoré budi dalej vyuzité k ureniu paternity u tohto druhu.
Metodou cross-species PCR amplifikacie som otestovala vSetkych 386 mikrosatelitov,
ktoré su zname od pribuznych radov: veslonoZce, brodivce, plameniaky, potaplice,
potapky a takisto som testovala aj niektoré mikrosatelity od nepribuznych radov,

konkrétne tuc¢niaky, zibkozobce a bahniaky.

Teoreticka cast’ obsahuje informacie o typoch repeticii so zameranim na
mikrosatelity, ich vznik, vyvoj a vyuzitie. V praktickej Casti som analyzovala vsetky

mikrosatelity.

Celkovo som nasla 23 polymorfnych mikrosatelitov s po¢tom aliel v rozmedzi
od 2 do 5. Priemerny pocet aliel na lokus je 2,43. Zo vsetkych primerov sa najlepsie

amplifikovali prave mikrosatelity z radov Pelecaniformes a Ciconiiformes.

Z udajov, ktoré som ziskala v praktickej Casti je podla tradicného systému
takatra priama pribuzna s radom veslonozce a podla amplifikovanych polymorfnych
mikrosatelitov je vzdialenejSia pribuzna s brodivcami a plameniakmi. Podl'a nového
systému je takatra blizSia pribuzna s pelikanmi a veslonozcami, vzdialenejsia pribuzna

s bocianmi, brodivcami a plameniakmi a vel'mi vzdialena pribuzna z faetonmi.



Summary

This bachelor thesis is focused to find polymorphic microsatellites
in Hamerkop, which will use in determination of paternity in this species. Using cross-
species PCR amplification |tested all primers known in releated orders of birds:
Pelecaniformes, Ciconiiformes, Phoenicopteriformes, Gaviiformes and Podici-
pediformes, and similarly |tested several microsatellites from unreleated orders
Sphenisciformes, Anseriformes and Charadriiformes.

The theoretical section contains information about the types of repeats focused
on microsatellites, their origin, development and utilization. In the practical part |

analysed all microsatellites.

Generally, I found 23 polymorphic microsatellites and their number of alleles
ranged from 2 to 5. The average number of alleles per locus is 2.43. From all of primers
the best amplified microsatellites are from Pelecaniformes and Ciconiiformes.

The data that | obtained in the practical part suggest that Hamerkop is direct
relative of order Pelecaniformes and also by amplified polymorphic microsatellites is
close relative of Ciconiiformes and Phoenicopteriformes in traditional system.
According to the new system is Hamerkop relative of order Pelecaniformes and
Phalacrocoraciformes, distant relative of Ciconiiformes, Ardeiformes and
Phoenicopteriformes and very distant relative of Phaethontiformes.
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1 Uvod

Mikrosatelity predstavuju tandemové repetitivne nekodujice sekvencie DNA.
Dizka opakujuceho sa motivu v sekvencii mikrosatelitu je 1 — 6 parov baz. Tieto
sekvencie st zname u vSetkych eukaryotickych organizmov a su rozptylené v celom
genome. Vo fylogenetickych Studidch sa najviac uplatnili prave mikrosatelity ako
vhodné markery a to vd’aka tomu, ze sa dedia podl'a Mendelovych zakonov a daju sa
lahko sledovat v populédciach. Taktiez sa zacali vyuzivat' aj v populacnej genetike

vtakov a to nie iba v ur€ovani paternity.

Pre takatru tmava (Scopus umbretta) este doteraz neboli navrhnuté ziadne
mikrosatelity, preto som vo svojej bakalarskej praci mala najst polymorfné
mikrosatelity pomocou cross-species PCR amplifikacie znamych mikrosatelitov od
pribuznych druhov zradov brodivce, veslonozce, plameniaky, potaplice, potapky

a niekol’ko mikrosatelitov od nepribuznych druhov.



2 Ciele prace

1.

Vypracovanie reSerSe na tému bakalarskej prace s pouzitim zdrojov

obsahujucich vyuzitie mikrosatelitov pre §tidium vtakov.

PCR amplifikdcia DNA takatry tmavej vyuzitim Cross-species primerov pre
mikrosatelity od hlavnych pribuznych druhov z radov brodivce (Ciconiiformes),
veslonozce (Pelecaniformes), plameniaky (Phoenicopteriformes), potaplice
(Gaviiformes), potapky (Podicipediformes) anepribuznych druhov z radov
bahniaky (Charadriiformes), tucniaky (Sphenisciformes) a zubkozobce

(Anseriformes).

Zistit’ pritomnost’ a optimalizovat’ podmienky PCR amplifikacie polymorfnych
mikrosatelitov — teplotu annealingu a upravit’ dobu separacie PCR produktov na

polyakrylamidovom géli s ciel'om zistit’ pocet ich aliel.



3 Literarny prehlad

3.1 Problematika taxonomického zaradenia takatry tmavej (Scopus umbretta)

Problematika taxonomického zaradenia takatry tmavej ma dlha histériu.
Dodnes nie je presne zname, ¢i tento druh patri do radu brodivcov (Ciconiiformes)

alebo veslonozcov (Pelecaniformes).

Celad’ Scopidae bola prvotne priradena do radu Ciconiiformes (obr. 1), na
zéklade pozorovani sa rozhodovalo o priradeni bud’ ku bocianom (Ciconidae) alebo
volavkam (Ardeidae). Ani po starostlivom zvazeni r6znych charakteristik nebolo mozné
presne objasnit’ zaradenie k volavkdm alebo bocianom. Predpokladalo sa pribuzenstvo
s ¢lnozobcom a vedci doSli k zaveru, Ze takatra a Clnozobec nie su az tak vel'mi
vzdialené druhy a priklonili sa k moznosti zaradenia takatry medzi bociany a volavky,

ale v blizkosti ¢Inozobca (Cowles, 1930).

Obr. 1: Taxonomické zaradenie takatry tmavej podla Livezey et al. (2007), kde je

zaradena medzi Ciconiiformes.
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92
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Pelecaniformes st Casto uvadzané ako parafyleticky alebo polyfyleticky taxon,
aj ked zdiel'aju vyrazné morfologické synapomorfie. Molekularne Stadie ukézali, Ze
fylogeneticky medzi pelikany patria aj ¢cel'ade Scopidae a Balaenicipidae so zastupcami
druhu takatra tmava a ¢lnozobec kralovsky (Balaeniceps rex). Suly, kormorany
a anhingy tvoria monofyleticku skupinu, faetony a fregatky su vel'mi starobylé skupiny,

¢o komplikuje snahy o ich fylogenetické zaradenie (Gaisler et Zima, 2007).



Elektroforéza proteinov vajecného bielku naznacuje istG podobnost
s Ciconiiformes (Brown et al., 1982). Analyzami boli ¢el'ade takatrovité (Scopidae)

a ¢lnozobcovité (Balaenicipitidae) oznacené za monofyletické (Smith, 2010).

Podla nového taxonomického zaradenia, tvoria samostatné rady pelikany
a veslonozce. Rad pelikany obsahuje iba tri ¢elade a to takatrovité, ¢lnozobcovité
a pelikanovité. Celade fregatovité, sulovité, anhingovité a Kormoranovité patria do radu

veslonozce a faetony st zarad’'ované ako samostatny rad z jednou ¢elad’ou (Kovalik et
al., 2010).

3.2 Rad veslonoZce (Pelecaniiformes)

Su to velké vodné vtdky, ktoré maji vSetky Styri prsty na nohe spojené
plavajicou blanou. Prisposobili sa réznym technikdm lovu ryb a v sulade stym sa

vonkaj§im vzhl'adom jednotlivé skupiny a druhy lisia (Gaisler et Zima, 2007).

Vsetky pelikdny maji mohutny zobak s pruznym koznym vakom na dolnej
cel'usti, do ktorého chytaji ryby. Kormorany maji silny rovny zobdk s hékovitou
Spi¢kou. Suly sa vyznacuji dlhymi Spicatymi kridlami a Spicatym chvostom (Svensson
et Grant, 2004).

Potdpanim lovia ryby kormorany a anhingy, strmhlavym padom do vody suly
a faetony, zberanim z hladiny za letu alebo paraziticky od inych vtikov fregatky
(Gaisler et Zima, 2007). Pelikany casto lovia ryby spolo¢ne. Vtaky, jeden vedla
druhého, vytvoria polkruh a zobakmi ¢i mavanim kridel vyhanaju ryby na plytéiny
(Singer, 2008).

Hniezdia vacsinou v koloniach na zemi alebo na stromoch a mlad’ata su
nidikolné. Zij v tropoch, subtropoch aZ miernom pasme celého sveta a st sladkovodné

aj morské (Gaisler et Zima, 2007).
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3.2.1 Celad’ takatrovité (Scopidae)

Do tejto Celade patri iba jeden rod z jedinym druhom a to takatra tmava.
Svojim vonkaj$im vzhl'adom sa podobd na mensieho bociana, avSak ma ovela kratSie,
ale mohutnejSie nohy. Prsty ma spojené uzkym koznym lemom. Vzadu na hlave ma

vyrazny chochol a zo stran splosteny zobak (Stastny et Bejéek, 1998).

Systematické zaradenie rodu Scopus:

Kmen: Strunovce (Chordata)
Podkmen: Stavovce (Vertebrata)
Trieda: Vtaky (Aves)

Podtrieda: Letci (Neognathae)

Rad: Pelikany (Pelecaniformes)
Celad’: Takatrovité (Scopidae)
Rod: Takatra (Scopus)

3.2.2 Takatra tmava

Takatra tmava (Scopus umbretta, Hamerkop, kladivous africky), bola
pomenovand Johannom Friedrichom Gmelinom vroku 1789. Je to maly wvtak
Z hmotnost'ou iba 415 g. V dnesnej dobe sa velkost populdcie pohybuje okolo 170000
az 1100000 jedincov a areal rozsirenia tohto druhu je obrovsky, predstavuje 19900000
km? Nie je migrujicim druhom. Popula¢ny trend je stabilny alebo narastajuci.
Vyskytuje sa na troch §tvrtinach uzemia Afriky od §tatov Sudan, Cad, Mali a Nigéria
v strednej Afrike a tiahne sa smerom na juh cez Keiu, Tanzaniu, Zair a Zambiu az po

Juhoafricku republiku (Anonymous, 2012).

NajstarSie dokazy o tomto druhu pochadzaji z obdobia pliocénu z juznej

Afriky (del Hoyo et al., 1992).

Celé¢ telo je matne hnedé, svetlejSie na krku a vel’kostou sa pohybuje od 48 do
56 cm. Hlava je vyrazne klenutd a tmavo hneda a svojim tvarom pripomina kladivo,
preto aj nazov ,,Hamerkop“. Chvost je hnedy, na chvostovych perach ma péat

tmavohnedych pruhov a zobak aj nohy st vyrazne ¢ierne (Brown et al., 1982).
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Obr 2: Takatra tmava (Scopus umbretta).

Zdroj: Mgr. Jan Gugh.

Tvarom svojho zobaka sa napadne podoba na c¢lnozobca kralovského
(Balaeniceps rex) a volavéika ¢lnozobého (Cochlearius cochlearius) a to prave vd’aka

konvergentnej evolucii (del Hoyo et al., 1992).

Takatra sa vonkajSimi morfologickymi znakmi podoba na volavky
hrebenovitym strednym prstom a pocas svadobnych tancov napadnou chocholkou.
Zadnym prstom sa podoba na plameniaky, ale iné spolo¢né znaky s tymto radom nema.
Svojim sviznym letom sa podoba sovam, pocas letu je hlava iastone zasunuta, ¢o je

tiez podobné s volavkami (Brown et al., 1982).

Je dennym vtakom, ale aktivna za svitania aj za simraku. Obyva vodné
prostredie — jazera, velké rieky, mociare, prichrady, sezoénne zaplavované rybniky,
vyskytuje sa v prostredi od lesa az po polopuste kde je pritomna voda. Normalne sa
vyskytuje v paroch, ale niekedy aj v kidl'och kde je okolo 50 jedincov a tvoria skupiny
po 8-10 jedincov (Brown et al., 1982).

Potravu vyhPadava v plytkych vodach, pozdiZ nédnosov piesku a na okrajoch
rakosia. Zivi sa hlavne organizmami radu Amphibia, napriklad mladymi jedincami
pazarnatky vodnej (Xenopus laevis) (Brown et al., 1982). Takatra dokaze lovit

najvacsie dazdovky sveta dosahujtiice az 7 m (Alderton, 1995).
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Je Ciastocne teritoridlna, dvojica obyvajtca usek rieky alebo jazera nie je vel'mi
agresivna na susediace druhy a ich teritoria sa navzajom prekryvaji. Na teritoriu sa
vyskytuju pocas celého roka, pravidelne nocuji v hniezde, ale pocas dazdov sa
rozptylia na rybniky v polosuchych oblastiach, kde zotrvavaji aj pocas vychovy mlad’at

dokial’ neklesne hladina vody (Brown et al., 1982).

Hniezdo takatry je najva¢sim hniezdom celej vtacej riSe a ma zlozita Struktiru.
Na hniezdo takatry sa podoba hniezdo bociana lebo je tiez tvorené vel’kym mnozstvom
materialu a je robustné. Porovnanim tychto dvoch hniezd, hniezdo bociana je po
strandch vyvySené andsledne pokryté materidlom. Hniezdo takatry je najcastejSie
umiestnené vo vidlici konarov na velkych stromoch blizko rieky a niekedy sa nachadza
previsnuté nad vodou. Pocas skorej fazy vystavby hniezda konare, korene a iny vhodny
material je umiestiiovany do vidlice stromu pokial’ nie je tento zaklad dostato¢ne Siroky.
Postupne st stavané strany hniezda az sa navzajom zacnl pribliZovat’ a spoja sa
na vrchole. Vnutorna ¢ast’” hniezda, ktora bezprostredne obklopuje dutinu hniezda je
pekne opracovand az dohladka a pokrytd blatom. Priestor medzi materidlom
nachadzajucim sa po stranach hniezda je vyplneny blatom, takze tato Cast’ konstrukcie
je mimoriadne pevna. Hniezdo sa postupne uzatvara s vynimkou vstupnej chodby.
Strecha nie je starostlivo urobend, vSetky konare a palice umiestnené na vrchole hniezda
sa podobaji nanosom konarov po ustupujicej vode. Vtaky nad’alej aj po dokonceni
hniezda pridavaji material do hniezda a to aj pocas inkubacie a rastu mlad’at. Velkost’
hniezda sa uvadza 1 m vyska a 1,5 m Sirka, hniezdna komora je vzdialend 73 cm od
vchodu do hniezda. Rozmery samotnej hniezdnej komory st 50 cm §irka a 30 cm hibka
a hniezdo je rovné az mierne prehibené. Vstup do hniezda je 17 cm vysoky a 22 cm
Siroky (Cowles, 1930).

Predpoklada sa, Zze povodne sa toto hniezdo podobalo na hniezdo bociana,
Casom sa vSak hniezdo stalo vysSie a uzavreté. Impulz pre d’alSie zvac¢Sovanie hniezda je
pravdepodobne spdsobeny zvykom prikladat’ na vrchol hniezda staré kosti, hnijice
méso, kusy koze alebo fekalie. Tak isto sa predpokladala aj moznost’, Ze sa takatra zivi

zdochlinami, avSak to nebolo potvrdené (Cowles, 1930).

Hniezdo si stavaju vo vyske od 1 po 20 metrov nad hladinou vody, obycajne 5
az 10 m. Hniezdo si stavaju kazdorocne alebo ho vyuZzivaji niekol’ko rokov. Vicsina

parov ma jedno az tri hniezda blizko vedla seba, ale aktivne vyuzivaji iba jedno.
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Hniezdo stavaju samec aj samica, vystavba hniezda je dokoncCena za 4 az 6 tyzdiov.

Dokoncené hniezdo by malo udrzat’ vahu dospelého muza (Brown et al., 1982).

Znaska obsahuje tri az Sest’ vajec, ktoré zahrievaji obaja rodicia. Inkubacia trva
priblizne 21 dni, ale prave vd’aka tomu, Ze je hniezdo uzavreté je tazké urit’ aj presny
den vyliahnutia mlad’at. Samica kladie vajcia koncom septembra az v oktobri, ale st
zname pripady, kedy bola inkubécia zaznamenana uz v méji alebo v auguste. Obycajne
trva dva tyzdne dokial’ samica nakladie vSetky vajicka. Vajcia su sfarbené do biela az
slabo ruzova, ich povrch je matny. Po vyliahnuti st mlad’atd pokryté jemnym perim,
hlava, krk, kridla a boky su svetlo §edé skoro az biele. Od chvosta az po lopatky je telo
tmavo Sedé, nohy st ruZzové a po mesiaci menia farbu na Sedo modru. Mlad’ata po
opusteni hniezda sa v nasledujucej hniezdnej sezéne nevracaji, ale stavaju si vlastné

hniezda (Cowles, 1930).

Boli pozorované pripady, kedy vtaky, ¢i uz samica so samcom alebo jedince
toho istého pohlavia, kopuldciu iba napodobiiovali, ale nedoSlo ku kloakdlnemu

kontaktu (del Hoyo et al., 1992).

3.3 Mimoparové spravanie a analyza paternity vtakov

Vyuzitim molekularne genetickych technik doslo k novému pohl'adu na systém
parenia vtakov. Ocakavalo sa, Ze vtadky si prevazne monogamné. Priblizne u 90 %
potomkov bola dokdzand mimoparova paternita. Dokonca aj u socialne monogamnych
druhov az 11 % potomkov pochadza z mimoparovych vztahov (EPP) (Griffith et al.,
2002).

Mimoparova paternita je definovand ako podiel oplodneni vyplyvajiacich
z kopulacie mimo socialne vazby (Meller, 1986; Westneat et al., 1990; Davies, 1991).
V dosledku pritomnosti polyandrie usamic sa u socidlne monogamnych druhov
povazuji za mimoparovych potomkov jedince, ktoré splodil samec z inej socialne;j
skupiny ako domnely otec (Owens & Hartley, 1998). U Passeriformes sa monogamia
vyskytuje iba ul4 % druhov auostatnych 86 % druhov pravidelne dochadza
k polyandrii (Griffith et al., 2002).
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RozliSenie jedincov pochadzajucich z mimoparového parenia je c¢iastoéne
mozné aj na zaklade vonkajSich morfologickych znakov a to farebnosti peria, ale da sa
aplikovat’ iba u niektorych druhov. Je nedostatocné pre pouzitie u vSetkych vtacich

druhov (Birkhead et al., 1988).

Lepsie vyuzitie ma allozymova variabilita. Je rozSirena u viacerych druhov
a variabilita poskytuje vysoku istotu pre vyla¢enie alebo potvrdenie samca ako
genetického otca mlad’at’a (Griffith et al., 2002).

Moderné Stidium je zalozené takmer vyluéne na odhadoch mimoparove;j
paternity, ktoré pouzivaja DNA techniky ako genotypovanie mikrosatelitov
a jednolokusovy alebo multilokusovy fingerprinting (Griffith et al., 2002).

3.4 Repetitivne sekvencie DNA

Chromozdémy vsetkych eukaryotickych organizmov obsahuji mnoho sekvencii
DNA, ktoré sa opakuju niekedy az milionkrat. DNA obsahujtica takéto opakujice sa
sekvencie je repetitivna DNA atvori 15 — 80 % genému eukaryotickych organizmov
(Snustad et Simmons, 2009).

Hustota génov v genome eukaryotickych organizmov je vel'mi variabilna, ¢o je
spojené s konkrétnym druhom. U nizSich eukaryot je hustota génov vysSia a U vysSich
eukaryot je hustota génov nizsia v dosledku rozdielnosti vo vel'kostiach genomov. Ako
dovod niZSej hustoty génov vo vicsich eukaryotickych genomoch je prave pritomnost’

zna¢ného mnozstva repetitivnej DNA (Snustad et Simmons, 2009).

Repetitivna DNA je oznaCovand aj ako satelitnd DNA, pomenovana podla
prvotnej izolacie diferenciacnou centrifugéaciou, pretoze je viditelna ako ,satelitny*

pruzok v centrifugacnej skumavke (Campbell et Reece, 2006).

Celkova repetitivna DNA sa rozdel'uje na satelitni a rozptylenu repetitivau
DNA. Satelitna DNA je Kklasifikovana do troch typov. RozliSujeme satelitnt,
minisatelitni a mikrosatelitnt DNA (Campbell et Reece, 2006).

Eukaryoticky gendm taktiez obsahuje vel'ké mnoZstvo rozptylenej repetitivnej

DNA. Opakujuce sa jednotky tohto typu DNA nenasledujii jedna za druhou, ale st
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roztrasené v genome. Jeden usek modze byt obycajne dlhy sto az tisic parov baz
arozptylené jednotky su si podobné, ale nie uplne identické. Rozptylend repetitivna
DNA tvori 25 — 40 % gendému cicavcov. ViacSina tychto sekvencii predstavuje

transpozony, mobilné genetické elementy (Campbell et Reece, 2006).

3.5 Tandemové repeticie

Tandemova repetitivna DNA sa nachadza Vv réznom mnozstve u roznych
druhov. U cicavcov tvori asi 10 — 15 % gendému. Pocet opakujiicej sa jednotky moze
byt az stotisic. Opakujuce sa useky u mikrosatelitov st dlhé 2 — 6 parov baz.
Nukleotidové zlozenie tandemovo repetitivnej DNA je casto dostato¢ne odlisné od

ostatnej bunkovej DNA (Campbell et Reece, 2006).

3.5.1 Satelity

Niektoré sekvencie opakujuce sa viac ako milionkrat sa nazyvaju satelitné
DNA sekvencie. Opakujice sa jednotky su zvycajne niekol’ko 100 bp dlhé a mnoho
kopii je zoradenych za sebou a tandemovo sa opakuju (Bolsover et al., 2004). Satelitné
sekvencie DNA obycajne nie su exprimované, ¢ize nekéduji RNA alebo proteinové

produkty (Snustad et Simmons, 2009).

3.5.2 Minisatelity

Prvykrat boli minisatelity popisané pred niekolkymi rokmi a to v genome
¢loveka (Wyman et White 1980).

Useky minisatelitovej DNA, zatial neznamych funkcii, moézu byt dlhé az
20000 bp acasto sa nachadzaju v blizkosti koncov chromozémov V oblasti telomér.
Tandemovo opakujuce sa jednotky maju priblizne 25 bp (Bolsover et al., 2004).
Minisatelity s bohat¢ na bazy GC so silnou vldknovou asymetriou (Vergnaut et

Denoeud, 2000).
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Minisatelity poskytuji vysoko polymorfné multialelické markery (Nakamura et
al., 1987). Niektoré su sucastou otvoreného ¢itacicho ramca a moézu alebo nemusia
vykazovat’ polymorfizmus v populacii ¢loveka (Bois et Jeffreys, 1999). Minisatelity
lokalizované na 5" konci vlakna DNA sa zucastiiuja regulacie transkripcie (Kennedy et
al., 1995).

3.5.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity su kratke, tandemovo sa opakujice jednoduché sekvencéné
motivy o dizke 2 — 6 bp. Vyskytuju sa v kédujucich aj nekodujucich oblastiach. Su
charakterizované vysokou muta¢nou rychlostou (Zima et al., 2004). St rozsirené

v eukaryotickom aj prokaryotickom genome (Field et Wills, 1998; Téth et al., 2000).

Mikrosatelity nie st pravidelne rozptylené v ramci jedného genému a to vd’aka
rozdielom vo frekvenciach v ich kodujtcich a nekddujtcich sekvenciach (Arcot et al.,
1995; Wilder et Hollocher, 2001). Distribicia mikrosatelitov nie je iba odrazom
zékladného zloZenia genomu, ale taktieZ mechanizmy reparacie DNA maji ddlezita
ulohu v stanoveni distribucie mikrosatelitov u réznych druhov (Oliveira et al., 2006).
U mikrosatelitov, ktoré maji tendenciu tvorit zhluky, dochadza k nendhodnym
distribiciam v sekvenciach mensich ako 15 kb, ¢o bolo preukazané u Drosophila

melanogaster (Bachtrog et al., 1999).

Homozygotny lokus mikrosatelitu mé& rovnaky pocet opakovani na oboch
homologickych chromozémoch. Heterozygotny lokus mikrosatelitov ma iny pocet
opakovani na kazdu alelu. Avsak v rovnakom lokuse v populacii zvycajne obsahuje
niekol’ko aliel s rozdielnym poctom repeticii, o znamena, Ze mikrosatelity su vel'mi

uzito¢né pre rozlisenie jednotlivcov (Oliveira et al., 2006).

Najfrekventovanejsi typ mikrosatelitov je tvoreny dinukleotidovym motivom,
ale vyskytuju sa aj tri- a tetranukleotidové motivy. U cicavcov sa najCastejSie vyskytuju
dinukleotidové mikrosatelity so sekvenciou AC, ktora sa vyskytuje az dvakrat CastejSie
ako repeticie AT atrikrat CcastejSie ako sekvencia AG. Z trinukleotidov su

najfrekventovanejsie CAG a AAT (Zima et al., 2004).
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3.5.3.1 Vyvoj a mutacie mikrosatelitov

Aplikacia mikrosatelitov je do znac¢nej miery ulahfena vyuzitim EST
sekvencii. EST sekvencie predstavuju useky mRNA a st zastupcami prepisovanej Casti
genému atiez moézu obsahovat’ mikrosatelity. Hoci mikrosatelity spojené z EST
sekvenciami su menej polymorfné ako iné mikrosatelity, ich vyznam sa zvySuje tym, zZe
st medzidruhovo prenosné medzi viacerymi taxonmi asu vyuziteIné ako funkéné
markery pre definiciu réznych vlastnosti uréenych génmi (Gutierrez et al., 2005;
Pashley et al., 2006; Slate et al., 2007). Su dlhé priblizne okolo 20 bp (La Rota et al.,
2005).

Na vysvetlenie vysokej rychlosti mutacii mikrosatelitov bolo navrhnutych
niekol’ko mechanizmov pozostdvajicich z chyb pocas rekombinacie, nerovnomerného
crossing-overu a skiznutia DNA-polymerazy pocas replikacie a reparacie DNA (Strand
et al, 1993). Za hlavny zdroj vysokej premenlivosti sa povazuje skiznutie
nukleotidového ret'azca pocas replikécie. Preto sa jednotlivé alely navzajom liSia svojou

dizkou a mézu byt lahko separované elektroforézou (Zima et al., 2004).

Nerovnomerny Crossing-over moze sposobit vyrazné zmeny, ako napriklad
stratu alebo zisk velkého poctu repeticii. Pokial’ s mikrosatelity pritomné, tak sa
vlakno tvori pocas synapsie, ¢o znamend, ze iba nie rovnako dlhé cCasti vV kazdom
chromozdéme sa budi vymienat’ a jeden chromozom prijme vac¢si fragment v dosledku
vicsieho poctu repetitivnych sekvencii a homologicky chromozom prijme tsek
s mensim poétom repeticii. Skiznutim DNA-polymerazy podas replikicie a reparacie
DNA modze dojst’ k doCasnému odluceniu jedného vldkna DNA od druhého vldkna
apotom doéjde k rychlemu znovu spojeniu tychto vlakien v rozdielnych poziciach
(Oliveira et al., 2006).

Porusi sa spravne parovanie nukleotidov v mieste repeticie a pokracuje
predlzovanie nového vlakna. Narasta pocet opakujiceho sa motivu repeticie a takisto
moze dojst k delécii repeticie (Hancock, 1999). Skiznutie moze destabilizovat
mikrosatelity lebo neexistuje i¢inny mechanizmus pre reparaciu DNA vlaseniek alebo
z dovodu zmeny v DNA-polymeraze alebo jej kofaktorov, ¢o mé za nasledok narast

skiznuti (Oliveira et al., 2006).
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Pocet opakovani je klIaCovym faktorom urCenia evolucnej dynamiky
mikrosatelitov, ¢o je velmi doleZité pre zistenie parametrov ovplyviiujucich dizku
repeticii. Skiznutie DNA sa v najjednoduch§om modeli vyvoja mikrosatelitov povazuje
za symetricky proces a preto pridany pocet opakovani je V priemere rovnaky ako pocet
odstranenych repeticii (Oliveira et al., 2006). Z ¢oho vyplyva, ze druhy s kratkymi
mikrosatelitmi (napr. Drosophila melanogaster) by mali mat’ niz§i pomer mutécii ako
druhy s dlhsimi mikrosatelitmi (Kruglyak et al., 1998). U odlisnych pohlavi sa lisi
mutacna rychlost’ mikrosatelotov a rozdiely sa mézu vyskytnut aj u tych mikrosatelitov,

kde je rozny pocéet CG baz (Anmarkrud et al., 2008).

Vd’aka vysokému pomeru mutacii u mikrosatelitov je predpoklad, Ze kodujuce
oblasti maju nizku hustotu mikrosatelitov pretoze ak nie su tieto oblasti vyrazne

pozmenené, moze dojst’ ku strate funkénosti (Oliveira et al., 2006).

3.5.3.2 HPadanie novych mikrosatelitov

Hlavnou nevyhodou mikrosatelitov je, Ze musia byt najprv identifikované
vhodné primery pre ich amplifikaciu. Vzhl'adom k tomu, ze vdcSina mikrosatelitov sa
nachddza v nekodujucich oblastiach gendému, ktory je charakteristicky vysokou
frekvenciou nukleotidovych substitucii, je nutné jednotlivé lokusy izolovat’ de novo pre
druhy, u ktorych eSte mikrosatelity neboli skimané. Samotna izoldcia mikrosatelitov
zahfia digesciu DNA jednou alebo viacerymi restriktdzami, klonovanie do
plazmidového vektoru alebo ligaciu Specifickych adaptérov, hybridizaciu so znacenou
oligonukleotidovou sondou ako napriklad (CA),, vyber a sekvenovanie pozitivnych
klonov a vyhl'adavanie novych primerov. U intenzivne $tudovanych druhov je znamych
mnoho mikrosatelitov, ktoré sa daji pouzit’ aj na analyzu pribuznych druhov (Zima et

al., 2004).

3.5.3.3 Cross-species amplifikacia mikrosatelitov

Cross-species amplifikacia mikrosatelitov je velmi dolezita metdda
pre ulah¢enie vyuZitia tychto markerov, pretoZe sa znizuju naklady pri préci S taxénmi

s nizkou frekvenciou mikrosatelitov alebo z ktorych je problém mikrosatelity izolovat'.
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Prenosnost’ mikrosatelitov medzi pribuznymi druhmi je dand podl'a homologickej
povahy sekvencie DNA so sprievodnymi oblastiami mikrosatelitov. Ale amplifikacia
klesd s narastajucimi genetickymi odliSnostami medzi druhmi (Primmer et Merild,

2000).

Vyuzitie techniky cross-species amplifikacie mikrosatelitov sa ukazalo vel'mi
vyhodné najmé u vtakov. Podla Stadie Primmer et al. (1997), vta¢i genom obsahuje asi

10x menej mikrosatelitov ako genom cloveka.

Pokrok mikrosatelitov bol do znacnej miery ovplyvneny najméd vysokymi
nakladmi na rozvoj Specifickych primerov, ktoré boli navrhnuté iba pre jeden druh, ale
mozu byt taktiez pouzité aj na inych druhoch rovnakého rodu (Isagi et Suhandono,
1997; Cipriani et al., 1999).

Je jasné, Zze uspech cross-species amplifikacie zavisi aj od evolucnej
vzdialenosti medzi druhmi. Aj niekolko S§tudii preukazalo, Ze mikrosatelity izolované
z viacerych druhov, amplifikovali zodpovedajuce polymorfné lokusy u blizkych druhov

a nie u druhov vzdialenych (Primmer et al., 1996).

3.5.3.4 Vtaky a mikrosatelity

Vtaéi genom skryva ovel'a menej mikrosatelitov ako vacSina cicavcov. Najviac
st zastpené dinukleotidové motivy (Hamada et al., 1982; Manor et al., 1988).
U cicavcov st vynimkou netopiere, ktoré maju jeden z najmensich genémov u cicavcov.

(Van den Bussche et al., 1995).

Mikrosatelity sa spravidla vyskytuji menej casto u vtakov, porovnanim
S ostatnymi cicavcami a na rozdiel od mikrosatelitov cicavcov, mikrosatelity vtakov sa
neobjavujii v asocidcii s kratkymi rozptylenymi repetitivnymi sekvenciami (SINEs)

(Primmer et al., 1997).

Bez ohl'adu na dovod nizsej frekvencie mikrosatelitov u vtakov, tento fakt
bude obmedzovat’ schopnost’ vyvoja genetickych map bohatych na markery v rozsahu,

ktory bol dosiahnuty u cicavcov (Economou et al., 1990).
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Odhadovany pocet mikrosatelitov v genome vtakov je 31000, ¢o predstavuje
jeden mikrosatelit na 39 kb (Primmer et al., 1997). Nizka hustota vtacich mikrosatelitov
taktiez vyzaduje pouzitie obohatenych markerov, aby sa zabranilo preverovaniu

rozsiahleho mnozstva klonov z genémovych databaz (Armour et al., 1994).

3.6 Vyuzitie mikrosatelitov

Moznosti aplikacie mikrosatelitov su vel'ké a spektrum ich vyuzitia sa stale rozsiruje.
Vdaka vysokej pocetnosti a celogendémovej distribucii nachadzaji Siroké uplatnenie
predovSetkym v mapovani genému, v dosledku ich vysokej premenlivosti sa Casto
pouzivaji aj vo forenznych analyzach, individudlnom typovani jedincov v populacii,
uréovani paternity, velkosti a Struktiry populacie, genetickej premenlivosti, toku génov
(mikrosatelity Specifické pre chromozom Y umoziiuju porovnat’ mieru migracie samcov
asamic) a vochrane druhov. V stcasnej dobe sa stale viac uplatiuja aj v stadiu
genetickych procesov (Zima et al., 2004). Takato Sirokda moznost vyuZitia
mikrosatelitovych markerov je najma vd’aka tomu, ze st kodominantné a multialelické,
vysoko reprodukovatelné, maju vysoké rozliSenie aich Studium je zalozené¢ na PCR
amplifikacii (Oliveira et al., 2006). Mikrosatelity sa 'ahko klonuju. Charakterizuju
a zobrazuju dolezity polymorfizmus, vd’aka varidcidm v pocte opakujucich sa jednotiek.
Tento polymorfizmus je dostato¢ne stabilny pre pouzitie v genetickych analyzach

(Hearne et al., 1992).

3.7 Polymerazova ret’azova reakcia

Polymeréazova retazova reakcia (PCR) je jednoduché technika, ktord umoziuje
amplifikovat’ in vitro Specificky isek DNA vo velkom mnozstve, pricom mnoZzstvo
povodnej vzorky DNA moéze byt extrémne malé. Prvé tvahy o vzniku polymerazove;j
retazovej reakcie siahaji az do obdobia kedy bola objavend DNA-polymeraza (Zima et

al., 2004).

Podstatou PCR je cyklicky sa opakujuca enzymova syntéza novych ret'azcov
vybranych usekov dvojretazcovej DNA vsmere 5'—3" prostrednictvom DNA-

polymerazy. Studovany tsek nukleotidovej sekvencie je vymedzeny pripojenim dvoch
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primerov, ktoré sa viazu na protil'ahlé retazce DNA tak, Ze ich 3’- konce smeruju proti
sebe. Po pridani DNA-polymerazy a nukleotidov prebieha syntéza novych vlakien na
novych matricovych retazcoch protismerne. K syntéze DNA sa pouzivaji termostabilné
polymerdzy izolované ztermofilnych mikroorganizmov, napriklad Tagq DNA-
polymeraza z Thermus aquaticus. Odolava teplotam, pri ktorych dochadza k denaturacii
DNA. Prave to umoziiuje, aby syntéza DNA prebiehala opakovane formou cyklov. PCR
je proces, v ktorom sa v zavislosti od teploty reakénej zmesi pravidelne striedaji tri

kroky, pocas ktorych prebiehaju rozdielne deje s réznymi teplotnymi narokmi:

Denaturacia — roztok sa zahreje na teplotu 92 — 95 °C a dochadza k disociacii

fragmentov dsDNA na jednotlivé ret’azce.

Ochladenie — dochadza k naviazaniu primerov (,,annealing®). Tento krok je
najdolezitejsi, lebo uspech celej PCR zavisi na spravnom naviazani primerov. Teplota
sa li§i v zavislosti od dizky primerov alebo od zloZenia baz a oby¢ajne sa pohybuje
medzi 45 — 60 °C, ale v kritickych situaciach to moze byt 37 az 72 °C. Trvanie prvych
dvoch krokov sa pohybuje od 15 do 60 sekund, ale obvykle je to 30 sektind.

Extenzia — syntetizuju sa nové ret'azce nadvézujiice na 3° - konce primerov.
Této reakcia je katalyzovana Taq DNA-polymerazou pri teplote 72 °C. Pri tejto teplote
su volné nukleotidy zacleiované do vznikajuceho retazca rychlostou 35 baz za

sekundu. Samotna diZka trvania tejto fazy zavisi na diZke syntetizovaného fragmentu.

Reakcia sa uskutocnuje v termocykléroch, kde sa teplota meni automaticky
V naprogramovanych casovych intervaloch. Postupnym opakovanim tohto procesu sa
exponencialne (2", n = poéet cyklov) zvySuje podet kopii vybraného useku DNA. Ide
0 spdsob klonovania DNA. Pre ziskanie pozadovaného produktu, Specifickosti
a vytazku je dolezita koncentracia jednotlivych zloziek reak¢énej zmesi. Roztok pre PCR
obsahuje vzorku DNA, zmes vSetkych Styroch nukleotidov dANTPs — dATP, dTTP,
dCTP, dGTP, dva primery, Tag DNA-polymerazu, pufor, MgCl,, ktory je dolezity pre
vytvorenie komplexu z jednotlivymi 2’-deoxyribonukleozid-5"-fosfatmi a deionizovanu
vodu. Pocet cyklov je 25 — 35. VyS§im poctom cyklov méze dojst ku vzniku

nespecifickych produktov (Smarda et al., 2005).
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Vicsinou sa na koniec posledného cyklu prida niekol’ko minut trvajica findlna
extenzia pri 72 °C, ktord sluzi k tomu, aby sa vylacil vyskyt kratkych netplnych
fragmentov (Zima et al., 2004).

3.7.1 Rozbor produktov PCR reakcie

Vysledkom PCR st amplikony — Giseky DNA definovanej dizky a velkosti. Ich
pritomnost’ dokdzeme elektroforézou a vizualizaciou v polyakrylamidovom alebo

agar6zovom géli, striebrom alebo etidiumbromidom (Smarda et al., 2005).

Nukleové kyseliny vdaka zédpornému néboju sa v elektrickom poli budu
pohybovat smerom k andde. Rychlost’ migracie fragmentov zdvisi od ich velkosti,

kratSie fragmenty sa pohybuja rychlejsie ako vicsie fragmenty (Zima et al., 2004).

3.7.2 Sporna analyza mikrosatelitovych produktov PCR reakcie

Alelova homoplazia

Homoplazia je jav zndmy u organizmov, kedy dve alely nachadzajice sa
v jednom lokuse su si identické svojou dizkou, ale odlidujii sa povodom, pretoze ich

vyvoj bol konvergentny (Estoup et al., 2002).

Formujuci Cinitel’ homoplazie je vyrazne ovplyvneny molekularnou Struktiarou
kl'aCovych sekvencii mikrosatelitov. Homopldzia u mikrosatelitov nepredstavuje
vyznamny problém pre viacero typov analyz populacnej genetiky. Velké mnozstvo
dizkovej variability mikrosatelitovych lokusov sa asto kompenzuje evoliiciou
homoplazie. Situacia, kedy velkost homopldzie moze byt problematickd, zahtiia

vysoku mutaénu rychlost’ a velkost’ populacie (Estoup et al., 2002).

Alely vykazujuce homoplaziu sa rozdel'uju na dva typy. Prvy typ tychto aliel je
mozné zaznamenat’ pomocou metddy jednoretazcového konformacného polymorfizmu
(SSCP). Tieto alely sa od seba odlisuju v sekvenciach, ale ich dizka je rovnaka (Angers
et al., 2000). Druhy typ aliel, u ktorych dochadza k homoplazii sa vyznacuje tym, ze ma

rovnako dlhé sekvencie, ktoré ale vznikli rozne (Anmarkrud et al., 2008).
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Nulové alely

Vysoko polymorfné mikrosatelity, ako uz bolo vysSie uvedené, su Siroko
vyuzitelné v genetickych analyzach, ale ich nevyhodou je pritomnost’ nulovych aliel,
ktoré sa neamplifikuji a neposkytuju PCR produkt (Dakin et Avise, 2004). Uvazovalo
sa, ako moézu nulové alely v mikrosatelitoch ovplyvnit molekularne analyzy urCovania
rodiCovstva. Spravne urCenie pritomnosti nulovej alely je dolezitym faktorom pre
analyzu paternity. Tieto alely mozu byt pri¢inou chybného vyluc¢enia otcovstva, kedy
heterozygot s nulovou alelou je chybne uréeny za homozygota bez nulovej alely (Callen
etal., 1993).

Vdaka konkuren¢nej povahe PCR sa kratke alely amplifikuju efektivnejsie ako
dlh¢ alely, ale iba kratSia alela moze byt zistend u heterozygota. Nulové alely vzniknuté
rozdielnou amplifikaciou sa oznacuju ako ,,partial nulls“ alebo Ciastocne nulové alely,

lebo mo6zu byt viditeI'né pouzitim viacerych vzoriek alebo upravenim kontrastu (Dakin
et Avise, 2004).

Biologické faktory ako Wahlundov efekt alebo inbriding, mézu spdsobit
vyrazné odchylky v pocetnosti genotypov v pomere ku Hardy — Weinbergovmu zakonu,

ktoré by mohli byt nespravne ako dokaz nulovych aliel (Chakraborty et al., 1992).

Stutter bandy

PCR amlifikaciou tetranukleotidovych repeticii st produktom bandy o 4 bp
kratS§ie ako hlavné alelové bandy, oznacuju sa ako ,stutter bands“. Sekvencnou
analyzou hlavnych bandov aj stutter bandov sa zistilo, zZe u stutter bandov chyba jedna

repetitivna jednotka (Walsh et al., 1996).

Pocet a lokalizacia repetitivnych jednotiek o velkosti 4 bp sa rézni medzi
vzorkami, obsahujucimi typické useky snizkym podielom stutter bandov.
Podiel stutter bandov vzhl'adom k produktu hlavnej alely narastd, pretoze mnoZstvo
repetitivnych jednotiek narastd. Sekvencné analyzy a vysledky ziskané pouzitim
roznych DNA-polymeraz vychadzaji z modelu posunu skiznutého retazca, kedy

dochadza najcastejsie k vzniku stutter bandov (Walsh et al., 1996).

24



4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Pouzitd genomicka DNA bola ziskand izolaciou z krvi zo Siestich jedincov
takatry tmavej (Scopus umbretta), z ktorych dvaja su rodicia, dvaja ich potomkovia
a d’alSie dva nepribuzné jedince, ktoré st voci tejto rodine nepribuzné. Vzorky krvi boli
odobrané v ZOO Dvir Kralové z jedincov poévodom z dvoch nepribuznych chovov
v ZOO Arnhem a ZOO Amsterdam z Holandska a boli uchované v 1 ml Queen’s pufru
(Seutin et al., 1991).

4.2 1zolacia genomickej DNA pre PCR amplifikaciu

Do mikroskimaviek s objemom 1,5 ml pomocou S$picky S ustrihnutym
koncom napipetujeme 500 ul roztoku krvi s Queen’s pufrom (Seutin et al., 1991) od
jednotlivych jedincov. Pipetou priddme 100 pl roztoku proteindzy K (10 mg/ml),
pretaCanim premieSame a priddme 100 pl 10% roztoku laurylsiranu sodného (SDS).
Mikrosktimavky s roztokom inkubujeme pocas noci az do nasledujiceho dina za staleho
pretacania v termostate pri teplote 37 °C. Ku zmesi priddme 400 pl fenolu a 400 pl
chloroformu, mikroskiimavky zvortexujeme a scentrifugujeme pri 2000 g pocas piatich
minut. Po centrifugacii vrchnu fazu opatrne odoberieme pipetou s ustrihnutou $pi¢kou
a prepipetujeme do d’alSej novej skumavky tak, aby sme nenasali vlakna DNA spolu
so zbytkami fenolu a chloroformu. Do tohto roztoku pridame 700 pl chloroformu,
mikroskumavky zase zvortexujeme a scentrifugujeme (2000 g/5 min). Po centrifugacii
hornt fazu odoberieme pipetou s ustrihnutou $pi¢kou a prenesieme do novej skimavky,
davame pozor, aby sme nenasali vzniknuty biely zakal proteinov zo strednej fazy. Tento

krok opakujeme este jedenkrat.

K tomuto roztoku priddme 180 pl vychladeného octanu sodného,
S koncentraciou 3 mol/l a skimavku doplnime vychladenym 96% etanolom. Nasledne
obsah premieSame pretacanim skimavky a na dve hodiny vlozime do -20 °C. Vsetky

mikroskiimavky centrifugujeme 30 az 40 minat pri 13000 g. Etanol opatrne zlejeme,
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aby sa nevylial vzniknuty sediment DNA a pipetou pridame 1 ml vychladené¢ho 70%

etanolu. Skiimavky centrifugujeme 10 minut pri 13000 g.

Etanol opdtovne vylejeme a zabranime vyliatiu sedimentu DNA. Obsah
v mikroskiimavkach prenesieme na termoblok a vysusime. Do takto vysuSenej DNA
pripipetujeme 500 pl TE pufru. Ulozime do termostatu aza stdleho preklapania
rozpustime pri teplote 40 °C pocas noci. Po rozpusteni DNA stanovime koncentraciu
pomocou fluorometra vo vsetkych mikroskiimavkach a ulozime pri teplote -20 °C, aby
bolo mozné DNA pouzit’ aj po dlh§om case avSak opdtovnym rozpustenim v termostate

pri teplote 40 °C cez noc.

4.3 Testovanie konkrétnych mikrosatelitovych markerov prostrednictvom cross-

species PCR amplifikacie u takatry tmavej (Scopus umbretta)

Pre hl'adanie vhodnych mikrosatelitovych sekvencii som pouzila uz zname a testované
mikrosatelity, ktoré boli polymorfné u druhov z hlavnych pribuznych radov vodnych
vtakov, konkrétne brodivce (Ciconiiformes), veslonozZce (Pelecaniformes), plameniaky
(Phoenicopteriformes), potapky (Podicipediformes), potaplice (Gaviiformes)
a niekol’kych nepribuznych jedincov z radov bahniaky (Charadriiformes), tu¢niaky

(Sphenisciformes) a zubkozobce (Anseriformes).

Doteraz nie je presne stanovenad fylogeneticka pribuznost' takatry tmavej (Scopus
umbretta) a je zaradzovana ako medzi Ciconiiformes tak aj do radu Pelecaniiformes.
Preto som zvolila testovanie vidcSieho spektra mikrosatalitovych sekvencii z vysSie
uvedenych radov, na zdklade ¢oho mozZe byt stanovend bliz§ia pribuznost’ ku
konkrétnemu radu alebo viacerym radom. Jednotlivé mikrosatelitové lokusy st uvedené

v Tabulke 1.
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Tab.1: Zoznam pouzitych primerov v cross-species PCR amplifikacii mikrosatelitov
u takatry tmavej (Scopus umbretta).

Rad Druh Primery Autor
Lyzitiar ruzovy Aajul Aaju2 Aaju3 Aajus
(Ajaia ajaja) Aajus Aajub Sawyer etal., 2006
Ah205 Ah208 Ah209Ah210
Volavka statna 22;11:%241322212151 ﬁﬂigg McGuire et al.,
(Ardea herodias) Ah51 Ah522 Ah526 Ah536 2002
Ah630
Cc01 Cc02 Cc03 Cc04 Cc05 Shephard et al.,
Bocian biely Cc06 Cc07 2009
(Ciconia ciconia) CClcc3ccr ceoceio Gernot Segelbacher,
CC13 ustne zdelenie
.. , Cho102 Cb0108 Cho0109 .
%:ggﬁ;‘ggngf;fa% CB0121 Cho133 Cbo151 Hul V\;%”lglet al.
y Cbo168 Cho235
WSp03 WSpH08 WSp09 )
WSul3 WSuld WSul7 Secc-:roommaa:;ikét al
Myktéria holokrka WSul18 WSul19 wSu20 2003 !

Ciconiiformes

(Mycteria americana)

WSp23 WSp24

WS1 WS2 WS4 WS6

Van Den Bussche et

al., 1999
Ae01 Ae04 Ae05 Ae09
Volavka éinska Ael3 Ae24 Ae25 Ae26
(Egretta eulophotes) Ae27 Ae28 Ae30 Ae35 Huang et al., 2009
Ae36 Ae37 Ae38 Ae4?
Aedd Aed7

Volavka strapata
(Egretta rufescens)

Er21 Er22 Er23 Er41 Er4d2
Er43 Er44 Er51 Er31 Er4d5
Er24 Er46

Hill et al., 2010

Ibis Cerveny
(Eudocimus ruber)

Eru02 Eru03 Eru04 Eru05
Eru06 Eru07 Eru08 Eru09
Erul0 Erull

Santos et al., 2006

Chavkos no¢ny
(Nycticorax nycticorax)

nycti22 nycti74 nyctild
nycti35 nycti26 nycti62
nycti68 nycti4l nycti43
nyctil5 nycti36

Chang et al., 2009

Ibis chochlaty
(Nipponia nippon)

NnAF4 NnBF7 NnCE11l
NnCG3 NnDD9 NnEB12

NnHB12 NnNF5 NnEA9 Jietal., 2004
NnAD10 NnEH10 NnGF4

NnLF11

NnO1 Nn0O3 Nn04 Nn12

Nn16 Nn17 Nn18 Nn21 He et al., 2006

Nn23 Nn25 Nn26

Lyziciar ¢iernocely
(Platalea minor)

PM1-4 PM1-13 PM1-17
PM2-14 PM2-16 PM2-20
PM2-21 PM2-28 PM2-29
PM2-37 PM2-62 PM2-68
PM2-80 PM3-13 PM3-15
PM3-16 PM3-17 PM3-20
PM3-22 PM3-25 PM3-28
PM3-29 PM3-31

Yeung et al., 2009
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Tab. 1: Pokraovanie 1.

Rad Druh Primery Autor
. GimA12 GimC5 GimD12 .
. Potaplica l'adova . . . McMillan et al.,
Gaviiformes (Gavia immer) GimE11 GimD9 GimC11 2004

GimA9

Pelecaniformes

Fregata ebenova
(Fregata minor)

Fmin01 Fmin02 Fmin03
Fmin04 Fmin05 Fmin06
Fmin07 Fmin08 Fmin09
Fmin10 Fminl1l Fminl12
Fmin13 Fminl14 Fminl5
Fmin16 Fminl7 Fminl8

Deaborn et al.,
2008

Kormorén usSaty
(Phalacrocorax auritus)

CORO01 COR03 COR05
CORO06 COR07 COR12
COR15 COR17 COR19
COR20 COR21 COR22
COR23 COR26 COR28
COR30 COR31 COR35
COR38 COR39 COR40
COR41 COR43 COR45
COR47

Fike et al., 2009

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

Mercer et al., 2010

Pelikan biely
(Pelecanus
erythrorhynchos)

PeEr01 PeEr02 PeEr03
PeEr04 PeEr05 PeEr06
PeEr07 PeEr08 PeEr09

Hickman et al.,
2008

Pelikan ruzovy
(Pelecanus onocrotalus)

PELO86 PEL149 PEL175
PEL185 PEL188 PEL190
PEL207 PEL221 PEL265
PEL304

De Ponte Machado
et al., 2008

Kormoran ¢ierny
(Phalacrocorax carbo)

PcD2 PcD4 PcD5 PcD6
PcT1PcT3 PcT4

Piertney et al.,
1998

Kormoran nelietavy
(Phalacrocorax harrisi)

PhC11 PhG12 PhB4 PhB2
PhB11 PhD11 PhF12 PhG8

Duffie et al., 2008

Sula ¢ervenonoha
(Sula sula)

Ss1B-16 Ss1B-51 Ss1B-57
Ss1B-98 Ss1B-106 Ss1B-
142 Ss2B-2 Ss2B-35 Ss2B-
48 Ss2B-71 Ss2B- 88 Ss2B-
92 Ss2B-110 Ss2B-138
Ss2B-153

Morris-Pocock et
al., 2010

Sula guanova
(Sula variegata)

SV2A-2 SV2A-26 SVv2A-47
Sv2A-50 Sv2A-53 Sv2A-95
Sv2A-152 Sv2B-27 Sv2B-
138

Taylor et al., 2010

Sula modronoha
(Sula nebouxii)

BOOB-RM2-FO07 BOOB-
RM3-D07 BOOB-RM3-F11
BOOB-RM4-A08 BOOB-
RM4-B03 BOOB-RM4-C03
BOOB-RM4-D07 BOOB-
RM4-E03 BOOB-RM4-E10
BOOB-RM4-F11 BOOB-
RM4-G03

Faircloth et al.,
2009

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

Taylor et al., 2010
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Tab. 1: Pokracovanie 2.

Phaaril4 Phaaril5 Phaaril6
Phaaril7

Rad Druh Primery Autor
Facton bioelochvosty P3A3 P3A4 P3C1 P3D7 Humeau
Y| P3F3 P3F5 P3F7 P3G12 etal.,
(Phaethon lepturus) | payy10 pap paG1 2010
Phaari01 Phaari02 Phaari03
Pelecaniformes . , | Phaari04 Phaari05 Phaari06
KO?;ﬁ;fgciggg?;iaty Phaari07 Phaari08 Phaari09 Ii?r;cl)w
. ; Phaarill Phaaril2 Phaaril3 J
aristotelis) 2010

Phoenicopteriformes

Plameniak Cerveny
(Phoenicopterus ruber)

Prupl Prup2 Prup3 Prup4
Prup5 Prup6 Prup7 Prup8
Prup9

Kapil et al., 2010

Prupl3

Preston, 2005

Plameniak ruzovy
(Phoenicopterus
roseus)

PrA2 PrA3 PrA9 PrA102
PrA103 PrA104 PrA105
PrA110 PrAl111 PrA113
PrB1 PrB2 PrB3 PrB102
PrB105 PrB110 PrC1 PrC6
PrC12 PrC101 PrC109
PrC117 PrC122 PrD3 PrD4
PrD5 PrD7 PrD9 PrD10
PrD12 PrD102 PrD105
PrD108 PrD117
PrD121PrD126 PrD139

Geraci et al., 2010

Podicipediformes

Potapka cervenokrka

PgAAT1 PgAAT3 PgAAT6
PgAATS PgAAT25

Sachs et Hughes,

(Podiceps grisegena) PGAAT34 PgAATAL 1999
. Kosierkar maly Dawson et al.,
Charadriiformes (Aethia pygmasa) Apy06 Apy07 2005

Kacica diva

APHO07 APH 09

Maak et al., 2000

(Pygoscelis adeliae)

Anas platyrhynchos
(Anas platyrhynchos) | APHO8 APH12 APH13 Maak et al.. 2003
APH16
Anserif Pizmovka leskla CmAAT16 CmAAT35 Stai et Hughes,
NSErirormes (Cairina moschata) CmAAT38 2003
Lalo¢nica potapava Guay et Mulder,
(Biziura lobata) | /M1 BIM10 BIm12 2005
Kajka morska Smo10 Paulus et
(Somateria mollissima) Tiedmann, 2003
Sphenisciformes Tucniak okaty AM13 Roeder et al., 2001
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4.3.1 PCR amplifikacia mikrosatelitov

Konkrétne reagencie boli napipetovené do mikroskumaviek v takom poradi
ako je uvedené v Tabul'ke 2. Po rozpipetovani jednotlivych zloziek bola vysledna zmes
kratko zvortexovana a scentrifugovana. Jednotlivé reakcie pozostavali z 9 ul PCR mixu

a 1 ul roztoku DNA s koncentraciou od 5 po 50 pg/ml.

Tab. 2: Zlozenie PCR mixu pre 6 vzoriek.

Zlozky PCR zmesi Objem [ul]
Deionizovana voda 445
Storage Buffer 10x 6,7
Roztok MgCl; (25 mmol/l) 4,1
Roztok dNTPs (20 pmol/l) 0,8
Primer F (10 pmol/I) 3,5
Primer R (10 umol/1) 3,5
aTagq-DNA polymeraza 15

Pripravené vzorky umiestnime do termocykléra so zdkladnym ¢asovym profilom PCR

reakcie.

e 94°C:5min

e 04°C:30s

e 50 °C: 30 s (viac vid’ vysledky) 35 cyklov
e 72°C:30s

e 72°C:7 min
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4.3.2 Spracovanie PCR produktov

Pre samotné spracovanie PCR produktov bola pouzitd vyhrievana sekvenacna
elektroforeticka komoérka S2 Whatman Biometra s rozmermi pre skla 330 x 390 mm
a 330 x 420 mm a hrubku gélu 0,4 mm.

Priprava 6% polyakrylamidového gélu

Vicsie sklo ocistime deionizovanou vodou a plochu, na ktoru bude priliehat
gél osetrime pripravkom pre odpudzovanie vody. Aplikujeme a papierovym obriskom

rozotrieme. Po 5 minutach oplachneme sklo deionizovanou vodou a utrieme do sucha.

KratSie sklo ocistime deionizovanou vodou a saponatom a plochu, ktora bude
prilichat’ ku gélu oSetrime molekularnym lepidlom. Rozotrieme papierovym obriiskom
a nechame zaschnut’ 5 az 10 minut. Po zaschnuti oplachneme Styrikrat 96% etanolom

a vysusime.

V digestore na vicSie sklo polozime spacery o hribke 0,4 mm po oboch
stranach a nan opatrne polozime mensie sklo oSetrenou plochou nadol. Obe skla takto
zafixujeme svorkami.

V kadicke si pripravime polyakrylamidovy gél. Roztok premieSame a opatrne
lejeme medzi vopred pripravené skla po celej dizke kratsicho skla na tom &ele, kde toto
sklo nedosahuje ¢elo dlhsicho skla. Ako lejeme gél tak mierne poklepavame na sklo,
aby sa zabranilo vzniku bublin.

Ak je uz priestor medzi sklami vyplneny gélom, do medzery vsunieme
hrebienok jeho rovnou stranou asi 0,7 aZ 1 cm hlboko. Obe skla pripneme Styrmi
svorkami v mieste, kde je vlozeny hrebienok anechame priblizne hodinu
polymerizovat’. Ak gél pouZijeme az na druhy deil tak ¢eld zabalime do potravinarskej

folie, aby sme tym zabranili vysychaniu gélu.

Priprava na elektroforeticku separdaciu

Po stuhnuti gélu odstranime vSetky svorky a skla dokladne umyjeme od
vSetkych zbytkov polyakrylamidu, vel'mi opatrne umyjeme priestor, kde sa nachadza
hrebienok. Sklo osuSime papierovymi obruskami a pevne upevnime pomocou

skrutkovacich tchytov do elektroforetickej komdrky, hranou s hrebienkom nahor
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a krat$im sklom k hlinikovej doske elektroforetickej komorky.

Katodovy aj anddovy priestor zalejeme 0,5 x TBE pufrom, opatrne vyberieme
hrebienok a vzniknutti medzeru, ktord vznikla medzi sklami dokladne vyc€istime pradom
pufru z injek¢nej striekacky od zbytkov gélu, aby sa dali naniest’ vzorky. Katodovy aj
anddovy priestor uzavrieme, nasadime elektrody a na zdroji jednosmerné¢ho
elektrického pradu ako limitujuci faktor nastavime hodnotu vykonu 90 W (hodnoty
elektrického napitia a pridu st nastavené na maximum: 3000 V/150 mA). Za takychto
podmienok si gél predhrejeme asi 30 minnt.

Pred samotnym nanesenim vzoriek tieto vzorky zmieSame z nanaSacim pufrom
Vv pomere dva objemové diely PCR produktu a jeden diel nanasacieho pufru a vlozime
takto pripravené vzorky na 3 minuty do denaturaénych podmienok (napr. termocyklér
alebo termoblok vytemperovany na 96 °C). Po vytiahnuti tieto vzorky okamzite vlozime
do ladovej drte, aby sme tak zabranili renaturacii uz denaturovanych vldkien DNA
produktov.

Pocas denaturécie vypneme zdroj jednosmerného elektrického prudu, odpojime
katddu, otvorime katodovy priestor a zase dokladne vycistime medzeru pre hrebienok
prudom pufru z injek¢nej striekacky od rozpustenej mocoviny, zbytkov gélu a bublin,
¢o by nam branilo v naneseni vzoriek do gélu. Do tejto medzery medzi sklami opatrne
vsunieme hrebienok zibkami asi 1 mm do gélu tak, aby nedoslo k zlomeniu alebo
vykriveniu niektorého zubku. Ideédlny je hrebienok s tvarom zubkov oznacovany ako
,»sharktooth — Zralo¢i zub* a s ozna¢enim MP, o znamena4, Ze hrebienok je vhodny pre
nanasanie vzoriek 8 kandlovou pipetou a proces pipetovania sa tak vyrazne urychli.

Do takto pripraven¢ho gélu mdzeme naniest’ po 2 pl jednotlivych vzoriek 8
kanalovou pipetou do medzier medzi zibkami hrebienka. Na nanesenie vSetkych
vzoriek pouzijeme tie isté Spicky, ktoré medzi nanaSanim réznych vzoriek precistime
niekol’kondsobnym nasatim a vypustenim pufru z katédového priestoru pipetou. Po
napipetovani vSetkych vzoriek katodovy priestor uzavrieme, nasadime elektrodu a na
zdroji jednosmerného elektrického prudu nastavime ako limitujuci faktor hodnotu
vykonu 70 W (hodnoty elektrického napdtia aj pradu si nastavené na maximum:
3000V/150mA).

32



Elektroforeticka separacia

Cas separicie vzoriek zavisi od molekularnych hmotnosti (dizky)
rozdelovanych PCR produktov. Orientatne je mozné sa riadit pomocou farby
v nandSacom pufre — bromfenolovou modrou a xylénovou modrou, ktoré ukazuju
priebeh elektroforézy. Plati, ze v 6% polyakrylamidovom géli sa bromfenolova modra
pohybuje rovnako rychlo ako retazce DNA dlhé priblizne 60 parov baz a xylenova
modra ako retazce DNA dlhé priblizne 220 parov baz. Doba separacie vzoriek je 1 az 3
hodiny.

Pocas elektroforetickej separacie si pripravime tieto roztoky - 800 ml roztoku
10% kyseliny octovej (fix/stop roztok), 800 ml roztoku 1% HNO3, 800 ml roztoku 0,1%
roztoku AgNO3 a 800 ml 3% roztoku Na,COj3 (vyvojka) — tento roztok sa umiestni do
chladnicky, aby sa vychladil na teplotu niz§iu ako 10 °C.

Vyhodnocovanie

Po wuplynuti elektroforetickej separacie, vypneme zdroj jednosmerného
elektrického pradu a odpojime obe elektrody a kolieskom na pravej strane
elektroforetickej komorky otvorime priechod, ktorym pufor z katodovej Casti vytecie do
zberného priestoru, povolime skrutky uchytov skiel a gél so sklom vyberieme
a polozime do vodorovnej polohy menSim sklom nahor. Z priestoru medzi sklami
opatrne vyberieme oba spacery a skla od seba odpacime ¢epelou noza.

Oddelené mensie sklo s prilepenym gélom vloZzime do fotomisky — gélom
nahor. Umiestnime na trepacku a zalejeme fix/stop roztokom. Fix/stop roztok nechame
posobit’ na gél priblizne 20 minat alebo pokial’ sa nevymyje modry pruh xylénove;j
modrej z gélu do roztoku.

Fix/stop roztok prelejeme do banky a sklo s gélom premyjeme trikrat po jednej
minute priblizne 1 az 1,5 1 deionizovanej vody. Potom sklo premyjeme v roztoku HNO3
3 minaty a potom premyjeme gél Styrikrdt po minate priblizne v 1 az 1,5 1
deionizovanej vody.

Sklo s gélom umiestnime na trepacku do 0,1% roztoku AgNO,, do ktorého

tesne pred pouzitim priddme 1,2 ml formaldehydu a tento roztok nechame na gél

pOsobit’ asi 30 minut.
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Po uplynuti tejto doby si pripravime jednu fotomisku s 1 — 2 | deionizovanej
vody a druhu fotomisku s 800 ml vychladeného roztoku vyvojky, do ktorého pridame
formaldehyd a Na,S,0..

Roztok AgNO, prelejeme do zasobnej flase. Sklo s gélom na 5 sekind

ponorime do misky s deionizovanou vodou a ddme do fotomisky na trepacke a zalejeme
vyvojkou, kde sledujeme vyvijanie hnedociernych striebrom ofarbenych prazkov PCR
produktov.

Ked’ uz su prazky dostatocne vidite'né zalejeme fix/stop roztokom este skor
ako za¢ne gél tmavnut. Gél nechame v roztoku asi 2 mintty alebo odhadom pokial’ este
z roztoku unikaju bublinky CO,.

Potom sklo s gélom vlozime asi na 2 minuty do deionizovanej vody a ddme na
30 minut do suSicky, kde sa gél pri 90 °C vysusi. Po vysuseni sklo podpiSeme fixkou
v mieste spaceru, kde nie je gél. Takto upravené sklo s gélom vyhodnotime na
negatoskope.

Z elektroforetogramu odcitame konkrétne alely vsetkych mikrosatelitovych
lokusov u studovanych jedincov. Po vyhodnoteni sklo s gélom ponorime na niekol’ko
desiatok mintt az niekol’ko hodin do roztoku NaOH o koncentracii 1 mol/l. G¢él by sa

mal Uplne odlepit’. Sklo umyjeme a mézeme znovu pouZit.

4.4 Zoznam pouZzitych chemikalii

Akrylamid (Applichem)

a Tag-DNA polymeréza (5 U/ul), M1241 (Promega)
Bromfenolova modra (Serva)

Deionizovana voda

Deoxyribonukleozid trifosfaty (100 mmol/l, 400 ul z kazdého), U1240 (Promega)
Dusic¢nan strieborny (Lachema)

Etanol — 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
Etyléndiaminotetraoctan sodny (Na,EDTA) (Lachema)
Etyléndiaminotetraoctova kyselina (Lachema)

Fenol (Sigma)

Formaldehyd (Lachema)

34



Formamid (Lachema)

Hydroxid sodny (Lachema)

Chlorid sodny (Lachema)

Chloroform (Lachema)

Kyselina borita (Lachema)

Kyselina dusi¢na — 65% roztok (Lachema)
Kyselina octova — 'adova (Lachema)

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

N, N’- metylénbisakrylamid (Applichem)

N, N, N’, N'- tetrametyletyléndiamin (TEMED) (Serva)
Octan sodny (Lachema)

Peroxodisiran amonny (Serva)

Proteinaza K (Sigma)

Clear Vue, Rain Repellent (Turtle WAX)
Tiosiran sodny (Lachema)
Trishydroxymetylaminometan (Tris) (Applichem)
Uhli¢itan sodny (Lachema)

Xylenova modra (Xylencyanol FF) (Applichem)

4.5 Pouzité roztoky

Zasobny roztok 6% akrylamidu.

e 420 g mocoviny

e 484 ml deionizovanej vody

e 50ml10x TBE

e 150 ml zasobného 40% roztoku akrylamidu : N’, N'- metylénbisakrylamid 19:1

e pre rozpustenie vSetkych zlozZiek prefiltrovat’ a ulozit’ do tmavej fl'ase pri 4 °C



Zasobny roztok 10x TBE pufru:

e 108 g trishydroxymetylaminometanu (Tris)
e 55 gkyseliny boritej H3BO3
e 40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

e rozpustit' v 800 ml deionizovanej vody a doplnit’ deionizovanou vodouna 11

Roztok 10% peroxodisiranu amonneho (NH4)72S;0g:

o 19 (NH4)25:0s

e rozpustit' v 10 ml deionizovanej vody a uchovavat’ v chladnicke

Roztok 3-metakryloxypropyltrimetoxysildnu:

e 1 ml0,5% kyseliny octovej v 96% etanole

e 3 ul 3-metakryloxypropyltrimetoxysilanu

6% Polyakrylamidovy gél:

e 60 ml 6% zasobného roztoku akrylamidu
e 40 pulN’, N, N’, N'- tetrametyletyléndiaminu
e 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amoénneho (NHy),2S,0s

Nanasaci pufor pre elektroforézu v polyakrylamidovom géli:

e 0,125 g bromfenolovej modrej
e 0,125 g xylenovej modrej
e 25 ml deionizovanej vody

e 100 ml formamidu

Fix/stop roztok:

e 800 ml deionizovanej vody

e 88 ml 'adovej kyseliny octovej

Roztok 1% kyseliny dusicnej HNOs:

e 800 ml deionizovanej vody
e 12 ml65% HNO;
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Roztok 0,1% dusicnanu strieborného AgNO3:

e 0,89AgNO;
e objem doplnit’ deionizovanou vodou na 800 ml

e pred pouzitim pridat’ 1,2 ml formaldehydu
Vyvojka:

e 800 ml deionizovanej vody
e 24 guhli¢itanu sodné¢ho Na,COs

e dokladne premiesat’ a dat’ do chladnicky, aby sa roztok vychladil na teplotu nizsiu
ako 10 °C
e pred pouzitim pridat’ 1,2 ml formaldehydu a 160 pul 1% roztoku Na,S;03

Roztok hydroxidu sodného NaOH 1 mol/l:

e 40 g hydroxidu sodného rozpustit v 800 ml deionizovanej vody a doplnit

deionizovanou vodou na 1 |

Queen's pufor:

e 10 ml zasobného roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,8

e 2 ml zasobného roztoku NaCl (5 mol/l)

e 292 g etyléndiaminotetraoctovej kyseliny (EDTA)

e 10 g N-lauroylsarkosinu rozpustit’ v 900 ml deionizovanej vody
e pHupravitna7,5

e doplnit’ deionizovanou vodouna 11

TE pufor:

e 10 ml zadsobného roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,0
e 200 pl zasobného roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
e rozpustit' v 900 ml deionizovanej vody

e doplnit’ deionizovanou vodou na 1 1 a prefiltrovat’
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Roztoky pouzité v izolacii DNA

e FenolpH 7,9+0,2
e 100 ml fenol (Sigma P-4557) pH 6,7 = 0,2
e premiesat’ a nechat’ 2 — 4 hodiny odlezat

e uchovavat max. 6 mesiacov pri 4 °C

4.6 Vybavenie laboratoria

Elektroforeticky zdroj ECPS 3000/150 (Pharmacia)
Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

Chladnic¢ka kombinovana (Whirlpool)

Laboratorne vahy MARK S 622 (BEL Engineering)

Magneticka miesacka MR Hei-Standard (Heidolph)

Mikropipety Finnpipette 0,5 az 10 pl (osemkanalova) a 0,3 ul az 1 ml (Labsystems)
Mikropipety Nichipet EX 0,5 pl az 1 ml (Nichiryo)
Minicentrifiga Spectrafuge Mini (Cleaver)

Negatoskop NEGA1 (Maneko)

Sekvenacna elektroforeticka komorka S2 (Whatman Biometra)
Susicka CAT 8050 (Contherm)

Temperovany blok Dry-block DB-2D (Techne)

Termocyklér PTC 100-96 VHB (Bioteca)

Termocyklér XP Thermal Cycler (BIOER technology)
Termocyklér GenePro (BIOER technology)

Trepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

Vortex MS2 (Ika)

Vyrobnik deionizovanej a ultracistej vody typ 02 (AquaOsmotic)

Vyrobnik 'adu Icematic F100 Compact (Castel Mac)
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5 Vysledky

Vo svojej bakalarskej praci som otestovala dohromady 386 mikrosatelitov (vid’
Tab. 2) z hlavnych pribuznych radov vodnych vtakov, konkrétne brodivce
(Ciconiiformes) 157 mikrosatelitov, 152 mikrosatelitov z radu veslonoZce
(Pelecaniformes) a z radu plameniaky (Phoenicopteriformes) 47 mikrosatelitov, d’alej
po 7 mikrosatelitov od radov potapky (Podicipediformes) a potaplice (Gaviiformes)
anieko’ko mikrosatelitov od nepribuznych jedincov z radov bahniaky

(Charadriiformes), tuéniaky (Sphenisciformes) a zubkozobce (Anseriformes).

Vsetky mikrosatelity som testovala na Siestich jedincoch takatry tmavej
(Scopus umbretta). Vyuzila som techniku cross-species PCR amplifikacie, prvykrat pri
teplote annealingu 50 °C. Niektoré primery neposkytli produkty pri tejto teplote, tak
som zvolila teplotu 48 °C a pokial’ neposkytli produkt ani pri tejto teplote, pouzila som
teplotu 46 °C. Vylucila som vSetky monomorfné mikrosatelity a polymorfné som
v d’alSich testoch optimalizovala upravenim teploty annealingu a ¢asu elektroforeticke;j
separacie. Cas separéacie sa pohyboval v rozmedzi od 90 az po 180 minut a T, od 46 po
66 °C.

Z 386 amplifikujucich parov primerov bolo monomorfnych celkovo 363
a polymorfnych bolo 23. Vsetky polymorfné lokusy su podrobne vyznacené v tabul'ke
&islo 3. Ziadny z mikrosatelitov nebol bez probuktu. Mikrosatelity z radov potapky,
potaplice, bahniaky a tu¢niaky neposkytli ziadny polymorfny produkt.
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Tab. 3: Jednotlivé polymorfné mikrosatelity takatry tmavej (Scopus umbretta) a ich charakteristika. Tabul'’ka obsahuje nazov lokusu spolu
z ¢islom z databazy GeneBank, sekvenciu oboch primerov, teplotu annealingu, ¢as elektroforetickej separacie, pocet aliel a zdrojovy druh,
pre ktory bol mikrosatelit navrhnuty.

l?gze(;]‘;g):r:l;)u Sekvencia primerov (;I' é) Cas separacie (h) I;(I)iceelt Zdrojovy druh
Cc02 F:CGCTCGCTGTCTTTATCTCC - 3 3 Bocian biely
(FI440853) R:CTGCTGCATGCCAGTTGAT (Ciconia ciconia)
Ah343 F: CATTGCTTAACTTCTGAAGAAAC - ”e ) Volavka statnd
(AF447956) R:CTTGACCCAGCATTTGTGAATAAAACTG ! (Ardea herodias)
Er21 F: AGGAAGAGGAGAGGTGAGGT 6 . 3 Volavka strapata
(HM368080) R: CCAAGAGCACTTTTCTATCAAG ! (Egretta rufescens)
NNnGF4 F: GATACTTCATATATCAATAGCTC 6 . 3
(AJ699413) B: TTTCCTCGCTCTTTCACTGAC ! . ,
Ibis chochlaty
NnLF11 F: TTTCTTCTGGACTTCTTTAGG 60 - , (Nipponia nippon)
(AJ699415) B: AAAACATTGGAAGTGGTTATAG !
nycti41 F:AACTGATTTCTCACACTTACTAGGC 66 ”e 5 Cl(lli‘l"léi’iigfac;‘y
(EU582035) R:GCTTGAATTCGTATTGCTCTGT ! ye
nycticorax)
Cbo121 F:CCACAATGGCAATTTTTCAC 66 ) 3 Bocian &iernozoby
(HM120204) R:GTTCTCCCAGAGGCTTGCTC (Ciconia boyciana)
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Tab. 3 Pokradovanie 1.

1\(1(2.1326(;]\;;):;1;)11 Sekvencia primerov (;I' é) Cas separacie (h) I;(I)iceelt Zdrojovy druh
PeEr 01 F: GCATTGCTGCCCTTCTATCC 6 ”e )
(EU391161) R: ATCTGGCTCCTCATAGCCC !
PeEr 02 F: AGATCCATGGCATTGTGCTG 5 5 , PeFl,ﬂié“ biely
(EU391162) R: AGTCCCTCCTGGAATGTGG (Pelecanus
erythrorhynchos)
PeEr 03 F: GCACAGCTGGTTTGTAACTTTTC 66 3 3
(EU391163) R: GTGCCCTTCAATTAGGAGTCAG
P3F7 F: TCTCGTGAGTAGAGTTTGCCAG 66 . ) Faetén bielochvosty
(HM638071) R: GCCAGCATCAATAACAGAAGTG ! (Phaethon lepturus)
Phaari06 F: GATCAGAATTTGGCGCTCTG 49 Ls )
(GU296118) R: AAGCTTTCCAAACCAGATTCAG ’
Phaarios F: GATAGCTGGGGACTGGAC 50 , , Kogmhoﬁé“ chochlaty
(GU296120) R: CAAGTCCCTCTTGCTTTT (Phalacrocorax
aristotelis)
Phaari 13 L: CCACATACTGCATACTCATTTGG 46 5 )
(GU296124) R: ATGGCAGAAACGGTCACATT
Fminl8 F:AACAAGTGGTCTCTCAAATCACC 57 25 2 Fregata ebenova
(EU700052) R: CAAACCCAAACACAAAAACC ! (Fregata minor)




Tab. 3: Pokracovanie 2.

Téi%‘;g:#;)u Sekvencia primerov (;I'g) Cas separacie (h) I;(I)iceelt Zdrojovy druh
Sn2A-36 F: AATGTGTTCTTGACTTTGACA 59 25 2
(GU167935) R: TTTTTCATCCACATCAAAGG Sula modronoha
BOOB-RM3-F11 | U: GTTTAGAGGGTGTAGGCTGAAATC 65 - , (Sula nebouxii)
(FJ587411) L: ATTCTCTAGGCAAGGATCAATACC '
COR 17 F: CTGCCTCACTGATGTAAATGC 60 3 2
(FJ477905) R: ACACTCCAGTGACTGCCAAA Kormoran usaty
(Phalacrocorax
Dcco-07 F:-TGCCTCACTGATGTAAATGC 58 15 2 auritus)
(neuvedené) R:TACCAGATAAGAATGGTGCC '
Ss2b-110 F: CCAGAGAGAATTTCCATTGC 59 5 3 Sula ¢ervenonohéa
(GU175418) R: CCATCTGTGTTGAAGGGGTA (Sula sula)
PrD102 F: TCTTCAACAAGCCAAGATCA 60 3 5
(GF101845) R: TGGGTTACTGCTGCTATTCA Plameniak ruzovy
(Phoenicopterus
PrC101 F: CCGACTGTTCATCCACCT 50 5 3 roseus)
(GF101841) R: CCTAACTGGGGAGGACAAC
CmAAT 38 F: TCCCGAGCTACCACATTGAC 53 15 2 Pizmovka leskla
(AF510866) R: AGCAACTGGAAGGCATTTATCT ’ (Cairina moschata)
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Najviac polymorfnych mikrosatelitovych lokusov u takatry tmavej sa
amplifikovalo odradu veslonozce ato 13 (Graf 2). Konkrétne tri lokusy som
amplifikovala pomocou primerov od kormorana usatého (Phalacrocorax auritus) a tri
lokusy som objavila amplifikaciou primerov od kormorana chochlatého (Phalacrocorax
aristotelis). Primery navrhnuté pre pelikana bieleho (Pelecanus erythrorhynchos)
amplifikovali dva lokusy a tak isto dva lokusy som amplifikovala pouzitim primerov od
suly modronohej (Sula nebouxii). Po jednom polymorfnom lokuse som amplifikovala
prostrednictvom primerov navrhnutych pre fregatu ebenova (Fregata minor), sulu

¢ervenonoht (Sula sula) a factona bielochvostého (Phaethon lepturus).

Z radu brodivce som amplifikovala celkovo 7 polymorfnych mikrosatelitov
(Graf 2). Primery od ibisa chochlatého (Nipponia nippon) poskytli tri polymorfné
lokusy a primery odvodené od druhov volavka statna (Ardea herodias), chavkos§ no¢ny
(Nycticorax nycticorax), bocian biely (Ciconia ciconia) a bocian ¢iernozoby (Ciconia
boyciana) amplifikovali po jednom polymorfnom lokuse. Druh plameniak ruzovy
(Phoenicopterus roseus) z radu plameniaky amplifikoval dva polymorfné mikrosatelity
pomocou primerov navrhnutych pre tento druh. A z radu zibkozobce som amplifikovala
jeden lokus pomocou primeru navrhnutého pre pizmovku leskla (Cairina moschata).
Konkrétny pocet mikrosatelitov z prislusnych druhov, ktoré som amplifikovala u takatry

tmavej je zaznamenany na Grafe 1.

Graf 1: Percentualne zastipenie polymorfnych mikrosatelitov u takatry tmavej (Scopus

umbretta), vzhl'adom k ich druhovému povodu.

H Volavka statnd (1)

H Bocian biely (1)

i Bocian Ciernozoby (1)
H |bis chochlaty (3)

B Chavkos nocny (1)

M Fregata ebenova (1)

H Kormoran usaty (2)

M Pelikan biely (2)

i Sula ¢ervenonoha (1)
M Sula modronoha (2)

M Faetdn bielochvosty (1)
i Kormoran chochlaty (3)
i Plameniak ruzovy (2)

i Pizmovka leskla (1)
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Graf 2: Percentualne zastupenie polymorfnych mikrosatelitov u takatry tmavej

vzhl'adom k zdrojovym radom.

H Pelecaniiformes (13)
H Ciconiiformes (7)
i Phoenicopteriformes (2)

M Anseriformes (1)

Graf cislo 3 obsahuje rady vtakov podl'a nového taxonomického rozdelenia,
od ktorych sa amplifikovali polymorfné mikrosatelitové lokusy u takatry. V tradiénom
systéme sa nachadza iba rad Pelecaniformes (veslonoZce), ktory sa podla nového
systétmu rozstepuje na dva samostatné rady Phalacrocoraciformes (veslonozce)
a Pelecaniformes (pelikany). Rad Ciconiiformes (brodivce) sa v novom systéme
rozStepuje na samostatné rady Ciconiiformes (bociany) a Ardeiformes (brodivce). Rad
Phaethontiformes, ktory pdovodne patril ako celad” do radu veslonozce je v tomto
pripade samostatnym radom. Rady Anseriformes a Phoenicopteriformes svoje zaradenie
nezmenili (Kovalik et al., 2010). Tabulka ¢islo 4 obsahuje konkrétne polymorfné
mikrosatelity z prislusnych zdrojovych druhov tak ako su zaradené podla tradi¢ného

I nového systému.

Graf 3: Percentudlne zastupenie polymorfnych mikrosatelitov najdenych u takatry
tmavej (Scopus umbretta) vzhl'adom k novému taxonomickému zaradeniu druhov do

prislusnych radov podl'a Kovalik et al. (2010).

4,5%___7\7_

M Pelecaniformes (3)

M Pharacrocoraciformes (9)
i Phaethontiformes (1)

H Ciconiiformes (2)

M Ardeiformes (5)

i Phoenicopteriformes (2)

i Anseriformes (1)
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Tab 4: Polymorfné mikrosatelity amplifikujuce sa u takatry tmavej (Scopus umbretta)
od prislusnych zdrojovych druhov. Porovnanie ich taxonomického zaradenia v starom

a novom systéme.

Rad Druh Polymorfné
Stary systém Novy systém mikrosatelity
. Pelikin biely | por 01 pegr g2,
Pelecaniformes (Pelecanus PeEr 03
erythrorhynchos)

Fregata ebepova Emin 18
(Fregata minor)
Sula modronoha BOOB-RM3-F11,

(Sula nebouxii) Sn2A-36
Sula ¢ervenonoha

. (Sula sula) Ss2B-110
Pelecaniformes . p
Phalacrocoraciformes Kormoran
chocholaty Phaari 06, Phaari
(Phalacrocorax 08, Phaari 13
aristotelis)

Kormorén usaty
(Phalacrocorax COR 17, Dcco 07

auritus)
. Faeton bioelochvosty
Phaethontiformes (Phaethon lepturus) P3F7
Bocian biely Ce 02
o (Ciconia ciconia)
Ciconiiformes — p
Bocian CleI'IIOZOby CbO 121

(Ciconia boyciana)

Ibis chochlaty 1 \jnars NnLF11
(Nipponia nippon)
Ciconiiformes Chavkos no¢ny
(Nycticorax nycti 41
Ardeiformes nycticorax)
Volavka statna
(Ardea herodias) Ah 343
Volavka strapata Er 21

(Egretta rufescens)
Plameniak ruzovy
Phoenicopteriformes | Phoenicopteriformes (Phoenicopterus PrC 101, PrD 102
roseus)
Pizmovka leskla

Anseriformes Anseriformes - CmAAT 38
(Cairina moschata)

Podla tradi¢ne pouZzivané¢ho systému sa z0 152 parov primerov z radu
veslonozce amplifikovalo 13 polymorfnych mikrosatelitov, ¢co znamena 8,6% tspesnost’
najdenia novych polymorfnych mikrosatelitov. Jeden polymorfny mikrosatelit prislticha
na 11,63 testovanych mikrosatelitov. Zradu brodivce sa zo 157 parov primerov

amplifikovalo 7 polymorfnych mikrosatelitov s uspesnostou 4,45 % najdenia novych
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polymorfnych mikrosatelitov, ¢o predstavuje jeden polymorfny mikrosatelit na 22,5
testovanych mikrosatelitov z tohto radu. Z radu Phoenicopteriformes sa zo 47 parov
primerov uspesne amplifikovali dva mikrosatelity, o predstavuje 4,25% uspesnost’
najdenia novych polymorfnych mikrosatelitov ana kazdych 23,5 testovanych
mikrosatelitov jeden polymorfny mikrosatelit. Najvyssie percento pribuznosti s takatrou
je u veslonozcov. Brodivce a plameniaky vykazuji takmer rovnaké percento pribuznosti

s takatrou, ale menSie ako veslonozci.

Uspesnost’ ziskania novych polymorfnych mikrosatelitov u takatry tmavej
V pripade, Ze pouZzijem polymorfné mikrosatelity od prislusnych druhov tak ako st
zaradené vnovom systéme podla Kovalik et al. (2010) je nasledovné: zradu
Pelecaniformes, ktory ma 19 mikrosatelitov, polymorfny produkt poskytli tri
mikrosatelity, uspesnost’ amplifikacie tychto mikrosatelitov je 15,79 %, o predstavuje
jeden polymorfny mikrosatelit na kazdych 6,33 testovanych mikrosatelitov. Rad
Phalacrocoraciformes ma 122 mikrosatelitov, zktorych bolo 10 polymorfnych.
Uspesnost’ amplifikacie preto je 8,2 % a na kazdych 12,2 testovanych mikrosatelitov
bude jeden mikrosatelit polymorfny. 21 mikrosatelitov sa nachadza v rade
Ciconiiformes azistila som dva polymorfné mikrosatelity z Gspe$nostou najdenia
novych polymorfnych mikrosatelitov 9,52 %. Na kazdych 10,5 testovanych
mikrosatelitov bude jeden polymorfny. Pdt polymorfnych mikrosatelitov je z radu
Ardeiformes, ktory ma celkovo 136 mikrosatelitov a na kazdych 27,2 testovanych
mikrosatelitov bude jeden polymorfny z uspesnostou ndjdenia novych polymorfnych
mikrosatelitov 3,68 %. Zo samostatného radu Phaethontiformes som na$la iba jeden
polymorfny mikrosatelit z 11 testovanych mikrosatelitov a tispesnost’ amplifikujucich sa

novych polymorfnych mikrosatelitov mézem hodnotit’ 9,1 %.

Cize podla tdajov, ktoré som ziskala v praktickej ¢asti, je takatra tmava
vzhl'adom na tradi¢ny systém, blizsia pribuzna z radom Pelecaniformes a vzdialenejsia
pribuzna z radmi Phoenicopteriformes a Ciconiiformes. Ale podl'a nového systému je
takatra blizSia pribuzna z radom Pelecaniformes a vzdialena je pribuzna aj zradmi
Phalacrocoraciformes, Ciconiiformes a Ardeiformes. Percentudlne zastipenie
polymorfnych mikrosatelitov u Phoenicopteriformes sa v novom systéme nemeni.
Avsak predpokladané pribuzenstvo z potapkami a potdplicami som testovanim

prislusnych mikrosatelitov nedokézala.
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Niektoré polymorfné mikrosatelity po elektroforetickej separacii poskytovali
vela stutter bandov, ¢im bolo st'azené ich spravne vyhodnotenie, ako je mozné vidiet’ na
obrazku ¢islo 4. Preto som zvolila vacsi Cas elektroforetickej separacie. Na obrazku
¢islo 3 st bandy dobre hodnotiteIné. Nulové alely som pri hodnoteni PCR produktov

nenasla.

Obr. 3: Elektroforetogram znaroriiujuci mikrosatelitovy lokus PeEr 03, ktory
amplifikoval tri alely u Siestich jedincov takatry tmavej. T, bola upravena na 66 °C

a elektroforeticka separacia prebiehala tri hodiny.

1 2 3 4 5 6

<+— Alelaé.1

’ — Alela¢2

A

Alela¢.3

Obr. 4: Elektroforetogram, na ktorom sa nachadza produkt PCR amplifikacie
mikrosatelitu Phaari 13, ktory ma dve alely, T, bola upresnena na 46 °C pri polovi¢nej

koncentracii MgCl; a Cas elektroforetickej separacie dve hodiny.

1 2 3 45 6

Alela ¢.1
o
/ Alela ¢.2
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Mikrosatelit Sn2A-36 od suly modronohej sa svojou amplifikaciou podoba na
pohlavné markery, napriklad P2/P8 (Griffiths et al., 1998) a na zaklade jeho genotypu je
mozné ur¢it pohlavie jedincov. Na obrdzku ¢islo 5 usamic ¢islo 2, 3 a6 sa

amplifikovali dve alely a u samcov ¢islo 1, 4 a 5 jedna alela.

Obr. 5: Elektroforetogram PCR produktu amplifikacie mikrosatelitu Sn2A-36, ktory
poskytol dve alely pri T, 59 °C a elektroforeticka separacia trvala 2,5 hodiny.

Alela ¢.1

Alela ¢.2
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6 Diskusia

Celkovo som otestovala 386 parov primerov z pribuznych aj nepribuznych
radov vodnych vtdkov pomocou techniky PCR cross-species amplifikacie. Z tychto

parov primerov sa amplifikovalo u takatry tmavej 23 polymorfnych lokusov.

Otestovala som vsetkych 18 parov primerov navrhnutych pre fregatu ebenovu
(Fregata minor), ale iba jeden mikrosatelit Fmin 18 amplifikoval dve alely u takatry, pri
teplote annealingu 57 °C, ale podla testovania Dearborn et al. (2008) na 23 jedincoch,

ziskali amplifikaciou tohto mikrosatelitu 9 aliel pri teplote annealingu 55 °C.

Amplifikovala som mikrosatelit COR 17 z 25 mikrosatelitov od kormorana
usatého (Phalacrocorax auritus), ktory poskytol dve alely pri T, 60 °C, ale v studii Fike
et al. (2009) neuvadzaju teplotu pre tento mikrosatelit, od ktorého ziskali 3
alely. Testovali ho na 31 jedincoch.

U takatry som uspeSne amplifikovala eSte jeden mikrosatelit z 6smich od
kormorana usatého, Dcco 07, pri teplote annealingu 58 °C a ziskala som dve alely, ale
v praci Mercer et al. (2010), kde ho testovali na 60 jedincoch z troch samostatnych

populacii, amplifikovali pét’ aliel pri teplote annealingu 54 °C.

Od pelikana bieleho (Pelecanus erythrorhynchos) som otestovala 9 parov
primerov a PeEr 01, PeEr 02 a PeEr 03 poskytli polymorfny produkt. PeEr 01 u takatry
amplifikoval dve alely pri T, 65 °C, PeEr 02 dve alely pri T, 52 °C a PeEr 03 uspesne
amplifikoval tri alely pri T, 66 °C. Hickman et al. (2008) amplifikovali PeEr 01 tri
alely, PeEr 02 Sest aliel a PeEr 03 tiez Sest’ aliel, vSetky pri teplote annealingu 60 °C.

Tieto mikrosatelity testovali na 23 jedincoch.

Z 15 mikrosatelitov navrhnutych pre sulu ¢ervenonohu (Sula sula) mi u takatry
uspesne amplifikoval mikrosatelit Ss2B-110 tri alely pri teplote annealingu 59 °C, ale
Morris-Pocock et al. (2010) ho amplifikovali pri T, 52 °C a ziskali Styri alely. Tento
mikrosatelit testovali na 30 jedincoch.

Amplifikaciou 11 mikrosatelitov, navrhnutych pre sulu modronoht (Sula
nebouxii) som ziskala polymorfny produkt z mikrosatelitu BOOB-RM3-F11, pri teplote

annealingu 66 °C a zistila som pritomnost’ dvoch aliel, ale 22 aliel pri teplote 60 °C
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amplifikovali podl'a tohto mikrosatelitu Faircloth et al. (2009). Vsetkych 11
mikrosatelitov autori testovali na 31 jedincoch a pocet aliel sa pohyboval od 3 do 22.

Od suly modronohej som zo 6 mikrosatelitov uspesne amplifikovala este
mikrosatelit Sn2A-36. Nasla som dve alely pri teplote annealingu 59 °C. U Taylor et al.
(2010) ho testovali na 24 jedincoch, na ktorych sa amplifikovala iba jedna alela pri

blizsie nespecifikovanej teplote a tento mikrosatelit urcili ako monomorfny.

U takatry tmavej som od factona bielochvostého (Phaethon lepturus)
amplifikovala 11 mikrosatelitov a z mikrosatelitu P3F7 som ziskala dve alely pri T, 66
°C a Humeau et al. (2010) amplifikovali tento mikrosatelit pri teplote 56 °C a objavili

10 aliel. Tento mikrosatelit spolu zo zvy$Snymi testovali na 55 jedincoch tohto druhu.

Testovanim 16 mikrosatelitov od kormorana chocholatého (Phalacrocorax
aristotelis) som amplifikaciou Phaari 06, Phaari 08 a Phaari 13 ziskala zhodne po dve
alely pri teplotach annealingu 49 °C, 60 °C a 46 °C iba s polovi¢nou koncentraciou
MgCl,, ale podl'a Barlow et al. (2010) mikrosatelit Phaari 06 amplifikoval 9 aliel,
mikrosatelit Phaari 08 amplifikoval pét’ aliel. Autori teplotu annealingu neuvadzaju.
Mikrosatelit Phaari 13 autori nezahrnuli do testov, preto nie je uvedeny pocet aliel ani
teplota annealingu. Mikrosatelity Phaari 06 aPhaari 08 testovali na 40 jedincoch

kormorana chochlatého.

Zo 17 mikrosatelitov odvodenych od volavky statnej (Ardea herodias) som
u takatry uspesne amplifikovala jeden mikrosatelit Ah 343, ktory poskytol dve alely pri
T, 55 °C. McGuire et Noor (2002) testovali tento mikrosatelit na 40 jedincoch pri T, 59

°C a amplifikaciou nasli 9 aliel.

Od bociana bieleho (Ciconia ciconia) som amplifikovala 7 mikrosatelitov a od
mikrosatelitu Cc 02 som ziskala tri alely pri T, 65 °C. V publikacii Shephard et al.
(2009) amplifikaciou nasli 2 alely pri T, 54 °C testovanim na 30 jedincoch. Od tohto
druhu som eSte otestovala 6 mikrosatelitov, ktoré mi ustne poskytol profesor

Segelbacher, ktoré vsak boli vsetky monomorfné.

Amplifikaciou mikrosatelitu Cbo 121 od bociana ¢iernozobého (Ciconia
boyciana) som objavila tri alely pri teplote annealingu 66 °C aV praci
Wang et al. (2011) testovanim na 23 jedincoch ziskali 8 aliel pri teplote annealingu 55

°C. Otestovala som osem mikrosatelitov od tohto druhu.
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Od chavkosa no¢ného (Nycticorax nycticorax) som analyzovala 11
mikrosatelitov a amplifikaciou mikrosatelitu nycti 41 som ziskala dve alely pri T, 66
°C, ale v praci Chang et al. (2009) autori testovali tento mikrosatelit na 32 jedincoch
anasli 9 aliel pri T, 55 °C.

Amplifikaciou mikrosatelitov NnGF 4 a NnLF 11 navrhnutych pre ibisa
chochlatého (Nipponia nippon) som nasla u prvého tri alely a u druhého mikrosatelitu
dve alely pri T, 62 a 60 °C. V publikacii Ji et al. (2004) testovali tieto mikrosatelity na
107 jedincoch pri T, 57 a 59 °C, u ktorych nasli iba po jednom mikrosatelite a boli preto
vyhlasené za monomorfné. Celkovo som od tychto autorov otestovala 13 mikrosatelitov
aod He et al. (2006) som otestovala 11 mikrosatelitov navrhnutych pre ibisa

chochlatého, z ktorych boli v§etky monomorfné.

Od volavky strapatej (Egretta rufescens) som amplifikaciou mikrosatelitu Er
21 ziskala tri alely pri T, 64 °C, Hill et Green (2010) ziskali dve alely pri Ty 56,8 °C
a tento mikrosatelit bol testovany na 31 jedincoch. Ja som otestovala 12 mikrosatelitov
od tohto druhu.

Z radu plameniaky som amplifikovala dva mikrosatelity aoba od druhu
plameniak ruzovy (Phoenicopterus roseus). Konkrétne mikrosatelit PrC 101
amplifikoval tri alely pri teplote annealingu 50 °C a mikrosatelit PrD 102 amplifikoval
pat’ aliel pri teplote annealingu 60 °C, ale v praci Geraci et al. (2010) ur¢ili teplotu
oboch mikrosatelitov na 53 °C a amplifikovali pat’ aliel pouzitim prvého mikrosatelitu
a sedem aliel od druhého mikrosatelitu. Tieto dva mikrosatelity testovali na 26

jedincoch. Analyzovala som 37 mikrosatelitov od tohto druhu.

Z radu ziibkozobce som testovala 13 mikrosatelitov, ale iba jediny mikrosatelit
CmAAT 38 od pizmovky lesklej (Cairina moschata) amplifikoval dve alely pri teplote
annealingu 52 °C, v praci Stai et Hughes (2003) autori amplifikovali tento mikrosatelit
a ziskali 16 aliel pri teplote annealingu 55 °C na 16 jedincoch. Dohromady otestovali 16
jedincov z ¢elade Anatidae cross-species PCR amplifikaciou. Testovanim vsetkych

mikrosatelitov autori objavili 9-16 aliel.

Mikrosatelit SnA2-36 m6zem oznacit’ za pohlavny marker, lebo testovanim na

6 jedincoch, u samic poskytol dve alely a u samcov jednu alelu.
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Tento mikrosatelit bol testovany na 14 samiciach a 10 samcoch druhu bocian
¢ierny (Ciconia nigra), kde sa predpokladala vézba na chromozom Z a W. V praci sa
porovnanim produktov tohto mikrosatelitu a pohlavného markeru 2550F/2718R
potvrdilo, Ze pouzitim tohto mikrosatelitu sa da rozlisit samcie a samicie pohlavie
(Cahlikova, 2011). V diplomovej praci Chmelafova (2012) bolo zistené, ze u samcov
M4 homozygotni a Usamic heterozygotnil konstiticiu aliel. Je mozné, Ze tento
mikrosatelit lezi prave na takej casti chromozému Z, ktord sa rekombinuje
S chromozomom W. Tento mikrosatelit pripomina markery pre uréenie pohlavia,
napriklad (2550F/2718R) (Fridolfsson et Ellegren, 1999) a P2/P8 (Griffiths et al.,
1998).

V praci Burianova (2011) bol tento mikrosatelit testovany na 23 jedincoch
druhu bocian biely (Ciconia ciconia), kde poskytol 4 alely. Samice sa vyznacovali tym,
ze sa u nich amplifikovala jedna rovnaka alela (alela S$tyri) a u samcov tato alela vzdy

chybala, ¢o sa opét’ dalo vyuzit’ K ur¢eniu pohlavia.

PresnejSim zaradenim takatry do systému sa zacalo zaoberat’ viacero vedcov.
V kladogramoch na obrazku 6 a 7 je vidiet' velké rozdiely v zaradeni takatry do
systému. Z obrazku 6 vyplyva, ze takatra bola vzdy radena do Ciconiiformes, ale ako
priama pribuzna s ¢lnozobcom kralovskym a blizsia pribuzna s pelikanmi, volavkami
a ibismi, vzdialenejSia pribuzna s anhingami, fregatami, kormoranmi a sulami a vel'mi
vzdialena pribuzna s bocianmi (Peters et al., 1979, Sibley et Monroe, 1990, Livezey et
Zusi, 2007).

Obr. 6: Taxonomické zaradenie takatry tmavej podla troch r6znych autorov (Peters et
al., 1979, Sibley et Monroe, 1990, Livezey et Zusi, 2007) kde vo farebnych stipcoch je
uvedeny rad: ARD-Ardeiformes, BAL-Balaenicipitiformes, CIC-Ciconiiformes, GAV-
Gaviiformes, PEL-Pelecaniformes, PRO-Procellariiformes, SPH-Sphenisciformes do

ktorého ju konkrétny autor zarad’uje (Heacket et al. 2008).

Peters Sibley et Livezey et

Monroe  Zusi
&= == EE Hammerkop
== == e Shoebill

== =W Pelicans
1 ArD Herons
Ibises
[PEL =W Anhingas, Frigatebirds, Cormorants, Gannets
Storks
SPH sPH Penguins
PRO pRO Albatrosses, Shearwaters, Petrels
GAV BB |Loons
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Obr. 7: Taxonomické zaradenie takatry tmavej podl'a Smith (2010), kde je

v sesterskom  vztahu

s Balaenicipitidae,

pribuzna

v blizkosti ¢el'ade Pelecanidae a vzdialena pribuzna s Phaethontidae.

—

12
99

5
4] 98
5
100
_4|:

86

5
762

6
100

l

7
99

:

IS

61

h ‘

98

2.

84

83

G p—

g7h

2

82' I
58

—

—

Gavia immer

Podiceps auritus
Pygoscelis antarctica
Eudyptula minor
Phoebastria nigripes
Puffinus gravis
Pelecanoides urinatrix
Oceanodroma castro
Oceanites oceanicus
Lithoptila abdounensist
Prophaethon shrubsoleit
Phaethon aetherus
Phaethon rubricauda
Phaethon lepturus
Phoenicopterus chilensis
Ciconia abdimii
Cochlearius cochlearius
Ardea herodias
Eudocimus albus
Platalea ajaja

Scopus umbretta
Balaeniceps rex
Pelecanus erythrorhynchos
LimnofregataT

Fregata minor

Fregata ariel

Fregata magnificens
Papasula abbotti

Sula sula

Sula leucogaster

Sula dactylatra

Sula variegata

Sula neubouxii

Morus serrator

Morus bassanus

Morus capensis
Phocavis maritimusT
Plotopterum jc:.'aqufnensis‘r
Tonsala hildegardaeT
Copepteryx hexerist
Anhinga anhinga
Anhinga rufa
?Borvocarbo stoeffelensist
Phalacrocorax africanus
Phalacrocorax pygmaeus

Phalacrocorax melanoleucos

Phalacrocorax auritus
Phalacrocorax brasilianus
Phalacrocorax gaimardi
Phalacrocorax carbo
Phalacrocorax penicillatus
Phalacrocorax pelagicus
Phalacrocorax aristotelis
Phalacrocorax bougainvillif

Phalacrocorax magellanicus

Phalacrocorax atriceps

Phalacrocorax albienter

s Pelecaniformes

a zaradena

—3= Gaviidae
Podicipedidae

]- Spheniscidae

—¥= Diomedeidae
—J Procellariidae
—J}= Pelecanoididae

]— Hydrobatidae

]— ProphaethontidaeT

Phaethontidae

—¥= Phoenicopteridae
=3 Ciconiidae

]— Ardeidae

]— Threskiornithidae

—J Scopidae
—¥= Balaenicipitidae
—J= Pelecanidae

= Fregatidae

= Sulidae

- Plo‘copteridat-:T

]- Anhingidae

= Phalacrocoracidae

53



Zo zistenych hodnét vyplyva, ze takatra tmava (Scopus umbretta) je pribuzna
s veslonozcami, brodivcami a plameniakmi. Ale podl'a pritomného polymorfizmu, patri
viac do taxonomického radu veslonozce ako do ostatnych dvoch radov (Obr. 8). Prave
vd’aka zistenym polymorfnym mikrosatelitom je mozné zhodnotit’ pribuznost’ jedincov
lebo tieto markery sa prenaSaju z generacie na generaciu a amplifikuji sa medzi

fylogeneticky bliz§imi jedincami.

Ciconia
Obr. 8: Taxonomické zaradenie takatry
Eudocimus tmavej podl'a Hacket et al. (2008), kde
72 rody Pelecanus, Scopus a Balaeniceps st
Cochlearius v sesterskom vzt'ahu s rodmi Eudocimus,
100 H
81 Cochlearius a Ardea.
Ardea
.—
Pelecanus
100
Scopus
68
88
Balaeniceps
Fregata
100
Morus
100
Anhinga
100
Phalacrocorax

Zaujimavé by bolo otestovat’ mikrosatelity od ¢lnozobca kralovského, ktoré
vsak neboli pre tento druh doposial’ navrhnuté. Tento druh je povazovany za priameho

pribuzného takatry, ¢im by sa potvrdila alebo vyvratila ich pribuznost’.

Pre presnejsie zaradenie tohto vtaka do konkrétneho radu a rozhodnutie o jeho
pribuznosti, by bolo potrebné otestovat’ viac mikrosatelitov od pribuznych druhov na
viacerych nepribuznych jedincoch takatry. Avsak je problematické ziskat' dostato¢ny
pocet vzoriek od nepribuznych jedincov ked’Ze je to africky druh anachédza sa iba

v niekol’kych zoologickych zahradach.
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7 Zaver

Vo svojej bakalarskej praci som celkovo otestovala 386 parov primerov 0d
pribuznych aj nepribuznych druhov vodnych vtakov technikou cross-species PCR
amplifikacie. Ciel'om tejto prace bolo najst polymorfné¢ mikrosatelitové lokusy pre
takatru tmavu. Vyuzila som DNA ziskantl od dvoch nepribuznych jedincov a zo Styroch
jedincov voc¢i tymto dvom tak isto nepribuznym. Tieto Styri jedince st vo vztahu
rodi¢ia aich dve mlad’atd. Krv bola odobrana v ZOO Dvur Kralové z jedincov
povodom =z dvoch nepribuznych chovov zo ZOO Arnhem a ZOO Amsterdam
z Holandska. Po testovani som mikrosatelitom, ktoré poskytli polymorfny produkt d’alej
upravila cas elektroforetickej separacie a teplotu annealingu. Z pribuznych radov
veslonozce amplifikovalo polymorfné lokusy 13 mikrosatelitov, z radu brodivce 7
mikrosatelitov, z radu plameniaky dva mikrosatelity a od nepribuznych radov som
amplifikovala iba jeden mikrosatelit ato zradu zubkozobce. Zistené polymorfné
mikrosatelity mézu byt d’alej pouzité pre analyzu paternity u takatry tmavej (Scopus
umbretta). Z adajov, ktoré som ziskala v praktickej Casti je takatra priama pribuzna
s radom veslonozce a takisto podla amplifikovanych polymorfnych mikrosatelitov je
vzdialenej$ia pribuzna s brodivcami a plameniakmi, ale nepribuzna s potapkami

a potéaplicami.
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8 Zoznam skratiek

dATP
dcTP
dGTP
DNA
dTTP
EPP

EST

LINEs
PCR
RNA

SINEs
SSCP

SSRs
STRs

Ta

adenin

par baz (base pairs)

cytozin

deoxyriboadenozin trifosfat

deoxyribocytydin trifosfat

deoxyriboguanozin trifosfat

deoxyribonukleova kyselia

deoxyribotymidin trifosfat

mimoparova paternita (extra — pair paternity)

miesta zo sekven¢nou adresou (expressed sequence tags)
guanin

dlhé rozptylené repeticie (long interspersed element)
polymerazova retazova reakcia

Ribonukleova kyselina

kratke rozptylené repeticie (short interspersed element)
jednoret'azcovy konformaény polymorfizmus (Single-strand
conformation polymorphism)

repeticie jednoduchych sekvencii (simple sequence repeats)
kratke tandemové repeticie (short tandem tepeats)

tymin

teplota annealingu
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