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Suhrn

V tejto bakalarskej praci som sa venovala hladaniu novych polymorfnych
mikrosatelitovych markerov pre myktériu lysohlavi (Mycteria leucocephala) za

vyuzitia metody cross-species PCR amplifikacie.

V teoretickej Casti som sa zaoberala podrobnym opisom radu brodivcov
(Ciconiiformes) a jeho piatim ¢el'adiam. PodrobnejSic som sa venovala opisu ¢eladi
bocianovitych kam patri aj myktéria lysohlava. Ako d’alSiemu som sa venovala
teoretickému spracovaniu repetitivnej DNA z doposial znamych literarnych zdrojov.
Vicsiu pozornost’ som venovala opisu mikrosatelitov, ich deleniu, vyuzitiu, mutaciam,
navrhovaniu de novo a cross-species PCR amplifikacii. V poslednej ¢asti som sa
venovala popisu doposial’ najdenym polymorfnym mikrosatelitovym lokusom u radu
tu¢niakov, brodivcov, potapiek, konzervovanym vta¢im mikrosatelitom, EST

mikrosatelitom a metédam ich vyhl'adavania.

V experimentalnej Casti tejto bakalarskej prace som sa zaoberala vyhl'addvanim
polymorfnych mikrosatelitovych lokusov s vyuzitim metody cross-species PCR
amplifikacie na genomickej DNA vyizolovanej zo 6 jedincov myktérie lysohlavej. Za
tymto ucelom som pouzila vsetky doposial znadme mikrosatelity navrhnuté pre rad
tuéniaky, niekolko mikrosatelitov zradu brodivce apotapky, EST mikrosatelity

a konzervované vtacie mikrosatelity.

Experimentalnymi metoédami som zistila U myktérie lysohlavej 17 nezavyslych
polymorfnych mikrosatelitov z testovanych 169 parov primerov. Ztoho bolo 5
mikrosatelitov odvodenych z radu tu¢niaky, 4 mikrosatelity odvodene z radu brodivce
a 1 mikrosatelit odvodeny od radu potapky. Z konzervovanych vta¢ich mikrosatelitov
vykazovali polymorfizmus 3 mikrosatelity a 1 mikrosatelit z EST sekvencii. Pocet alel

sa pohyboval od 2 do 5.



Summary

| dedicated this thesis to a search of new polymorphic microsatellite markers for
painted stork (Mycteria leucocephala), using the method of cross-species PCR

amplification.

In the theoretical part | dealt with a detailed description of a Ciconiiformes and
its five families. More detailed, I described the stork family that includes also painted
stork. Furthermore, | dealt with theoretical elaboration of repetitive DNA using literary
sources known so far. | paid more attention to the description of microsatellites, their
division, utilization, mutations and proposition of de novo and cross-species PCR
amplification. In the last part, | described polymorphic microsatellite loci founded so far
within the order of Sphenisciformes, Ciconiiformes, Podicipediformes, conserved avian
microsatellites, EST microsatellites and their search methods.

In the experimental part of the thesis, | dealt with a search of polymorphic
microsatellite loci, using the method of cross-species PCR amplification on isolated
genomic DNA from 6 painted storks. For this purpose | used all know microsatellites
proposed for the order of Sphenisciformes, few microsatellites from the order of
Ciconiiformes and Podicipediformes, EST microsatellites and conserved avian

microsatellites.

Using the experimental methods | found 17 independent polymorphic microsatellite
loci out of the original 169 pairs of primers for painted stork. Five microsatellites were
derived from the order of Sphenisciformes, 4 from the order of Ciconiiformes and 1
from the order of Podicipediformes. Three conserved avian microsatellites showed
polymorphism and one was with EST sequence. The number of alleles varied from 2 to
5.
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1 Uvod

Mikrosatelity sa vyskytuji v gendémoch prokaryotickych aj eukaryotickych
organizmov. Su to kratke sekvencie DNA, kde sa vyskytuji opakujuce sa repetice. Ich
velky stupen polymorfizmu je zabezpeceny vysokou mierou mutacnej rychlosti. Vd'aka
tejto vlastnosti maju Siroké vyuzitie. Pouzivaji sa ako genetické markery Vv Studiach
fylogenetickej pribuznosti, paternity, identifikacie jedincov alebo populacne-

genetickych stadiach.

V tejto bakalarskej praci sa budem zaoberat’ hladanim polymorfnych
mikrosatelitovych lokusov u 6 jedincov z ¢el'ade bocianovitych a to konkrétne myktérie
lysohlavej (Mycteria leucocephala). Za tymto uc¢elom budem vyuzivat metdédu Cross-
species PCR amplifikacie. Otestovanych bude celkom 169 parov primerov. Vyuzité
budu vsetky doposial' zname mikrosatelity z radu tucniaky, niekol’ko mikrosatelitov
zradu potapky abrodivce, EST wvtacie mikrosatelity akonzervované vtacie

mikrosatelity.



2 Ciele prace

1.

2.

3.

4.

Zhromazdit’ dostupné literarne zdroje.

Vypracovat’ reSers na tému bakalarskej prace.

Vykonat' PCR amplifikaciu DNA myktérie lysohlavej (Mycteria leucocephala)
S vyuzitim cross-species primerov. Vsetkych doposial znamych mikrosatelitov
z radu tucniaky, niekol’ko mikrosatelitov z radu potapky a brodivce, EST vtacie

mikrosatelity a konzervované vtacie mikrosatelity.

Pri  vyskyte polymorfnych mikrosatelitoch zoptimalizovat ich teplotu
annealingu, dobu trvania elektroforetickej —separacie PCR  produktov

a vyhodnotit’ pocet alel.



3 Literarny prehl’ad

3.1 Rad brodivce

Do radu brodivcov (Ciconiiformes) patri 5 ¢eladi ato konkrétne volavkovité
(Ardeidae), takatrovit¢ (Scopidae), ibisovit¢ (Threskionithidae), ¢Inozobcovité
(Balaenicipidae) a bocianovité (Ciconiidae). Tieto ¢el'ade zastreSuju 115 druhov vtakov,
ktoré sa rozprestieraji takmer po celom svete. Momentilne sa na tizemi Ceskej
republiky a Slovenskej republiky nachadzaju: volavka striebrista taktiez znama aj ako
belusa mala (Egretta garzetta), volavka popolava (Ardea cinerea), volavka biela
nazyvana aj belusa vel'ka (Ardea alba), buciacik mociarny (Ixobrychus minutus), bu¢iak
velky (Botaurus stellaris), a chavko§ no¢ny (Nycticorax nycticorax) z celade
volavkovitych, z ¢elade bocianovitych to je bocian biely (Ciconia ciconia) a bocian

gierny (Ciconia nigra) (Stastny et al., 2006).

Do tohto radu spadaju stredne velki az velki vtaci, ktori maja dlhy zobak,
ohybny, Gzky krk a dlhé nohy (Hanzék, 1974).

Dlhé nohy maju uspdsobené na brodenie v plytkej vode, pripadne po mékke;j
premocenej pode. Pre tento tcel maju tri predné prsty spojené blanami a Stvrty palec
slizi na prichytenie v korunach stromov alebo na stebla rakosia. Ich nohy nie st
usposobené na beh, ale na pomalt kracavi chodzu, ak sa vyskytni v ohrozeni volia
odchod vzlietnutim. Takto $pecificky prisposobené koncatiny vymedzuju aj oblasti ich
vyskytu (Hudec et Stastny, 1994).

Rozprestreté kridla vtdkov zradu brodivych dosahuju velkosti az do 2,6 m
(Hudec et Stastny, 1994). V &ase, ked’ dochadza k ohrievaniu vzduchu sa tvoria nad
pevninou prady a prave vd’aka tymto praidom moézu vtaci z tohto radu staticky plachtit’
(Gaisler et Zima, 2007). Nohy maju pri lete vzdy natiahnuté. Krk v zavislosti na druhu
moézu mat’ bud’ prehnuty do tvaru pismena ,,S“ ako je to u volavkovitych (Hanzak,
1974). Tento tvar ma funkéné vyuzitie pri love (Hudec et Stastny, 1994).
U bocianovitych a ibisovitych maju vtaci krk natiahnuty rovno pred sebou (Hanzak,
1974). Kréna kostra brodivcov vtakov sa sklada zo 16 - 20 krénych stavcov.

U niektorych druhov so $pecidlnou Gpravou 6. kréného stavca.
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Zobak je adaptovany k lovu tak, aby sa mohli vo velkej rychlosti priblizit ku
koristi a lapit’ ju (Burnie, 2002). Rovnako ako krk, tak aj tvar zobaku je v zavislosti na
type potravy a druhu vtdka odliSeny. Druhy, ktoré lovia ryby maji zobdk prevazne
Spicaty. U druhov, ktoré sa zivia ¢ervami a kdrovcami, sa Vyskytuje z via¢sej Casti zobak
dlhy a v dolnej Casti zahnuty. V love im taktiez napoméha ich skvely zrak. Okrem
vysSie spominanej potravy, patria do ich jedalnicka aj plazy, drobné cicavce, ale aj
zvySky mritvych tiel inych Zivocichov (Hanzak, 1974; Gaisler et Zima, 2007). Aby
zvysili uspesnost’ lovu, zhanaji potravu prevazne jednotlivo. Naopak za ucelom

vacsieho bezpecia sa pocas spanku zhromazd'uji do kolonii(Burnie, 2002).

U viacésiny druhov vtakov z radu brodivcov sa vyskytujii nedostatocne vyvinuté
hlasové svaly, pripadne je ich hlasové ustrojenstvo zaostalé. Tieto nedostatky sposobuju
slaby hlasovy prejav. Ako nahrada hlasovej komunikacie sluzia klopkavé zvuky

vydavané zobakom (Stastny et al., 1998).

U velkych druhov sa vyskytuje tuhé a priliechajuce perie, mensie druhy maji
naopak mikké perie. Ozdobné perie sa u niektorych vyskytuje v dobe hniezdenia
(Hudec et Stastny, 1994). Mazova Zlaza, ktora je prerastena prachovym perim, sa
vyskytuje Vv oblasti kostr¢e a je dobre vyvinutd. Pohlavné odliSenie medzi samcami
a samicami nie je vo vic¢Sine pripadoch pozorované. Operenie v oblasti krku je riedke

(Stastny et al., 1998).

Mlad’ata tychto vtakov po vyliahnuti z vajec vidia arastu velkou rychlostou
(Hudec et Stastny, 1994). Ich potravou Vv tomto obdobi je natrivena potrava od ich
rodicov, ktorym ho priamo kfmia. V neskorSom veku sa mladatd kfmia samy

natravenou potravou, ktort im do hniezda prinesti rodicia (Gaisler et Zima, 2007).

Pri hniezdeni vytvaraju pocas roka jednotlivé pary alebo sa zoskupuji do kolonii
a hniezdia spolu. Velkost’ kolonie moZe presahovat’ az 1000 parov. V takychto velkych
koloniach sa zoskupuji pary, ktoré st tvorené jedincami rozlicnych druhov. Velké
hniezda si vytvarajii na stromoch, ktoré v pripade zotrvania viacero rokov neustale
rekons$truuju a pristavuji. Okrem stromov si vytvaraju hniezda aj v rakosi, tieto hniezda
obvykle sluzia len na urcité obdobie. Vtaci radu brodivcov, ktori sa vyskytuji
Vv severnych oblastiach, v zimnych mesiacoch odlietaji a smeruji do teplejSich krajin.
Druhy, ktoré sa nachddzaji v juznych oblastiach vo vécSine pripadov prezimuju

a zotrvavaju na svojich hniezdach (Hudec et Stastny, 1994).
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Aj napriek takmer kozmopolitnému rozsireniu tychto vtakov sa niektoré druhy
nachadzaju v tak nizkom pocte jedincov, Ze st radené medzi ohrozené a Kriticky
ohrozené druhy. Tieto druhy podlichaju prisnej ochrane a snahe 0 zvicSenie ich

populacie (Stastny et al., 1998).

3.1.1 Celad’ volavkovité

Tato obsiahla ¢el'ad’” zastreSuje vtakov s typickym $tihlym telom. Ich harpinovity
sposob lovu umoznuje anatomické tvarovanie krku do tvaru pismena ,,S“. Toto
zakrivenie je sposobené tpravou 6. kréného stavca, ktory mu ddva moznost’ vystrelit’ za
potravou ako harptna (Stastny et al., 1998). Medzi ich obvykly zdroj potravy patria
ryby (Hanzék, 1974). Na tento typ potravy su uspdsobené aj Spicatym a tzkym
zobakom. Je zaujimavé, ze oproti vacSine ostatnym brodivcom je unich vytvorené
hlasové ustrojenstvo. Ich hlasové prejavy st cCasto velmi silné, Co je spdsobené

a sprevadzané aj agresivnym spravanim (Hudec, 1994).

Ich kostrénd Zlaza, ktord ma slazit' na premazavanie peria, nie je dostatocne
vyvinutd. Na tento ucel vSak sluzi prachové perie, ktoré sa rozpadava a nachadza sa
Vv oblasti kostrée a hrude (Hudec, 1994). Mechanizmus rozpadu prachového peria je

Vv pokryti obrysového peria, ktoré je tak potom odolné voci vode.

Hniezda si stavaju v blizkosti vody ¢i uZ v rastlinnych porastoch alebo krovinach.
Vynimkou nie je ani hniezdenie mimo vody, napriklad v lesoch. V hniezdach mensich
volaviek sa mdze vyskytovat’ tri az Sest’ vajec. U druhov, ktoré su vicsie to moze byt aj
7 vajec. Po vyliahnuti st mlad’atd kfmené natravenou potravou, ktort im priamo do
zobaka vkladaju ich rodicia. Starostlivost’ rodi¢ov o mlad’ata trva pomerne dlhé obdobie
od 6 do 8 tyzdiov (Hanzak et Hudec, 1974). Pri pocite ohrozenie sa stavaju do kryce;j
alebo vystraznej pozicie (Hudec, 1972).

3.1.2 Celad’ takatrovité

Do tejto Cel'ade patri len jeden rod, ktory zahfna len jeden druh ato konkrétne

takatra tmava (Scopus umbretta). Jedna sa o malého nenapadného vtaka, ktory ma
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hnedé sfarbenie. Krk ma pri lete len z ¢asti ohnuty (Hanzak et Hudec, 1974), hlavu ma
ozdobeni dozadu smerujucou, Sirokou a hustou chocholkou. Hlava je zakoncena
typickym zobakom pre tento druh, zo stran sploSteny a pri koreni je vysoky. Kozny Iém

spaja jeho predné prsty na pomerne kratkych nohach (Stastny et al., 1998).

V prirode sa vyskytuje vel'mi zriedkavo v mensSich spoloCenstvach, prirodzenejsie
je pre neho vytvarat’ pary. Hniezda si vytvaraju v blizkosti pomalych vodnych tokov na
skalach alebo v korunach stromov. Zemepisne je miesto vyskytu tohto vtdka urcené
v oblasti Afriky a juhozapadnej Arabie (Gloser, 1994). Jeho zdroj potravy tvoria
prevazne zaby, mali korovci, hmyz a ryby (Stastny et al., 1998).

3.1.3 CePad’ ibisovité

Vtéaci patriaci do tejto celade maju stredne velké telo. Na zaklade dalSich
morfologickych a behavioralnych znakov sa rozdel'uje na podc¢el’ad’ Threskiornithinae

a podcelad’ Plataleinae.

Do podcelade Plataleinae patria vtaci s rovaym a v prednej ¢asti Sir§im a plochym
zobdkom. Potravu, malych Zivocichov zijucich vo vodnom prostredi, hl'adaja
s ponorenym zobdkom pripominajicim lyzicu (Stastny et al., 1998). Oblastou ich

vyskytu su mociare.

Naopak zobak u Threskiornithinae je pomerne dlhy a jeho zakoncenie je zahnuté.
U niektorych druhov sa na krku objavuji holé miesta pripade zahyby z koZe. Samci
a samice nie st odliSené pohlavnym dimorfizmom. Perie u mlad’at je matné (Stastny et
al., 1998). Na dlhych nohach maju $tyri prsty, na prednych troch je spojovacia blana,
ktora im umoznuje lepsi pohyb v bazinatych a mociarnych oblastiach (Hanzak et
Hudec, 1963). V tomto prostredi je dostatok vodného hmyzu, korovcov, ryb, ziab ¢i
mikky3ov &o tvori aj zaklad jeho potravy (Stastny et al., 1998).
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3.1.4 Celad’ &lnozobcovité

Cel'ad’ ¢Inozobcovité zastreduje len jeden rod, do ktorého patri len jeden druh a to
¢lnozobec velky (Balaeniceps rex). Vyskyt tohto druhu je v Castiach Afriky s tropickym
podnebim ako napriklad v Ugande, Kongu a taktiez ho mozno najst’ na povodi Bieleho
Nilu. Najcastejsi vyskyt ¢lnozobcov je individudlne, obcas vytvaraji pary (Gloser,
1994). Hniezda, dosahujuce vysku az 1 m, si tvori z vetviciek a rakosia v bazinatych

oblastiach. Do nich kladie zeleno-modré vajcia, naj¢astejSie dve, maximalne tri.

Typickym znakom ¢lnozobcov je ich robustny zobak, ktory pripomina ¢In, podl'a
Goho dostal aj svoje slovenské pomenovanie. Dal§im typickym znakom je chochol,
ktory mé na hlave (Gloser, 1994). Pocas letu ma esovité zvlneny krk. Tieto jedince
dorastaju do velkosti 120 - 150 cm. Hlavnou zlozkou jeho potravy st ryby, vécsie

bezstavovce a zaby (Volf et Filex, 1997).

3.1.5 Celad’ bocianovité

Celad’ bocianovité zastreSuje vtikov s pomerne velkym telom. DIhé nohy su
Z Gasti neoperené a palec nie je dostato¢ne vyvinuty (Hudec et Stastny, 1994). Medzi
prstami sa nachadza koZovity zadhyb, plavacia blana. Chybaju im niektoré z typickych
znakov brodivych ako napriklad malé prachové pera alebo drobné pilkovité zubky na
stredom prste (Hanzék, 1974). Krk je pri lete natiahnuty v smere letu bez ohybu. Vtaci
z ¢elade bocianovité patria, vd’aka Sirokym kridlam, medzi skvelych letcov. Vo
vzduchu dokazu plachtit’, pripadne stipat’ do vyssich vySok bez pohybu kridel (Hanzak,
1974). Na ich sfarbeni sa podielaju prevazne farby biela, Seda a ¢ierna. Chvost je kratky
a ovalny (Gosler, 1994). AZ na vel'kost tela, kedy je samec va¢si nez samica, u nich nie
je viditelny pohlavny dimorfizmus (Stastny et al., 1998). Ich v dospelosti nevyvinuté
hlasové ustrojenstvo a hlasové svalstvo im neumoziuje vytvarat hlasové prejavy.
Jednym z komunikaénych moznosti je teda klopanie zobakom. Tvar zobdku sa meni
Vv zavislosti od druhu. Je prispdsobeny typu potravy, ktorou sa dany druh Zivi (del Hoyo

etal., 1992).

Aj ked u niektorych druhov nie je ustalené ich taxonomické zaradenie, je dnes

uznanych a zauzivanych 19 druhov z ¢eladi bocianovité (del Hoyo et al., 1992).
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Prevazna vécsina kozmopolitne rozsirenych druhov sa vyskytuje na uzemi Afriky. Na
tizemi Ceskej a Slovenskej republiky sa vyskytuju bocian &ierny (Ciconia nigra)

a bocian biely (Ciconia ciconia) (Hudec et Stastny, 1994).

Podl'a niektorych autorov je celad’ bocianovité rozdelend do troch tribusov.

Konkrétne st to Leptoptilini, Ciconiini a Mycterini (del Hoyo et al., 1992).

Leptoptilini sa d’alej rozdel'uju na rody Leptoptilos, Jabiru a Ephippiorhynchus.
Vyznacuju sa pomerne vel'kym telom. Zobak mdze mat’ roznu morfologiu ¢i uz dlhy
ana konci zaspicateny ¢im je usposobeny na lov v plytkych vodach alebo méze mat’
kuzel'ovity tvar a vel'ké rozmery. Povrch hlavy sa vyznacuje sporadickym operenim,

pripadne nie je operend vobec a tieto nahé miesta d’alej pokracuju aj na krk (del Hoyo et

al., 1992).

Do tribusu Ciconiini patri len jeden rod Ciconia, do ktorého spada 7 druhov.
Patria sem vtéci so stredne vel'kym telom. Zobak nie je obzvlast velky, svojim tvarom

je prisposobeny k vyhl'adavaniu a lovu potravy (del Hoyo et al., 1992).

Tribus Mycterini je rozdeleny na rody Anastomus a Mycteria. Zobak sa zuzuje

smerom ku Spicke. Je dlhy, mierne zahnuty a na priereze gulaty.

U rodu Anastomus ma vrchnu ¢ast’ rovnu, spodna je uz$ia a zakrivena, o vytvara
medzeru medzi ¢astami zobaku. Smerom ku koncu zobaku sa medzera zmensuje. Tento
zvlastny typ zobéku sluZzi ako prisposobenie k typu a spdsobu vyhl'adavania potravy. Na
hlave, pripadne na krku, sa u niektorych druhov nevyskytuje perie. V obdobi parenia sa

zafarbuje naha pokozka hlavy do vyraznejSich a sytejsich farieb (del Hoyo et al., 1992).

Pre rod Mycteria su charakteristicki vtaci véacSieho vzrastu s neoperenym
povrchom hlavy. Ich typické sfarbenie je biele s obéasnym sfarbenim koncovych Easti
tela do Cierna alebo do ruzova (Brown et al., 1993). Do tohto rodu patria Styri druhy a to
myktéria africka (Mycteria ibis), myktéria americka (Mycteria americana), myktéria

biela (Mycteria cinerea) a myktéria lysohlava (Mycteria leucocephala).

Myktéria africka (Mycteria ibis) sa vyskytuje prevazne v Afrike, v Egypte,
Tunisku pripadne na Madagaskare. Pri juznom pobreZzi Spojenych Statov americkych sa

vyskytuje myktéria americka (Mycteria americana). A d’alsim druhom je myktéria biela
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(Mycteria cinerea), ktorej stanovisko je prevazne v Malajzii, Indonézii a Kambodzi (del

Hoyo et al., 1992).

3.1.5.1 Myktéria lysohlava (Mycteria leucocephala)

Zaradenie myktérie lysohlavej do taxonomickych jednotiek:

RisSa:

Kmer:

Podkmeri:

Trieda:

Podtrieda:

Rad:
CePad’:
Tribus:
Rod:

Druh:

Zivogichy (Animalia)
Chordaty (Chordata)
Stavovce (Vertebrata)
Vtaky (Aves)

Letce (Neognathae)
Brodivce (Ciconiiformes)
Bocianovité (Ciconiidae)
Mycterini

Myktéria (Mycteria)

Myktéria lysohlava (Mycteria leucocephala)

Myktéria lysohlava patri k velkym brodivym vtidkom. Vyskytuju sa v juZnej

a juhovychodnej Azii, po celom Indickom subkontinente, v blizkosti vodnych pléch.

Zijt v mensich kolénidch spolu sinymi druhmi. Vzhladom k strate prirodzenych

biotopov a znecistovaniu prostredia sa vyznamne znizuje pocet tychto jedincov (Yee et

al., 2013). V stcasnosti je tento druh klasifikovany ako takmer ohrozeny. Odhaduje sa

15 000 jedincov V juznej Azii a priblizne 10 000 jedincov v juhovychodnej Azii. Aj ked’

je povazovany za najpocetnej$i druh z rodu Myktéria, je to skor odrazom vzacnosti

a ohrozenia vacsiny druhov ako by to malo vypovedat’ o bezpecnosti tohto druhu.
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Obrazok ¢.1: Myktéria lysohlava, Foto: Jan Sevéik.

© Jan Sevéik

Dorasta do vel'kosti 93 az 102 cm s hmotnost'ou priblizne 2 az 3,5 kg. Rozpitie
jeho kridel je 150 az 160 cm. Krk maju pri lete vystrety rovno pred sebou. Dlhy, mierne
zahnuty zobak so zltym sfarbenim je typicky pre tento druh. Perie je prevazne biele,
vyskytuje sa ob&asna ruzova a ¢ierna mozaika na kridlach, celkové sfarbenie doplia

eSte do Cervena sfarbené nohy a hlava bez operenia (del Hoyo et al., 1992).

Medzi typicku potravu myktérie lysohlavej patria ryby, ktoré lovi Specifickym
sposobom. Pootvoreny zobak ma ponoreny vo vode a pohybom hlavy z jednej strany na
druhtt vyhladdva potravu. Jej potravou moédZu byt taktiez aj Zaby alebo hady
(Anonymous, 2014).

Pohlavnej dospelosti dosahuji v obdobi dvoch az troch rokov. Samicka kladie
2 - 5 vajec do hniezd, ktoré sa nachadzaju v korunach stromov. Starostlivost’ o vajicka
je rovnomerne rozlozena na oboch rodi¢ov. Mlad’ata sa liahnu po 27 alebo 30 dioch

a nasledne v hniezde zotrvavaju d’alsie dva mesiace (Anonymous, 2014).
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3.2 Repetitivha DNA

DNA eukaryotickych organizmov obsahuje velky podiel nekodujiacich sekvencii
(Snustad et Simmons, 2009). Okrem minoritnej Casti intronov a regula¢nych oblasti
obsahuje aj majoritnu Cast’ repetitivnej DNA (Campbell et Reece, 2006). Repetitivna
DNA sa sklada z nukleotidovych sekvencii s vysokym mnozstvom kopii. Ak sa kopie
sekven¢ného motivu nachadzaju v blokoch av rade za sebou, jedna sa o tandemové
repeticie. Pokial’ su repetitivne sekvencie rozptylene v genome ako jednotlivé kopie ide

0 rozptylené repeticie (Bennet, 2000)

Rozptylena repeticia je vysledkom procesu transpozicie, ¢o je rozmiestnenie
segmentov DNA na rdozne miesta v genéme. lde 0 hlavni zlozku zmien obsahu DNA
u vyssich eukaryotickych organizmov (Zhao et al., 1998). U tohto typu repeticie
prevazuji pohyblivé genetické elementy, transpozony (Campbell et Reece, 2006).

Na rozdiel od rozptylenej sa tandemova repeticia vyznacuje za sebou iducimi
identickymi alebo takmer identickymi jednotkami s dizkou az niekolko nukleotidov.
Pocas replikacie dochadza k CastejSiemu rozSirovaniu atym sa zvacSuje pocet
opakovani (Itsko et al., 2011). Vacsina tandemovych repeticii sa nachadza v blizkosti
chromozomovej teloméry acentroméry, kde maju doéleziti ulohu v udrZiavani

genomickej integrity (Blackburn, 1991) a segregacie (Catasti et al., 1994).

Na zakladne poctu opakujicich sa kopii vtandemovo repetitivnej DNA ich
moZeme rozdelit do troch kategorii: mikrosatelitovda DNA (10 - 100 kopii),
minisatelitnda DNA (100 - 100 000 kopiti), satelitnda DNA (100 - 1 000 000 kopii). Toto
rozdelenie sa dé taktiez aplikovat’ na zaklade dizky zakladného motivu. U mikrosatelov
sa vyskytuje 1 - 6 parov baz, u minisatelitov 6 - 100 parov baz a u satelitov 100 - 300
parov baz (Vergnaud et Denoeud, 2000; Lai, 2003).

3.2.1 Satelity

Jedna sa o najvicsie tandemové repeticie, ktoré su zlozené z relativne dlhych
jednotiek. Satelitnd DNA sa hojne vyskytuje v oblastiach centromér a konstitutivneho

heterochromatinu. Ziskava sa centrifugaciou v hustotnom gradiente, kedy sa oddel'uje
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mensinovy podiel alebo tiez satelitny pruzok DNA podla ¢oho dostala aj svoj nazov

(Bennet, 2000).

Medzi hlavné triedy patri a — satelitna DNA, kde dizka opakovania dosahuje 171
bp anachadza sa v centromerickej oblasti vSetkych chromozomov. Jej funkciou je
vystavba kinetochoru po¢as bune¢ného delenia. Dalsimi triedami s p — satelitna DNA
s dizkou opakovania 68 bp, satelitnda DNA 1 s dizkou opakovania 25 - 48 bp a satelitna
DNA 2, 3 s dizkou opakovania 5 bp. Funkcia tychto satelitov nie je doposial’ znama,
obvykle st povazované za odpadni DNA (Ugarkovi¢ et Plohl, 2002).

3.2.2 Minisatelity

Objav minisatelitov je spojeny s dolezitymi vlastnost'ami I'udského genému ako je
génova regulacia aimpriting. AvSak obdobné Struktiry DNA boli pozorované aj
u dalsich organizmov, vratane baktérii. Minisatelity patria medzi kratSie tandemové
repeticie o dizke niekol’ko kilobazi s velkostou zakladného motivu 6 — 100 bp (Bennett,
2000;Vergnaud et Denoeud, 2000).

Na zéklade schopnosti mutéacie priblizne v rozsahu 0,4 az 5 % za generaciu Sa
minisatelity vyznacuju polymorfizmom. Vysoky polymorfizmus v mnozstve repeticii

v ramci jedného lokusu tizko suvisi s vysokou premenlivost'ou (Flegr, 2009).

Minisatelity mézu byt rozdelené do dvoch tried. Jednou z nich je telomericka
minisatelitna DNA, ktora sa sklada z 10 - 15 kbb. Jednotky repeticie st tvorené
hexanukleotidovymi sekvenciami, ktoré st prevazne tvorené nukleotidmi TTAGGG.
Telomerickd minisatelitnd DNA ma chrénit’ chromozomalne konce pred degradaciou
DNA polymerazy v priebehu replikacie DNA. Druhou triedou je hypervariabilna
minisatelitna DNA taktiez uvadzana ako VNTRs (Variable Number of Tandem
Repeats). Bola objavena v roku 1985 Alecom Jeffreysom a jeho kolegami. Zakladna
jednotka repeticie sa moze ligit v dizke od 6 do 50 nukleotidov. Na jej zaklade moze

byt uréena identifikacia jedincov a ich pribuzenskych vztahov (Bennet, 2000).
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3.2.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity alebo tiez SSRs (Simple Sequence Repeats) pripadne STRs (Short
Tandem Repeats) st najcastejSie vyuzivané druhy markerov v genetickych Studiach
s aplikaciou v réznych oblastiach genetiky ako napriklad v populacnej genetike,

Slachteni, genetickom mapovani alebo testovani otcovstva (Oliveira et al., 2006).

V eukaryotickych a prokaryotickych organizmoch mézeme mikrosatelity objavit’
v kodujtcich alebo nekddujucich oblastiach (Zima, 2004). Jedna sa o kratke tandemové
repeticie, kde sa opakovania pohybuji priblizne od 1 az 6 parov baz (Lai, 2003).
Charakteristickou vlastnostou mikrosatelitov je vysoky stupeni polymorfizmu. Ich
hlavnou funkciou je spoluti¢ast’ na transkripcii, translécii, regulécii rekombinacie DNA
a organizacii chromatinu (Christiakov et al., 2006). V mikrosatelitnej DNA st
V najvacSej miere zastupené dinukeotidové opakovania CA/TG. Mono-, tri-
a tetranukleotidové opakovania su zriedkavejsie, ale s vicSou mierou polymorfizmu

(Ellegren, 2004).

Podl'a Oliveira et al. (2006) boli mikrosatelity rozdelené do 4 skupin podl'a
Struktury opakujicej sa sekvencie. Prvou skupinou st dokonalé mikrosatelity, kde
nedochadza k preruSeniu bazou, ktora nespada do danej repeticie. Priebeh opakovania
baz je tak plynuly ako napriklad TATATATATATA. V pripade nedokonalych
mikrosatelitov dochddza ku vloZeniu bazy, ktord do retazca repeticie nepatri. V tomto
pripade by repeticia mohla vyzerat’ nasledujuco TATATACTATATA. Ak by sa medzi
jednotkami repeticie vyskytlo viac baz, ktoré do retazca nespadaju, hovorime
0 prerusenych mikrosatelitoch. Ako priklad moéze byt vloZenie paru baz CG do retazca
TATATATATATA, takze vysledné usporiadanie bude TATATACGTATATA. Ak by
sa objavil retazec TATATAGTGTGT, kedy sa za sebou striedaji dve jednotky

repeticie, hovorime o mikrosatelitoch zlozenych (Oliveira et al., 2006).

Medzi kratke sekvencie DNA patria aj EST klony (Expressed Sequence Tags).
Podobne ako mikrosatelity obsahuja repetitivne sekvencie a aj ich dizkova variabilita sa
testuje PCR amplifikaciou. AvSak mikrosatelity su ziskavané a odvodené z genomu viac
¢1 menej ndhodne, na rozdiel od EST klonov, ktoré sa ziskavaji z genomickych kniznic
(Shikano et al., 2010). St odvodené od cDNA a ich vel’kost’ sa pohybuje priblizne od
300 do 1 000 bp. EST predstavuju gény exprimované v tkanivach. Slazia ako zdroj
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informacii o génoch exprimovanych v Specifickych tkanivach, alebo v zavislosti na
odpovedi voci vonkaj§im vplyvom. EST sekvencie mozu sluzit’ na porovnanie medzi
roznymi organizmami alebo pre rozliSovanie génovych rodin a identifikéaciu alelickych
variacii. Aj ked’ su EST povazované sa skvely zdroj sekvencnych dat, tieto udaje nie su
vysoko kvalitné. Vzhl'adom na to, ze EST sekvencie su generované v jednom mieste
maji vyssiu chybovost. Tieto zmeny su spdsobené Castymi substitiiciami, deléciami

alebo inzerciami (Wolsberg et Landsman, 2001).

3.2.3.1 Mutacie mikrosatelitov

Muta¢né mechanizmy mikrosatelitnej DNA nie st doposial’ dostato¢ne objasnené,
no aj napriek tomu patria mikrosatelity k vysoko pouZivanym v réznych oblastiach
genetiky. Ako dalej uvadzaji autori Oliveira et al. (2006) mutacna rychlost
mikrosatelitov prevysuje rychlost na koédujucich oblastiach gendému. Tato rychlost’
pocas jednej generacie je vymedzena cca od 102 az 10 nukleotidov na jeden lokus.
Medzi alternativy, ktoré boli navrhnuté ako mozne vysvetlenie pre tak vysoku mutac¢nu
rychlost’ patri nerovnomerny crossing-over, mozné chyby pocas rekombinacie,

prekiznutie polymeréazy pocas replikacie alebo reparacie DNA (Oliveira et al., 2006).

3.2.3.2 Pouzitie mikrosatelitov

Mikrosatelity st ve'mi polymorfné vd’aka ich vysokej mutac¢nej rychlosti (Litt et
Luty, 1989; Weber et May, 1989). Takze v jednej populécii sa mdéze nachadzat’ viacero
variant, ktoré sa od seba lidia podtom repetitivnych jednotie a teda celkovou dizkou.
Tato variabilita je jednoducho testovate'na v laboratériu aje tak mozné sledovat
genetickl rozmanitost’ medzi jednotlivymi druhmi, v rdmci jedného druhu alebo v rdmci

jedincov vo vnutri jednej populacie.

VyuzZitie mikrosatelitov v genetickych Stidiach je vel'mi Siroké. Ako kodominantné
markery s relativne malou velkostou mozu byt jednoducho amplifikované v priebehu
PCR. Ich uplatnenie je v prvom rade pri stadiu pribuzenskych vztahov a urCovani
paternity. Svoje uplatnenie mézu najst taktiez pri Stidiu parametrov populacne-
genetickej Struktury, ako je tok génov a jeho bariéry, efektivna velkost’ populacie alebo

odchylky od Hardy - Wienbergovej rovnovahy (Flegr, 2009).
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Hoci st mikrosatelity Siroko pouzivané ako molekulové markery, vyhodnocovanie
ziskanych udajov z elektroforetickej separacie produktov PCR moéze skreslovat

pritomnost’ stutter bandov, nulovych alel alebo alelova homoplazia.

Stutter bandy alebo tiez tieniové bandy sa tvoria pocas PCR amplifikacie kedy
dochadza ku sklzu DNA polymerazy (Daniels et al., 1998). Pri mikrosatelitoch
s vyskytom dinukleotidovych repticii je vicSia pravdepodobnost vyskytu vzniku
tienovych bandov. Ich produkt je vo vicsine pripadoch kratsi ako produkt hlavny, len
zriedka kedy je to naopak. Hlavny problém pri tvorbe stutter bandov spociva v prekryti
alely hlavného produktu s alelou tienovych bandov, ¢o znemoziiuje nasledne hodnotenie

(Walsh et al., 1996).

Nulové alely, taktiez zname ako neamplifikujice sa alely, patria k javom, ktoré
mdzu negativne ovplyvnit’ hodnotenia miktosatelitovej DNA. Metodou PCR sa nedaju
amplifikovat’ a taktieZ ich nie je mozné vizualizovat’ (Dakin et Avise, 2004). Ich vznik
je podmieneny neuskuto¢nenim PCR reakcie. Tento jav je zapriineny mutaciou
v mieste DNA, ktoré je homologické k sekvencii primerov. Nulové alely sa daju
odstranit’ nasekvenovanim PCR produktu, testovaného lokusu a naslednym posunom
sekvencie 0 niekol’ko nukleotidov, do miest kde sa mutacia nenachadza. Takto upravené
pary primerov je mozné pouzit’ pre d’al$iu identifikaciu paternity (Dakin et Avise,
2004). Dalsou alternativou ako moézu vznikat neamplifikujiice sa alely je moznost
posunu polymerazy pocas PCR reakcie alebo ak najskor dojde k amplifikacii kratSich
alel (Chapuis et Estoup, 2007).

Analyzy populacno-genetickych stadii moézu byt ovplyvnené aj alelovou
homoplaziou. V tomto pripade sa alely javia ako totozné aj ked’ nemaji rovnakého
predka. Tento jav je zapriCineny mutaciou (Estoup, 2002). Je teda potrebné
otestovat'viacsie mnozstvo lokusov aby mohla byt’ vylic¢ena chyba sposobena mutaciou

(Goodman, 1998).

3.2.3.3 HPadanie novych mikrosatelitovych markerov

St zname dve alternativy izolacie mikrosatelitov. Prva moZnost’ je vyhl'ad4avanie
de novo skenovanim genémovych kniznic. Druhou moznostou je cross-species PCR

amplifikacia, kedy sa jednd o pouzitie mikrosatelitov uz vyizolovanych blizko
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pribuznych druhov, kde vSak so vzdialenejSou fylogenetickou pribuznostou klesa aj

uspesnost’ tejto metddy (Scribner et Pearce, 2000)

Gendmova kniznica sa skladda zmnozstva vektorov. Vo vektoroch su
zabudované nahodne Casti DNA, ktoré boli ziskané z genomu Studovaného jedinca.
Tieto skupiny vektorov su uchovéavané za stabilnych podmienok a podl'a ich sekvencie
alebo proteinu je v pripade potreby mozné dohladat’ urcity fragment DNA (Zane,
2002).

Pri samotnej izolacii primerov je DNA rozdelend pomocou restrikéného
enzymu. Menej Casta je metoda rozkladania ultrazvukom. Vhodny restrikény enzym je
zvoleny na zaklade dizky tiseku DNA, hladanom mikrosatelite alebo na zéklade typu
ukoncenia restrikéného fragmentu. Jednotlivé restrikéné fragmenty st zaligované do
vektoru a vlozené do baktérii.. Takto ziskané klony sa postupne skenuju a zist'uje sa
pritomnost’ mikrosatelitov. Vyhladavanie tychto klonov sa realizuje blottingom a
hybridizaciou s radioaktivne alebo neradioaktivne oznacenou sondou, v ktorej je
uloZena repetitivna sekvencia. Nasledne st kapildrnou elektroforézou analyzované
dizky alel, ak je potvrdeny polymorfizmus je mozné mikrosatelity spracovavat’ pre

dalie ucely (Zane, 2002).

Nevyhoda metédy de novo spociva v zdihavom postupe prace a vysokych
materialovych nakladoch. Naopak metoda cross-species PCR amplifikacia pontka
rovno dve vyhody. Jednou z nich je nizSia Casovd naroc¢nost z pracovného hladiska

a druhou je nizka finan¢na naroc¢nost’ (Galbusera et al., 2000).

3.2.3.4 Mikrosatelity z radu tu¢niaky

Tuéniak Zltohlavy (Eudyptes chrysolophus)

Ahmed et al. (2009) vyizolovali genomicki DNA z krvi tuéniaka zltohlavého.
Z danych vzoriek bolo ziskanych 132 mikrosatelitovych sekvencii z nich 47 obsahovalo
najmenej osem jednotiek repeticii. Vo vysledku bolo navrhnutych 32 parov primerov
pre testovanie na celkom 28 jedincoch tu¢niaka zltohlavého. Po poc¢iatocnom testovani
PCR metddou bolo vyradenych 7 parov primerov z dovodu nespolahlivosti alebo

neuspesnej PCR.
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Vyslednych 25 mikrosatelitov bolo dalej testovanych na 4 druhov tuc¢niakov.
Konkrétne na tucniakoch: tuéniak okaty (Pygoscelis adeliae), tucniak c¢iapockaty
(Pygoscelis antarcita), tu¢niak bielotemenny (Pygoscelis papua) a tu¢niak patagonsky
(Aptenodytes patagonicus). Osem az dvanast’ lokusov bolo polymorfnych v zavislosti
na druhu. Tieto lokusy boli navrhnuté pre d’alSie s$tadia populacnej genetiky u radu

tuc¢niaky(Ahmed et al., 2009).

Tucéniak najmensi (Eudyptula minor)

Z niekol’ko malo tu¢niakov najmensich Billing et al. (2007) extrahovali
genomicki DNA, ktord bola obohatend o GA a GAAA repeticie. Zo 192 skiimanych
kolonii so sekvenciou GA bolo z 18 pozitivnych klonov ziskanych 9 klonov, ktoré
obsahovali 7 a viac jednotiek repeticii. Zo 179 kolonii so sekvenciou GAAA bolo 10
klonov pozitivnych, z ktorych bol ziskany len jeden vhodny klon. Pre tieto klony boli

navrhnuté pary primerov pre d’alSie testovanie.

Pary primerov, ktoré poskytli Specificky produkt, boli d’alej skumané na
polymorfizmus. Testovanie prebehlo na 20 nepribuznych jedincoch z Phillip Island
amedzi 5 al5 jedincami z populacie na Troubridge Island. Sedem lokusov bolo
polymorfnych u tu¢niaka najmensieho, aj ked’ dva z nich vykazovali nizku variabilitu.
Jeden zlokusov bol monomorfny pri testovani populacie z Phillip Island, ale
polymorfny pri testovani na populacii z Troubridge Island, ¢o ma mozné vyuzitie

Vv populacnej genetike (Billing et al., 2007).

Tudniak Zltooky (Megadyptes antipodes)

Boessenkool et al. (2008) sa vo svojej praci zaoberali h'adanim mikrosatelitov
U tucniaka ZItookého. Dve obohatené¢ gendmové kniznice tu€niaka ZItookého boli
zostavené s pouzitim modifikovanej verzie metddy, ktoru popisali Perrin et Roy (2000).
V tychto dvoch kniZniciach bola zistena nizka frekvencia pozitivnych klonov a tak na
zaklade metody opisanej Glenn et Schable (2005) bola vytvorena tretia genomicka

kniznica.

38 parov primerov bolo navrhnutych zprvych dvoch genomickych kniZznic
a d’alsich 20 z tretej genomickej kniznice. Amplifikacia bola testovana na 43 jedincoch

tuéniaka zltookého. Dvanast’ lokusov bolo uznanych ako polymorfnych, s poctom alel
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od 2 do 8. Tieto lokusy budu vhodné pre Studia genetickej variability tucniaka
Zltookého (Boessenkool et al., 2008).

Tucéniak okaty (Pygoscelis adeliae)

Mikrosatelity tucniaka okatého boli vyizolované zkrvi odobranej z 13
hniezdiacich kolénii vo vychodnej Antarktide a zo 7 kolénii pozdiz pobrezia Victoria

Land (Roeder et al., 2001).

Sedem mikrosatelitov bolo Studovanych na 442 jedincoch tucniaka okatého.
Pocet alel na lokus sa pohyboval v rozmedzi 4 - 20. Celkovo bolo identifikovanych 69
alel. S vynimkou jedného lokusu, nebola zistena ziadna vyznamna geneticka alebo

genotypova heterogenita na d’al$ich populaciach (Roeder et al., 2001).

Tudniak okuliarnaty (Spheniscus demersus)

Z krvi 25 jedincov tu¢niaka okuliarnatého chovaného v zajati bola vyizolovana
genomicka DNA. Tato DNA bola obohatenda o sekvencie obsahujice repeticie.
Z danych vzoriek bolo ziskanych 12 lokusov, z ktorych bolo 8 polymorfnych. Pocet alel
sa pohyboval v rozmedzi 2 - 6, a s pozorovanou heterozygotnost'ou 0,381 - 0,84. Tieto
lokusy su prvé Specifické markery tuc¢niaka okuliarnatého, vhodné na Stidia populacno-
genetickej Struktary, toku génov a hladiny variability u tohto druhu (Labuschagne et al.,
2013).

Tucéniak Humboldtov (Sphenicsus humboldti)

Schlosser et al. (2003) metodnou cross-species PCR amplifikacie testovali 7
mikrosatelitov navrhnutych pre tu¢niaka Humboldtovho na 8 druhov tu¢niakov. A to
konkrétne tu¢niak dvojpasy (Spheniscus magellanicus), tu¢niak okuliarnaty (Spheniscus
demersus), tuéniak hrubozoby (Eudyptes chrysocome), tu¢niak najmensi (Eudyptula
minor) a tuéniak okaty (Pygoscelis papua), u ktorych boli vSetky skiimané mikrosatelity
polymorfné. U tucniaka Zltohlavého (Eudyptes chrysolophus) a tu¢niaka kral'ovského
(Aptenodyptes patagonicus), bolo zistenych 5 polymorfnych mikrosatelitov. A u
tucniaka Ciapockatého (Pygoscelis antarcitica) bol objaveny 1 polymorfny mikrosatelit.

Pocet alel sa pohyboval medzi 5 a 11.

Schlosser et al. (2008) v d’alsom zich vyskumov pokra¢oval v skiimani

mikrosatelitov tu¢niaka Humboltovho. Kde sa jednalo o testovanie 12 mikrosatelitov
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na 336 jedincov rovnakého druhu. Vysledky ukazali, ze dochddzalo k dlhodobému toku

génov medzi populéciami.

Tucéniak galapaZsky (Spheniscus mendiculus)

Autori Akst et al. (2002) sa vo svojom ¢lanku zaoberali porovnanim geneticke;j
diverzity medzi tu¢niakom galapazskym a tu¢niakom magellanskym. 6 mikrosatelitov
bolo ziskanych zo 4 druhov tuéniakov (tu¢niak galapazsky, tu¢niak Humboldtov,
tuniak okuliarnaty, tucniak magellansky), optimalizovanych pre tieto S$tadia
a pouzitych metéodou cross-species PCR amplifikacie. 5 lokusov vykazovalo
polymorfizmus pri stadiu na 46 jedincoch zoboch druhov. Pocet alel u tucniaka
galapazskeho sa pohyboval v rozmedzi 2 - 3 a u tu¢niaka magellanskeho 6 - 19. Nizka
uroven heterozygotnosti u tuéniaka galapazskeho je v tizkej suvislosti s jeho nizkou

efektivnou vel'kost'ou populacie.

3.2.3.5 Konzervované vtacie mikrosatelity

Dawson et al. (2013) sa vo svojej Studii venovali vysoko konzervovanym
sekvenciam s vysokym poc¢tom opakujucich sa repeticii od zebricky pestrej
(Taeniopygia guttata) akury domacej (Gallus gallus). 24 parov primerov bolo
navrhnutych z homologickych sekvencii, ktoré mali aspoil osem opakujucich sa
repeticii u oboch druhov. Navrhnuté mikrosatelity boli testované na zebricke pestrej

a vysledné polymorfné produkty mali 2 - 11 alel.

Tato sada konzervovanych vtacich mikrosatelitov nema za tlohu len zniZovat
naklady na Siroktl Skdlu genetickych §tadii, ale poskytuje aj moZnost' porovnania

genetickej rozmanitosti medzi réznymi druhmi (Dawson et al., 2013).

3.2.3.6 EST sekvencie

Dawson et al. (2010) porovnali dva vel'mi vzdialené druhy vtakov, zebricku
pestrd (Taeniopygia guttata) akuru domacu (Gallus gallus), avyhladali ich
homologické sekvencie. Ztychto druhov ziskali 35 wvtacich EST mikrosatelitov
a podrobili ich testovaniu na 52 druhov vtakov. Pocet alel u jednotlivych polymorfnych

produktov sa pohyboval v rozmedzi 5 - 17.
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Autori uvadzaju vhodnost’ Sirokého pouzitia tychto lokusov ako napriklad
Studium paternity alebo populacné Studia. M6ézu ulahCovat’ porovndvanie gendmov,
mapovanie genomov alebo $tadium rekombinacie (Dawson et al., 2010).

3.2.3.7 Mikrosatelity z radu brodivce

Volavka zltozoba (Egretta eulophotes)

Dai et al. (2013) odobrali genomickiit DNA z jedného jedinca volavky Zltozobe;j.
74 sekvencii splitovalo podmienku dostatoénej dizky repeticii. Pre tieto sekvencie
navrhli Specifické pary primerov, ktoré boli testované PCR metodou na volavke
zltozobej. U testovanych 32 jedincoch bolo pozorovanych 23 polymorfnych lokusov.

Pocet alel na jeden lokus sa pohyboval v rozmedzi 2 - 9.

3.2.3.8 Mikrosatelity z radu potapky

Potdpka zdpadni (Aechmophorus occidentalis)

Pri vyhladavani mikrosatelitov potapky zapadnej bolo osekvenovanych 69
sekvencii. Pre d’alsie skimanie bolo navrhnutych 25 na zéklade diZky repeticie. Ako
polymorfné bolo vyhodnotenych 11 mikrosatelitov, ktorych pocet alel sa pohyboval
v rozmedzi 2 - 8. Okrem potapky zapadnej boli dané mikrosatelity testované aj na
potapke Clarkovej, kde sa zhodovali polymorfné mikrosatelity. Ich rozmedze alel na

jeden lokus bolo 2 - 10 (Humple, 2009).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Biologicky material pre tato bakalarsku pracu poskytla ZOO Zlin-Les$na, kde jej
pracovnici odobrali krv Siestich jedincov myktérie lysohlavej (Mycteria leucocephala)

a uschovali do lyza¢ného pufru.

Samotny proces izolacie genomickej DNA bol vykonany vediucim bakalarske;j
prace fenol-chloroformovou metdédou. Pracovny postup podla predlohy z publikécie
Maniatis et. al (1982) bol pozmeneny pre materialové a technické vybavenie
Laboratoria populacnej genetiky na Katedre buneénej biologie a genetiky

Prirodovedeckej fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

4.2 PCR amplifikacia mikrosatelitovych lokusov

169 parov primerov bolo testovanych s vyuzitim PCR amplifikacie na 6 jedincoch
myktérie lysohlavej (Mycteria leucocephala). Primery boli navrhnuté pre amplifikaciu
mikrosatelitovych lokusov u 7 druhov zradu tucniakov, po jednom druhu zradu
potapka a brodivce. Dalgie testované skupiny boli EST mikrosatelity a konzervované

vtacie mikrosatelity.

Tabulka €. 1: Prehlad pouzitdich mikrosatelitov pri testovani myktérie lysohlave;.
V tabul’ke je zobrazeny rad, zdrojovy druh, ndzov lokusu, autor a rok publikécie.

Rad Zdrojovy druh Mikrosatelity lerraginy
Ech003, Ech005, Ech007,
Ech008, Ech009, Ech010,
o EchOL1, Ech012, Ech014, | . . .
Tucniaky Tutniak sltohlave Ech020, Ech024, Ech029,
(Sphenisci- (Eudyp&mcﬂwyaﬂopﬁus) Ech030, Ech036, Ech039, al.
formes) Ech050, Ech051, Ech060, 2009
Ech063, Ech065, Ech071
Ech081, Ech091, Ech113,
Ech130
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Tabulka €. 1:

Pokrac¢ovanie 1

Rad Zdrojovy druh Mikrosatelity ILs U LT
zdroj
Billing et
Tuc¢niak najmensi Emm1, Emm2, Emm3, Emm4,
(Eudyptula minor) Emm5, Emm6, Emm?7, EmmS, al.
2007
Man03, Man08, Man13, Boessenkool
Tucniak Zltooky Man21, Man22, Man27, |
(Megadyptes antipodes) Man39, Man47, Man50, sl
Man51, Man54, Man55 2008
Roeder et
Tuéniaky Tuéniak okaty AM3, AM12, AM13, al.
(Pygoscelis adeliae) TP500, RM3, RM6 '
(Sphenisci- 2001
formes) o . , PNNO1, PNNO3, PNNO5, Labuschagne
Tuéniak okuliarnaty
PNNO6, PNNO7, PNNO8, etal.,
(Spheniscus demersus) PNNO09, PNN12 2013
Sh1Ca09, Sh1Cal2, Sh1Cal6, | gehiosser
Tuéniak Humboldtov Shl1Cal7, Sh2Cal2, Sh2Ca21,
(Sphenicsus humboldti) | Sh2Ca22, Sh2Ca31, Sh2Ca40, etal,
Sh2Ca49, Sh2Ca55, Sh2Ca58 2003
Tuéniak galapazsky B3-2, G3-11, G3-6, G2-2, H2- | Akstetal,,
(Spheniscus mendiculus) 6, M1-11 2002
TG01-000, TG01-040,
TG01-077, TG01-092,
TGO01-114, TG01-124,
TGO01-147, TG01-148,
TG02-078, TG02-088,
TG02-120, TG03-002,
TGO03-031, TG03-034,
TG03-035, TGO3-098, | DAWsonet
EST mikrosatelity TG04-004, TG04-012, al.,
TG04-012A, TG04-041, 2010

TG04-061, TG05-030,
TG05-046, TG05-053,
TG06-009, TG07-022,

TG08-024(1), TG08-024(2),
TG11-011, TG12-015,
TG13-009, TG13-016,
TG13-017, TG22-001
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Tabul’ka €. 1: Pokracovanie 2

Rad

Zdrojovy druh

Mikrosatelity

Literarny
zdroj

konzervované vtacie
mikrosatelity

CAM-01, CAM-02, CAM-03,
CAM-04, CAM-05, CAM-06,
CAM-07, CAM-08, CAM-09,
CAM-10, CAM-11, CAM-12,
CAM-13, CAM-14, CAM-15,
CAM-16, CAM-17, CAM-18,
CAM-19, CAM-20, CAM-21,
CAM-22, CAM-23, CAM-24

Dawson et
al., 2013

Brodivce

(Ciconii-
formes)

Volavka zltozoba

(Egretta eulophotes)

Ee04, Ee06, Eel0, Eel7,
Eel8, Ee20, Ee22, Ee23,
Ee24, Ee26, Ee28, Ee30,
Ee33, Ee34, Ee37, Ee4l,
Eed2, Ee43, Eed4, Ee45,
Ee46, Ee50, Ee51

Dai et al.,
2013

Potapky

(Podicipedi-

formes)

Potapka zapadna
(Aechmophorus occidentalis)

B8, B11, B102, B112b, B113,
C5, E202, G118, G206,
G209, G215

Humple,
2009

Samotna PCR bola vykonana podla tabul’ky €. 2, kde st uvedené presné objemy

jednotlivych zloziek. Celkovy objem bol vypocitany s ohladom na pocet skimanych

jedincov.

Tabulka €. 2: Presné objemy jednotlivych zloziek PCR zmesi.

Zlozky PCR zmesi Objem [pl]
Deionizovana voda 44 4
Reaction buffer 10x 6,7
Roztok MgCl; (25 mmol/l) 4,0
Roztok dNTPs (20 pmol/l) 0,7
Primer R (10 pumol/l) 3,3
Primer F (10 umol/l) 3,3
aTaq DNA polymeraza 5 U/l 1,0
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Vsetky PCR chemikalie boli zvortexované a scentrifugované. Jednotlivé zlozky
PCR boli pipetované do 1,5 ml skamaviek, ktoré boli vyautoklavované a riadne

oznacené. Vysledna PCR zmes bola opét’ zvortexovand a scentrifugovana.

Do pripravenych a oznacenych mikroskumaviek urcenych na PCR bola
napipetovana vyizolovana genomickd DNA o objeme 1 ul. K tomuto roztoku bola
pripipetovand PCR reak¢na zmes s objemom 9 pl. Takto pripravené mikroskimavky
boli uzavreté avlozené do termocykleru, kde dochadza k polymerazovej retazovej

reakcii v jednotlivych cykloch vid tabul’ka ¢. 3.

Tabulka ¢. 3: Cykly prebichajtace v termocykleru.

Cas Teplota [°C | Pocet cyklov
5 min 94 1%
30s 94
30s zvolena teplota annealingu 35x
30s 72
7 min 72 1%
Bez obmedzenia 10 1%

Vsetky pary primerov boli testované pri zékladnej teplote annealingu 50 °C.
V pripade monomorfného produktu bola vzorka vyradena z d’alSiecho testovania ak bol
produkt polymorfny, jeho teplota annealingu a dizka elektroforézy bola upravovani
pokial’ nebol vysledny produkt hodnotitelny. V niektorych pripadoch aZ na teplotu 69
°C a dizku elektroforézy 3 hodiny. Ak sa produkt neobjavil, teplota bola znizovana az
na 44 °C.

4.3 Spracovanie PCR produktov

Produkty ziskané PCR boli d’alej spracované vo vyhrievanej elektorforetickej
komorke S2 Whatman Biometra s pouzitim skiel s rozmermi 330 % 390 mm a 330 x

420 mm s hrabkou 0,4 mm gélu z 6 % polyakrylamidu 19:1.
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Postup préce:

- Skla, ktoré boli pouzité na elektroforetickii separaciu, boli umyté vodou
pripadne saponatom a nasledne oplachnuté deionizovanou vodou. Dal$i postup prace

prebiehal v digestore.

- Mensie sklo bolo osusené papierovou utierkou a 2x oSetrené 96% etanolom. Na
plochu, ktora sa dotykala gélu bolo nanesené molekularne lepidlo a po 5 minatach bolo

4x oplachnuté 96% etanolom.

- Vicsie sklo bolo taktiez osuSené papierovou utierkou a 2x oSetrené 96%
etanolom. Na plochu, ktora prilicha ku gélu bol naneseny odpudzova¢ vody, ktory sa
pouziva na oSetrenie skiel v autdch. Po 5 minutach bolo sklo 2x oplachnuté malym

mnozstvom deionizovanej vody a osusené papierovou utierkou.

- Medzi takto osetrené skla boli vlozené dva spacery o hrabke 0,4 mm. Guma
spacerov bola umiestnena tak aby tesne prilichala k hrane mensicho skla. Pripravené
skla so spacerami boli zaistené $tyrmi klipmi aby nalievany gél nevytekal a proti

pripadnému pohybu.

- Do priestoru medzi skla bol naliaty 6 % polyakrylamidovy gél a zasunuty
hrebienok rovnou plochou do hibky cca 1cm. Hrebienok bol ku skldm zaisteny §tyrmi

velkymi klipmi. Gél polymerizoval 50 - 60 minut.

- Po stuhnuti gélu boli klipy odobrané a prebyto¢ny gél odstraneny pomocou vody
a Stetky. Skla boli osusené a vlozené mensim sklom k vyhrievanej Casti elektroforetickej
komorky tak aby hrebienok smeroval nahor. Skla boli zafixované skrutkami a hadicka

na odvod pufru uzavreta.

- Do vrchnej a spodnej ¢asti komorky bol naliaty 0,5x TBE pufor a hrebienok bol
opatrne vytiahnuty. Priestor po hrebienku bol oc€isteny od prebytoéného gélu a za
pouzitia striekacky bol tento priestor vymyty od necistét na rozhrani medzi gélom

a pufrom.

- Elektroforetickd komoérka bola napojend na zdroj jednosmerného pradu, na
ktorom boli nastavené hodnoty elektrického pradu 150 mA, napatia 3 000 V a vykonu
90 W. Takto pripravené skla boli nahrievané 30 minnt.
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- Po uplynuti tohto ¢asu bol zdroj zastaveny, okraj skla ocisteny od prebyto¢ného
gélu a hrebienok bol opit’ zasunuty medzi skla, tak aby boli zibky vnorené cca 1 mm
do gélu. PCR produkt bol pred nanesenim zmieSany S nanaSacim farbivom a bol
denaturovany v termocykleru pri teplote 95 °C po dobu 3 minut. Nasledne bol roztok

prudko ochladeny v l'ade.

- Takto pripravené vzorky boli nanasané osemkandlovou mikropipetou medzi

zubky hrebienka a to v objeme 2 pl.

- Po naneseni vzoriek bola elektroforeticka komorka opét’ pripojena k zdroju
jednosmerného pradu, na ktorom boli nastavené hodnoty elektrického pradu 150 mA,
napdtia 3 000 V a vykonu 70 W. Ektroforetickd komorka a skla boli nahrievané po dobu

90 minut.

- V priebehu separdcie boli nachystané roztoky fix/stop, 1% HNOj3 a vyvojka,

ktora bola umiestnena do chladnicky.

- Po uplynuti 90 minut bol zdroj jednosmerného pradu vypnuty a odpojeny. Ventil
na zadrziavanie pufru bol uvolneny, aby tak mohol vytiect zvrchnej casti

elektroforetickej komorky do spodne;j.

- Skla s gélom boli odistené aprenesené na podlozku, tak Zze véicsie sklo
smerovalo nadol. Nasledne boli odstranené spacery a za pomoci nozika boli skla od
seba oddelené. Vicsie sklo bolo umyte, oplachnuté, umiestnené do stojana a pripravené

na d’alSie pouzitie.

- Mensie sklo s gélom bolo prenesené do misky a zaliate fix/stopom. Po dobu 20

minut bolo pretrepavané na trepacke.

- Po uplynuti tejto doby bol fix/stop zliaty a uschovany pre d’alSie pouzitie. Sklo
s gélom bolo v miske 3% premyvané deionizovanou vodou cca 2 minuty. Nésledne bola
miska umiestnena na trepacku a zaliata 1% HNO; maximalne na 5 mintt. Potom bolo

potrebné sklo s gélom 4% premyt’ deionizovanou vodou.

- Sklo s gélom bolo umiestené do misky uréenej pre roztok AgNOs, do ktorého
bol pridany formaldehyd o objeme 1,2 ml. Po 30 mintatach bol roztok zliaty do flasky

a uschovany pre d’alSie pouzitie.
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- Sklo s gélom bolo na 5 s ponorené v dopredu pripravenej miske s deionizovanou
vodou. Potom bolo premiestnené do misky na trepacke, do ktorej bola naliata vyvojka

s 1,2 ml formaldehydom a 160 pl thiosiranom sodnym.

- Postupnym zafarbovanim sa na skle s gélom objavovali bandy separované useky
DNA. Po dostato¢nom stmavnuti bola reakcia zastavena pomocou fix/stopu. Ked’ sa
prestali objavovat’ CO, bubliny bolo sklo oplachnuté v miske s vodou a umiestnené do

susiarne. Po vyschnuti gélu bolo sklo umiestnené na negatoskop a vyhodnotené.

4.4 Pouzité chemikalie

- Akrylamid (Sigma)

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

- Bromfenolova modra (Serva)

- Deionizovana voda

- Deoxyribonukleosidtrifosfaty (100 mmol/l, 400 pl kazdého), U1240 (Promega)
- Dusi¢nan strieborny (Lachema)

- Etanol - 96% roztok (Lihovat Vrbatky)

- Etylendiaminotetraoctan sodny (Na,EDTA) (Lachema)
- Etylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Lachema)
- Fenol (Sigma)

- Formaldehyd (Lachema)

- Formamid (Lachema)

- Hydroxid sodny (Lachema)

- Chlorid sodny (Lachema)

- Chloroform (Lachema)

- Kyselina boritd (Lachema)

- Kiyselina dusi¢na - 65% roztok (Lachema)

- Kyselina octova - 'adova (Lachema)

- Laurysyran sodny (SDS) (Lachema)

- 3 - metakryloxypropyltrimetoxysilan (Serva)

- Mocovina (Lachema)

- N - lauroylsarkosin (Sigma)

- N, N - metylenbisakrylamid (Serva)
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- N, N, N, N - tetrametyletylendiamin (TEMED) (Serva)

- Peroxodisiran amonny (Serva)

- Proteinaza K (Sigma)

- Rain Repellent - pripravok odpudzujtci vodu zo skiel automobilov (Turtle Wax
Europe B.V.)

- Thiosiran sodny (Lachema)

- Trishydroxymetylaminometan (Tris) (AppliChem)

- Uhli¢itan sodny (Lachema)

- Xylenovéa modra(Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.5 Pouzité roztoky

Akrylamid (6% zasobny roztok)

- 420 g mocoviny

- 484 ml deionizovanej vody

- 50 ml 10x TBE

- 150 ml 40% zéasobného roztoku akrylamid: N,N"- metylenbisakrylamid 19:1

- Porozpusteni vSetkych zloZiek prefiltrovany a ulozeny v tmavej fl'aske pri 4 °C
Polyakrylamidovy gél (6%)

- 60 ml 6% zasobného roztoku akrylamidu
- 40 ul N,N,N’,N’- tetrametyletylendiaminu
- 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu aménneho (NHy)2S,0s

Molekularne lepidlo

- 1 ml 0,5% kyseliny octovej v 96% etanole

- 3 ul 3-metakryloxypropyltrimetoxysilanu
Akrylamid:N,N’- metylenbisakrylamid 19:1 (40% zasobny roztok)

- 380 g akrylamidu

- 20 g N,N’- metylenbisakrylamidu

- rozpustit’ v 500 ml deionizovanej vody a doplnit’ do objemu 1 1
- roztok ulozit’ v tmavej fT'aske pri teplote 4 °C
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Peroxodisiran aménny (NH;),S;0s5 (10% zasobny roztok)

- 1 g (NH4)2S,0g rozpustit’ v 10 ml deionizovanej vody

- uchovat v chladnicke pri 4 °C
Nanasaci pufrovaci roztok

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

- 100 ml formamidu
TBE pufor (10x zasobny roztok)

- 108 g Tris
- 55 g kyseliny boritej H;BO3
- 40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

- doplnit’ deionizovanou vodou na objem 1 1
Fix/stop roztok

- 88 ml l'adove;j kyseliny octovej

- 800 ml deionizovanej vody
Kyselina dusi¢na HNO; (1% roztok)

- 12 ml 65% kyseliny dusi¢nej

- 800 ml deionizovanej vody
Dusi¢nan strieborny AgNO; (0,1% roztok)

- 0,89 AgNOs
- 800 ml deionizovanej vody
- Pred pouZitim pridat’ 1,2 ml formaldehydu

Vyvojka

- 24 guhlic¢itanu sodného Na,;COs
- 800 ml deionizovanej vody

- pred pouzitim pridat’ 1,2 ml formaldehydu a 160 pl thiosiranu sodného NaS;03
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4.6 Pristrojové vybavenie laboratoria

- Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

- Chladnicka kombinovana (Whirlpool)

- Laboratéorne vahy MARK S 622 (BEL Engineering)

- Magneticka mieSatka MR Hei-Standard (Heidolph)

- Mikropipety Finnpipette 0,3 ul az 1 ml (Labsystems)

- Mikropipety Finnpipette 0,5 pl az 10 pl (osemkanalova mikropipeta)
(Labsystems)

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

- Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)

- Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)

- Negatoskop NEGAL (Maneko)

- Sekvencna elektoforetickd komora S2 (Whatman Biometr)

- SuSiaren — sterilizator CAT 8050 (Contherm)

- Temperovany blok Dry-block DB-2D (Labnet International)

- Termocyklér GenePro (BIOER Technology)

- Termocyklér PTC 100-96 VHB (MJ Research)

- Termocyklér XP Thermal Cycler (BIOER Technology)

- Trepacka Orbit 1900 (Labnet International)

- Vortex mixer (Labnet International)

- Vortex MS2 (lka)
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5 Vysledky
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6 Diskusia
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1 Zaver

48



8 Zoznam skratiek

- A

- bp

- C

- DNA
- ESTs

- kb

- PCR
- SSRs
- SSTs

- VNTRs

adenin

par baz (base pair)

cytozin

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

kratke sekvenované tiseky cDNA (expressed sequence tags)
guanin

kilobaza

polymerazova retazova reakcia (polymerase chain reaction)
repeticia jednoduchych sekvencii (simple sequence repeats)
kratke tandemové repeticie (short tandem repeats)

tymin

tandem repeats)

variabilny pocet tandemovych repeticii (variable number of
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