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Sahrn

Cielom tejto bakalarksej prace bolo najdenie polymorfnych mikrosatelitov

u pelikana kuc¢eravého (Pelecanus crispus) pomocou cross-species PCR amplifikacie.

V ramci teoretickej Casti bolo popisané zaradenie pelikdna kuceravého do
systému, bol popisany rad veslonozce, ¢el'ad’ pelikanovité a nakoniec samotny pelikan
kuderavy. Dalsia ¢ast bola zamerana na mikrosatelity, ich distribuciu v rdznych
genomoch, mutacie a pouzitie najmi pri prevedeni cross-species PCR amplifikacie.
V poslednej casti boli opisané polymorfné mikrosatelity pre konkrétne druhy z radu

rarkonoce.

Prakticka Cast’ zahfnala testovanie 213 mikrosatelitov na DNA 6 nepribuznych
jedincoch pelikana kuceravého, pricom 207 bolo izolovanych de novo pre druhy
patriace do radu rurkonosce a zvySnych 6 mikrosatelitov, vykazovalo polymorfizmus
pre tieto druhy, hoci boli izolované od zastupcov patriacich do radov bahniaky

a spevavce.

Pomocou cross-species PCR amplifikacie bolo najdenych 12 polymorfnych
mikrosatelitov, pri ¢om jeden z nich obsahoval dve miesta polymorfizmu. Jeden
mikrosatelit neamplifikoval PCR produkt. ZvySnych 200 mikrosatelitov bolo

monomorfnych.



Summary

The aim of this bachelor thesis was finding polymorphic microsatellites in

Dalmatian pelican (Pelecanus crispus) using cross-species PCR amplification.

Within the theoretical part, was described systematic classification of the
Dalmatian pelican, the Pelecaniformes, the family Pelecanidae and finally the
Dalmatian pelican. Next part was focused on microsatellites, their distribution in
different genomes, mutations and application, especially, with using cross-species PCR
amplification. In the last part, polymorphic microsatellites and their isolation for
specific species from the order of Procellariiformes were described.

The practical part included testing of 213 microsatellites on DNA of 6 unrelated
individuals of Dalmatian pelican, whereas 207 was isolated de novo for species
belonging to the order Procellariiformes a remaining 6 microsatellites were showed to
be polymorphic for these species, altough, they were isolated from individuals from the

orders Charadriiformes and Paseriiformes.

Using cross-species PCR amplification, 12 polymorphic microsatellites were
found, while the one of them had two regions of polymorphism. One microsatellite did
not amplified PCR product. Remaining 200 microsatellites were monomorphic.



Rada by som pod’akovala svojmu Skolitel'ovi RNDr. Petru Nadvornikovi, Ph. D.
za odborné vedenie, rady a pripomienky, ale aj za ochotu a trpezlivost’ pri vypracovani
bakalarskej prace.
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Zoznam symbolov a skratiek

Expressed Sequence Tag

(miesto s expresnou adresou)

Degenerate Oligonucleotide-Primed PCR
(PCR amplifikacia s degenerovanymi

oligonukleotidovymi primermi)

Long Interspersed Nuclear Elements

(dlhé rozptylené jadrové elementy)

Randomly Amplified Polymorphic DNA
(ndhodne amplifikovana polymorfna DNA )

Short Interspersed Nuclear Elements

(kratke rozptylené jadrové elementy)

Short Tandem Repeats

(kratke tandemové repeticie)

Simple Sequence Repeats

(jednoduché repetitivne sekvencie)
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DOP-PCR PCR

LINEs
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SINEs

STRs
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1 Uvod

Mikrosatelity s typom tandemovych repeticii s dizkou repetitivnej jednotky
1-10 parov baz. Vysoky vyskyt mutacii v mikrosatelitoch sposobuje vysoky stupeni
polymorfizmu, ¢im sa z nich stdvaju najvhodnejSie a najcastejSie pouzivané genetické
markery. Vyuzivaji sa VvV roznych odvetviach genetiky a pri Stadiu evolu¢nych
a populaénych vztahov. Mikrosatelity st pre konkrétne druhy izolované de novo. Avsak
takyto druh izolacie je pomerne naro¢ny, a preto sa vyuZziva cross-species PCR
amplifikacia, ktord umoziuje amplifikovat’ uz vopred izolované mikrosatelity u blizko

pribuznych druhov.

V tejto bakalarskej praci sa budem venovat hladaniu polymorfnych
mikrosatelitov u 6 jedincov pelikana kuc¢eravého. Pomocou metody cross-species PCR
amplifikacie otestujem vSetky mikrosatelity, ktoré som mala k dispozicii,
charakterizované pre zastupcov z radu rarkonosce a niekol'’ko mikrosatelitov, vykazujtc
polymorfnost’ u druhov z radu rarkonosce, avsak izolovanych od druhov z dal$ich

dvoch radov a to bahniaky a spevace.



2 Ciele prace

1. Vypracovanie reserse na tému bakalarskej prace.

2. Zhromazdenie dostupnych literarnych zdrojov.

3. PCR amplifikacia pelikana kuceravého (Pelecanus crispus) s vyuzitim Cross-species
primerov pre mikrosatelity, ktoré su zname u vtdkov z radu rarkonosce

(Procellariiformes, ¢esky trubkonosi).



3 Literarny prehl’ad

3.1 Zaradenie veslonoZcov do systému

Rad veslonozce (Pelecaniformes) je skupina velkych morskych vtakov, ktort
V zauzivanom systéme tvori Sest’ nasledujucich ¢eladi a to, pelikanovité (Pelecanidae),
kormoranovité  (Phalacrocoracidae),  anhingovité  (Anhingidae), faetonovité
(Phaetontidae), fregatkovité (Fregatidae) a sulovité (Sulidae, ¢esky terejovité) (Hedges
et Sibley, 1994).

Avsak az donedavna, bola morfologické charakteristika vodnych vtakov jedinym
prostriedkom pre vytvorenie systematického zaradenia. Dnes uz vieme, Ze klasifikacia
na zéklade morfologie je nepresnd a nedostacujuca. V suavislosti s vyvojom
pokrocilejsich technolégii sa v poslednych rokoch vykonavaji domyselnejSie
molekularne analyzy, ktoré odhal'uju jednotlivé fylogenetické vztahy medzi vodnymi
vtakmi. Aj v rdmci toho sa vyuziva fosilny material, ktory u veslonozcov patri medzi
najstarie a najspolahlivejsie zaznamy, pochadzajiice uz z ranného eocénu z obdobia
paleogénu (Warheit, 2001).

Hedges et Sibley (1994) vo svojich $tadiach spochybnuja tradi¢ny
monofyleticky pohl'ad na povod radu veslonoZce a poukazuji na pribuzenské vztahy
medzi ¢el'ad’ami fregatkovité a Procellariidae. DNA-DNA hybridizaciou prezentuji, ze
pelikany st najpribuznejSie s ¢lnozobcom z ¢elade ¢lnozobcovité (Balaenicipitidae).
Suly, kormorany a anhingy tvoria klad, ktorého druhy st si navzajom vel'mi pribuzné,
priCom faetony nie su blizko pribuzné k tymto taxénom. Tieto vysledky, ukazujic na
jasné rozdiely medzi morfologickou a molekularnou charakteristikou organizmov, boli
potvrdené na zaklade analyzy mitochondridlnej DNA.

Mayr (2003) tvrdi, Ze podobnosti medzi celad’ami z radu veslonozce st
vysledkom konvergentnej evoltcie, a nie na zaklade spolo¢ného povodu a teda, ze rad
veslonozce je parafyleticky. Podl'a neho, suly su pribuznejsie s fregatkami ako
spelikdinmi a na zdklade analyzy jadrovych génov, anhingy a kormorany tvoria
spolo¢ntl taxonomicku jednotku (Mayr, 2005).

Podl'a Hacketta et al. (2008) je c¢lnozobec pribuzny s takatrou z cel'ade
takatrovité (Scopidae, ¢esky kladivousoviti) a pelikany tvoria sestersky taxon k tomuto
kladu. Livezey et Zusi (2007) potvrdili jednozna¢ny monofyleticky pdvod nadradu

Suloidea (suly, anhingy a kormorany). Z hladiska morfologického, najblizsi sestersky
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taxon k Suloidea su fregatky, naopak, z molekularneho hl'adiska pelikany. Faetony su
k tymto vodnym vtakom vzdialene pribuzna skupina a priradzuju sa K rurkonoscom
(Procellariiformes, ¢esky trubkonosi) (Bourdon, 2005) ¢i tuéniakom (Brown, 2008).

Neskor, Smith (2010) vo svojich S$tadiach polemizoval o monofylii radu
aporovnaval ho opat’ na zaklade morfologickych a molekularnych analyz. Zistil, ze
tieto vtaky maju podobnu zivotnu historiu a v ekologii sa vel'mi nelisia, no napriek tomu
vykazuji velkd odliSnost’ v diverzite a extrémne rozdiely medzi jednotlivymi kladmi
navzajom.

Analyzou celych genomov sa zaoberali Jarvis et al. (2014), pricom skumali 48
roznych druhov zo vSetkych radov skupiny Neoaves. Vyclenili dve velke podskupiny
nazyvané Columbea a Passera. V ramci Passera sa nachadza klad Aequornithia, kam
patria vodné a potapajlce sa vtaky, pricom faetony tvoria sestersky klad k tejto skupine.

Prum et al. (2015) naopak rozdelili vtaky Neoaves do 5 skupin a to: Strisores,
Columbaves, Gruiformes, Inopinaves a Aequorlitornithes. V skupine Aequorlitornithes
(vid obrazok ¢.1) st zahrnuté vSetky vodné vtaky, vynimku tvoria zubkozobce
(Anseriformes, ¢esky vrubozobi). Z tohto kladogramu vyplyva, Ze rod pelikan a rod
¢lnozobec tvoria sestersky taxon. K tomuto kladu je potom najpribuznejsi rod takatra.
K tymto trom rodom su najpribuznejie vtaky patriace do rodu volavka a k nim je
najpribuznejsi rod ibis. K vSetkym doteraz zmienenym rodom je pribuznd skupina
rodov, ktorej jadro tvoria sestersky taxon kormorany a anhingy, k nim pribuzné suly

a nakoniec fregatky.

Systematické zaradenie pelikana kuéeravého podl'a Gaisler et Zima (2007) je

nasledujuce:
Risa: zivocichy (Animalia)
Kmen: strunovce (Chordata)
Podkmen: stavovce (Vertebrata)
Trieda: vtaci (Aves)
Rad: veslonozce (Pelecaniformes)
Celad: pelikanovité (Pelecanidae)
Rod: pelikan (Pelecanus)
Druh: pelikan kuceravy (Pelecanus crispus)



Obrazok ¢. 1: Skupina Aequorlitornithes podl’a Prum et al. (2015).
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3.2 Rad veslonoZce

Prislusnici radu veslonozce podl'a systému Hedges et Sibley (1994) su vyborni
plavci a jedini vtaci s veslovacou nohou, ktora ma plavaciu blanu medzi vSetkymi
Styrmi prstami. Tato Gprava néh im umoznuje Gcelné plavanie, kormidlovanie, ale aj
potapanie. Mnohi maju Siroké kridla a st velmi dobrymi letcami. Fregatky a faetony
stravia vacsinu Casu svojho zivota v lete, d’alsi ¢lenovia radu su schopni dlhého
vytrvalostného letu. Maju mohutny zobak a rozne velky hrdelny vak, ktory je holy
aneopereny (Gaisler et Zima, 2007).

Zivia sa predovietkym rybami a obojzivelnikmi, popr. hmyzom a &ervami.
K lovu ryb pouzivaju niekol’ko metdd. Kormorany a anhingy prenasledujt svoju korist’
pod vodu. Ich povrchové operenie 'ahko nasiakne vodu, zniZi vznaSanie tela a ulahcuje
potapanie, pricom vnutorné perie nad’alej poskytuje tepelnt izolaciu. Naopak, ostatni
¢lenovia tohto radu maju operenie nezmacavé a ich kosti obsahuju velky objem
vzduchovych priestorov, takze 'ahko plavaja a lietaji. Suly a faetony sa vrhaji strmhlav
na korist’. Ich vyhodou je to, Ze maji navySe vzdusné vaky pod kozou ako tlmice narazu
pri dopadnuti na vodu. Fregatky vécSinou kradni ryby inym vtdkom. Pelikdny
vyuzivaju k lovu ryb vak uloZeny na spodnej Celusti. Tento vak im sluzi aj na pitie

dazd'ovej vody a ma funkciu termoregulacie. Vdaka malym nozdram sa potapaju pod



hladinu bez toho, aby vdychli vodu. Formuju sa do radov a vhanaji ryby do plyt¢in.
Casto lovia spolo¢ne (Burnie, 2002).

Hniezdia vacSinou v koloniach na zemi v roznych skaliskach alebo na stromoch.
Samci maji pri toku pozoruhodné prejavy, napr. suly vztycuji hlavu aj chvost
a zdvihaju kridla. Hniezda buduju obaja partneri Spolo¢ne. Mlad’ata st nidikolné,
rodicia ich kfmia vyvrhovanou potravou (Gaisler et Zima, 2007).

VeslonoZce sa vyskytuju v trépoch, subtropoch az miernom pasme celého sveta
(Hanzék, 1974). Aj ked’ st to primarne morské vtaky, anhingy, kormorany a pelikany

ziju aj v sladkovodnych oblastiach vo vnutrozemi.

3.2.2 Celad pelikanovité

Do c¢elade pelikanovité zarad’'uji Kennedy et al. (2013) jeden rod pelikan
s6smimi recentnymi druhmi. Patria k nim pelikan severoamericky (Pelecanus
erythrorhynchos) zijuci v severnej Amerike a pelikan hnedy (P. occidentalis), ktory sa
pohybuje od pobreZia severnej Ameriky, Karibik az po sever juznej Ameriky. Dalej,
pelikan hnedy je najpocetnej$i druh v ramci vSetkych pelikanov a deli sa na pat
poddruhov: P. o. occidentalis, P. o. californicus, P. o. carolinensis, P. 0. murphyi
aP.o.urinator. Spolu s pelikdinom bledohlavym (P. thagus) alebo inak prezyvanym
pelikdnom peruanskym, vyskytujicim sa na pobreZiach juznej Ameriky v okoli Chile
a Peru, st vyhradne morskymi vtdkmi. Najvac§im druhom z rodu pelikan je pelikdn
kuceravy (P. crispus), ktory obyva juhovychod Eurépy a migruje az do Indie ¢i Ciny.
Subtropicku a tropicku Afriku obyva pelikan africky (P. rufescens). Pelikan biely
(P. onocrotalus) sa vyskytuje najmé vo vychodnom Stredomorii, Indo¢ine a Malajskom
poloostrove. Na juhu Azie, Pakistanu az na vychode Indonézie je mozné najst’ pelikana
skvrnozobého (P. philippensis). V' Australii a Novej Guinei sa nachadza len jediny
pelikan a to pelikan australsky (P. conspicillatus).

Pelikany su tazké a mohutné lietajuce vtaky. Vyzeraju neohrabane, ale pri love
st vel'mi obratni. Ich zobak je dlhy a na konci mierne zahnuty. Dolnu ¢elust’ tvoria dve
tenké a ohybné, na $picke spojené vetvy, medzi ktorymi sa nachadza roztiahnutel'ny vak
(Hanzak, 1974). K velkému pomeru tela maji vel'mi kratke nohy. Kridla st dlhé
a Siroké, vd’aka ¢omu dokazu letiet’ bez prestavky az 24 hodin a za tento Cas prekonat’
az 500 km. Lietaju v dlhych radoch a Vv rychlosti plachtenia sa riadia vediucim vtadkom.

Pri lete majt obycajne zobak prilozeny na krku (Hudec et al., 2016).



Hniezdia v krovinach aj na volnom priestranstve. Tvoria obrovski koloniu
S tisicami monogamnych parov. Samec je obvykle vicsi ako samica a ma dlhsi zobdk
(Marchant et Higgins, 1990). Kladt dve az Styri modrobiele vajcia. Obaja rodicia sa
podielaju na stavbe hniezda a sedeni na vajciach (Winkler et al., 2015). K zahrievaniu
vajec im napomahaju Siroké plavacie blany na nohach. Mlad’at4 sa liahnu postupne, ¢o
je vyhodou, pokial je nedostatok potravy. Mlad’atd si beri natrdvenu potravu
Z hrdelného vaku rodicov (Hanzak, 1974)

V prvych rokoch svojho zivota dosahuju najvacsiu hmotnost’, az 14 kg, vd’aka
vel'kym zasobam tuku (Alderton, 1995). Pohlavnt dospelost’ dosahuju v troch az piatich
rokoch. V prirode sa dozivaju 15-25 rokov, Vv zajati sa jeden z pelikanov dozil az 54
rokov (Hudec et al., 2016).

Morské pelikany, sfarbené do hneda, ziju na morskych pobreziach. Nevyskytuju
sa len na vychode juznej Ameriky, vV Oceanii a na Novom Zélande. Naopak,
sladkovodné druhy, Sedé alebo biele, sa vyskytuji na ustiach velkych riek ¢i
vnutrozemskych jazier (Hanzak, 1974).

LCudia ¢asto naru$aji kolonie pelikdnov zbieranim vajec ¢i zabijanim mladat.
Tak isto stt ohrozené zmenami a ni¢enim ich zivotného prostredia. Tri druhy pelikanov,
pelikdn bledohlavy, kuceravy a Skvrnozoby, st dnes povazované za ohrozené

v dosledku l'udskej ¢innosti (Winkler et al., 2015).

3.2.3 Pelikan kuceravy

Pelikan kuceravy je najvacsi eurdpsky pelikan (Burnie, 2002). M6Ze vazit’ okolo
10-13 kg. Je vysoky asi 140-160 cm s rozpatim kridel az 250-300 cm (Brown et al.,
1982).

Ma robustné telo a napriek svojej vel'kosti a hmotnosti sa v dobe tahu vznasa
velmi vysoko na svojich Sirokych kridlach. Je striebrobielo sfarbeny, zospodu je
Sedobiely. Cierne ma len konce kridel. Pod mohutnym svetlozltym zobakom
s oranZzovou $pi¢kou ma oranZovo cerveny vak. Ma malu lysinu okolo oka a svetli
duhovku. Nohy su tmavosedé. Na zadnej strane hlavy ma kuceravé pierka, vd’aka comu
ziskal svoj druhovy nazov. Na rozdiel, pelikan biely, s ktorym byva ¢asto zameneny, ma
ruzovy nadych peria a Ciernobiele kridla zospodu (Burnie, 2002). Dospely jedinec

pelikana kuceravého je na obrazku €. 2.



Obrazok ¢. 2: Pelikan kuceravy (Pelecanus crispus).
(Autorom je Khaled Al Nasrallah a tento obrazok je zdielany na zaklade povolenia Licence

Creative Commons z internetového zdroja http://www.kuwaitbirds.org/birds/dalmatian-pelican)

Samica a samec pelikana kuceravého sa sfarbenim nelisia. V obdobi
rozmnozovania sa zhlukuju do pocetnych skupin. Obvykle maju tri mlad’ata, rodicia im
nosia potravu a asi po Siestich tyzdnoch za¢inaju mladé pelikany lovit’ ryby. O mesiac
neskor vykonavaju svoj prvy let (Burnie, 2002). Pohlavnt dospelost’ pelikany dosahuji
Vv tretom roku Zivota.

Pelikan kuceravy spolu s ostatnymi druhmi pelikdnov sa zivia rybami, ktoré
chytaju priamo na vodnej hladine, na rozdiel od pelikdnov hnedych, ktori sa za nimi
potapaji. Denne spotrebuju az 1 kg ryb, konzumuji najméa thory a parmice. Lovia samy
alebo v malej skupine. Napriek tomu, bola v Grécku zaznamenana podivuhodna
kooperativa medzi pelikanom kuceravym a kormoranom velkym (Phalacrocorax
carbo). Kormorany vyhladavaju pelikany kvoli tienom, ktoré vytvaraju na hladine
vody, vd’aka ktorym vidia lepsie korist’. Pelikdny naopak vyuzivaju splasenost’ pri love

kormoranov a to im ul'ahéuje lovenie ryb (Hudec et al., 2016).


http://www.kuwaitbirds.org/photographers/khaled-al-nasrallah
http://www.kuwaitbirds.org/birds/dalmatian-pelican

Casto hniezdia vo velkych koloniach, na niekolkych miestach juhovychodnej
Eurépy ako je Rumunsko ¢i Bulharsko. Okrem Eurdpy sa tiez vyskytuju v oblasti Malej
Azie, Kazachstane, v severovychodnej Cine a v Mongolsku (Hanzék, 1974).

Pelikdn kuderavy patri medzi globalne ohrozené druhy. Podla Cerveného
zoznamu ohrozenych druhov (IUCN) bol v roku 1994 zaradeny medzi zranitelné druhy
a to najméd vdaka velkému ubytku prirodzeného prostredia a ilegdlnym odstrelom
(Anonymus, 2016). Momentalne najrozsiahlejSie kolonie sa nachadzaju pri jazere Mikri
Prespa v Grécku s celkovym mnoZstvom az tisic parov. V sucasnosti sa pocet vol'ne

zijucich jedincov odhaduje na 10-20 tisic vtakov (Anonymus, 2016).

3.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity st typom tandemovych repeticii, oznacovanych aj ako STRs (Short
Tandem Repeats) alebo SSRs (Simple Sequence Repeats). Dizka ich repetitivne;
jednotky je 1-6 parov baz (Primmer et al., 1997), zatial’ ¢o ini autori uvadzaju az 1-10
parov baz (Toth et al., 2000). Nachadzaju sa v prokaryotickych aj eukaryotickych
genomoch, v kodujucich aj nekodujucich DNA sekvenciach organizmov (Field et Wills,
1998; Toth et al., 2000). Molekularna genetika vyuziva mikrosatelity ako genetické
markery pri Stadiu evoluénych a populaénych vztahov vyuzivajuc ich vlastnost

vysokého stupna polymorfizmu (Zane et al., 2002).

3.3.1 Rozdelenie a distribucia mikrosatelitov

Oliveira et al. (2006) klasifikuju mikrosatelity na zaklade opakujucej sa
sekvencie na dokonalé, nedokonalé, preruSované a zlozené. Sekvencie dokonalych
mikrosatelitov nie su rusené ziadnou inou béazou, naopak, v nedokonalych
mikrosatelitoch sa nachddza baza, ktora sa nevyskytuje v zdkladnom motive sekvencie.
Kratka sekvencia, ktora neodpoveda sekvencii zdkladného motivu, vloZzend medzi
jednotky repeticie mikrosatelitu odpovedd prerusovanému mikrosatelitu. ZloZeny
mikrosatelit je tvoreny dvoma odliSnymi motivmi repeticie, ktoré na seba nadvazuju.

Podla dizky opakujuceho sa motivu sa mikrosatelity tieZ delia na mono-, di-, tri-
az dekanukleotidové (Toth et al., 2000). Bolo preukazané, ze v nekodujicich oblastiach
sa mikrosatelity nachadzaju vo va¢Som mnozstve ako v exonoch (Hancock, 1995),
atiez, ze frekvencia jednotlivych mikrosatelitov je u kazdého taxénu ina (Beckmann

et Weber, 1992).



NajcastejsSim typom mikrosatelitov nachadzajucich sa v protein-kddujucich
oblastiach su trinukleotidové a hexanukleotidové mikrosatelity (Oliveira et al., 2006).
Aj napriek tomu, Ze frekvencia trojnukleotidovych mikrosatelitov sa kazdou triedou
v podkmeni stavovcov pomerne lisi, mnozstvo ich repeticii napriklad u ¢loveka hra
velkta rolu v réznych neurodegenerativnych poruchach ako je napriklad syndrém
fragilného X chromozému ¢i Huntingtonova choroba.

Naopak, v intronoch a intergénovych regionoch je pocet jednotlivych
mikrosatelitov Specificky takmer pre kazdy taxon. Dominuji najmi tetranukleotidové
ustavovcov a pentanukleotidové mikrosatelity u cicavcov. Dinukleotidové
mikrosatelity sa takmer vobec nenachadzaji v exdénoch, v intrénoch sa nachadzaju
najmé u hlodavcov a najmenej v hubach (Oliveira et al., 2006).

Rozdiely v obsahu a type mikrosatelitov u organizmov suvisia s velkostou
gendému, ale aj s roznymi enzymami a proteinmi, ktoré sa zapajaji do mnozstva
procesov DNA a remodelécie chromatinu (Hancock, 1996).

U vtakov je frekvencia mikrosatelitov vyrazne niz$ia ako u inych stavovcov.
Jednym z vysvetleni je fakt, Ze vtaky maju najmenSiu velkost’ spomedzi stavovcov,
s ¢im savisi ich nizky obsah nekdodujicej DNA, v ktorej sa mikrosatelity nachadzaju
(Primmer et al. 1997). Dalej, elementy zname ako SINEs a LINEs su u ostatnych
stavovcov asociované s vyskytom mikrosatelitov (Beckmann et Weber, 1992)
a pravidelne maji poly(A) zakoncenia. Tieto zakoncenia poskytuju zaklad pre vyvoj
roznych typov repetic. Podl'a Primmera et al. (1997) neexistuje Ziadna asociacia medzi
mikrosatelitmi a elementmi SINEs u vtakov a navySe vtac¢ie LINEs i SINEs nemaju

poly(A) zakoncéenia ako iné skupiny stavovcov (Chen et al. 1991).

3.3.2 Mutacie mikrosatelitov

Rozsirenie mutacii v mikrosatelitoch je omnoho vysSie ako v inych Castiach
genému a vyskytuje sa v rozmedzi 102 az 10°® na lokus a generaciu (Sia et al., 2000).
Sia et al. (1997) na vyskumoch in vivo potvrdili, Ze rychlost’ mutacii mikrosatelitov
stvisi s dizkou repetitivnej jednotky. Dal§imi moznymi faktormi ovplyviujicimi vyssi
vyskyt mutacii v mikrosatelitoch st hrani¢né sekvencie, typy sekvencii opakujuceho sa
motivu ¢i rychlost’ rekombinacie alebo transkripcie (Schlotterer, 2000).

Jednym z hlavnych mutaénych mechanizmov je DNA slippage (Tachida
et lizuka, 1992). Tento proces modze nastat’ pocas DNA replikacie alebo opravy DNA,
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kedy jednotlivé ,chyby“ v DNA retazci unikni opravnému mechanizmu
a exonukleazovej aktivite polymerazy (Eisen, 1999). Vznikajuci DNA retazec sa potom
docasne disociuje z templatového retazca pocas replikacie DNA (Levinson et Gutman,
1987) a spitne reasociuje, ale v inej pozicii. To vedie k chybnému parovaniu baz
ak inzercii ¢i delécii ur€itych nukleotidov na jednotlivych retazcoch. Nové vzniknuté
vlakno je teda dlhsie alebo kratSie ako templatové vlakno.

Dal§im procesom ovplyviujucich vyskyt mutacii je rekombinécia, a to cestou
nerovnomerného crossing-overu alebo génovou konverziou (Goldstein et Schlotterer,
1999). K nerovnomernému crossing-overu moéze dojst’ medzi sesterskymi chromatidami
jedného chromozomu alebo medzi dvoma chromozémami navzajom. Jeho vysledkom
st dve nerovnomerné ¢asti DNA vlakien, pri¢om na jednom z nich doslo k inzercii a na
druhom k delécii uréitého fragmentu DNA (Smith, 1976; Dover, 1982). K takémuto
crossing-overu dochadza najmd vtedy, kedy spravna schopnost rekombinaéného
mechanizmu je znizend vdaka velkému mnozstvu opakujucich sa sekvencii na
jednotlivych vlaknach DNA (Smith, 1973). Pri génovej konverzii sa vdaka

rekombindcii odohravajii zmeny len na jednom retazci DNA.

3.3.3 Pouzitie mikrosatelitov

Pouzitie mikrosatelitov sa v dne$nej dobe neustale zvysuje (Ellegren et al.,
1995). Doteraz patria medzi najpouzivanejSie genetické markery a to najmé vd’aka ich
kodominantnej a vysoko polymorfnej povahe, vyuzivajica sa v experimentoch
spojenymi s PCR reakciami (Gupta et al., 1999).

Primery pouzité v PCR reakcii vyzaduji vysoky stupen homoldgie s ciel'ovou
sekvenciou, aby prebehla PCR amplifikdcia. Mikrosatelity sa nachadzaju
v nekodujucich sekvenciach, v ktorych je prirodzene vyssi vyskyt mutacii. Tento vySsi
nahromadeny pocet mutacii inhibuje amplifikdciu mikrosatelitovych lokusov
v zdrojovom druhu s primermi aplikovanymi na cielové druhy, a preto nemdzu byt
jednotlivé primery pouzité univerzalne. U druhov, ktoré sa skumaji prvykrat, su
jednotlivé mikrosatelity izolované de novo (Primmer et al., 1996).

Ked'Ze hladanie mikrosatelitovych markerov de novo je Casovo aj finan¢ne
naroc¢né, in silico metody sa stali vhodnejSou alternativou pre ich vyvoj. ESTs st kratke
sekvencie DNA, ktoré charakterizuju exprimované gény odvodené od cyklickej DNA

tvoriac genomicku kniznicu. Déta v takejto kniznici umoziiuji hodnotenie génovej
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expresie, poskytuji informécie o génoch a ich potencionalnych variaciach, determinujt
rozne sekvencie a pod. Mikrosatelity je potom vd’aka tomu mozné odvodit’ z tychto
databaz pomocou roznych pocitatovych softvérov a simulacii.

Hoci jednotlivé mikrosatelitné primery nemdzu byt vSeobecne pouzivané
univerzalne, urcitd uroven mikrosatelitnej amplifikdcie je moznd medzi blizko
pribuznymi druhmi v tzv. cross-species PCR amplifikacii (Moore et al., 1991). Stupen
uspesnosti takejto amplifikacie je spojeny s fylogenetickou vzdialenost'ou medzi dvoma
druhmi, povodnym, z ktorého boli mikrosatelity izolované a testovanym, na ktorom boli
mikrosatelity aplikované (Primmer et al., 1996).

Faktorom, ktory tiez dokaze zvysit Sancu na uspe$nii cross-species PCR
amplifikaciu, je zniZenie annealingovej teploty PCR a to nezavislé na fylogenetickej
pribuznosti medzi zdrojovym a testovanym druhom (Primmer et al., 2005).

Mikrosatelity ako genetické markery sa vyuzivaji najmi v populacnej genetike,
pri stadiu evoluénych vztahov alebo mapovani génov. Napriek tomu, Ze mikrosatelity
si variabilné v svojej dizke, dedia sa podla Mendelovskej dediénosti, ¢o je vyhodné pri

analyze paternity a pribuzenskych vzt'ahov Zivocichov.

3.3.4 Mikrosatelity popisané u druhov z radu rirkonosce

Rad rurkonosce je skupina morskych vtakov, ktora sa deli do Styroch ¢el'adi a od
ktorych bolo doteraz izolovanych 207 polymorfnych mikrosatelitov. Z celade
vichrovnikovité (Procellariidae, ¢esky buiniakoviti), s najvyssim poctom druhov, bolo
popisanych 100 mikrosatelitov. U zastupcov z ¢elade vichrovni¢kovité (Hydrobatidae,
Cesky buinackoviti) 54 mikrosatelitov a z ¢el'ade albatrosovitych (Diomedeidae) zasa 53
mikrosatelitov. U druhov z ¢el'ade pelikanovcovité (Pelecanoididae, cesky buinikoviti)
nebol popisany zatial Ziadny polymorfny mikrosatelit. Dalej bolo pouzitych 6
mikrosatelitov, ktoré boli polymorfné u zastupcov z radu rurkonosce, preto boli tiez
zaradené do testovania. Tieto mikrosatelity boli odvodené od 5 druhov patriacich do

radu bahniaky a jeden mikrosatelit od horarika zlatého patriaceho do radu spevace.

3.3.4.1 Mikrosatelity popisané u druhov z ¢elade albatrosovité

Burg (1999) izolovala a charakterizovala 26 mikrosatelitovych lokusov od dvoch
druhov: albatros stahovavy (Diomeda exulans) a albatros sivohlavy (Thalassarche

chrysostoma). Genémova DNA od oboch druhov bola Stiepena restrikénou
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endonukleazou Alul. Fragmenty velké 300—800 bp boli ligované do plazmidu pUC19
a transforomované do DHS5a E. coli. Bakteridlne kolonie boli preverené za pouzitia
(AC)15 syntetickych sond. Druha kniZznica bola obohatena o AC a CTTT repeticie.
Z kolonii obsahujucich mikrosatelitové sekvencie, bolo navrhnutych 31 parov primerov,
avsak iba 26 z nich uspesne amplifikovalo PCR produkt. Cross-species amplifikacia sa
uskutoCnila s pouzitim genomickej DNA od 50 jedincov albatrosa sivohlavého, 90
jedincov albatrosa stahovavého a 50 jedincov albatrosa ¢iernobrvého (Thalassarche
melanophris). Uroveni polymorfizmu sa pohybovala od 2 do 11 alel. U albatrosa
stahovavého neprebehla amplifikdcia dvoch lokusov, konkrétne Dcl0 a Dcl9,
u zvys$nych dvoch druhov amplifikacia prebehla uspesne.

Vztahy v S$truktire populacie medzi albatrosom ¢iernobrvym a albatrosom
sivohlavym s pouzitim mitochondridlnej DNA a mikrosatelitov analyzovali Burg
et Croxall (2001). Mitochondridlna DNA bola izolovana od 123 jedincov zijucich na
piatich ostrovoch Atlantického oceanu a extrahovana za pouzitia Chelexu.
V experimente boli pouzité polymorfné lokusy (Burg, 1999), ku ktorym bol pridany
jeden novo najdeny lokus De35. Na popula¢nt analyzu pre oba druhy, bolo vybranych
sedem najvariabilnejSich lokusov z celkovych poc¢tu 37 izolovanych lokusov.
Mikrosatelitové lokusy u albatrosa cCiernobrvého obsahovali 4-13 alel na lokus
a U albatrosa sivohlavého zasa 5-22 alel na lokus.

Burg et Croxall (2004) vo svojich Stadidch rieSili Struktiru a taxondmiu
populéacie medzi albatrosom st'ahovavym a d’al§imi dvoma druhmi albatrosa (Diomeda
antipodensis a D. gibsoni). Jednotlivé krvné vzorky boli odobrané dospelym jedincom
zijjicim na siedmych rdznych ostrovoch Atlantického ocednu. Genomickd DNA,
z odobranych 772 krvnych vzoriek, bola extrahovand pomocou Chelexu. Bolo
vyuzitych osem, skor izolovanych mikrosatelitovych lokusov (Burg, 1999) a jeden
lokus De37, ktory pred tym eSte nebol popisany. Ten vykazoval polymorfizmus so
Siestimi, resp. siedmimi alelami. Lokus De33 sa ukazal ako viazany na pohlavie, preto
bol z testov vyluceny. Celkovy polymorfizmus vsetkych druhov sa pohyboval
v rozmedzi 2-21 alel na lokus.

Desat’ novych dinukleotidovych mikrosatelitov pre albatrosa stahovavého
popisali Dubois et al. (2005). Vzorky DNA boli extrahované z krvi pomocou QIAmp
Tissue Kit (QIAGEN). Mikrosatelitné¢ lokusy boli izolované z genomickej kniznice
obohatenej o (TC)ip a (TG)y repeticie, za pouzitia biotinom znaéenych

mikrosatelitovych sond, magnetickych gul6¢ok potiahnutych streptavidinom a XL10
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Gold ultrakompetentnych bakérii E. coli (Stratagene). Z 1248 screenovanych klonov,
254 obsahovalo mikrosatelity a 132 z nich bolo sekvenovanych. PCR primery boli
navrhnuté pre 94 klonov a pre d’alSiu analyzu bolo nakoniec vybratych 15 lokusov,
ktoré obsahovali najmenej preruSovanych sekvencii. Variabilita mikrosatelitov bola
testovana v troch populaciach albatrosa, pricom kazdé obsahovala 20 jedincov. Desat’
z 15 lokusov vykazovalo polymorfizmus s 2-13 alelami.

Hermandez et al. (2014) charakterizovali 15 polymorfnych mikrosatelitovych
lokusov od albatrosa ¢iernonohého  (Phoebastria  nigripes), nemenlivého
(P. immutabilis, ¢esky albatros laysansky) a bielochrbtého (P. albatrus). Genomicka
DNA bola izolovana zo svalového tkaniva 51 jedincov danych druhov pomocou
DNeasy Blood and Tissue Kit (QIAGEN). Vdaka NEB Next® Ultra™ DNA 19 Library
prep Kit for [llumina® a NEBNext® Multiplex Oligos for Illumina zostavili génomovu
kniznicu. Vybrali 44 amplifikujacich sa lokusov, ktoré obsahovali di-, tri-
a tetranukleotidové repeticie, pre ktoré boli navrhnuté primery podl'a programu Primer 3
(Rozen et Skaletsky, 2000). Z tychto lokusov bolo pomocou Multiplex Manager
vybranych 16 lokusov, na ktorych sa testoval polymorfizmus u 36 jedincov albatrosa
¢iernonohého, 12 jedincov albatrosa nemenlivého a 3 jedincov albatrosa bielochrbtého.
U albatrosa ¢iernonohého a nemenlivého bolo 13 polymorfnych lokusov s 2-18 alelami

a u albatrosa bielochrbtého vykazovalo polymorfizmus 14 lokusov s 2—7 alelami.

3.3.4.2 Mikrosatelity popisané u druhov z ¢elade vichrovnikovité

Techow et O'Ryan (2004) izolovali a charakterizovali Sest’ dinukleotidovych
mikrosatelitovych lokusov pre vichrovnika bielobradého (Procellaria aequinoctialis).
Vzorka odobrana z tkaniva vichrovnika bola Stiepend proteinazou K a ziskana DNA
bola d’alej podrobena fenol-chloroformovej extrakcii a nasledne zrazena etanolom.
Genomova kniznica, obohatena 0 CA repeticie, bola vytvorena z DNA piatich jedincov
s pouzitim PCR amplifikacie s degenerovanymi oligonukleotidovymi primermi (DOP-
PCR). Vzniknuté fragmenty boli klonované pomocou pGEM-T-Easy Vector System
(Promega). Po selekcii na médiu s obsahom ampicilinu a X-gal, boli klony preverené na
pritomnost’ inzertov. Nasledovala amplifikacia pozitivnych klonov. Z 21
sekvenovanych rekombinantnych plazmidov 17 obsahovalo mikrosatelity, pricom dva
lokusy boli sekvenované dvakrat. Pomocou programu DNAMAN verzia 4.13 (Lynnon

BioSoft) boli navrhnuté primery pre 10 mikrosatelitov obsahujicich vhodné hrani¢né
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sekvencie. Kazdy mikrosatelitovy lokus bol testovany na variabilitu minimalne u 68
jedincoch vichrovnika, pricom u S$iestich z desiatich mikrosatelitov sa prejavil
polymorfizmus s 3-9 alelami. Dané mikrosatelity boli pomocou cross-species PCR
amplifikacie tiez testované u d’alSich Siestich druhov: albatrosa st'ahovavého, albatrosa
Ciernobrvého, albatrosa sivohlavého, vichrovnika okuliarnatého (Procellaria
conspicillata, ¢esky buinak tristansky), plavca velkého (Macronectes giganteus, ¢esky
buindk obrovsky) a plavca tmavého (M. hallis, ¢esky buinak Hallav). Celkova
variabilita v ramci testovanych druhov bola v rozmedzi 1-6 lokusov. Najvyssi pocet
polymorfnych mikrosatelitov, konkrétne Sest, sa vyskytoval u vichrovnika
okuliarnatého. Najmensi pocet, jeden polymorfny lokus Paequ2, sa prejavil u albatrosa
stahovavého. Ostatné druhy vykazovali 3—5 polymorfnych mikrosatelitov. Pocet alel
V tomto testovani neboli uvedené.

Bried et al. (2008) objavili jedenast polymorfnych dinukleotidovych
mikrosatelitov pre vichrovnika plavého (Calonectris diomedea, ¢esky buinak Sedy).
Z krvnych vzoriek bola extrahovand DNA pomocou QIAmp Tissue Kit (QIAGEN).
Mikrosatelitové lokusy boli izolované z gendmickej kniZznice, ktord bola obohatena
o repeticie (GCC)s, (TA)w, (CG)1w a (TG)p za pouzitia biotinom znacenych
mikrosatelitovych sond, magnetickych gul'6¢ok potiahnutymi streptavidinom a XL10
Gold ultrakompetentnych bakérii E. coli (Stratagene) (Dubois et al., 2005). Z celkového
poctu 3036 klonov bolo 262 klonov osekvenovanych a pre 15 klonov, ktoré vykazovali
najmensie mnozstvo prerusovanych sekvencii, boli navrhnuté PCR primery. Nasledne
prebehla PCR amplifikacia. Mikrosatelitova variabilita bola testovana u 43 jedincov
vichrovnika plavého, pricom 11 z 15 mikrosatelitov vykazovalo polymorfizmus s 2-8
alelami na lokus. Mikrosatelit Cd4 ani v jednom pripade u samicieho pohlavie nebol
heterozygotny, pravdepodobne preto, Ze lokus bol viazany na pohlavie. Polymorfné
mikrosatelity u vichrovnika plavého boli pomocou cross-species PCR amplifikacie
testované u d’alSich troch druhov: albatrosa st'ahovavého, vichrovnika bielobradého
a vichrovnika holubieho (Bulweria bulwerii, ¢esky buiniak Bulwertiv). Najvyssi pocet
polymorfnych lokusov, konkrétne 10, bol zisteny u vichrovnika holubieho, u ktorého sa
amplifikovalo celkovo 11 lokusov. U vichrovnika bielobradého boli zo siedmych
amplifikovanych lokusov polymorfné dva lokusy. Cdl bol jediny polymorfny lokus
z piatich amplifikovanych lokusov u albatrosa stahovavého.

Dva polymorfné mikrosatelitové lokusy od tajfunnika taiko (Pterodroma

magentae, ¢esky buiniak taiko) charakterizovala Lawrence (2008). Z krvi odobranej 145
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jedincom bola extrahovana DNA fenol-chloroformovou metéodou. Bola zostavena
genomicka kniznica obohatend o GT, GA, AAT, AAAG a GATA repeticie. Z 2016
testovanych klonov bolo 178 sekvenovanych a 99 z nich obsahovalo mikrosatelity. Pre
devit’ mikrosatelitovych sekvencii boli navrhnuté primery podl'a programu Primer 3
(Rozen et Skaletsky, 2000). Po PCR amplifikacii sa vyhodnotila variabilita a ako
polymorfné mikrosatelity sa ukazali lokusy Tch6 s dvoma alelami a Tch25 so Styrmi
alelami. U tajftinnika taiko bolo d’alej prostrednictvom cross-species PCR amplifikacie
testovanych 22 mikrosatelitov navrhnutych pre iné druhy vtakov. Sest z nich bolo
polymorfnych s 2-9 alelami: Paequ3, Paequ8 a Paequl3 (Techow et O’Ryan, 2004),
De33 (Burg, 1999) a RBG18, RBG29 izolovanych od vtakov z radu bahniaky
(Charadriiformes, ¢esky dlouhoktidli) (Given et al., 2002).

Desat’ polymorfnych mikrosatelitov pre vichrovnika balearskeho (Puffinus
mauretanicus, Cesky buinidk balearsky) bolo izolovanych a charakterizovanych
Gonzalesom et al. (2009). Vzorky boli odobrat¢ zo svalového tkaniva, Stiepené
proteinazou K a podrobené fenol-chloformovej extrakcii. Nasledne boli Stiepené
restrikénymi enzymami Rsal a Xmnl a ligované do univerzalnych SNX adaptérov. Boli
zostavené genomické kniznice obohatené 0 CA a AAAG repeticie. Biotinylovana DNA
bola ligovana do pGEM-T-Easy vektoru (Promega) a transformovana do baktérie
E. coli. Pozitivne kolonie boli detekované chemiluminiscenciou (CSP-Star detection Kit,
Sigma). Pomocou M13 primerov bolo 162 klonov sekvenovanych, 108 z nich
obsahovalo mikrosatelity a nakoniec bolo vybratych 23 klonov, pre ktoré boli navrhnuté
primery pomocou programu Primer 3 (Rozen et Skaletsky, 1998). Devitnast’ sekvencii
bolo uspesne amplifikovanych. Celkova variabilita bola sledovana u 55 jedincov.
U desiatich lokusov bol zisteny polymorfizmus s 2—-10 alelami. Lokus Puff Sma6 bol
viazany na pohlavie, konkrétne na W chromozdém, preto jeho amplifikacia prebehla len
u samic. Danych desat’ polymorfnych lokusov bolo testovanych opit” pomocou Cross-
spieces PCR amplifikacie na 23 jedincoch vichrovnika hnedastého (P. yelkouan, ¢esky
buinak sttedomoisky). U tohto druhu prebehla amplifikacia vSetkych lokusov, jeden
z nich bol monomorfny, u ostatnych lokusov sa pocet alel pohyboval v rozmedzi 2-9.

Brown et Jordan (2009) izolovali Sest mikrosatelitnych lokusov pre tajfunnika
admiralskeho (Pterodroma arminjoniana, cesky buinak trinidadsky). Vzorky boli
odobrané z tkaniva troch uhynulych mlad’at a nasledne extrahované fenol-chloformovou
metddou. Z gendmickych kniznic, obohatenych o CA a CAGA repeticie, boli izolované

mikrosatelitové lokusy. Obohatené fragmenty boli klonované pomocou Original TA
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Cloning Kit (Invitrogen) a pozitivne klony testované na pritomnost’ inzertov. Plazmidy,
ktoré obsahovali inzerty boli sekvenované za pouzitia M13 primerov a BigDye
Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Pomocou softwaru
Primer 3 (Rozen et Skaletsky, 2000) boli pre mikrosatelitové lokusy navrhnuté vhodné
primery. Zo 43 testovanych parov primerov Sest' z nich amplifikovalo produkt. Tri
z nich, konkrétne Parm01, Parm02, Parm03, boli polymorfné s 4-10 alelami. Zvysné tri
pary, Parm04, ParmO05 a ParmO06 poskytli monomorfny produkt.

Vsetkych Sest’ mikrosatelitov bolo znova testovanych u d’alSich 17 druhov z radu
rarkonosce a jedného druhu tuéniaka, tuéniaka zltohlavého (Eudyptes chrysolophus,
Cesky tuénak zlutorohy). Mikrosatelity Parm01 a Parm02 sa amplifikovali u vsetkych
17 druhov, pricom ParmO1 bol polymorfny u dvanastich druhov a Parm02 vykazoval
polymorfizmus u piatich druhov. Lokusy Parm03, Parm04 boli polymorfné u piatich
druhov s 2—6 alelami, respektive 4 druhov s 2—4 alelami. Parm05 sa u 13 druhov
neamplifikoval vobec a len u troch druhov bol zisteny polymorfizmus s 2-3 alelami.
Lokus Parm06 bol u 16 druhov amplifikovany a u Siestich druhov polymorfny vzdy
s dvoma alelami. U tuéniaka zltohlavého sa lokusy Parm04, Parm05 neamplifikovali
vobec, Parm06 sa prejavil ako monomorfny a zvysné tri lokusy vykazovali
polymorfizmus s 2-7 alelami. Pomocou cross-species PCR amplifikacie bolo
u tajfinnika admiralskeho testovanych d’alsich 53 mikrosatelitov izolovanych od inych
druhov vtakov z ¢eladi albatrosovité (Burg, 1999, Dubois et al. 2005), vichrovnikovité
(Techow et O'Ryan, 2004) a z ¢el'ade kulikovité (Kiipper et al., 2007) z radu bahniaky.
Polymorfnych bolo Sest mikrosatelitov a to Paequ3, Paequl3,10C5, 12H8, Dell
a Calex01.

Andris et al. (2010) izolovali jedenast dinukleotidovych mikrosatelitov od
vichrovnika holubieho. Vtacia DNA bola z krvi extrahované za pouzitia QIAmp Tissue
Kit (QIAGEN). Za pouzitia biotinom znacenych oligonukleotidovych mikrosatelitovych
sond, streptavidinom potiahnutymi magnetickymi gulickami a JM 09 vysokoucinnych
kompetentnych buniek E. coli (Promega) boli mikrosatelitové lokusy izolované
z genomickej kniznice obohatenej 0 (TG)1p a (TC)jp repeticie. Podl'a modifikovanej
PCR (Dubois et al., 2005) boli rekombinantné klony testované na (TG), (TC)1io
a AGEIl alebo AGE2 oligonukleotidy. Pomocou genetického analyzéru ABI 3130
(Applied Biosystems) bolo celkovo 352 pozitivnych klonov sekvenovanych a z 282
vhodnych sekvencii bolo vybranych 25 lokusov s najniz§im mnozstvom prerusovanych

repetic na dalSiu analyzu. Variabilita bola testovana na 91 dospelych jedincov.
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Dvadsat’styri  lokusov vykazovalo polymorfizmus, avSak kvoli amplifikaénym
problémom a znizenej heterozygotnosti bolo vybratych len jedenast’” mikrosatelitov,
u ktorych bolo detekovanych dve az osem alel. Ked'ze ziadna zo 44 samic nevykazovala
heterozygotnost’ v lokuse Bbl1, bol ur¢eny ako viazany na pohlavie. Cross-species
amplifikacia danych jedenastich mikrosatelitov bola vykonand u troch d’al§ich druhov:
vichrovnika bielobradého so 6 polymorfnymi lokusmi, hladinara modrého (Halobaena
caerulea, cesky buifidk modravy), u ktorého bolo polymorfnych 10 lokusov
a vichrovni¢ka azorského (Oceanodroma monteiroi, cesky buinacek Monteirtv)
z ¢elade vichrovnickovité, ktory vykazoval len 5 polymorfnych lokusov.

Desat’ novych polymorfnych mikrosatelitovych lokusov izolovali Welch
et Fleischer (2011) pre tajfunnika havajského (Pterodroma sandwichensis, ¢esky buiniak
havajsky). Genomicka DNA bola extrahovana z krvi jedného samca a jednej samice
tajfinnika. Nasledne bola DNA Stiepena na fragmenty o velkosti 200-1000 bp.
Fragmenty boli ligované do SNX linkerov, amplifikované a vykonala sa hybridizacia
s oligonukleotidovymi  sondami, ¢im boli jednotlivé fragmenty obohatené
0 mikrosatelitové repeticie. Po amplifikacii fragmentov prebehla ligacia do pBluescript
Il SK + plazmidov a nakoniec transformécia do ultrakompetentnych buniek E. coli.
Dal§imi analyzami bolo nakoniec vybratych 54 klonov, pre ktoré boli navrhnuté vhodné
primery za pouzitia programu Primer 3 (Rozen et Skaletsky, 2000). Navyse, pomocou
cross-species PCR amplifikacie, bolo u tajfinnika havajského testovanych 37 uz
publikovanych parov primerov od druhov z radu rarkonosce (Techow et O'Ryan, 2004,
Bried et al., 2008, Brown et Jordan, 2009, Gonzalez et al., 2009), spevavce (Dawson
etal., 1997) a z radu bahniaky (Given et al., 2002). Z 37 znamych mikrosatelitov a 54
novo izolovanych mikrosatelitov bolo polymorfnych po desat’ lokusov s 3-14 alelami,
resp. 3-10 na lokus. Variabilita bola testovand u pétnastich jedincov tajfunnika
havajského.

Quillfedt et al. (2012) pri $tadiu mimoparovej paternity u hladinara tenkozobého
(Pachyptila belcheri, ¢esky buinak utlozoby) navrhli sedem mikrosatelitnych lokusov.
Z peria a krvi 102 jedincov bola za pouzitia DNeasy Tissue Kit (QIAGEN) extrahovana
DNA. Podla Klauke et al. (2009) bola prevedena PCR amplifikacia, izolacia
mikrosatelitov a klonovanie. Sedem testovanych parov primerov zaroven vykazovalo
polymorfizmus s detekovanym mnozstvom alel v rozsahu 5 az 16. Zo siedmych

markerov vsak boli dva z nich vylucené z analyzy a to Patbel2, u ktorého sa prejavila
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vel'ké podobnost’ alel s ostatnymi markermi a Patbel5, ktory sa prejavil ako viazany na
pohlavie.

Jedenast’ polymorfnych mikrosatelitov izolovali Hardesty et al. (2013) od
vichrovnika bledonohého (Puffinus carneipes, ¢esky buiniak svétlonohy). Z krvi a peria
extrahovand DNA bola Stiepena siedmymi restrikénymi enzymami na fragmenty
0 velkosti 300-750 bp. Tieto fragmenty sa naviazali na adaptory, ktoré boli zachytené
pomocou biotinylovanych magnetickych guli¢iek. Z naamplifikovanej DNA boli
pomocou restrikéného enzymu HindIII odstranené adaptory a vysledné fragmenty boli
ligované do Hindlll miesta pUC19. Klony, ktoré obsahovali mikrosatelity boli
sekvenované a amplifikované. Variabilita mikrosatelitovych lokusov bola testovana na
90 jedincoch vichrovnika bledonohého, kde 11 lokusov bolo polymorfnych s 3-11
alelami.

Moodley et al. (2015) izolovali 25 novych polymorfnych mikrosatelitovych
lokusov pre hladinara tenkozobého. Vzorky z krvi, peria a svalového tkaniva boli
odobrané dospelym jedincom z ¢elade vichrovnikotvaré: hladindrovi tenkozobému,
hladinarovi Sirokozobému (Pachyptila vittata, ¢esky buinidk Sirokozoby), hladinarovi
popolavému (P. salvini, ¢esky buinak Salviniv), hladinarovi ¢arovnému (P. turtur,
Cesky buinak hrdli¢éi), hladinarovi holubiemu (P. desolata, ¢esky buifiak holubi),
hladinarovi modrému a burkozvestovi pestronohému (Oceanites oceanicus, cesky
buinaéek Wilsonuv) z ¢elade vichrovnic¢kovité, Zijucich na antarktickych ostrovoch.
Z DNA dvoch jedincov hladinara tenkozobého, extrahovanej za pouzitia DNeasy Tissue
Kit (QIAGEN), boli izolované mikrosatelitové sekvencie. Fragmenty o velkosti 300—
800 bp, stiepené z gendmickej DNA, boli ligované do ssDNA kniznice, z ktorej boli
izolované mikrosatelitové sekvencie. Pre tieto sekvencie boli navrhnuté vhodné
primery. Z celkovych 517 sekvencii bolo 36 parov primerov testovanych na
polymorfizmus a cross-species PCR amplifikaciu u Styroch jedincov hladinara
tenkozobého a troch jedincov hladinara holubieho. U hladindra tenkozobého
vykazovalo 25 lokusov polymorfizmus. Pre dokladnejSiu analyzu, boli tieto lokusy
znova testované u 77 jedincov hladinara tenkozobého. Pocet alel jednotlivych lokusov
sa pohyboval od 5 do 48 na lokus. Vsetkych 25 lokusov bolo tiez pouzitych pre cross-
species PCR amplifikaciu u zvySnych piatich, pred tym zmienenych, druhov.
U vSetkych druhov sa prejavila variabilita, s 2-51 alelami na lokus. Najmens$iu
variabilitu vykazoval burkozvest pestronohy s péatnastimi polymorfnymi lokusmi, ktory

patri do inej Cel'ade ako zvys$né testované druhy.
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3.3.4.3 Mikrosatelity popisané u druhov z ¢elade vichrovnickovité

Sun et al. (2009) navrhli primery pre desat mikrosatelitovych lokusov u troch
druhov: vichrovni¢ka ¢ernastého (Oceanodroma castro, ¢esky buina¢ek madeirsky),
vichrovnicka azorského (O. monteiroi, ¢esky buinaéek Monteiriv) a vichrovni¢ka
severského (O. leucorhoa, ¢esky buinacek dlouhokiidly). Zo siedmych zamrznutych
krvnych vzoriek vichrovnicka ¢ernastého (Friesen et al., 2007) za pouzitia klonovania
(Glenn et Schable, 2005) bola skonsStruovana gendémicka kniznica. DNA bola Stiepena
enzymom Alul na fragmenty velkosti 200-1200 bp, ktoré boli nasledne ligované do
SNX linkerov. Ligovany produkt bol hybridizdciou obohateny o biotinylované
oligonukleotidové sondy. Izolovana DNA bola ligovana do PCR 2.1-TOPO vektoru
(Invitrogen) a transformovana do TOP 10 One Shot E. coli kompetentnych buniek
(Invitrogen). Z kniznice obsahujicej 96 klonov bolo 53 sekvenovanych. Zo 46
sekvencii obsahujucich mikrosatelity bolo vybratych devét, u ktorych sa vyskytovalo
devit a viac repetic, a pre ktoré boli navrhnuté primery (Rozen et Skaletsky, 2000). Do
gendmickej kniznice prispeli aj zmrazené vzorky dvoch jedincov vichrovni¢ka
severského. Z tychto vzoriek bolo sekvenovanych 21 klonov a pre dva z nich boli
navrhnuté pary primerov, avSak len jeden par primerov amplifikoval produkt.
U kazdého, vichrovnicka cCernastého aj azorského, bolo polymorfnych 9 lokusov.
U vichrovnicka severského vykazovalo polymorfizmus 6 lokusov. Rozsah alel
u vSetkych druhov sa pohyboval v rozmedzi 2 aZz 11 na lokus. Danych desat
navrhnutych mikrosatelitov bolo testovanych vdaka cross-species PCR amplifikacii
u vichrovnicka tichomorského (O. tethys, ¢esky buinacek galapazsky), vichrovnicka
obojkového (O. hornbyi, cesky buinacek limcovy) a tajfunnika tmavochrbtého
(Pterodroma phaeopygia, c¢esky buinak tmavohibety) z c¢elade vichrovnikovité.
U tychto druhov boli takmer vSetky produkty PCR amplifikované, vynimkou boli
lokusy Oc64B a Oc79-2. Udaje o polymorfizme, resp. monomorfizme autori neuviedli.

DvadsatSest polymorfnych mikrosatelitov od vichrovnicka severského
charakterizovali Bicknell et al. (2011). Genomicka DNA bola extrahovana z Krvi
pomocou zradzania octanom amonnym. Zostavend genomicka kniZznica bola obohatena
0 repeticie, s naviazanymi magnetickymi gulickami (Glenn et Schable, 2005). Zo
sekvenovanych transformovanych kolénii bolo izolovanych 211 mikrosatelitovych
sekvencii a pre 50 z nich boli navrhnuté primery pomocou programu Primer 3 (Rozen

et Skaletsky, 2000), ktoré nasledne testovali na polymorfizmus. Variabilita bola
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testovand na 4-6 jedincov vichrovnicka severského, pricom Sest lokusov
neamplifikovalo produkt a zo zvySnych 44 lokusov bolo 26 polymorfnych. Na
polymorfizmus boli tiez testované wuz existujuce mikrosatelity, konkrétne 7
mikrosatelitov izolovanych od inych roznych druhov patriacich do celade
vichrovnickovité a 47 dalsich mikrosatelitov vykazujucich velk(l prenosnost medzi
druhmi (Dawson et al., 2010). Z tychto 47 lokusov bolo polymorfnych 15, 30 z nich
bolo monomorfnych a 2 z nich neamplifikovali produkt. Dokopy 41 polymorfnych
lokusov bolo d’alej testovanych na 24 jedincoch, pricom bolo detekovanych 2 az 22 alel
na lokus.

Bried et al. (2012) popisali 18 novych polymorfnych mikrosatelitovych
markerov pre vzacny druh, vichrovni¢ka azorského. Vta¢ia DNA bola extrahovana
z krvnych vzoriek pomocou QIAmp Tissue Kit (QIAGEN). Z obohatenej genémicke;j
kniznice boli izolované mikrosatelitové lokusy a nésledne pyrosekvenované podla
Meglécz et al. (2010) a Malausa et al. (2011). Zo sekvencii, obsahujiicich motiv
mikrosatelitov dlhsi ako pat’ repetic a sucasne ktorych velkost’ sa pohybovala 80-469
bp, bolo vybratych 27 lokusov S najvy$§im mnoZstvom nepreruSovanych repetic.
K analyze variability bolo vyuzitych 18 lokusov, ktoré boli testované u 125 jedincov.
Rozsah alel sa pohyboval v rozmedzi 4 az 17 alel na lokus. Ziadna zo 65 samic
nevykazovala heterozygotnost’ v lokuse Omn23, pravdepodobne pre vdzbu na pohlavie.
Dalej, autori uskutocnili cross-species PCR amplifikaciu 18 lokusov u vichrovni¢ka
¢ernastého, vichrovnika holubieho a hladindra modrého. Najuspesnejsia amplifikacia
prebehla u vichrovnicka ¢ernastého, so 17 polymorfnymi lokusmi s detekovanymi 2—6
alelami na lokus. U vichrovnika holubieho sa amplifikovalo 7 lokusov, pri¢om tri z nich
boli polymorfné, kazdy s dvoma alelami. Hladinar modry vykazoval dva polymorfné

lokusy s 3 az 6 alelami.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Na analyzu bola pouzitd krv, odobrana Siestim nepribuznym jedincom pelikana
kuceravého (Pelecanus crispus) chovanym v ZOO Dvur Kralove. Genomickda DNA
bola izolovana za pouzitia fenol-chloroformovej metdédy vedicim bakalarskej prace.

Koncentracia nariedenej DNA bola 10-50 ug/ml.

4.2 Chemikalie

- akrylamid (Sigma)

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

- bromfenolova modra (Serva)

- ANTPs (100 mmol/l, 400 pl kazdého), U1240 (Promega)
- deionizovana voda

- dusi¢nan strieborny (Sigma)

- etanol — 96% roztok (Liehovar Vrbatky)

- etyléndiaminotetraoctan sodny (Na,EDTA) (Lachner)
- formaldehyd (AppliChem)

- formamid (Lachema)

- hydroxid sodny (Lachner)

- chlorid sodny (Lachema)

- kyselina borita (Lachner)

- kyselina dusi¢na - 65% roztok (Lachner)

- Kyselina octova (Lachner)

- 3-metakryloxypropyltrimetoxysilan (Serva)

- mocovina (Lachner)

- N, N'"-metylénbisakrylamid (AppliChem)

- N, N, N’, N'-tetrametyletyléndiamin (TEMED) (AppliChem)
- peroxodisiran amonny (Lachner)

- Rain off — tekut¢ stierace (Sheran)

- thosiran sodny (Lachema)

- trishydroxymetylaminometan (Tris) (AppliChem)

- uhli¢itan sodny (Lachner)
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- xylenova modra (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.3 Roztoky

- dusi¢nan strieborny, 0,1% roztok
- 0,8 g dusi¢nanu strieborného
- 800 ml deionizované vody

- pred pouzitim pridat’ 1,2 ml formaldehydu

- fix/stop roztok
- 800 ml deionizovanej vody

- 88 ml 'adovej kyseliny octovej

- hydroxid sodny, 1 mol/l roztok
- 40 g hydroxidu sodného

- doplnit’ deionizovanou vodou na 1 |

- kyselina dusi¢na, 1% roztok
- 12 ml 65% kyseliny dusi¢nej

- 800 ml deionizovanej vody

- nanasaci roztok pre elektroforticku separaciu
- 0,125 g xylénovej modrej
- 0,125 g bromfenolovej modrej
- 25 ml deionizovanej vody

- 100 ml formamidu

- peroxodisiran amonny, 10% roztok
- 1 g peroxodisiranu amonného
- rozpustit’ v 10 ml deionizovanej vody

- uchovavat’ v chladnicke

- polyakrylamidovy 6% gél
- 60 ml 6% zasobného roztoku akrylamidu
- 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NH4),S;0g
-40 pl N, N, N', N’ - tetrametyletyléndiaminu
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- reakény pufr 10x pre aTaq DNA polymerazu:
- 80 ml deionizovanej vody
-1,211 g Tris (alebo 6,7 ml Tris 1 mol/l)
- pH upravit’ pomocou HCI na hodnotu 9
- 3,73 g KCI
- 1 ml Triton X-100

- po rozpusteni doplnit’ na 100 ml

- roztok 3-metakryloxypropyltrimetoxysilanu
- 1 ml 0,5% kyseliny octovej v 96% etanole

- 3 ul 3-metakryloxypropyltrimetoxysilanu

- vyvojka
- 24 g uhli¢itanu sodného
- 800 ml deionizovanej vody
- vychladit’ na teplotu nizsiu ako 10 °C
- pred pouzitim pridat’ 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku tiosiranu

sodného

- zasobny roztok akrylamidu, 6%
- 420 g mocCoviny
- 484 ml deionizovanej vody
-50 ml 10x TBE
- 150 ml 40% zasobného roztoku akrylamid : N, N'- metylénbisakrylamid 19:1

- po rozpusteni vSetkych zloziek sfiltrovat’ a ulozit’ v tmavej fl'asi v 4 °C

- zasobny roztok 10x TBE pufr
- 55 g kyseliny boritej
- 108 g trishydroxymetylaminometanu (Tris)
- 40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

- doplnit’ deionizovanou vodou na 1 |

4.4 Laboratorne pristroje

- elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)
- hybridiza¢na pec HB-2D (Techne)
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- chladnicka kombinovana (Whirlpool)

- laboratorne vahy Mark S622 (BEL Engineering)

- magneticka miesacka MR Hei-Combi (Heidolph)

- mikropipety Finnpipette — 0,5 az 10 ul (osemkanalova) a 0,3 ul az 1 ml (Thermo Lab
Systems)

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

- minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)

- minicentrifuga Prism mini (Labnet International)

- spektrofotometer ND-1000 (Thermo Scientific)

- negatoskop NEGA1 (Maneko)

- sekvenacna elektroforeticka komorka S2 (Whatman Biometra)

- suSiarent CAT 8050 (Contherm)

- termocykler GenePro (BIOER)

- termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

- termocykler TC XP (BIOER)

- trepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

- vortex mixér (Labnet International)

- vortex MS2 (Ika)

- vyrobnik deionizovanej a ultracistej vody typ 02 (AquaOsmotic)

- vyrobnik I'adu Icematic F100 Compact (Castel Mac)

4.5 Mikrosatelity testované u pelikana kuceravého

Dvestotrinast’ parov primerov bolo vyuzitych ku cross-species PCR amplifikacii
mikrosatelitovych lokusov u 6 nepribuznych jedincov pelikana kuceravého, pricom 207
z nich bolo izolovanych de novo od druhov z radu rarkonosce a zvysnych 6 parov bolo
povodne navrhnutych pre PCR amplifikaciu u inych druhov z radov bahniaky
a spevavce.

Z celade albatrosovité bolo od 8 druhov izolovanych 53 polymorfnych

mikrosatelitov (vid’ tabul’ka €. 1).
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Tabulka €. 1: Zoznam mikrosatelitov izolovanych z ¢el'ade albatrosovité

testovanych na polymorfizmus u pelikana kuceravého.

T. melanophris)

albatros sivohlavy

et . . Literarny
Zdrojovy druh Mikrosatelit 2droj
albatros stahovavy 7D8, 12C8, 11H7, 10C5, Dubois et al.,
(albatros st¢hovavy, 11H1, 6A3, 12H8, 11F3, 2005
Diomeda exulans) 6F12, 12E1
Del, De2, De3, De7, Dell, Burg, 1999
Del2, Del7, Del8, De25,
De30, De33
albatros sivohlavy Dc5, Dc9, Dcl0, Dcl6, Dc19,
(albatros sedohlavy, Dc20, Dc21, Dc22, Dc26,
D. chrysostoma) Dc27, Dc31
albatros sivohlavy D6, D24, D29, D32
albatros stahovavy
albatros Gibsonov De37 Burg et
(albatros Gibsontv, Croxall, 2004
D. gibsoni)
albatros hnedo-biely De37 Burg et
(albatros jizni, Croxall, 2004
D. antipodensis)
albatros stahovavy
albatrosa ¢iernobrvy De35 Burg et
(albatros ¢ernobrvy, Croxall, 2001

albatros bielochrbty
(albatros belohtbety,
Phoebastria albatrus)

STAL4, STALS, STAL12,
STAL18, STAL20, STAL 24

albatros ¢iernonohy
(albatros ¢ernonohy,

BFAL4, BFAL11, BFAL14,
BFAL19, BFAL20

P. immutabilis)

P. nigripes)
albatros nemenlivy LAAL1L, LAAL7, LAALI10,
(albatros laysansky, LAALI19

Hernandez et
al., 2014

Z c¢elade vichrovnikovité bolo od 9 druhov izolovanych 100 polymorfnych

mikrosatelitov (vid’ tabulka ¢. 2).

Tabul’ka ¢&. 2: Zoznam mikrosatelitov izolovanych z ¢el'ade vichrovnikovité

testovanych na polymorfizmus u pelikdna kuceravého.

Procellaria aequinoctialis)

Paequl3

Zdrojovy druh Mikrosatelit ]
zdroj
vichrovnik bielobrady Paequ2, Paequ3, Paequ4, Techow et
(buinak bélobrady, Paequ7, Paequ8, PaequlO, O’Ryan, 2004
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Tabulka €. 2: Pokracovanie.

Zdrojovy druh Mikrosatelit Literarny
zdroj
vichrovnik plavy Cd1, Cd2, Cd3, Cd4, Cd5, Bried et al.,
(buinak Sedy, Cd6, Cd7, Cd8, Cd9, Cd10, 2008

(Calonectris diomedea)

Cdl1

tajfunnik taiko
(buinak taiko,
(Pterodroma magentae)

Tch6, Tch25

Lawrence, 2008

tajfinnik admiralsky

Parm01, Parm02, ParmO03,

Brown et

(burnak trinidadsky, ParmO04, Parm05, Parm06 Jordan, 2009
P. arminjoniana)

tajfunnik havajsky Ptero01, Ptero02, Ptero03, Welch et
(buinak havajsky, Ptero04, Ptero05, Ptero06, Fleischer, 2011

(P. sandwichensis)

Ptero07, Ptero08, Ptero09,
Pterol0

vichrovnik holubi
(buinak Bulwerdv,
Bulweria bulwerii)

Bb2, Bb3, Bb7, Bb10, Bbll,
Bb12, Bb20, Bb21, Bb22,
Bb23, Bb25

Andris et al.,
2010

vichrovnik balearsky
(buinak balearsky,
Puffinus mauretanicus)

Puff 1.5, Puff 1.9, Puff 4B,
Puff C5A, Puff C5D,

Puff G2C, PuffG2F, Puff
G11F, Puff PM2, Puff Sma6

Gonzales et al.,
2009

vichrovnik bledonohy Pc A105, Pc A107, Pc A115, |Hardesty et al.,
(buinak svétlonohy, Pc B11, Pc B109, Pc B115, 2013
P. carneipes) Pc C104, Pc D3, Pc D103,
Pc D109, Pc D121
hladinar tenkozoby Patbell, Patbel2, Patbel3, Quillfeldt et al,
(bufnak utlozoby, Patbel4, Patbel5, Patbel6, 2012
Pachyptila belcheri) Patbel7
Pacbel 00386, Pachbel 02653, | Moodley et al.,
Pacbel 03731, Pacbel 04240, |2015

Pacbel 04355, Pacbel 04991,
Pacbel 07265, Pacbel 08509,
Pacbel 08867, Pacbel 08988,
Pacbel 09021, Pacbel 09528,
Pacbel 09957, Pacbel 10033,
Pacbel 10895, Pacbel 12344,
Pacbel 15293, Pacbel 15327,
Pacbel 16671, Pacbel 16989,
Pacbel 17529, Pacbel 17944,
Pacbel 17986, Pacbel 19907,
Pacbel 20784

Z c¢elade vichrovnickovité bolo od 3 druhov izolovanych 54 polymorfnych

mikrosatelitov (vid’ tabul’ka €.3).
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Tabulka €. 3: Zoznam mikrosatelitov izolovanych z ¢el'ade vichrovnickovité

testovanych na polymorfizmus u pelikana kuceravého.

Zdrojovy druh

Mikrosatelit

Literarny
zdroj

vichrovnicek Cernasty
(burnacek madeirsky,
Oceanodroma castro)

0Oc28B, 0c49, Oc51, Oc63,
0Oc64B, Oc79, Oc79-2, Oc84,
Oc87B

vichrovnicek seversky

OI10-39

Sun et al., 2009

O. monteiroi)

(buinacek dlouhoktidly, Ole01, Ole02, Ole03, Ole04, |Bicknell etal.,
O. leucorhoa) Ole05, Ole06, Ole07, Ole08, |2011

Ole09, Olel10, Olell, Olel2,

Olel3, Olel4, Olel5, Olels,

Olel7, Olel8, Olel9, Ole20,

Ole21, Ole22, Ole23, Ole24,

Ole25, Ole26
vichrovnicek azorsky Omnl, Omn2, Omn3, Omn4, |Bried et al.,
(burnacek Monteirtv, Omn6, Omn7, Omn8, Omnl1, | 2012

Omn14, Omn15, Omn16,

Omn28

Omnl7, Omn21, Omn22,
Omn23, Omn24, Omn25,

Sest’ parov primerov, pdvodne navrhnutych pre iné druhy z inych radov, som

zaradila tiez do testovania, pretoze pomocou cross-species PCR amplifikacie

vykazovali polymorfizmus u druhov z radu rarkonosce (vid’ tabulka ¢. 4).

Tabul’ka

W

¢. 4. Zoznam mikrosatelitov izolovanych z dvoch radov, a to

bahniakov a spevavcov, testovanych na polymorfizmus u pelikana kuceravého.

Rad Celad’ Zdrojovy druh Mikrosatelit | Literarny zdroj
bahniaky alkovité svistan zrkadlovy Cco5-21 Friesen et al.
(dlouhokfidli, (alkoviti, (alkoun obecny, (2006)
Charadriiformes) | Alcidae) Cepphus guilemots)

Cajkovité Cajka striebrohlava RBG18, Lawrence (2008) a
(rackoviti, (racek novozélandsky, |RBG18M, Welch et Fleischer
Laridae) Larus novaehollandiae | RBG29 (2011) podla
scopulinus) Given et al. (2002)
kulikovité kulik morsky Calex-01 Brown et al. (2009)
(kulikoviti, (kulik moftsky, podrl'a Kiipper et al.
Charadriidae) | Charadrius (2007)
alexandrius)
Spevavce horarikovité | horarik zlaty Dpu01 Welch et Fleischer
(pévci, (lesnackoviti, |(lesnacek zlutonohy, (2011) podla
Passeriformes) Parulidae) Dendroica petechia) Dawson et al.
(1997)

28




4.6 PCR amplifikacia DNA

PCR amplifik4cia bola prevedend na genomickej DNA Siestich nepribuznych
jedincov pelikana kuceravého. Kazda reakcia prebehla vzdy s jednym parom primerom.

V tabul’ke €. 5 su uvedené jednotlivé zlozky PCR reakénej zmesi.

Tabulka €. 5: Zlozenie PCR reak¢nej zmesi pre Sest’ vzoriek.

ZlozZenie PCR reakc¢nej zmesi Objem [pl]
deionizovana voda 44 4
reakény pufr 10x pre aTaq DNA 6.7
polymerézu ’
roztok MgCl, (25 mmol/Il) 4,0
roztok dNTPs (20 mmol/l) 0,7
primer R (10 umol/I) 3,3
primer F (10 umol/l) 3,3
aTaq DNA polymeraza (5U/ul) 1,0

Kazda reakéna zmes bola pipetovand po 9 pl do 0,2ml mikroskimavky, kde bola
vopred napipetovana genomickd DNA po 1 pl. PCR mikroskumévky, kazda s 10 ul
objemom, boli vloZené do termocykleru. Casové a teplotné podmienky st uvedené

V schéme €. 1.

Schéma ¢&. 1: Casové a teplotné podmienky PCR reakcie.

1.94 °C ... 5 min

2.94°C..30s
50°C..30s 35 cyklov
72°C...30s

3.72°C ... 7 min

4.7 Spracovanie PCR produktov pomocou elektroforetickej separacie

Uvedeny postup je optimalizovany pre pouzitie vyhrievanej sekvenacnej
elektrofortickej komorky S2 Whatman Biometra, s rozmermi skiel 330 x 390 mm a 330

X 420 mm a hrabkou gélu 0,4 mm.
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Obe skla dokladne umyt vodou so saponatom a vydrhnat kartaéikom. Strany
skiel medzi ktorymi bude gél, oplachnut’ deionizovanou vodou, osusit’, dvakrat
oplachnut’ 96% etanolom a osusit’ papierovou vreckovkou.

Vicsie sklo oSetrit’ na ploche, ktora sa bude dotykat' gélu, pripravkom pre
odpudzovanie vody zo skiel automobilov (Rain-off), ten rozotriet' papierovou
vreckovkou a nechat’ 5 min zaschnut’, potom oplachnut’ deionizovanou vodou
a osusit’ papierovou vreckovkou.

Kratsie sklo oSetrit’ na ploche, ktora sa bude dotykat gélu, 1 ml roztoku 3-
metakryloxypropyltrimetoxysilanu. Ten rozotriet papierovou vreckovkou
anechat 5 min zaschnut, potom Styrikrat oplachnut' 96% etanolom a vzdy
osusit’ papierovou vreckovkou.

Na rovnu podlozku v digestori (polystyrénova doska) umiestnit’ vicsie sklo
osetrenou plochou nahor, na fiu po stranach polozit’ 0,4 mm silné spacery a na ne
polozit’ mensie sklo oSetrenou plochou dolu. Spacery umiestnit’ az do krajov
skiel, gumu spaceru prilozit k menSiemu sklu, aby sa ho tesne dotykala. Na
jednej kratSej strane s hrany skiel presne v zékryte, na protilahlej kratSej strane
st konce skiel vzajomne posunuté priblizne o 2,5 cm. V mieste spaceru, skla na
kazdej strane zopnut’ dvoma klipsami.

V kadicke pripravit’ 6% polyakrylamidovy gél, premiesat’, pomaly vlievat’ medzi
skl4 a rukou poklepéavat’ na skla, aby nedoSlo k vzniku bublin.

Po vyplneni celého priestoru medzi sklami gélom, vsunut’ medzi skla v mieste,
kde sa plnil tento priestor gélom, hrebienok jeho rovnou stranou asi 0,7 az 1 cm
hlboko. V mieste hrebienku skla zopnat’ Styrmi klipsami a gél nechat’ najmene;j
hodinu polymerizovat.

Po stuhnuti gélu odstranit’ vSetky klipsy a skld dokladne umyt od zvyskov
polyakrylamidu. Sklo potom osusit’ papierovou vreckovkou a pevne upevnit
pomocou Srobovacich tUchytov do elektroforetickej komodrky hranou
s hrebienkom nahor a kratsim sklom k hlinnikovej doske elektroforeticke;j
komorky.

Katodovy a anoddovy priestor zaliat 0,5x TBE pufrom, opatrne vytiahnut
hrebienok a vzniknuti medzeru medzi sklami dobre vycistit' pradom pufru
z injekcnej striekacky. Katddovy a anddovy priestor uzavriet, nasadit’ elektrody

a na zdroji jednosmerného elektrického pridu ako limitny faktor nastavit

30



10.

11.

12.

13.

14.

15.

hodnotu vykonu 90 W (hodnoty elektrického napétia a pradu nastavit’ na 3000
V/150 mA). Za tychto podmienok nechat’ gél predohriat’ asi 30 min.

PocCas nahrievania pripravit vzorky zmmieSanim PCR produktu s 5 pl
nanasacicho pufru a pred nanasanim vzoriek do gélu, vlozit’ vzorky s pufrom na
3 min do denaturanych podmienok v termocykléri. Po vytiahnuti
z termocykléru, mikroskimavky so vzorkami opatrne vlozit' do l'adovej drte,
aby sa zabranilo renaturacii vlakien DNA produktov.

Behom denaturacie zatial vypnut’ zdroj elektrického pradu, odpojit’ katodu,
otvorit” katédovy priestor a znovu dobre vycistit pradom pufru z injekénej
strickacky medzeru pre hrebienok od zvySkov polyakrylamidu a rozpustenej
mocoviny. Do tejto medzery medzi skld vsunut’ hrebienok, zibky hrebienku asi
1 mm hlboko do gélu tak, aby nedoslo k ulomeniu niektorého zubku.

Do medzier medzi zubkami naniest’ pipetou po 2 pl vzoriek. Na vsetky vzorky
pouzit’ rovnaké Spicky, ktoré medzi nanadSanim rozdielnych vzoriek je potrebné
precistit’ niekol’kym nasatim a vypustenim pufru z katdédového priestoru pipetou.
Po napipetovani vSetkych vzoriek, katddovy priestor uzavriet’, nasadit’ elektrodu
a na zdroji jednosmerného elektrického pridu ako limitny faktor nastavit
hodnotu vykonu 70 W (hodnoty elektrického napitia a pradu nastavit na
3000 V/150 mA).

Cas separdcie vzoriek zavisi na molekularnych hmotnostiach (diZkach)
rozdelovanych PCR produktov. Zvy¢ajna doba separacie vzoriek je 1,5 hodiny.
Behom elektroforetického delenia vzoriek pripravit nasledujuce roztoky:
fix/stop roztok, 1% roztok HNOs, 0,1% roztok AgNOs3 a vyvojku, ktora sa ako
jedina umiestni do chladni¢ky, aby sa vychladila na teplotu nizsiu ako 10 °C.

Po uplynuti ¢asu elektroforetického delenia vzoriek vypnut elektricky prud,
odpojit’ obe elektrédy a kolieCkom na pravej strane elektroforetickej komorky
otvorit’ kanalik, ktorym pufr z katdodovej Casti preteie do zberného priestoru,
povolit’ skrutky uchytov skiel a gél so sklami vybrat' a polozit' do vodorovne;j
polohy mensim sklom nahor. Z priestoru medzi sklami opatrne vytiahnut
hrebienok i oba spacery a skla od seba odpacit’ cepel’ou noza.

Odchlipené mensie sklo s prilepenym gélom oto€it’” gélom nahor a ulozit' do
fotomisky, umiestnit’ na trepacku a zaliat’ fix/stop roztokom. Nechat' pdsobit’

min. 20 minut.
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17.

18.

19.

20.

21.

22.

Fix/stop roztok zliat’ spat’ do banky a sklo s gélom premyt’ 3 krat po 2 minv 1 az
1,5 | deionizovanej vody. Nasledne roztok premyt’ roztokom HNO;3 na trepacke
max. 5 min, po premyti roztok vyliat’ a premyt 3 krat po 2 min v 1 az 1,5 1
deionizovanej vody.

Sklo s gélom umiestnit’ na trepacku do roztoknu AgNOs, do ktorého sa tesne
pred pouzitim prida 1,2 ml formaldehydu a tento roztok nechat’ na gél pdsobit’
priblizne 30 minut.

Na konci tejto doby pripravit’ jednu fotomisku s 1 az 2 | deionizovanej vody
adruhu fotomisku s vychladenou vyvojkou, do ktorej sa prida 1,2 ml
formaldehydu a 160 pl 1% roztoku Na,S;0s.

Fotomisku s gélom v roztoku AgNO3; odobrat’ z trepacky a roztok zliat’ spat’ do
zasobnej flase. Sklo s gélom vybrat a na 5 sekind ponorit do misky
s deionizovanou vodou a premiestnit’ do fotomisky s vyvojkou umiestnenou na
trepacke a sledovat’ vyvijanie hnedoc¢iernych, striebrom nafarbenych, prazkov
PCR produktov.

Po dostato¢ne zretelnom vyvijani a eSte pred tym, neZ za¢ne vystupovat’ tmavé
pozadie, vyvijanie sfarbenia zastavit priliatim uchovaného fix/stop roztoku
Z kroku €. 16 a nechat’ posobit’ asi 2 mintty.

Sklo s gélom potom ponorit’ asi na 2 min do deionizovanej vody a preniest’ na
1 hod do susiarne, kde sa gél pri 60 °C vysusi. Po vysuSeni sklo s gélom preniest’
na negatoskop a vyhodnotit’.

Sklo s uz nepotrebnym gélom ponorit’ na niekol’ko mintt az hodin do roztoku
NaOH koncentracii 1 mol/l, kedy sa gél kompletne odlepi od skla a po umyti je

pripravené na d’alSie pouZitie.
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5 Vysledky

V tejto bakalarskej praci som metédou cross-species PCR amplikacie testovala
polymorfné mikrosatelity na genomickej DNA Siestich nepribuznych jedincov pelikana
kuceravého (Pelecanus crispus). Celkovo bolo pouzitych 213 mikrosatelitovych parov
primerov, z ktorych bolo 207 de novo izolovanych pre druhy z radu rarkonosce.
Konkrétne, bolo izolovanych 53 mikrosatelitov od druhov z ¢elade albatrosovité, 100
mikrosatelitov od druhov z celade vichrovnikovit¢é a od druhov z celade
vichrovnickovité bolo odvodenych 54 mikrosatelitov. ZvySnych 6 mikrosatelitov bolo
izolovanych od zastupcov z radu bahniaky, 3 mikrosatelity pre ¢ajku striebrohlavu,
jeden pre kulika morského a jeden pre svistina zrkadlového. Jeden mikrosatelit bol
charakterizovany pre horarika zlatého z radu spevavce. Pri prevedeni cross-species PCR
amplifikacie, tychto 6 mikrosatelitov vykazovalo polymorfny produkt u druhov z radu
rarkonosce, preto som ich tiez zaradila do svojej analyzy.

U kazdého mikrosatelitu som vykonala PCR amplifikaciu, ktorej produkty som
previedla na polyakrylamidovy gél a nasledne boli vyhodnotené spolo¢ne s vedicim
prace. Kazda PCR reakcia prebiehala najprv pri teplote annealingu 50 °C. Pokial’ PCR
amplifikacia neposkytla ziadny produkt, teplotu annealingu som znizovala az na 46 °C.
Naopak, pokiall PCR produkt poskytol prili§ intenzivny a nehodnotitelny vysledok,
jednotlivé teploty annealingu sa podla potreby zvySovali. Najvyssia teplota dosiahla
67 °C. Taktiez, pre docielenie vyssieho rozlisenia bolo niekedy potrebné predizit as
elektroforetickej separacie az na 3 hodiny. Postupne som u kazdého mikrosatelitu urcila
jeho polymorfnost, resp. monomorfnost. U polymorfnych miktosatelitov som urcila
pocet jednolivych alel a celkovy genotyp Siestich jedincov.

Analyzovala som vSetkych 213 mikrosatelitov, z ktorych 12 poskytlo
polymorfny prudukt, 200 mikrosatelitov bolo monomorfnych a jeden mikrosatelit
neposkytol vhodny produkt, preto bol z analyzy vyluceny. Konkrétne islo
0 mikrosatelitovy lokus De33, charakterizovany od albatrosa stahovavého, ktory aj po
roznych zmendch annealingove] teploty neposkytol optimdlny produkt pre
vyhodnotenie. Pocet alel u vSetkych polymorfnych lokusov sa pohyboval v rozmedzi 2
az 3. U jedného z nich, lokusu Dc19, boli pozorované dve miesta polymorfizmu, obe
Sdvoma alelami. Tento lokus bol izolovany pre albatrosa sivohlavého. VSetky
polymorfné lokusy, spolu s podmienkami testovania a vyhodnotenim, st uvedené

V tabul’ke ¢. 6.
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Tabul’ka ¢&. 6: Charakteristika 12 polymorfnych mikrosatelitovych lokusov testovanych na 6 nepribuznych jedincov pelikana kuceravého.

V tabulke je uvedeny nazov mikrosatelitového lokusu spolu s kodom nachadzajicim sa v databaze GenBank (Accession Number), zdrojovy

druh, sekvencia primerov, jednotka repeticie, pocet alel, annealingova teplota (T,) a ¢as elektroforetickej separacie (ELFO).

Nazov lokusu ., . . , , Jednotka | Pocet Ta ELFO
(Accession No.) Zdrojovy druh Sekvencia primerov (5'— 3") ot alel °C] [min]
Bb21 vichrovnik holubi F: CTGATGTTCCAGGCCCTAAT TG 5 59 180
(HM171897) (Bulweria bulwerii) R: CCTCTGAGCCAGCTAATTCC
BFAL4 albatros ¢iernonohy F: TGGGTCAGTTTACCTCTCAGC TC 5 55 90
(neuvedené) (Thalassarche R: GTTTGCCATTTTAAACTGTCATTGGC
BFAL14 melanophris) F: CAAGAAGCTATTATTAAGCTATTTGTTCC ATTT 5 60 120
(neuvedené) R: GGGTGTGAAATCGTTTCTGC
Cd1 vichrovnik plavy F: CAAGCAGTCAGAACTCTGTG TG/TC 5 55 90
(EU029083) (Calonectris diomedea) R: TGAGTTTGCCCTACATGAAC
Dc19 albatros sivohlavy F: GTCTCCACTGTCCAGCGTCT CA 242 51 90
(AF096800) (Thalassarche R: CAACTCCTTACAGACAAAGGC
Dc31 chrysostoma) F: CTGACTCTCTGGGATGAGCC CA/GC 2 58 90
(AF096810) R: GTACCCCTGGAAAGCCAGAC
LAALY albatros nemenlivy F: CAGCATGACCAAATCCATCC AGC 5 66 120
(neuvedené) (Phoebastria immutabilis) | R: GTTTGGACACAAATGCCGTTCTTG
Ole03 vichrovnicek seversky F: TCCTTCACCACCTCTTGCTGCC GAAA 2 62 180
(FR696379) (Oceanodroma leucorhoa) | R: ACGCATCTGTAGCTCACAAATCCCAG
Ole25 F: CCTCCTCATCGTAGGGACTG AGAT/ 3 66 120
(FR696401) R: TTAAAGGCAGCGATTCTGTTC GAAA
Omn6 vichrovnicek azorsky F: AGCCTACACCAGCAGAAGGA CA 3 60 180
(JQ303230) (O. monteiroi) R: CCATACAGGCAACAATCACG
Paequ?2 vichrovnik bielobrady F: GCCTACTCCATCTTAATTGTG CAITT 5 60 180
(AY371070) (O. castro) R: GGTTCATACAGTTTCCTAGGTC
Calex-01 kulik morsky (Charadrius |F: CTTCTCCATTGTTGTCACCTCCAGT GT/GA/GC 3 64 180
(AMQ72446) alexandrius) R: CTTGACTTGGCCTGAGGTTTAGGTT
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Z celkovych 213 testovanych mikrosatelitovych lokusov izolovanych pre druhy
z radu rarkonosce, bahniaky a spevavce, bolo polymorfnych 12 mikrosatelitov.
Uspesnost’ cross-species PCR amplifikacie u pelikana kuéeravého bola 5,6 %. Pre 11
polymorfnych mikrosatelitov z 207 mikrosatelitovych lokusov odvodenych od druhov
Z radu rarkonosce bola 5,3% uspesnost’.

Od zastupcov z radu rarkonosce bolo v mojom experimente polymorfnych 11
mikrosatelitov a jeden mikrosatelit bol polymorfny pre kulika morského z radu
bahniaky. Najviac polymorfnych mikrosatelitov bolo od zastupcov z celade
albatrosovité. Z celkovych 53 izolovanych mikrosatelitov vykazovali polymorfnost’ 5
mikrosatelitov. Uspesnost u mikrosatelitov odvodenych od zastupcov z &elade
albatrosovité bola 9,4 %. Z 54 izolovanych mikrosatelitov, odvodenych od druhov
z ¢elade vichrovnickovité, bola uspesnost’ 5,6 %, pricom polymorfizmus vykazovali 3
mikrosatelity. Z celade vichrovnikovité, u ktorych bolo charakterizovanych 100
mikrosatelitov, boli polymorfné 3 mikrosatelity, o ¢inilo Gspesnost’ cross-species PCR
amplifikacie 3 %. Z radu bahniaky bolo pouzitych na testovanie 5 mikrosatelitovych
lokusov, pricom iba jeden z nich vykazoval v mojom experimente polymorfizmus a to
kulik morsky. Mikrosatelit, odvodeny od horarika zlatého patriaceho do radu spevavce,
poskytol monomorfny produkt.

Spomedzi 12 polymorfnych mikrosatelitov amplifikovanych u pelikana
kuceravého je 41,7% zastipenie mikrosatelitov z ¢el'ade albatrosovité, 25% zastupenie
z celade vichrovniCkovité, a rovnako 25% zastipenie pre zastupcov z Celade
vichrovnikovité. Zastipenie mikrosatelitov pre druhy z radu bahniaky bolo 8,3%.
Podrobny prehl'ad polymorfnych mikrosatelitov rozdelenych podl'a druhov, z ktorych

boli izolované patriacich do jednotlivych ¢eladi, sit uvedené v grafe ¢. 1.
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Graf €. 1: Prehlad 12 parov primerov, ktoré poskytli polymorfny produkt
u pelikdna kuceravého, farebne odliSenych podla druhu a jeho prislusnej celade,
z ktorych boli izolované. Modré farba predstavuje celad’ albatrosovité, zelend patri
¢eladi vichrovniCkovité a Cervend Celadi vichrovnikovité. Kulik morsky, patriaci do
radu bahniaky, je odligeny Zltou farbou. Cisla v zatvorke uvadzajii poéet polymorfnych

mikrosatelitov u jednotlivych druhov.

® albatros sivohlavy (2)

¥ albatros ¢iernonohy (2)
albatros nemenlivy (1)

® vichrovnicek seversky (2)
vichrovnic¢ek azorsky (1)

® vichrovnik bielobrady (1)
vichrovnik holubi (1)

® vichrovnik plavy (1)
kulik morsky (1)

Z 12 pérov primerov bolo amplifikovanych 13 polymorfnych PCR produktov,
nakol’ko jeden par primerov, konkrétne Dc19, amplifikoval dve miesta polymorfizmu.
Pocet alel v polymorfnych PCR produktoch sa pohyboval v rozmedzi 2 az 3. U 10
z nich, boli u kazdého PCR produktu detekované 2 alely, zvysné tri PCR produkty

obsahovali po 3 alely.

Cross-species PCR amplifikacia 12 polymorfnych mikrosatelitov prebichala na
6 nepribuznych jedincov pelikdna kuceravého. Ich jednotlivé genotypy su uvedené
v tabul’ke €. 7. V tejto tabulke je tiez zahrnuty lokus Dc19, u ktorého boli pozorované

dve polymorfné miesta.
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Tabul’ka

kuceravého amplifikovanych 11 parmi primerov z radu rurkonosce a jednym parom

primerov od kulika morského z radu bahniaky.

. 7: Prehlad 13 genotypov 6 nepribuznych jedincov pelikana

Lokus Zdrojovy druh Pocet alel Genotypy
Bb21 vichrovnik holubi 2 2/21/11/22/21/11/1
BFAL4 B , 2 212 1/1 11 1122 212
BFALL4 albatros ciemonohy 2 1/2 212 1/2 1/2 12 112
Cd1 vichrovnik plavy 2 1/2 212 212 112 2/2 212
Dcl9 . , 942 2/2 12 1/2 212 212 112

albatros sivohlavy 212 1/2 212 212 212 2/2
Dc31 2 1/2 2/2 212 212 212 112
LAAL7Y albatros nemenlivy 2 2/2 212 1/2 22 1/2 2/2
Ole03 , N , 2 111212111111
Ole25 vichrovnicek seversky 3 1/1 2/2 2/2 3/3 2/2 213
Omn6 vichrovnicek azorsky 3 1/2 3/3 2/3 1/2 2/2 212
Paequ2 vichrovnik bielobrady 2 212 1/1 1/1 2/2 2/2 112
Calex-01 kulik morsky 3 1/21/31/11/11/11/3

Na nasledujucich fotografiach st vysledky cross-species PCR amplifikacie
a elektroforetickej separacie zobrazené v polyakrylamidovom géle. Konkrétne ide
0 mikrosatelitové lokusy Cd1 (vid’ obrazok ¢. 3) a LAALY (vid’ obrazok ¢. 4).

Obrazok ¢. 3: Elektroforetogram mikrosatelitového lokusu  Cdl
amplifikovaného pri T, 55 °C u 6 nepribuznych jedincov pelikdna kuceravého,

u ktorého boli detekované 2 alely. Cisla predstavuju jednotlivych jedincov.

f 1.
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Obrazok ¢. 4: Elektroforetogram mikrosatelitového lokusu LAAL7
amplifikovaného pri T, 66 °C u 6 nepribuznych jedincov pelikdna kuceravého,

u ktorého boli detekované 2 alely. Cisla predstavujt jednotlivych jedincov.

<«—— Alelal

i i - L «— Alela2
- - R
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6 Diskusia

V tejto bakalarskej praci bolo metédou cross-species PCR amplifikacie
testovanych celkovo 213 mikrosatelitov, 207 mikrosatelitovych lokusov izolovanych
de novo od zastupcov z radu rarkonosce a 6 mikrosatelitovych lokusov odvodenych od
druhov patriacich do radov bahniaky a spevavce, na DNA 6 nepribuznych jedincov
pelikana kuceravého. Dvanast’ mikrosatelitov bolo vyhodnotenych ako polymorfnych
sdvoma az troma alelami. Jeden z nich, mikrosatelit Dcl19, amplifikoval produkt

v dvoch polymorfnych oblastiach, v oboch s dvoma alelami.

Od zastupcov patriacich do Celade albatrosovité bolo charakterizovanych 53
mikrosatelitov od siedmych druhov rodu albatros. V mojej praci, u pelikana
kuceravého, vykazovalo polymorfizmus 5 lokusov, dva z nich izolované od albatrosa
sivohlavého (Diomeda chrysostoma), dva mikrosatelitové lokusy navrhnuté pre
albatrosa cCiernonohého (Phoebastria nigripes) a jeden pre albatrosa nemenlivého
(P. immutabilis).

Burg (1999) charakterizovala 26 mikrosatelitovych lokusov pre dva druhy,
albatrosa stahovavého a albatrosa sivohlavého. Vsetky lokusy boli amplifikované PCR
reakciou vyuzivajucou dve rézne annealingové teploty, pricom pri Ta; prebiehalo
prvych 7 cyklov a pri Ty zvy$nych 25 cyklov. U lokusu Dcl9, testovaného u 50
jedincov albatrosa sivohlavého, boli autorkou najdené 3 alely pri Tay 48 °C a Ty, 52 °C.
U pelikana kuceravého som detekovala dve polymorfné miesta pri T, 51 °C, kazdé
z nich malo dve alely. Pre rovnaké druhy ako v prvom pripade a za rovnakych
annealingovych teplot bol autorkou testovany lokus Dc31. Ani v jednom z nich lokus
nevykazoval polymorfizmus. Naopak, u pelikana kuceravého som pri teplote T, 58 °C
pozorovala dve alely. Cross-species PCR amplifikaciou boli tieto lokusy otestované aj
na 50 jedincoch albatrosa Ciernobrvého. Zatial’ Co lokus Dc31 ostal monomorfnym aj
pre tento druh, u lokusu Dc19 sa prejavilo 5 alel.

Pre albatrosa ¢iernonohého, nemenlivého a bielochrbtého (Phoebastria albatrus)
navrhli Hermandez et al. (2014) 15 polymorfnych mikrosatelitov. Kazdy lokus bol
autormi testovany pri T, 60 °C na 36 jedincoch albatrosa ¢iernonohého, 12 jedincoch
albatrosa nemenlivého a 3 jedincoch albatrosa bielochrbtého. Mikrosatelit, BFAL14,
amplifikovany na DNA pelikéna kuceravého pri T, 60 °C bol polymorfny, priCom som
pozorovala dve alely. U zdrojového druhu, albatrosa ¢iernonohého, boli autormi

pozorované 4 alely a u dalSich dvoch albatrosov po 3 aleldch. U mikrosatelitového
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lokusu BFAL4 bolo v zdrojovom druhu detekovanych 8 alel. Cross-species PCR
amplifikaciou u pelikana kuceravého som detekovala 2 alely pri T, 55 °C. U albatrosa
nemenlivého boli u lokusu LAAL7 najdené 4 alely, rovnako ako u albatrosa
¢iernonohého. Pre albatrosa biclochrbtého bol tento lokus polymorfny s 2 alelami,
rovnako ako pri amplifikacii u pelikana kuceravého, avSak pri odlisnej annealingovej

teplote 66 °C.

Sto mikrosatelitovych lokusov bolo izolovanych pre druhy patriace do celade
vichrovnikovité. Cross-species PCR amplifikaciou boli u pelikana ku¢eravého zistené 3
polymorfné lokusy odvodené pre vichrovnika bielobradého (Procellaria
aequinoctialis), vichrovnika plavého (Calonectris diomedea) a vichrovnika holubicho
(Bulweria bulwerii).

Techow et O’'Ryan (2004) charakterizovali Sest’ mikrosatelitovych lokusov pre
vichrovnika bielobradého. U jedného z nich, Paequ2, som u pelikana kuceravého pri
T, 60 °C pozorovala dve alely. Naopak, u zdrojového druhu autori nasli u 94 jedincov
pri Ta 54 °C 4 alely. Dany mikrosatelitovy lokus bol autormi tiez testovany Cross-
species PCR amplifikaciou u d’alSich Siestich druhov: albatrosa st'ahovavého, albatrosa
Ciernobrvého, albatrosa sivohlavého, vichrovnika okuliarnatého (Procellaria
conspicillata), plavca vel'kého (Macronectes giganteus) a plavca tmavého (M. hallis).
Polymorfizmus lokusu Paequ2 bol detekovany u vSetkych druhov, vynimkou boli
plavec velky a plavec tmavy. Pocet alel nebol uvedeny.

Bried et al. (2008) objavili jedenast polymorfnych dinukleotidovych
mikrosatelitov pre vichrovnika plavého. Po otestovani u 6 jedincov pelikana kuéeravého
bol jeden z nich polymorfny. Konkétne islo o lokus Cd1, u ktorého boli pri T, 55 °C
pozorované 2 alely. U zdrojového druhu bol tento lokus testovany autormi na 43
jedincoch, u ktorych vykazoval pri T, 58 °C 6 alel. Nasledne bol tento mikrosatelitovy
lokus este testovany u albatrosa stahovavého, u ktorého sa tiez prejavil polymorfizmus.
U vichrovnika holubiecho bol PCR produkt vyhodnoteny ako monomorfny
a u vichrovnika bielobradé¢ho nebol PCR produkt vobec amplifikovany.

Andris et al. (2010) izolovali pre vichrovnika holubicho jedenast’ mikrosatelitov.
Lokus Bb21, testovany u 91 jedincov zdrojového druhu pri Ty 58 °C, obsahoval 3 alely.
Po cross-species PCR amplifikacii u pelikana kuceravého sa tento lokus pri T, 59 °C
prejavil tiez ako polymorfny, u ktorého som detekovala 2 alely. Polymorfizmus tohto

lokusu sa ukazal aj u hladinara modrého (Halobaena caerulea) a ako monomorfny bol
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charakterizovany pre vichrovnika bielobradého. U vichrovnicka azorského cross-
species PCR amplifikacia mikrosatelitového lokusu neprebehla.

Z celade vichrovnickovité bolo charakterizovanych 54 mikrosatelitov pre tri
druhy: vichrovni¢ka severského (Oceanodroma leucorhoa), vichrovni¢ka ¢ernastého
(Oceanodroma castro) a vichrovnicka azorského (Oceanodroma monteiroi). U pelikana
kuceravého boli polymorfné 3 mikrosatelity, 2 od vichrovnicka severského a jeden od
vichrovnicka azorského.

Pre vichrovnicka severského Bicknell et al. (2011) charakterizovali 26
polymorfnych mikrosatelitov. Dva z nich vykazovali polymorfnost’ aj u 6 jedincov
pelikana kuceravého. I8lo o lokus Ole03, u ktorého som pri T, 62 °C detekovala 2 alely
a lokus Ole25, kde som pri T, 66 °C pozorovala 3 alely. U zdrojového druhu 24
jedincov pri T, 60 °C, bol pocet alel u Ole03 12, u Ole25 bolo najdenych 7 alel.

Bried et al. (2012) popisali 18 novych polymorfnych mikrosatelitovych
markerov pre vichrovnicka azorského. Autori testovali variabilitu na 125 jedincoch pri
T, 58 °C. Pre lokus Omn6 bolo najdenych 9 alel. U pelikana kuceravého na 6 jedincoch
pri T, 60 °C som pozorovala 3 alely. Cross-species PCR amplifikaciou bol tento lokus
analyzovany aj u vichrovnicka ¢ernastého, vichrovnika holubieho a hladinara modrého.
Uspesna PCR amplifikicia prebehla len u vichrovni¢ka &ernastého, u ktorého boli

najdené 3 alely.

V ramci radu bahniaky len 1 lokus vykazoval polymorfizmus po prevedeni
cross-species PCR amplifikacie u pelikana kucéeravého. Jednalo sa o lokus Calex-01,
povodne izolovany pre kulika morského, u ktorého pri T, 64 °C boli pozorované 3 alely,
zatial’ ¢o Kiipper et al. (2007) u 42 jedincoch zdrojového druhu pri nizsej T,, 62 °C,

pozorovali az 10 alel.

Nedvédova (2015) testovala vSetkych 213 mikrosatelitov izolovanych od
zastupcov patriacich do radov rirkonosce, bahniaky a spevavce u 6 nepribuznych
jedincov myktérie lysohlavej (Mycteria leucocephala, cesky nesyt indomalajsky), ktora
patri do radu brodivce. Celkom detekovala 46 polymorfnych lokusov s 2-5 alelami.

U Siestich nepribuznych jedincov potapky chochlatej (Podiceps cristatus, ¢esky
potapka roha¢) bolo opat’ pomocou cross-species PCR amplifikacie testovanych
vSetkych 213 mikrosatelitov Janusovou (2015), z ktorych bolo 20 polymorfnych s 2-8

alelami.
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Pomocou cross-species PCR amplifikacie bolo 213 danych mikrosatelitov
testovanych aj u 6 nepribuznych jedincov plameniaka cerveného (Phoenicopterus
ruber, cesky plamenak Kkaribsky) (Strejckova, 2016) a plameniaka ruZzového
(Phoenicopterus ruber, cesky plamenak razovy) (Kurova, 2017). U plameniaka
¢erveného bolo polymorfnych 50 mikrosatelitovych lokusov, u plameniaka ruzového
zasa 49 polymorfnych mikrosatelitovych lokusov. U oboch druhov sa pocet alel
pohyboval v rozmedzi 2-5.

NajvysSia  tspeSnost’  cross-species PCR  amplifikacie mikrosatelitov,
odvodenych od zastupcov patriacich do radov rarkonosce, bahniaky a spevavce, bola
pozorovana u plameniaka ¢erveného, 23,5 %, a plameniaka ruzového, 23 %. MensSiu

mieru UspeSnosti, 21,6 %, vykazovala myktéria lysohlava. U potapky chochlatej bola

v

V tabul’ke €. 8 je prehl'ad polymorfnych mikrosatelitovych lokusov testovanych
u pelikana kuceravého porovnany s dalSimi Styrmi druhmi, u ktorych boli tieto
mikrosatelitové lokusy tiez testované pomocou cross-species PCR amplifikacie.
Mikrosatelitovy lokus Bb21 vykazoval polymorfizmus takmer u vSetkych druhov,

vynimkou bola myktéria lysohlava.

Tabulka €. 8: Prehlad mikrosatelitovych lokusov, izolovanych od druhov
patriach do radov rtrkonosce a bahniaky, ktoré vykazovali polymorfizmus resp.
monomorfizmus U jednotlivych testovanych druhoch. Cisla uvadzaju pocet alel,

monomorfné lokusy st ozna¢ené pismenom M.

Druh, u ktorého prebehla cross-species PCR amplifikacia
Mikrosatelit | Pelikan | Myktéria | Potapka |Plameniak | Plameniak

kuceravy | lysohlava | chochlata | cerveny ruzovy
Bb21 2 M 5 2 2
BFAL4 2 2 M 2 M
BFAL14 2 M M 3 M
Cd1 2 4 M M M
Dc19 2+2 M M M M
Dc31 2 M M 3 2
LAAL7 2 M M 5 3
Ole03 2 M M M M
Ole25 3 3 M M M
Omné 3 M M M M
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Tabulka €. 8: Pokracovanie.

Druh, u ktorého prebehla cross-species PCR amplifikacia
Mikrosatelit | Pelikan | Myktéria | Potapka |Plameniak | Plameniak
kuceravy | lysohlava | chochlata | cerveny ruzovy
Paequ2 2 M M M M
Calex-01 3 2 M M 2

Pre n4jdenie viac polymorfnych mikrosatelitovych lokusov u pelikdna
kuceravého by bolo vhodné v budicnosti otestovat’ viac mikrosatelitov, odvodenych od
druhov zo skupiny Aequorlitornithes a previest’ experiment na viacero jedincoch kvoli

ziskaniu spolahlivejsich vysledkov.
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7 Zaver

Vo svojej bakalarskej praci som pomocou cross-species PCR amplifikacie
testovala 213 mikrosatelitovych lokusov na DNA 6 nepribuznych jedincov pelikdna
kuceravého. Z 213 bolo 207 mikrosatelitovych lokusov navrhnutych de novo pre druhy
Z radu rurkonosce (Procellariiformes). Konkrétne, 100 mikrosatelitov bolo odvodenych
od zastupcov z celade vichrovnikovité (Procelariidae), 54 od zastupcov z cCelade
vichrovnickovit¢ (Hydrobatidae) a z celade albatrosovit¢ (Diomedeidae) bolo
odvodenych 53 mikrosatelitov. Dalej bolo testovanych 6 mikrosatelitovych lokusov,
ktoré boli odvodené od Styroch druhov patriacich do dvoch dalSich radov, avSak
Udruhov z radu rarkonosce vykazovali polymorfizmus. ISlo o 5 mikrosatelitov
odvodenych z radu bahniaky (Charadriiformes), patriacich do ¢el'adi alkovité (Alcidae),
Cajkovité (Laridae) a kulikovité (Charadriidae). Jeden mikrosatelit bol odvodeny od
horarika zlatého (Dendroica petechia) z radu spevavce (Passeriformes).

Cross-species PCR amplifikdciou som pre pelikdna kuceravého naSla 12
polymorfnych mikrosatelitov. U jedného z nich som detekovala dve miesta
polymorfizmu, v oboch po 2 alelach. Jedenast’ mikrosatelitov bolo odvodenych od
zastupcov z radu rarkonosce a 1 polymorfny mikrosatelit bol odvodeny kulika
morského (Charadrius alexandrius) z radu bahniaky. U vsetkych mikrosatelitov boli
celkovo detekované 2-3 alely.

Uspesnost’ cross-species PCR amplifikacie 207 mikrosatelitov odvodenych od
zastupcov z radu rurkonosce u pelikana kuceravého bola 5,3 %. Najvacsiu tspesnost,
9,4 % vykazovali mikrosatelity odvodené od zastupcov z ¢el'ade albatrosovité, kde bolo
polymorfnych 5 mikrosatelitov. Tri polymorfné mikrosatelity odvodené od zastupcov
z ¢el'ade vichrovnickovité vykazovali uspeSnost’ 5,6 %. NajmenSia uspesSnost’ Cinila
3%, s celkovymi troma polymorfnymi mikrosatelitmi odvodenymi od zastupcov

Z ¢el'ade vichrovnikovité.
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