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Súhrn 

 

Cieľom tejto bakalárksej práce bolo nájdenie polymorfných mikrosatelitov 

u pelikána kučeravého (Pelecanus crispus) pomocou cross-species PCR amplifikácie. 

V rámci teoretickej časti bolo popísané zaradenie pelikána kučeravého do 

systému, bol popísaný rad veslonoţče, čeľaď pelikánovité a nakoniec samotný pelikán 

kučeravý. Ďalšia časť bola zameraná na mikrosatelity, ich distribúciu v rôznych 

genómoch, mutácie a pouţitie najmä pri prevedení cross-species PCR amplifikácie. 

V poslednej časti boli opísané polymorfné mikrosatelity pre konkrétne druhy z radu 

rúrkonoce. 

Praktická časť zahŕňala testovanie 213 mikrosatelitov na DNA 6 nepríbuzných 

jedincoch pelikána kučeravého, pričom 207 bolo izolovaných de novo pre druhy 

patriace do radu rúrkonosce a zvyšných 6 mikrosatelitov, vykazovalo polymorfizmus 

pre tieto druhy, hoci boli izolované od zástupcov patriacich do radov bahniaky 

a spevavce. 

Pomocou cross-species PCR amplifikácie bolo nájdených 12 polymorfných 

mikrosatelitov, pri čom jeden z nich obsahoval dve miesta polymorfizmu. Jeden 

mikrosatelit neamplifikoval PCR produkt. Zvyšných 200 mikrosatelitov bolo 

monomorfných.  
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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.
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1    Úvod 

Mikrosatelity sú typom tandemových repetícií s dĺţkou repetitívnej jednotky    

1–10 párov báz. Vysoký výskyt mutácií v mikrosatelitoch spôsobuje vysoký stupeň 

polymorfizmu, čím sa z nich stávajú najvhodnejšie a najčastejšie pouţívané genetické 

markery. Vyuţívajú sa v rôznych odvetviach genetiky a pri štúdiu evolučných 

a populačných vzťahov. Mikrosatelity sú pre konkrétne druhy izolované de novo. Avšak 

takýto druh izolácie je pomerne náročný, a preto sa vyuţíva cross-species PCR 

amplifikácia, ktorá umoţňuje amplifikovať uţ vopred izolované mikrosatelity u blízko 

príbuzných druhov. 

V tejto bakalárskej práci sa budem venovať hľadaniu polymorfných 

mikrosatelitov u 6 jedincov pelikána kučeravého. Pomocou metódy cross-species PCR 

amplifikácie otestujem všetky mikrosatelity, ktoré som mala k dispozícii, 

charakterizované pre zástupcov z radu rúrkonosce a niekoľko mikrosatelitov, vykazujúc 

polymorfnosť u druhov z radu rúrkonosce, avšak izolovaných od druhov z ďalších 

dvoch radov a to bahniaky a spevace. 
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2    Ciele práce 

 

1. Vypracovanie rešerše na tému bakalárskej práce. 

2. Zhromaţdenie dostupných literárnych zdrojov. 

3. PCR amplifikácia pelikána kučeravého (Pelecanus crispus) s vyuţitím cross-species 

primerov pre mikrosatelity, ktoré sú známe u vtákov z radu rúrkonosce 

(Procellariiformes, česky trubkonosí). 
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3    Literárny prehľad 

 

3.1    Zaradenie veslonožcov do systému 

Rad veslonoţce (Pelecaniformes) je skupina veľkých morských vtákov, ktorú 

v zauţívanom systéme tvorí šesť nasledujúcich čeľadí a to, pelikánovité (Pelecanidae), 

kormoránovité (Phalacrocoracidae), anhingovité (Anhingidae), faetonovité 

(Phaetontidae), fregatkovité (Fregatidae) a sulovité (Sulidae, česky terejovité) (Hedges 

et Sibley, 1994).  

Avšak aţ donedávna, bola morfologická charakteristika vodných vtákov jediným 

prostriedkom pre vytvorenie systematického zaradenia. Dnes uţ vieme, ţe klasifikácia 

na základe morfológie je nepresná a nedostačujúca. V súvislosti s vývojom 

pokročilejších technológií sa v posledných rokoch vykonávajú dômyselnejšie 

molekulárne analýzy, ktoré odhaľujú jednotlivé fylogenetické vzťahy medzi vodnými 

vtákmi. Aj v rámci toho sa vyuţíva fosílny materiál, ktorý u veslonoţcov patrí medzi 

najstaršie a najspoľahlivejšie záznamy, pochádzajúce uţ z ranného eocénu z obdobia 

paleogénu (Warheit, 2001). 

Hedges et Sibley (1994) vo svojich štúdiách spochybňujú tradičný 

monofyletický pohľad na pôvod radu veslonoţce a poukazujú na príbuzenské vzťahy 

medzi čeľaďami fregatkovité a Procellariidae. DNA-DNA hybridizáciou prezentujú, ţe 

pelikány sú najpríbuznejšie s člnozobcom z čeľade člnozobcovité (Balaenicipitidae). 

Suly, kormorány a anhingy tvoria klad, ktorého druhy sú si navzájom veľmi príbuzné, 

pričom faetony nie sú blízko príbuzné k týmto taxónom. Tieto výsledky, ukazujúc na 

jasné rozdiely medzi morfologickou a molekulárnou charakteristikou organizmov, boli 

potvrdené na základe analýzy mitochondriálnej DNA. 

Mayr (2003) tvrdí, ţe podobnosti medzi čeľaďami z radu veslonoţce sú 

výsledkom konvergentnej evolúcie, a nie na základe spoločného pôvodu a teda, ţe rad 

veslonoţce je parafyletický. Podľa neho, suly sú príbuznejšie s fregatkami ako 

s pelikánmi a na základe analýzy jadrových génov, anhingy a kormorány tvoria 

spoločnú taxonomickú jednotku (Mayr, 2005). 

Podľa Hacketta et al. (2008) je člnozobec príbuzný s takatrou z čeľade 

takatrovité (Scopidae, česky kladivoušovití) a pelikány tvoria sesterský taxón k tomuto 

kladu. Livezey et Zusi (2007) potvrdili jednoznačný monofyletický pôvod nadradu 

Suloidea (suly, anhingy a kormorány). Z hľadiska morfologického, najbliţší sesterský 

https://en.wikipedia.org/wiki/Procellariidae
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taxón k Suloidea sú fregatky, naopak, z molekulárneho hľadiska pelikány. Faetony sú 

k týmto vodným vtákom vzdialene príbuzná skupina a priradzujú sa k rúrkonoscom 

(Procellariiformes, česky trubkonosí) (Bourdon, 2005) či tučniakom (Brown, 2008). 

Neskôr, Smith (2010) vo svojich štúdiách polemizoval o monofýlii radu 

a porovnával ho opäť na základe morfologických a molekulárnych analýz. Zistil, ţe 

tieto vtáky majú podobnú ţivotnú históriu a v ekológii sa veľmi nelíšia, no napriek tomu 

vykazujú veľkú odlišnosť v diverzite a extrémne rozdiely medzi jednotlivými kladmi 

navzájom.  

Analýzou celých genómov sa zaoberali Jarvis et al. (2014), pričom skúmali 48 

rôznych druhov zo všetkých radov skupiny Neoaves. Vyčlenili dve veľke podskupiny 

nazývané Columbea a Passera. V rámci Passera sa nachádza klad Aequornithia, kam 

patria vodné a potápajúce sa vtáky, pričom faetony tvoria sesterský klad k tejto skupine. 

Prum et al. (2015) naopak rozdelili vtáky Neoaves do 5 skupín a to: Strisores, 

Columbaves, Gruiformes, Inopinaves a Aequorlitornithes. V skupine Aequorlitornithes 

(viď obrázok č.1) sú zahrnuté všetky vodné vtáky, výnimku tvoria zúbkozobce 

(Anseriformes, česky vrubozobí). Z tohto kladogramu vyplýva, ţe rod pelikán a rod 

člnozobec tvoria sesterský taxón. K tomuto kladu je potom najpríbuznejší rod takatra. 

K týmto trom rodom sú najpríbuznejšie vtáky patriace do rodu volavka a k nim je 

najpríbuznejší rod ibis. K všetkým doteraz zmieneným rodom je príbuzná skupina 

rodov, ktorej jadro tvoria sesterský taxón kormorány a anhingy, k nim príbuzné suly 

a nakoniec fregatky. 

 

Systematické zaradenie pelikána kučeravého podľa Gaisler et Zima (2007) je 

nasledujúce: 

Ríša:   ţivočíchy (Animalia) 

Kmeň:   strunovce (Chordata) 

Podkmeň:  stavovce (Vertebrata) 

Trieda:   vtáci (Aves) 

Rad:   veslonoţce (Pelecaniformes) 

Čeľaď:   pelikánovité (Pelecanidae) 

Rod:   pelikán (Pelecanus) 

Druh:   pelikán kučeravý (Pelecanus crispus) 
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Obrázok č. 1: Skupina Aequorlitornithes podľa Prum et al. (2015). 

 

 

 

3.2    Rad veslonožce 

Príslušníci radu veslonoţce podľa systému Hedges et Sibley (1994) sú výborní 

plavci a jediní vtáci s veslovacou nohou, ktorá má plávaciu blanu medzi všetkými 

štyrmi prstami. Táto úprava nôh im umoţňuje účelné plávanie, kormidlovanie, ale aj 

potápanie. Mnohí majú široké krídla a sú veľmi dobrými letcami. Fregatky a faetony 

strávia väčšinu času svojho ţivota v lete, ďalší členovia radu sú schopní dlhého 

vytrvalostného letu. Majú mohutný zobák a rôzne veľký hrdelný vak, ktorý je holý 

a neoperený (Gaisler et Zima, 2007). 

Ţivia sa predovšetkým rybami a obojţivelníkmi, popr. hmyzom a červami. 

K lovu rýb pouţívajú niekoľko metód. Kormorány a anhingy prenasledujú svoju korisť 

pod vodu. Ich povrchové operenie ľahko nasiakne vodu, zníţi vznášanie tela a uľahčuje 

potápanie, pričom vnútorné perie naďalej poskytuje tepelnú izoláciu. Naopak, ostatní 

členovia tohto radu majú operenie nezmáčavé a ich kosti obsahujú veľký objem 

vzduchových priestorov, takţe ľahko plávajú a lietajú. Suly a faetony sa vrhajú strmhlav 

na korisť. Ich výhodou je to, ţe majú navyše vzdušné vaky pod koţou ako tlmiče nárazu 

pri dopadnutí na vodu. Fregatky väčšinou kradnú ryby iným vtákom. Pelikány 

vyuţívajú k lovu rýb vak uloţený na spodnej čeľusti. Tento vak im slúţi aj na pitie 

daţďovej vody a má funkciu termoregulácie. Vďaka malým nozdrám sa potápajú pod 
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hladinu bez toho, aby vdýchli vodu. Formujú sa do radov a vháňajú ryby do plytčín. 

Často lovia spoločne (Burnie, 2002).  

Hniezdia väčšinou v kolóniách na zemi v rôznych skaliskách alebo na stromoch. 

Samci majú pri toku pozoruhodné prejavy, napr. suly vztyčujú hlavu aj chvost 

a zdvíhajú krídla. Hniezda budujú obaja partneri spoločne. Mláďatá sú nidikolné, 

rodičia ich kŕmia vyvrhovanou potravou (Gaisler et Zima, 2007). 

Veslonoţce sa vyskytujú v trópoch, subtrópoch aţ miernom pásme celého sveta 

(Hanzák, 1974). Aj keď sú to primárne morské vtáky, anhingy, kormorány a pelikány 

ţijú aj v sladkovodných oblastiach vo vnútrozemí. 

 

3.2.2    Čeľaď pelikánovité 

 Do čeľade pelikánovité zaraďujú Kennedy et al. (2013) jeden rod pelikán 

s ôsmimi recentnými druhmi. Patria k nim pelikán severoamerický (Pelecanus 

erythrorhynchos) ţijúci v severnej Amerike a pelikán hnedý (P. occidentalis), ktorý sa 

pohybuje od pobreţia severnej Ameriky, Karibik aţ po sever juţnej Ameriky. Ďalej, 

pelikán hnedý je najpočetnejší druh v rámci všetkých pelikánov a delí sa na päť 

poddruhov: P. o. occidentalis, P. o. californicus, P. o. carolinensis, P. o. murphyi 

a P. o. urinator. Spolu s pelikánom bledohlavým (P. thagus) alebo inak prezývaným 

pelikánom peruánskym, vyskytujúcim sa na pobreţiach juţnej Ameriky v okolí Chile 

a Peru, sú výhradne morskými vtákmi. Najväčším druhom z rodu pelikán je pelikán 

kučeravý (P. crispus), ktorý obýva juhovýchod Európy a migruje aţ do Indie či Číny. 

Subtropickú a tropickú Afriku obýva pelikán africký (P. rufescens). Pelikán biely 

(P. onocrotalus) sa vyskytuje najmä vo východnom Stredomorii, Indočíne a Malajskom 

poloostrove. Na juhu Ázie, Pakistanu aţ na východe Indonézie je moţné nájsť pelikána 

škvrnozobého (P. philippensis). V Austrálií a Novej Guinei sa nachádza len jediný 

pelikán a to pelikán austrálsky (P. conspicillatus). 

 Pelikány sú ťaţké a mohutné lietajúce vtáky. Vyzerajú neohrabane, ale pri love 

sú veľmi obratní. Ich zobák je dlhý a na konci mierne zahnutý. Dolnú čeľusť tvoria dve 

tenké a ohybné, na špičke spojené vetvy, medzi ktorými sa nachádza roztiahnuteľný vak 

(Hanzák, 1974). K veľkému pomeru tela majú veľmi krátke nohy. Krídla sú dlhé 

a široké, vďaka čomu dokáţu letieť bez prestávky aţ 24 hodín a za tento čas prekonať 

aţ 500 km. Lietajú v dlhých radoch a v rýchlosti plachtenia sa riadia vedúcim vtákom. 

Pri lete majú obyčajne zobák priloţený na krku (Hudec et al., 2016). 
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Hniezdia v krovinách aj na voľnom priestranstve. Tvoria obrovskú kolóniu 

s tisícami monogamných párov. Samec je obvykle väčší ako samica a má dlhší zobák 

(Marchant et Higgins, 1990). Kladú dve aţ štyri modrobiele vajcia. Obaja rodičia sa 

podieľajú na stavbe hniezda a sedení na vajciach (Winkler et al., 2015). K zahrievaniu 

vajec im napomáhajú široké plávacie blany na nohách. Mláďatá sa liahnu postupne, čo 

je výhodou, pokiaľ je nedostatok potravy. Mláďatá si berú natrávenú potravu 

z hrdelného vaku rodičov (Hanzák, 1974) 

V prvých rokoch svojho ţivota dosahujú najväčšiu hmotnosť, aţ 14 kg, vďaka 

veľkým zásobám tuku (Alderton, 1995). Pohlavnú dospelosť dosahujú v troch aţ piatich 

rokoch. V prírode sa doţívajú 15–25 rokov, v zajatí sa jeden z pelikánov doţil aţ 54 

rokov (Hudec et al., 2016). 

 Morské pelikány, sfarbené do hneda, ţijú na morských pobreţiach. Nevyskytujú 

sa len na východe juţnej Ameriky, v Oceánii a na Novom Zélande. Naopak, 

sladkovodné druhy, šedé alebo biele, sa vyskytujú na ústiach veľkých riek či 

vnútrozemských jazier (Hanzák, 1974). 

Ľudia často narúšajú kolónie pelikánov zbieraním vajec či zabíjaním mláďat. 

Tak isto sú ohrozené zmenami a ničením ich ţivotného prostredia. Tri druhy pelikánov, 

pelikán bledohlavý, kučeravý a škvrnozobý, sú dnes povaţované za ohrozené 

v dôsledku ľudskej činnosti (Winkler et al., 2015). 

 

3.2.3    Pelikán kučeravý 

Pelikán kučeravý je najväčší európsky pelikán (Burnie, 2002). Môţe váţiť okolo 

10–13 kg. Je vysoký asi 140–160 cm s rozpätím krídel aţ 250–300 cm (Brown et al., 

1982). 

Má robustné telo a napriek svojej veľkosti a hmotnosti sa v dobe ťahu vznáša 

veľmi vysoko na svojich širokých krídlach. Je striebrobielo sfarbený, zospodu je 

šedobiely. Čierne má len konce krídel. Pod mohutným svetloţltým zobákom 

s oranţovou špičkou má oranţovo červený vak. Má malú lysinu okolo oka a svetlú 

dúhovku. Nohy sú tmavošedé. Na zadnej strane hlavy má kučeravé pierka, vďaka čomu 

získal svoj druhový názov. Na rozdiel, pelikán biely, s ktorým býva často zamenený, má 

ruţový nádych peria a čiernobiele krídla zospodu (Burnie, 2002). Dospelý jedinec 

pelikána kučeravého je na obrázku č. 2. 
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Obrázok č. 2: Pelikán kučeravý (Pelecanus crispus). 

(Autorom je Khaled Al Nasrallah a tento obrázok je zdielaný na základe povolenia Licence 

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

 

 

 

Samica a samec pelikána kučeravého sa sfarbením nelíšia. V období 

rozmnoţovania sa zhlukujú do početných skupín. Obvykle majú tri mláďatá, rodičia im 

nosia potravu a asi po šiestich týţdňoch začínajú mladé pelikány loviť ryby. O mesiac 

neskôr vykonávajú svoj prvý let (Burnie, 2002). Pohlavnú dospelosť pelikány dosahujú 

v treťom roku ţivota.  

Pelikán kučeravý spolu s ostatnými druhmi pelikánov sa ţivia rybami, ktoré 

chytajú priamo na vodnej hladine, na rozdiel od pelikánov hnedých, ktorí sa za nimi 

potápajú. Denne spotrebujú aţ 1 kg rýb, konzumujú najmä úhory a parmice. Lovia samy 

alebo v malej skupine. Napriek tomu, bola v Grécku zaznamenaná podivuhodná 

kooperatíva medzi pelikánom kučeravým a kormoránom veľkým (Phalacrocorax 

carbo). Kormorány vyhľadávajú pelikány kvôli tieňom, ktoré vytvárajú na hladine 

vody, vďaka ktorým vidia lepšie korisť. Pelikány naopak vyuţívajú splašenosť pri love 

kormoránov a to im uľahčuje lovenie rýb (Hudec et al., 2016). 

http://www.kuwaitbirds.org/photographers/khaled-al-nasrallah
http://www.kuwaitbirds.org/birds/dalmatian-pelican
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Často hniezdia vo veľkých kolóniách, na niekoľkých miestach juhovýchodnej 

Európy ako je Rumunsko či Bulharsko. Okrem Európy sa tieţ vyskytujú v oblasti Malej 

Ázie, Kazachstane, v severovýchodnej Číne a v Mongolsku (Hanzák, 1974). 

 Pelikán kučeravý patrí medzi globálne ohrozené druhy. Podľa Červeného 

zoznamu ohrozených druhov (IUCN) bol v roku 1994 zaradený medzi zraniteľné druhy 

a to najmä vďaka veľkému úbytku prirodzeného prostredia a ilegálnym odstrelom 

(Anonymus, 2016). Momentálne najrozsiahlejšie kolónie sa nachádzajú pri jazere Mikri 

Prespa v Grécku s celkovým mnoţstvom aţ tisíc párov. V súčasnosti sa počet voľne 

ţijúcich jedincov odhaduje na 10–20 tisíc vtákov (Anonymus, 2016). 

 

3.3    Mikrosatelity 

 Mikrosatelity sú typom tandemových repetícií, označovaných aj ako STRs (Short 

Tandem Repeats) alebo SSRs (Simple Sequence Repeats). Dĺţka ich repetitívnej 

jednotky je 1–6 párov báz (Primmer et al., 1997), zatiaľ čo iní autori uvádzajú aţ 1–10 

párov báz (Tóth et al., 2000). Nachádzajú sa v prokaryotických aj eukaryotických 

genómoch, v kódujúcich aj nekódujúcich DNA sekvenciách organizmov (Field et Wills, 

1998; Tóth et al., 2000). Molekulárna genetika vyuţíva mikrosatelity ako genetické 

markery pri štúdiu evolučných a populačných vzťahov vyuţívajúc ich vlastnosť 

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

 

 3.3.1    Rozdelenie a distribúcia mikrosatelitov 

 Oliveira et al. (2006) klasifikujú mikrosatelity na základe opakujúcej sa 

sekvencie na dokonalé, nedokonalé, prerušované a zloţené. Sekvencie dokonalých 

mikrosatelitov nie sú rušené ţiadnou inou bázou, naopak, v nedokonalých 

mikrosatelitoch sa nachádza báza, ktorá sa nevyskytuje v základnom motíve sekvencie. 

Krátka sekvencia, ktorá neodpovedá sekvencii základného motívu, vloţená medzi 

jednotky repetície mikrosatelitu odpovedá prerušovanému mikrosatelitu. Zloţený 

mikrosatelit je tvorený dvoma odlišnými motívmi repetície, ktoré na seba nadväzujú. 

 Podľa dĺţky opakujúceho sa motívu sa mikrosatelity tieţ delia na mono-, di-, tri- 

aţ dekanukleotidové (Tóth et al., 2000). Bolo preukázané, ţe v nekódujúcich oblastiach 

sa mikrosatelity nachádzajú vo väčšom mnoţstve ako v exónoch (Hancock, 1995), 

a tieţ, ţe frekvencia jednotlivých mikrosatelitov je u kaţdého taxónu iná (Beckmann 

et Weber, 1992). 
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 Najčastejším typom mikrosatelitov nachádzajúcich sa v proteín-kódujúcich 

oblastiach sú trinukleotidové a hexanukleotidové mikrosatelity (Oliveira et al., 2006). 

Aj napriek tomu, ţe frekvencia trojnukleotidových mikrosatelitov sa kaţdou triedou 

v podkmeni stavovcov pomerne líši, mnoţstvo ich repetícií napríklad u človeka hrá 

veľkú rolu v rôznych neurodegeneratívnych poruchách ako je napríklad syndróm 

fragilného X chromozómu či Huntingtonova choroba.  

 Naopak, v intrónoch a intergénových regiónoch je počet jednotlivých 

mikrosatelitov špecifický takmer pre kaţdý taxón. Dominujú najmä tetranukleotidové 

u stavovcov a pentanukleotidové mikrosatelity u cicavcov. Dinukleotidové 

mikrosatelity sa takmer vôbec nenachádzajú v exónoch, v intrónoch sa nachádzajú 

najmä u hlodavcov a najmenej v hubách (Oliveira et al., 2006). 

 Rozdiely v obsahu a type mikrosatelitov u organizmov súvisia s veľkosťou 

genómu, ale aj s rôznymi enzýmami a proteínmi, ktoré sa zapájajú do mnoţstva 

procesov DNA a remodelácie chromatínu (Hancock, 1996). 

 U vtákov je frekvencia mikrosatelitov výrazne niţšia ako u iných stavovcov. 

Jedným z vysvetlení je fakt, ţe vtáky majú najmenšiu veľkosť spomedzi stavovcov, 

s čím súvisí ich nízky obsah nekódujúcej DNA, v ktorej sa mikrosatelity nachádzajú 

(Primmer et al. 1997). Ďalej, elementy známe ako SINEs a LINEs sú u ostatných 

stavovcov asociované s výskytom mikrosatelitov (Beckmann et Weber, 1992) 

a pravidelne majú poly(A) zakončenia. Tieto zakončenia poskytujú základ pre vývoj 

rôznych typov repetíc. Podľa Primmera et al. (1997) neexistuje ţiadna asociácia medzi 

mikrosatelitmi a elementmi SINEs u vtákov a navyše vtáčie LINEs i SINEs nemajú 

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

 

 3.3.2    Mutácie mikrosatelitov 

 Rozšírenie mutácií v mikrosatelitoch je omnoho vyššie ako v iných častiach 

genómu a vyskytuje sa v rozmedzí 10
-2

 aţ 10
-6

 na lokus a generáciu (Sia et al., 2000). 

Sia et al. (1997) na výskumoch in vivo potvrdili, ţe rýchlosť mutácií mikrosatelitov 

súvisí s dĺţkou repetitívnej jednotky. Ďalšími moţnými faktormi ovplyvňujúcimi vyšší 

výskyt mutácií v mikrosatelitoch sú hraničné sekvencie, typy sekvencií opakujúceho sa 

motívu či rýchlosť rekombinácie alebo transkripcie (Schlötterer, 2000). 

 Jedným z hlavných mutačných mechanizmov je DNA slippage (Tachida 

et Iizuka, 1992). Tento proces môţe nastať počas DNA replikácie alebo opravy DNA, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC310925/#B17
http://genome.cshlp.org/content/7/5/471.full#ref-5
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kedy jednotlivé „chyby“ v DNA reťazci uniknú opravnému mechanizmu 

a exonukleázovej aktivite polymerázy (Eisen, 1999). Vznikajúci DNA reťazec sa potom 

dočasne disociuje z templátového reťazca počas replikácie DNA (Levinson et Gutman, 

1987) a spätne reasociuje, ale v inej pozícií. To vedie k chybnému párovaniu báz 

a k inzercii či delécií určitých nukleotidov na jednotlivých reťazcoch. Nové vzniknuté 

vlákno je teda dlhšie alebo kratšie ako templátové vlákno. 

 Ďalším procesom ovplyvňujúcich výskyt mutácií je rekombinácia, a to cestou 

nerovnomerného crossing-overu alebo génovou konverziou (Goldstein et Schlotterer, 

1999). K nerovnomernému crossing-overu môţe dôjsť medzi sesterskými chromatidami 

jedného chromozómu alebo medzi dvoma chromozómami navzájom. Jeho výsledkom 

sú dve nerovnomerné časti DNA vlákien, pričom na jednom z nich došlo k inzercii a na 

druhom k delécii určitého fragmentu DNA (Smith, 1976; Dover, 1982). K takémuto 

crossing-overu dochádza najmä vtedy, kedy správna schopnosť rekombinačného 

mechanizmu je zníţená vďaka veľkému mnoţstvu opakujúcich sa sekvencií na 

jednotlivých vláknach DNA (Smith, 1973). Pri génovej konverzii sa vďaka 

rekombinácii odohrávajú zmeny len na jednom reťazci DNA.  

 

 3.3.3    Použitie mikrosatelitov 

 Pouţitie mikrosatelitov sa v dnešnej dobe neustále zvyšuje (Ellegren et al., 

1995). Doteraz patria medzi najpouţívanejšie genetické markery a to najmä vďaka ich 

kodominantnej a vysoko polymorfnej povahe, vyuţívajúca sa v experimentoch 

spojenými s PCR reakciami (Gupta et al., 1999). 

 Primery pouţité v PCR reakcii vyţadujú vysoký stupeň homológie s cieľovou 

sekvenciou, aby prebehla PCR amplifikácia. Mikrosatelity sa nachádzajú 

v nekódujúcich sekvenciách, v ktorých je prirodzene vyšší výskyt mutácií. Tento vyšší 

nahromadený počet mutácií inhibuje amplifikáciu mikrosatelitových lokusov 

v zdrojovom druhu s primermi aplikovanými na cieľové druhy, a preto nemôţu byť 

jednotlivé primery pouţité univerzálne. U druhov, ktoré sa skúmajú prvýkrát, sú 

jednotlivé mikrosatelity izolované de novo (Primmer et al., 1996). 

Keďţe hľadanie mikrosatelitových markerov de novo je časovo aj finančne 

náročné, in silico metódy sa stali vhodnejšou alternatívou pre ich vývoj. ESTs sú krátke 

sekvencie DNA, ktoré charakterizujú exprimované gény odvodené od cyklickej DNA 

tvoriac genomickú kniţnicu. Dáta v takejto kniţnici umoţňujú hodnotenie génovej 
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expresie, poskytujú informácie o génoch a ich potencionálnych variáciách, determinujú 

rôzne sekvencie a pod. Mikrosatelity je potom vďaka tomu moţné odvodiť z týchto 

databáz pomocou rôznych počítačových softvérov a simulácii.  

Hoci jednotlivé mikrosatelitné primery nemôţu byť všeobecne pouţívané 

univerzálne, určitá úroveň mikrosatelitnej amplifikácie je moţná medzi blízko 

príbuznými druhmi v tzv. cross-species PCR amplifikácií (Moore et al., 1991). Stupeň 

úspešnosti takejto amplifikácie je spojený s fylogenetickou vzdialenosťou medzi dvoma 

druhmi, pôvodným, z ktorého boli mikrosatelity izolované a testovaným, na ktorom boli 

mikrosatelity aplikované (Primmer et al., 1996). 

 Faktorom, ktorý tieţ dokáţe zvýšiť šancu na úspešnú cross-species PCR 

amplifikáciu, je zníţenie annealingovej teploty PCR a to nezávislé na fylogenetickej 

príbuznosti medzi zdrojovým a testovaným druhom (Primmer et al., 2005). 

 Mikrosatelity ako genetické markery sa vyuţívajú najmä v populačnej genetike, 

pri štúdiu evolučných vzťahov alebo mapovaní génov. Napriek tomu, ţe mikrosatelity 

sú variabilné v svojej dĺţke, dedia sa podľa Mendelovskej dedičnosti, čo je výhodné pri 

analýze paternity a príbuzenských vzťahov ţivočíchov. 

 

 3.3.4    Mikrosatelity popísané u druhov z radu rúrkonosce 

 Rad rúrkonosce je skupina morských vtákov, ktorá sa delí do štyroch čeľadí a od 

ktorých bolo doteraz izolovaných 207 polymorfných mikrosatelitov. Z čeľade 

víchrovníkovité (Procellariidae, česky buřňákovití), s najvyšším počtom druhov, bolo 

popísaných 100 mikrosatelitov. U zástupcov z čeľade víchrovníčkovité (Hydrobatidae, 

česky buřňáčkovití) 54 mikrosatelitov a z čeľade albatrosovitých (Diomedeidae) zasa 53 

mikrosatelitov. U druhov z čeľade pelikánovcovité (Pelecanoididae, česky buřníkovití) 

nebol popísaný zatiaľ ţiadny polymorfný mikrosatelit. Ďalej bolo pouţitých 6 

mikrosatelitov, ktoré boli polymorfné u zástupcov z radu rúrkonosce, preto boli tieţ 

zaradené do testovania. Tieto mikrosatelity boli odvodené od 5 druhov patriacich do 

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

 

 3.3.4.1    Mikrosatelity popísané u druhov z čeľade albatrosovité 

 Burg (1999) izolovala a charakterizovala 26 mikrosatelitových lokusov od dvoch 

druhov: albatros sťahovavý (Diomeda exulans) a albatros sivohlavý (Thalassarche  

chrysostoma). Genómová DNA od oboch druhov bola štiepená restrikčnou 
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endonukleázou AluI. Fragmenty veľké 300–800 bp boli ligované do plazmidu pUC19 

a transforomované do DH5α E. coli. Bakteriálne kolónie boli preverené za pouţitia 

(AC)15 syntetických sond. Druhá kniţnica bola obohatená o AC a CTTT repetície. 

Z kolónií obsahujúcich mikrosatelitové sekvencie, bolo navrhnutých 31 párov primerov, 

avšak iba 26 z nich úspešne amplifikovalo PCR produkt. Cross-species amplifikácia sa 

uskutočnila s pouţítím genomickej DNA od 50 jedincov albatrosa sivohlavého, 90 

jedincov albatrosa sťahovavého a 50 jedincov albatrosa čiernobrvého (Thalassarche 

melanophris). Úroveň polymorfizmu sa pohybovala od 2 do 11 alel. U albatrosa 

sťahovavého neprebehla amplifikácia dvoch lokusov, konkrétne Dc10 a Dc19, 

u zvyšných dvoch druhov amplifikácia prebehla úspešne. 

 Vzťahy v štruktúre populácie medzi albatrosom čiernobrvým a albatrosom 

sivohlavým s pouţitím mitochondriálnej DNA a mikrosatelitov analyzovali Burg 

et Croxall (2001). Mitochondriálna DNA bola izolovaná od 123 jedincov ţijúcich na 

piatich ostrovoch Atlantického oceánu a extrahovaná za pouţitia Chelexu. 

V experimente boli pouţité polymorfné lokusy (Burg, 1999), ku ktorým bol pridaný 

jeden novo nájdený lokus De35. Na populačnú analýzu pre oba druhy, bolo vybraných 

sedem najvariabilnejších lokusov z celkových počtu 37 izolovaných lokusov. 

Mikrosatelitové lokusy u albatrosa čiernobrvého obsahovali 4–13 alel na lokus 

a u albatrosa sivohlavého zasa 5–22 alel na lokus. 

 Burg et Croxall (2004) vo svojich štúdiách riešili štruktúru a taxonómiu 

populácie medzi albatrosom sťahovavým a ďalšími dvoma druhmi albatrosa (Diomeda 

antipodensis a D. gibsoni). Jednotlivé krvné vzorky boli odobrané dospelým jedincom 

ţijúcim na siedmych rôznych ostrovoch Atlantického oceánu. Genomická DNA, 

z odobraných 772 krvných vzoriek, bola extrahovaná pomocou Chelexu. Bolo 

vyuţitých osem, skôr izolovaných mikrosatelitových lokusov (Burg, 1999) a jeden 

lokus De37, ktorý pred tým ešte nebol popísaný. Ten vykazoval polymorfizmus so 

šiestimi, resp. siedmimi alelami. Lokus De33 sa ukázal ako viazaný na pohlavie, preto 

bol z testov vylúčený. Celkový polymorfizmus všetkých druhov sa pohyboval 

v rozmedzí 2–21 alel na lokus. 

 Desať nových dinukleotidových mikrosatelitov pre albatrosa sťahovavého 

popísali Dubois et al. (2005). Vzorky DNA boli extrahované z krvi pomocou QIAmp 

Tissue Kit (QIAGEN). Mikrosatelitné lokusy boli izolované z genomickej kniţnice 

obohatenej o (TC)10 a (TG)10 repetície, za pouţitia biotínom značených 

mikrosatelitových sond, magnetických guľôčok potiahnutých streptavidínom a XL10 
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Gold ultrakompetentných bakérií E. coli (Stratagene). Z 1248 screenovaných klonov, 

254 obsahovalo mikrosatelity a 132 z nich bolo sekvenovaných. PCR primery boli 

navrhnuté pre 94 klonov a pre ďalšiu analýzu bolo nakoniec vybratých 15 lokusov, 

ktoré obsahovali najmenej prerušovaných sekvencií. Variabilita mikrosatelitov bola 

testovaná v troch populáciách albatrosa, pričom kaţdá obsahovala 20 jedincov. Desať 

z 15 lokusov vykazovalo polymorfizmus s 2–13 alelami. 

Hermandez et al. (2014) charakterizovali 15 polymorfných mikrosatelitových 

lokusov od albatrosa čiernonohého (Phoebastria nigripes), nemenlivého 

(P. immutabilis, česky albatros laysanský) a bielochrbtého (P. albatrus). Genomická 

DNA bola izolovaná zo svalového tkaniva 51 jedincov daných druhov pomocou 

DNeasy Blood and Tissue Kit (QIAGEN). Vďaka NEB Next® Ultra™ DNA 19 Library 

prep Kit for Illumina® a NEBNext® Multiplex Oligos for Illumina zostavili génomovú 

kniţnicu. Vybrali 44 amplifikujúcich sa lokusov, ktoré obsahovali di-, tri- 

a tetranukleotidové repetície, pre ktoré boli navrhnuté primery podľa programu Primer 3 

(Rozen et Skaletsky, 2000). Z týchto lokusov bolo pomocou Multiplex Manager 

vybraných 16 lokusov, na ktorých sa testoval polymorfizmus u 36 jedincov albatrosa 

čiernonohého, 12 jedincov albatrosa nemenlivého a 3 jedincov albatrosa bielochrbtého. 

U albatrosa čiernonohého a nemenlivého bolo 13 polymorfných lokusov s 2–18 alelami 

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

 

3.3.4.2    Mikrosatelity popísané u druhov z čeľade víchrovníkovité  

Techow et O´Ryan (2004) izolovali a charakterizovali šesť dinukleotidových 

mikrosatelitových lokusov pre víchrovníka bielobradého (Procellaria aequinoctialis). 

Vzorka odobraná z tkaniva víchrovníka bola štiepená proteinázou K a získaná DNA 

bola ďalej podrobená fenol-chloroformovej extrakcii a následne zrazená etanolom. 

Genómová kniţnica, obohatená o CA repetície, bola vytvorená z DNA piatich jedincov 

s pouţitím PCR amplifikácie s degenerovanými oligonukleotidovými primermi (DOP-

PCR). Vzniknuté fragmenty boli klonované pomocou pGEM-T-Easy Vector System 

(Promega). Po selekcii na médiu s obsahom ampicilínu a X-gal, boli klony preverené na 

prítomnosť inzertov. Nasledovala amplifikácia pozitívnych klonov. Z 21 

sekvenovaných rekombinantných plazmidov 17 obsahovalo mikrosatelity, pričom dva 

lokusy boli sekvenované dvakrát. Pomocou programu DNAMAN verzia 4.13 (Lynnon 

BioSoft) boli navrhnuté primery pre 10 mikrosatelitov obsahujúcich vhodné hraničné 



15 
 

sekvencie. Kaţdý mikrosatelitový lokus bol testovaný na variabilitu minimálne u 68 

jedincoch víchrovníka, pričom u šiestich z desiatich mikrosatelitov sa prejavil 

polymorfizmus s 3–9 alelami. Dané mikrosatelity boli pomocou cross-species PCR 

amplifikácie tieţ testované u ďalších šiestich druhov: albatrosa sťahovavého, albatrosa 

čiernobrvého, albatrosa sivohlavého, víchrovníka okuliarnatého (Procellaria 

conspicillata, česky buřňák tristanský), plavca veľkého (Macronectes giganteus, česky 

buřnák obrovský) a plavca tmavého (M. hallis, česky buřnák Hallův). Celková 

variabilita v rámci testovaných druhov bola v rozmedzí 1–6 lokusov. Najvyšší počet 

polymorfných mikrosatelitov, konkrétne šesť, sa vyskytoval u víchrovníka 

okuliarnatého. Najmenší počet, jeden polymorfný lokus Paequ2, sa prejavil u albatrosa 

sťahovavého. Ostatné druhy vykazovali 3–5 polymorfných mikrosatelitov. Počet alel 

v tomto testovaní neboli uvedené. 

Bried et al. (2008) objavili jedenásť polymorfných dinukleotidových 

mikrosatelitov pre víchrovníka plavého (Calonectris diomedea, česky buřňák šedý). 

Z krvných vzoriek bola extrahovaná DNA pomocou QIAmp Tissue Kit (QIAGEN). 

Mikrosatelitové lokusy boli izolované z genómickej kniţnice, ktorá bola obohatená 

o repetície (GCC)6, (TA)10, (CG)10 a (TG)10 za pouţitia biotínom značených 

mikrosatelitových sond, magnetických guľôčok potiahnutými streptavidínom a XL10 

Gold ultrakompetentných bakérií E. coli (Stratagene) (Dubois et al., 2005). Z celkového 

počtu 3036 klonov bolo 262 klonov osekvenovaných a pre 15 klonov, ktoré vykazovali 

najmenšie mnoţstvo prerušovaných sekvencií, boli navrhnuté PCR primery. Následne 

prebehla PCR amplifikácia. Mikrosatelitová variabilita bola testovaná u 43 jedincov 

víchrovníka plavého, pričom 11 z 15 mikrosatelitov vykazovalo polymorfizmus s 2–8 

alelami na lokus. Mikrosatelit Cd4 ani v jednom prípade u samičieho pohlavie nebol 

heterozygotný, pravdepodobne preto, ţe lokus bol viazaný na pohlavie. Polymorfné 

mikrosatelity u víchrovníka plavého boli pomocou cross-species PCR amplifikácie 

testované u ďalších troch druhov: albatrosa sťahovavého, víchrovníka bielobradého 

a víchrovníka holubieho (Bulweria bulwerii, česky buřňák Bulwerův). Najvyšší počet 

polymorfných lokusov, konkrétne 10, bol zistený u víchrovníka holubieho, u ktorého sa 

amplifikovalo celkovo 11 lokusov. U víchrovníka bielobradého boli zo siedmych 

amplifikovaných lokusov polymorfné dva lokusy. Cd1 bol jediný polymorfný lokus 

z piatich amplifikovaných lokusov u albatrosa sťahovavého. 

Dva polymorfné mikrosatelitové lokusy od tajfúnnika taiko (Pterodroma 

magentae, česky buřňák taiko) charakterizovala Lawrence (2008). Z krvi odobranej 145 
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jedincom bola extrahovaná DNA fenol-chloroformovou metódou. Bola zostavená 

genómická kniţnica obohatená o GT, GA, AAT, AAAG a GATA repetície. Z 2016 

testovaných klonov bolo 178 sekvenovaných a 99 z nich obsahovalo mikrosatelity. Pre 

deväť mikrosatelitových sekvencií boli navrhnuté primery podľa programu Primer 3 

(Rozen et Skaletsky, 2000). Po PCR amplifikácii sa vyhodnotila variabilita a ako 

polymorfné mikrosatelity sa ukázali lokusy Tch6 s dvoma alelami a Tch25 so štyrmi 

alelami. U tajfúnnika taiko bolo ďalej prostredníctvom cross-species PCR amplifikácie 

testovaných 22 mikrosatelitov navrhnutých pre iné druhy vtákov. Šesť z nich bolo 

polymorfných s 2–9 alelami: Paequ3, Paequ8 a Paequ13 (Techow et O´Ryan, 2004), 

De33 (Burg, 1999) a RBG18, RBG29 izolovaných od vtákov z radu bahniaky 

(Charadriiformes, česky dlouhokřídlí) (Given et al., 2002). 

 Desať polymorfných mikrosatelitov pre víchrovníka baleárskeho (Puffinus 

mauretanicus, česky buřňák balearský) bolo izolovaných a charakterizovaných 

Gonzalesom et al. (2009). Vzorky boli odobraté zo svalového tkaniva, štiepené 

proteinázou K a podrobené fenol-chloformovej extrakcii. Následne boli štiepené 

restrikčnými enzýmami RsaI a XmnI a ligované do univerzálnych SNX adaptérov. Boli 

zostavené genomické kniţnice obohatené o CA a AAAG repetície. Biotinylovaná DNA 

bola ligovaná do pGEM-T-Easy vektoru (Promega) a transformovaná do baktérie 

E. coli. Pozitívne kolónie boli detekované chemiluminiscenciou (CSP-Star detection kit, 

Sigma). Pomocou M13 primerov bolo 162 klonov sekvenovaných, 108 z nich 

obsahovalo mikrosatelity a nakoniec bolo vybratých 23 klonov, pre ktoré boli navrhnuté 

primery pomocou programu Primer 3 (Rozen et Skaletsky, 1998). Devätnásť sekvencií 

bolo úspešne amplifikovaných. Celková variabilita bola sledovaná u 55 jedincov. 

U desiatich lokusov bol zistený polymorfizmus s 2–10 alelami. Lokus Puff Sma6 bol 

viazaný na pohlavie, konkrétne na W chromozóm, preto jeho amplifikácia prebehla len 

u samíc. Daných desať polymorfných lokusov bolo testovaných opäť pomocou cross-

spieces PCR amplifikácie na 23 jedincoch víchrovníka hnedastého (P. yelkouan, česky 

buřňák středomořský). U tohto druhu prebehla amplifikácia všetkých lokusov, jeden 

z nich bol monomorfný, u ostatných lokusov sa počet alel pohyboval v rozmedzí 2–9. 

Brown et Jordan (2009) izolovali šesť mikrosatelitných lokusov pre tajfúnnika 

admirálskeho (Pterodroma arminjoniana, česky buřňák trinidadský). Vzorky boli 

odobrané z tkaniva troch uhynulých mláďat a následne extrahované fenol-chloformovou 

metódou. Z genómických kniţníc, obohatených o CA a CAGA repetície, boli izolované 

mikrosatelitové lokusy. Obohatené fragmenty boli klonované pomocou Original TA 
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Cloning Kit (Invitrogen) a pozitívne klony testované na prítomnosť inzertov. Plazmidy, 

ktoré obsahovali inzerty boli sekvenované za pouţitia 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 testovaných párov primerov šesť z nich amplifikovalo produkt. Tri 

z nich, konkrétne Parm01, Parm02, Parm03, boli polymorfné s 4–10 alelami. Zvyšné tri 

páry, Parm04, Parm05 a Parm06 poskytli monomorfný produkt. 

Všetkých šesť mikrosatelitov bolo znova testovaných u ďalších 17 druhov z radu 

rúrkonosce a jedného druhu tučniaka, tučniaka ţltohlavého (Eudyptes chrysolophus, 

česky tučňák ţlutorohý). Mikrosatelity Parm01 a Parm02 sa amplifikovali u všetkých 

17 druhov, pričom Parm01 bol polymorfný u dvanástich druhov a Parm02 vykazoval 

polymorfizmus u piatich druhov. Lokusy Parm03, Parm04 boli polymorfné u piatich 

druhov s 2–6 alelami, respektíve 4 druhov s 2–4 alelami. Parm05 sa u 13 druhov 

neamplifikoval vôbec a len u troch druhov bol zistený polymorfizmus s 2–3 alelami. 

Lokus Parm06 bol u 16 druhov amplifikovaný a u šiestich druhov polymorfný vţdy 

s dvoma alelami. U tučniaka ţltohlavého sa lokusy Parm04, Parm05 neamplifikovali 

vôbec, Parm06 sa prejavil ako monomorfný a zvyšné tri lokusy vykazovali 

polymorfizmus s 2–7 alelami. Pomocou cross-species PCR amplifikácie bolo 

u tajfúnnika admirálskeho testovaných ďalších 53 mikrosatelitov izolovaných od iných 

druhov vtákov z čeľadí albatrosovité (Burg, 1999, Dubois et al. 2005), víchrovníkovité 

(Techow et O´Ryan, 2004) a z čeľade kulíkovité (Küpper et al., 2007) z radu bahniaky. 

Polymorfných bolo šesť mikrosatelitov a to Paequ3, Paequ13,10C5, 12H8, De11 

a Calex01. 

Andris et al. (2010) izolovali jedenásť dinukleotidových mikrosatelitov od 

víchrovníka holubieho. Vtáčia DNA bola z krvi extrahovaná za pouţitia QIAmp Tissue 

Kit (QIAGEN). Za pouţitia biotínom značených oligonukleotidových mikrosatelitových 

sond, streptavidínom potiahnutými magnetickými guličkami a JM 09 vysokoúčinných 

kompetentných buniek E. coli (Promega) boli mikrosatelitové lokusy izolované 

z genómickej kniţnice obohatenej o (TG)10 a (TC)10 repetície. Podľa modifikovanej 

PCR (Dubois et al., 2005) boli rekombinantné klony testované na (TG)10, (TC)10 

a AGE1 alebo AGE2 oligonukleotidy. Pomocou genetického analyzéru ABI 3130 

(Applied Biosystems) bolo celkovo 352 pozitívnych klonov sekvenovaných a z 282 

vhodných sekvencií bolo vybraných 25 lokusov s najniţším mnoţstvom prerušovaných 

repetíc na ďalšiu analýzu. Variabilita bola testovaná na 91 dospelých jedincov. 
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Dvadsaťštyri lokusov vykazovalo polymorfizmus, avšak kvôli amplifikačným 

problémom a zníţenej heterozygotnosti bolo vybratých len jedenásť mikrosatelitov, 

u ktorých bolo detekovaných dve aţ osem alel. Keďţe ţiadna zo 44 samíc nevykazovala 

heterozygotnosť v lokuse Bb11, bol určený ako viazaný na pohlavie. Cross-species 

amplifikácia daných jedenástich mikrosatelitov bola vykonaná u troch ďalších druhov: 

víchrovníka bielobradého so 6 polymorfnými lokusmi, hladinára modrého (Halobaena 

caerulea, česky buřňák modravý), u ktorého bolo polymorfných 10 lokusov 

a víchrovníčka azorského (Oceanodroma monteiroi, česky buřňáček Monteirův) 

z čeľade víchrovníčkovité, ktorý vykazoval len 5 polymorfných lokusov. 

Desať nových polymorfných mikrosatelitových lokusov izolovali Welch 

et Fleischer (2011) pre tajfúnnika havajského (Pterodroma sandwichensis, česky buřňák 

havajský). Genomická DNA bola extrahovaná z krvi jedného samca a jednej samice 

tajfúnnika. Následne bola DNA štiepená na fragmenty o veľkosti 200–1000 bp. 

Fragmenty boli ligované do SNX linkerov, amplifikované a vykonala sa hybridizácia 

s oligonukleotidovými sondami, čím boli jednotlivé fragmenty obohatené 

o mikrosatelitové repetície. Po amplifikácii fragmentov prebehla ligácia do pBluescript 

II SK + plazmidov a nakoniec transformácia do ultrakompetentných buniek E. coli. 

Ďalšími analýzami bolo nakoniec vybratých 54 klonov, pre ktoré boli navrhnuté vhodné 

primery za pouţitia programu Primer 3 (Rozen et Skaletsky, 2000). Navyše, pomocou 

cross-species PCR amplifikácie, bolo u tajfúnnika havajského testovaných 37 uţ 

publikovaných párov primerov od druhov z radu rúrkonosce (Techow et O´Ryan, 2004, 

Bried et al., 2008, Brown et Jordan, 2009, Gonzalez et al., 2009), spevavce (Dawson 

et al., 1997) a z radu bahniaky (Given et al., 2002). Z 37 známych mikrosatelitov a 54 

novo izolovaných mikrosatelitov bolo polymorfných po desať lokusov s 3–14 alelami, 

resp. 3–10 na lokus. Variabilita bola testovaná u pätnástich jedincov tajfúnnika 

havajského. 

Quillfedt et al. (2012) pri štúdiu mimopárovej paternity u hladinára tenkozobého 

(Pachyptila belcheri, česky buřňák útlozobý) navrhli sedem mikrosatelitných lokusov. 

Z peria a krvi 102 jedincov bola za pouţitia DNeasy Tissue Kit (QIAGEN) extrahovaná 

DNA. Podľa Klauke et al. (2009) bola prevedená PCR amplifikácia, izolácia 

mikrosatelitov a klonovanie. Sedem testovaných párov primerov zároveň vykazovalo 

polymorfizmus s detekovaným mnoţstvom alel v rozsahu 5 aţ 16. Zo siedmych 

markerov však boli dva z nich vylúčené z analýzy a to Patbel2, u ktorého sa prejavila 
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veľká podobnosť alel s ostatnými markermi a Patbel5, ktorý sa prejavil ako viazaný na 

pohlavie. 

Jedenásť polymorfných mikrosatelitov izolovali Hardesty et al. (2013) od 

víchrovníka bledonohého (Puffinus carneipes, česky buřňák světlonohý). Z krvi a peria 

extrahovaná DNA bola štiepená siedmymi restrikčnými enzýmami na fragmenty 

o veľkosti 300–750 bp. Tieto fragmenty sa naviazali na adaptory, ktoré boli zachytené 

pomocou biotinylovaných magnetických guličiek. Z naamplifikovanej DNA boli 

pomocou restrikčného enzýmu HindIII odstránené adaptory a výsledné fragmenty boli 

ligované do HindIII miesta pUC19. Klony, ktoré obsahovali mikrosatelity boli 

sekvenované a amplifikované. Variabilita mikrosatelitových lokusov bola testovaná na 

90 jedincoch víchrovníka bledonohého, kde 11 lokusov bolo polymorfných s 3–11 

alelami. 

Moodley et al. (2015) izolovali 25 nových polymorfných mikrosatelitových 

lokusov pre hladinára tenkozobého. Vzorky z krvi, peria a svalového tkaniva boli 

odobrané dospelým jedincom z čeľade víchrovníkotvaré: hladinárovi tenkozobému, 

hladinárovi širokozobému (Pachyptila vittata, česky buřňák širokozobý), hladinárovi 

popolavému (P. salvini, česky buřňák Salvinův), hladinárovi čarovnému (P. turtur, 

česky buřňák hrdliččí), hladinárovi holubiemu (P. desolata, česky buřňák holubí), 

hladinárovi modrému a búrkozvestovi pestronohému (Oceanites oceanicus, česky 

buřňáček Wilsonův) z čeľade víchrovníčkovité, ţijúcich na antarktických ostrovoch. 

Z DNA dvoch jedincov hladinára tenkozobého, extrahovanej za pouţitia DNeasy Tissue 

Kit (QIAGEN), boli izolované mikrosatelitové sekvencie. Fragmenty o veľkosti 300–

800 bp, štiepené z genómickej DNA, boli ligované do ssDNA kniţnice, z ktorej boli 

izolované mikrosatelitové sekvencie. Pre tieto sekvencie boli navrhnuté vhodné 

primery. Z celkových 517 sekvencií bolo 36 párov primerov testovaných na 

polymorfizmus a cross-species PCR amplifikáciu u štyroch jedincov hladinára 

tenkozobého a troch jedincov hladinára holubieho. U hladinára tenkozobého 

vykazovalo 25 lokusov polymorfizmus. Pre dôkladnejšiu analýzu, boli tieto lokusy 

znova testované u 77 jedincov hladinára tenkozobého. Počet alel jednotlivých lokusov 

sa pohyboval od 5 do 48 na lokus. Všetkých 25 lokusov bolo tieţ pouţitých pre cross-

species PCR amplifikáciu u zvyšných piatich, pred tým zmienených, druhov. 

U všetkých druhov sa prejavila variabilita, s 2–51 alelami na lokus. Najmenšiu 

variabilitu vykazoval búrkozvest pestronohý s pätnástimi polymorfnými lokusmi, ktorý 

patrí do inej čeľade ako zvyšné testované druhy. 
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3.3.4.3    Mikrosatelity popísané u druhov z čeľade víchrovníčkovité  

Sun et al. (2009) navrhli primery pre desať mikrosatelitových lokusov u troch 

druhov: víchrovníčka černastého (Oceanodroma castro, česky buřňáček madeirský), 

víchrovníčka azorského (O. monteiroi, česky buřňáček Monteirův) a víchrovníčka 

severského (O. leucorhoa, česky buřňáček dlouhokřídlý). Zo siedmych zamrznutých 

krvných vzoriek víchrovníčka černastého (Friesen et al., 2007) za pouţitia klonovania 

(Glenn et Schable, 2005) bola skonštruovaná genómická kniţnica. DNA bola štiepená 

enzýmom AluI na fragmenty veľkosti 200–1200 bp, ktoré boli následne ligované do 

SNX linkerov. Ligovaný produkt bol hybridizáciou obohatený o biotinylované 

oligonukleotidové sondy. Izolovaná DNA bola ligovaná do PCR 2.1-TOPO vektoru 

(Invitrogen) a transformovaná do TOP 10 One Shot E. coli kompetentných buniek 

(Invitrogen). Z kniţnice obsahujúcej 96 klonov bolo 53 sekvenovaných. Zo 46 

sekvencií obsahujúcich mikrosatelity bolo vybratých deväť, u ktorých sa vyskytovalo 

deväť a viac repetíc, a pre ktoré boli navrhnuté primery (Rozen et Skaletsky, 2000). Do 

genómickej kniţnice prispeli aj zmrazené vzorky dvoch jedincov víchrovníčka 

severského. Z týchto vzoriek bolo sekvenovaných 21 klonov a pre dva z nich boli 

navrhnuté páry primerov, avšak len jeden pár primerov amplifikoval produkt. 

U kaţdého, víchrovníčka černastého aj azorského, bolo polymorfných 9 lokusov. 

U víchrovníčka severského vykazovalo polymorfizmus 6 lokusov. Rozsah alel 

u všetkých druhov sa pohyboval v rozmedzí 2 aţ 11 na lokus. Daných desať 

navrhnutých mikrosatelitov bolo testovaných vďaka cross-species PCR amplifikácii 

u víchrovníčka tichomorského (O. tethys, česky buřňáček galapáţský), víchrovníčka 

obojkového (O. hornbyi, česky buřňáček límcový) a tajfúnnika tmavochrbtého 

(Pterodroma phaeopygia, česky buřňák tmavohřbetý) z čeľade víchrovníkovité. 

U týchto druhov boli takmer všetky produkty PCR amplifikované, výnimkou boli 

lokusy Oc64B a Oc79-2. Údaje o polymorfizme, resp. monomorfizme autori neuviedli. 

Dvadsaťšesť polymorfných mikrosatelitov od víchrovníčka severského 

charakterizovali Bicknell et al. (2011). Genomická DNA bola extrahovaná z krvi 

pomocou zráţania octanom amónnym. Zostavená genomická kniţnica bola obohatená 

o repetície, s naviazanými magnetickými guličkami (Glenn et Schable, 2005). Zo 

sekvenovaných transformovaných kolónií bolo izolovaných 211 mikrosatelitových 

sekvencií a pre 50 z nich boli navrhnuté primery pomocou programu Primer 3 (Rozen 

et Skaletsky, 2000), ktoré následne testovali na polymorfizmus. Variabilita bola 
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testovaná na 4–6 jedincov víchrovníčka severského, pričom šesť lokusov 

neamplifikovalo produkt a zo zvyšných 44 lokusov bolo 26 polymorfných. Na 

polymorfizmus boli tieţ testované uţ existujúce mikrosatelity, konkrétne 7 

mikrosatelitov izolovaných od iných rôznych druhov patriacich do čeľade 

víchrovníčkovité a 47 ďalších mikrosatelitov vykazujúcich veľkú prenosnosť medzi 

druhmi (Dawson et al., 2010). Z týchto 47 lokusov bolo polymorfných 15, 30 z nich 

bolo monomorfných a 2 z nich neamplifikovali produkt. Dokopy 41 polymorfných 

lokusov bolo ďalej testovaných na 24 jedincoch, pričom bolo detekovaných 2 aţ 22 alel 

na lokus. 

Bried et al. (2012) popísali 18 nových polymorfných mikrosatelitových 

markerov pre vzácny druh, víchrovníčka azorského. Vtáčia DNA bola extrahovaná 

z krvných vzoriek pomocou QIAmp Tissue Kit (QIAGEN). Z obohatenej genómickej 

kniţnice boli izolované mikrosatelitové lokusy a následne pyrosekvenované podľa 

Meglécz et al. (2010) a Malausa et al. (2011). Zo sekvencií, obsahujúcich motív 

mikrosatelitov dlhší ako päť repetíc a súčasne ktorých veľkosť sa pohybovala 80–469 

bp, bolo vybratých 27 lokusov s najvyšším mnoţstvom neprerušovaných repetíc. 

K analýze variability bolo vyuţitých 18 lokusov, ktoré boli testované u 125 jedincov. 

Rozsah alel sa pohyboval v rozmedzí 4 aţ 17 alel na lokus. Ţiadna zo 65 samíc 

nevykazovala heterozygotnosť v lokuse Omn23, pravdepodobne pre väzbu na pohlavie. 

Ďalej, autori uskutočnili cross-species PCR amplifikáciu 18 lokusov u víchrovníčka 

černastého, víchrovníka holubieho a hladinára modrého. Najúspešnejšia amplifikácia 

prebehla u víchrovníčka černastého, so 17 polymorfnými lokusmi s detekovanými 2–6 

alelami na lokus. U víchrovníka holubieho sa amplifikovalo 7 lokusov, pričom tri z nich 

boli polymorfné, kaţdý s dvoma alelami. Hladinár modrý vykazoval dva polymorfné 

lokusy s 3 aţ 6 alelami. 
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4    Materiál a metódy 

4.1    Biologický materiál 

Na analýzu bola pouţitá krv, odobraná šiestim nepríbuzným jedincom pelikána 

kučeravého (Pelecanus crispus) chovaným v ZOO Dvůr Králove. Genomická DNA 

bola izolovaná za pouţitia fenol-chloroformovej metódy vedúcim bakalárskej práce. 

Koncentrácia nariedenej DNA bola 10–50 µg/ml.   

 

4.2    Chemikálie 

- akrylamid (Sigma)  

- aTaq DNA polymeráza (5U/μl), M1241 (Promega)  

- bromfenolová modrá (Serva)  

- dNTPs (100 mmol/l, 400 μl kaţdého), U1240 (Promega)  

- deionizovaná voda  

- dusičnan strieborný (Sigma)  

- etanol – 96% roztok (Liehovar Vrbátky)  

- etyléndiaminotetraoctan sodný (Na2EDTA) (Lachner)  

- formaldehyd (AppliChem)  

- formamid (Lachema)  

- hydroxid sodný (Lachner)  

- chlorid sodný (Lachema)  

- kyselina boritá (Lachner)  

- kyselina dusičná - 65% roztok (Lachner)  

- kyselina octová (Lachner)  

- 3-metakryloxypropyltrimetoxysilan (Serva)  

- močovina (Lachner)  

- N, N´-metylénbisakrylamid (AppliChem)  

- N, N, N´, N´-tetrametyletyléndiamín (TEMED) (AppliChem)  

- peroxodisíran amonný (Lachner)  

- Rain off – tekuté stierače (Sheran)  

- thosíran sodný (Lachema)  

- trishydroxymetylaminometán (Tris) (AppliChem)  

- uhličitan sodný (Lachner)  
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- xylenová modrá (Xylencyanol FF) (AppliChem)  

 

4.3    Roztoky 

- dusičnan strieborný, 0,1% roztok  

- 0,8 g dusičnanu strieborného  

- 800 ml deionizované vody  

- pred pouţitím pridať 1,2 ml formaldehydu  

- fix/stop roztok  

- 800 ml deionizovanej vody  

- 88 ml ľadovej kyseliny octovej 

- hydroxid sodný, 1 mol/l roztok  

- 40 g hydroxidu sodného  

- doplniť deionizovanou vodou na 1 l  

- kyselina dusičná, 1% roztok  

- 12 ml 65% kyseliny dusičnej  

- 800 ml deionizovanej vody  

- nanášací roztok pre elektrofortickú separáciu 

- 0,125 g xylénovej modrej  

- 0,125 g bromfenolovej modrej  

- 25 ml deionizovanej vody  

- 100 ml formamidu  

- peroxodisíran amonný, 10% roztok  

- 1 g peroxodisíranu amonného  

- rozpustiť v 10 ml deionizovanej vody  

- uchovávať v chladničke  

- polyakrylamidový 6% gél  

- 60 ml 6% zásobného roztoku akrylamidu  

- 400 μl 10% roztoku peroxodisíranu amonného (NH4)2S2O8  

- 40 μl N, N, N´, N´ - tetrametyletyléndiamínu  
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- reakčný pufr 10x pre aTaq DNA polymerázu: 

- 80 ml deionizovanej vody 

- 1,211 g Tris (alebo 6,7 ml Tris 1 mol/l) 

- pH upraviť pomocou HCl na hodnotu 9 

- 3,73 g KCl 

- 1 ml Triton X-100 

- po rozpustení doplniť na 100 ml 

- roztok 3-metakryloxypropyltrimetoxysilanu  

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

- 3 μl 3-metakryloxypropyltrimetoxysilanu  

- vývojka  

- 24 g uhličitanu sodného  

- 800 ml deionizovanej vody  

- vychladiť na teplotu niţšiu ako 10 °C  

- pred pouţitím pridať 1,2 ml formaldehydu a 160 μl 1% roztoku tiosíranu 

 sodného  

- zásobný roztok akrylamidu, 6%  

- 420 g močoviny  

- 484 ml deionizovanej vody  

- 50 ml 10x TBE  

- 150 ml 40% zásobného roztoku akrylamid : N, N´- metylénbisakrylamid 19:1  

- po rozpustení všetkých zloţiek sfiltrovať a uloţiť v tmavej fľaši v 4 °C  

- zásobný roztok 10x TBE pufr  

- 55 g kyseliny boritej  

- 108 g trishydroxymetylaminometánu (Tris)  

- 40 ml roztoku Na2EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0  

- doplniť deionizovanou vodou na 1 l  

 

4.4    Laboratórne prístroje 

- elektroforetický zdroj EV232 (Consort)  

- hybridizačná pec HB-2D (Techne)  
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- chladnička kombinovaná (Whirlpool)  

- laboratórne váhy Mark S622 (BEL Engineering)  

- magnetická miešačka MR Hei-Combi (Heidolph)  

- mikropipety Finnpipette – 0,5 aţ 10 μl (osemkanálová) a 0,3 μl aţ 1 ml (Thermo Lab  

  Systems)  

- mikropipety Nichipet EX 0,5 μl aţ 1 ml (Nichiryo)  

- minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)  

- minicentrifuga Prism mini (Labnet International)  

- spektrofotometer ND-1000 (Thermo Scientific)  

- negatoskop NEGA1 (Maneko)  

- sekvenačná elektroforetická komôrka S2 (Whatman Biometra)  

- sušiareň CAT 8050 (Contherm)  

- termocykler GenePro (BIOER)  

- termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)  

- termocykler TC XP (BIOER)  

- trepačka Orbit 1 900 (Labnet International)  

- vortex mixér (Labnet International)  

- vortex MS2 (Ika)  

- výrobník deionizovanej a ultračistej vody typ 02 (AquaOsmotic)  

- výrobník ľadu Icematic F100 Compact (Castel Mac) 

 

4.5    Mikrosatelity testované u pelikána kučeravého 

Dvestotrinásť párov primerov bolo vyuţitých ku cross-species PCR amplifikácií 

mikrosatelitových lokusov u 6 nepríbuzných jedincov pelikána kučeravého, pričom 207 

z nich bolo izolovaných de novo od druhov z radu rúrkonosce a zvyšných 6 párov bolo 

pôvodne navrhnutých pre PCR amplifikáciu u iných druhov z radov bahniaky 

a spevavce. 

Z čeľade albatrosovité bolo od 8 druhov izolovaných 53 polymorfných 

mikrosatelitov (viď tabuľka č. 1). 
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Tabuľka č. 1: Zoznam mikrosatelitov izolovaných z čeľade albatrosovité 

testovaných na polymorfizmus u pelikána kučeravého. 

Zdrojový druh Mikrosatelit 
Literárny 

zdroj 

albatros sťahovavý                 

(albatros stěhovavý,            

Diomeda exulans) 

7D8, 12C8, 11H7, 10C5, 

11H1, 6A3, 12H8, 11F3, 

6F12, 12E1 

Dubois et al., 

2005 

De1, De2, De3, De7, De11, 

De12, De17, De18, De25, 

De30, De33 

Burg, 1999 

albatros sivohlavý                

(albatros šedohlavý,               

D. chrysostoma) 

Dc5, Dc9, Dc10, Dc16, Dc19, 

Dc20, Dc21, Dc22, Dc26, 

Dc27, Dc31 

albatros sivohlavý D6, D24, D29, D32 

albatros sťahovavý 

albatros Gibsonov         

(albatros Gibsonův,                

D. gibsoni) 

De37 Burg et 

Croxall, 2004 

albatros hnedo-biely      

(albatros jiţní,                           

D. antipodensis) 

De37 Burg et 

Croxall, 2004 

albatros sťahovavý 

albatrosa čiernobrvý              

(albatros černobrvý,                   

T. melanophris) 

De35 Burg et 

Croxall, 2001 

albatros sivohlavý                 

albatros bielochrbtý               

(albatros bělohřbetý,                 

Phoebastria albatrus) 

STAL4, STAL8, STAL12, 

STAL18, STAL20, STAL 24 

Hernandez et 

al., 2014 

albatros čiernonohý               

(albatros černonohý,                 

P. nigripes) 

BFAL4, BFAL11, BFAL14, 

BFAL19, BFAL20 

albatros nemenlivý                  

(albatros laysanský,                 

P. immutabilis) 

LAAL1, LAAL7, LAAL10, 

LAAL19 

 

Z čeľade víchrovníkovité bolo od 9 druhov izolovaných 100 polymorfných 

mikrosatelitov (viď tabuľka č. 2). 

Tabuľka č. 2: Zoznam mikrosatelitov izolovaných z čeľade víchrovníkovité 

 testovaných na polymorfizmus u pelikána kučeravého. 

Zdrojový druh Mikrosatelit 
Literárny 

zdroj 

víchrovník bielobradý         

(buřňák bělobradý,        

Procellaria aequinoctialis) 

Paequ2, Paequ3, Paequ4, 

Paequ7, Paequ8, Paequ10, 

Paequ13 

Techow et 

O´Ryan, 2004 
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Tabuľka č. 2: Pokračovanie. 

Zdrojový druh Mikrosatelit 
Literárny 

zdroj 

víchrovník plavý                 

(buřňák šedý,               

(Calonectris diomedea) 

Cd1, Cd2, Cd3, Cd4, Cd5, 

Cd6, Cd7, Cd8, Cd9, Cd10, 

Cd11 

Bried et al., 

2008 

tajfúnnik taiko                      

(buřňák taiko,              

(Pterodroma magentae) 

Tch6, Tch25 Lawrence, 2008 

tajfúnnik admirálsky           

(buřňák trinidadský,                   

P. arminjoniana) 

Parm01, Parm02, Parm03, 

Parm04, Parm05, Parm06 

Brown et 

Jordan, 2009 

tajfúnnik havajský              

(buřňák havajský,                    

(P. sandwichensis) 

Ptero01, Ptero02, Ptero03, 

Ptero04, Ptero05, Ptero06, 

Ptero07, Ptero08, Ptero09, 

Ptero10 

Welch et 

Fleischer, 2011 

víchrovník holubí                

(buřňák Bulwerův,           

Bulweria bulwerii) 

Bb2, Bb3, Bb7, Bb10, Bb11, 

Bb12, Bb20, Bb21, Bb22, 

Bb23, Bb25 

Andris et al., 

2010 

víchrovník baleársky          

(buřňák baleárský,            

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 

víchrovník bledonohý          

(buřňák světlonohý,                   

P. carneipes) 

Pc A105, Pc A107, Pc A115, 

Pc B11, Pc B109, Pc B115,   

Pc C104, Pc D3, Pc D103,     

Pc D109, Pc D121 

Hardesty et al., 

2013 

hladinár tenkozobý             

(buřňák útlozobý,         

Pachyptila belcheri) 

Patbel1, Patbel2, Patbel3, 

Patbel4, Patbel5, Patbel6, 

Patbel7 

Quillfeldt et al, 

2012 

  Pacbel_00386, Pacbel_02653, 

Pacbel_03731, Pacbel_04240, 

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 

Moodley et al., 

2015 

 

Z čeľade víchrovníčkovité bolo od 3 druhov izolovaných 54 polymorfných 

mikrosatelitov (viď tabuľka č.3). 
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Tabuľka č. 3: Zoznam mikrosatelitov izolovaných z čeľade víchrovníčkovité 

testovaných na polymorfizmus u pelikána kučeravého. 

Zdrojový druh Mikrosatelit 
Literárny 

zdroj 

víchrovníček černastý      

(buřňáček madeirský,             

Oceanodroma castro) 

Oc28B, Oc49, Oc51, Oc63, 

Oc64B, Oc79, Oc79-2, Oc84, 

Oc87B 

Sun et al., 2009 

 víchrovníček severský     

(buřňáček dlouhokřídlý,              

O. leucorhoa) 

Ol10-39 

Ole01, Ole02, Ole03, Ole04, 

Ole05, Ole06, Ole07, Ole08, 

Ole09, Ole10, Ole11, Ole12, 

Ole13, Ole14, Ole15, Ole16, 

Ole17, Ole18, Ole19, Ole20, 

Ole21, Ole22, Ole23, Ole24, 

Ole25, Ole26 

Bicknell et al., 

2011 

víchrovníček azorský       

(buřňáček Monteirův,             

O. monteiroi) 

Omn1, Omn2, Omn3, Omn4, 

Omn6, Omn7, Omn8, Omn11, 

Omn14, Omn15, Omn16, 

Omn17, Omn21, Omn22, 

Omn23, Omn24, Omn25, 

Omn28 

Bried et al., 

2012 

 

Šesť párov primerov, pôvodne navrhnutých pre iné druhy z iných radov, som 

zaradila tieţ do testovania, pretoţe pomocou cross-species PCR amplifikácie 

vykazovali polymorfizmus u druhov z radu rúrkonosce (viď tabuľka č. 4). 

Tabuľka č. 4: Zoznam mikrosatelitov izolovaných z dvoch radov, a to 

bahniakov a spevavcov, testovaných na polymorfizmus u pelikána kučeravého. 

Rad Čeľaď Zdrojový druh Mikrosatelit Literárny zdroj 

bahniaky 

(dlouhokřídlí, 

Charadriiformes) 

alkovité  

(alkovití, 

Alcidae) 

svišťúň zrkadlový                

(alkoun obecný,              

Cepphus guilemots) 

Cco5-21 Friesen et al. 

(2006) 

čajkovité 

(rackovití, 

Laridae) 

čajka striebrohlavá     

(racek novozélandský, 

Larus novaehollandiae 

scopulinus) 

RBG18, 

RBG18M, 

RBG29 

Lawrence (2008) a 

Welch et Fleischer 

(2011) podľa 

Given et al. (2002) 

kulíkovité 

(kulíkovití, 

Charadriidae) 

kulík morský              

(kulík mořský,  

Charadrius 

alexandrius) 

Calex-01 Brown et al. (2009) 

podľa Küpper et al. 

(2007) 

spevavce         

(pěvci, 

Passeriformes) 

horárikovité 

(lesňáčkovití, 

Parulidae) 

horárik zlatý       

(lesňáček ţlutonohý, 

Dendroica petechia) 

Dpμ01 Welch et Fleischer 

(2011) podľa 

Dawson et al. 

(1997) 
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4.6    PCR amplifikácia DNA 

PCR amplifikácia bola prevedená na genomickej DNA šiestich nepríbuzných 

jedincov pelikána kučeravého. Kaţdá reakcia prebehla vţdy s jedným párom primerom. 

V tabuľke č. 5 sú uvedené jednotlivé zloţky PCR reakčnej zmesi.  

Tabuľka č. 5: Zloţenie PCR reakčnej zmesi pre šesť vzoriek. 

Zloženie PCR reakčnej zmesi Objem [µl] 

deionizovaná voda  44,4 

reakčný pufr 10x pre aTaq DNA 

polymerázu 
6,7 

roztok MgCl2 (25 mmol/l) 4,0 

roztok dNTPs (20 mmol/l) 0,7 

primer R (10 μmol/l) 3,3 

primer F (10 μmol/l) 3,3 

aTaq DNA polymeráza (5U/μl) 1,0 

 

Kaţdá reakčná zmes bola pipetovaná po 9 µl do 0,2ml mikroskúmavky, kde bola 

vopred napipetovaná genomická DNA po 1 µl. PCR mikroskumávky, kaţdá s 10 µl 

objemom, boli vloţené do termocykleru. Časové a teplotné podmienky sú uvedené 

v schéme č. 1. 

Schéma č. 1: Časové a teplotné podmienky PCR reakcie. 

1. 94 °C ... 5 min 

2. 94 °C ... 30 s 

       50 °C ... 30 s                 35 cyklov 

    72 °C ... 30 s 

3. 72 °C ... 7 min 

 

4.7    Spracovanie PCR produktov pomocou elektroforetickej separácie 

Uvedený postup je optimalizovaný pre pouţitie vyhrievanej sekvenačnej 

elektrofortickej komôrky S2 Whatman Biometra, s rozmermi skiel 330 x 390 mm a 330 

x 420 mm a hrúbkou gélu 0,4 mm.  
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1. Obe sklá dôkladne umyť vodou so saponátom a vydrhnúť kartáčikom. Strany 

skiel medzi ktorými bude gél, opláchnuť deionizovanou vodou, osušiť, dvakrát 

opláchnuť 96% etanolom a osušiť papierovou vreckovkou. 

2. Väčšie sklo ošetriť na ploche, ktorá sa bude dotýkať gélu, prípravkom pre 

odpudzovanie vody zo skiel automobilov (Rain-off), ten rozotrieť papierovou 

vreckovkou a nechať 5 min zaschnúť, potom opláchnuť deionizovanou vodou 

a osušiť papierovou vreckovkou. 

3. Kratšie sklo ošetriť na ploche, ktorá sa bude dotýkať gélu, 1 ml roztoku 3-

metakryloxypropyltrimetoxysilanu. Ten rozotrieť papierovou vreckovkou 

a nechať 5 min zaschnúť, potom štyrikrát opláchnuť 96% etanolom a vţdy 

osušiť papierovou vreckovkou. 

4. Na rovnú podloţku v digestori (polystyrénová doska) umiestniť väčšie sklo 

ošetrenou plochou nahor, na ňu po stranách poloţiť 0,4 mm silné spacery a na ne 

poloţiť menšie sklo ošetrenou plochou dolu. Spacery umiestniť aţ do krajov 

skiel, gumu spaceru priloţiť k menšiemu sklu, aby sa ho tesne dotýkala. Na 

jednej kratšej strane sú hrany skiel presne v zákryte, na protiľahlej kratšej strane 

sú konce skiel vzájomne posunuté pribliţne o 2,5 cm. V mieste spaceru, sklá na 

kaţdej strane zopnúť dvoma klipsami.  

5. V kadičke pripraviť 6% polyakrylamidový gél, premiešať, pomaly vlievať medzi 

sklá a rukou poklepávať na sklá, aby nedošlo k vzniku bublín. 

6. Po vyplnení celého priestoru medzi sklami gélom, vsunúť medzi sklá v mieste, 

kde sa plnil tento priestor gélom, hrebienok jeho rovnou stranou asi 0,7 aţ 1 cm 

hlboko. V mieste hrebienku sklá zopnúť štyrmi klipsami a gél nechať najmenej 

hodinu polymerizovať. 

7. Po stuhnutí gélu odstrániť všetky klipsy a sklá dôkladne umyť od zvyškov 

polyakrylamidu. Sklo potom osušiť papierovou vreckovkou a pevne upevniť 

pomocou šrobovacích úchytov do elektroforetickej komôrky hranou 

s hrebienkom nahor a kratším sklom k hlinníkovej doske elektroforetickej 

komôrky. 

8. Katódový a anódový priestor zaliať 0,5x TBE pufrom, opatrne vytiahnuť 

hrebienok a vzniknutú medzeru medzi sklami dobre vyčistiť prúdom pufru 

z injekčnej striekačky. Katódový a anódový priestor uzavrieť, nasadiť elektródy 

a na zdroji jednosmerného elektrického prúdu ako limitný faktor nastaviť 



31 
 

hodnotu výkonu 90 W (hodnoty elektrického napätia a prúdu nastaviť na 3000 

V/150 mA). Za týchto podmienok nechať gél predohriať asi 30 min. 

9. Počas nahrievania pripraviť vzorky zmmiešaním PCR produktu s 5 µl 

nanášacieho pufru a pred nanášaním vzoriek do gélu, vloţiť vzorky s pufrom na 

3 min do denaturačných podmienok v termocykléri. Po vytiahnutí 

z termocykléru, mikroskúmavky so vzorkami opatrne vloţiť do ľadovej drte, 

aby sa zabránilo renaturácií vlákien DNA produktov. 

10. Behom denaturácie zatiaľ vypnúť zdroj elektrického prúdu, odpojiť katódu, 

otvoriť katódový priestor a znovu dobre vyčistiť prúdom pufru z injekčnej 

striekačky medzeru pre hrebienok od zvyškov polyakrylamidu a rozpustenej 

močoviny. Do tejto medzery medzi sklá vsunúť hrebienok, zúbky hrebienku asi 

1 mm hlboko do gélu tak, aby nedošlo k ulomeniu niektorého zúbku. 

11. Do medzier medzi zúbkami naniesť pipetou po 2 µl vzoriek. Na všetky vzorky 

pouţiť rovnaké špičky, ktoré medzi nanášaním rozdielnych vzoriek je potrebné 

prečistiť niekoľkým nasatím a vypustením pufru z katódového priestoru pipetou. 

Po napipetovaní všetkých vzoriek, katódový priestor uzavrieť, nasadiť elektródu 

a na zdroji jednosmerného elektrického prúdu ako limitný faktor nastaviť 

hodnotu výkonu 70 W (hodnoty elektrického napätia a prúdu nastaviť na 

3000 V/150 mA). 

12. Čas separácie vzoriek závisí na molekulárnych hmotnostiach (dĺţkach) 

rozdelovaných PCR produktov. Zvyčajná doba separácie vzoriek je 1,5 hodiny.  

13. Behom elektroforetického delenia vzoriek pripraviť nasledujúce roztoky: 

fix/stop roztok, 1% roztok HNO3, 0,1% roztok AgNO3 a vývojku, ktorá sa ako 

jediná umiestni do chladničky, aby sa vychladila na teplotu niţšiu ako 10 °C. 

14. Po uplynutí času elektroforetického delenia vzoriek vypnúť elektrický prúd, 

odpojiť obe elektródy a koliečkom na pravej strane elektroforetickej komôrky 

otvoriť kanálik, ktorým pufr z katódovej časti pretečie do zberného priestoru, 

povoliť skrutky úchytov skiel a gél so sklami vybrať a poloţiť do vodorovnej 

polohy menším sklom nahor. Z priestoru medzi sklami opatrne vytiahnuť 

hrebienok i oba spacery a sklá od seba odpáčiť čepeľou noţa. 

15. Odchlípené menšie sklo s prilepeným gélom otočiť gélom nahor a uloţiť do 

fotomisky, umiestniť na trepačku a zaliať fix/stop roztokom. Nechať pôsobiť 

min. 20 minút. 
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16. Fix/stop roztok zliať späť do banky a sklo s gélom premyť 3 krát po 2 min v 1 aţ 

1,5 l deionizovanej vody. Následne roztok premyť roztokom HNO3 na trepačke 

max. 5 min, po premytí roztok vyliať a premyť 3 krát po 2 min v 1 aţ 1,5 l 

deionizovanej vody. 

17. Sklo s gélom umiestniť na trepačku do roztoknu AgNO3, do ktorého sa tesne 

pred pouţitím pridá 1,2 ml formaldehydu a tento roztok nechať na gél pôsobiť 

pribliţne 30 minút. 

18. Na konci tejto doby pripraviť jednu fotomisku s 1 aţ 2 l deionizovanej vody 

a druhú fotomisku s vychladenou vývojkou, do ktorej sa pridá 1,2 ml 

formaldehydu a 160 µl 1% roztoku Na2S2O3. 

19. Fotomisku s gélom v roztoku AgNO3 odobrať z trepačky a roztok zliať späť do 

zásobnej fľaše. Sklo s gélom vybrať a na 5 sekúnd ponoriť do misky 

s deionizovanou vodou a premiestniť do fotomisky s vývojkou umiestnenou na 

trepačke a sledovať vyvíjanie hnedočiernych, striebrom nafarbených, prúţkov 

PCR produktov. 

20. Po dostatočne zreteľnom vyvíjaní a ešte pred tým, neţ začne vystupovať tmavé 

pozadie, vyvíjanie sfarbenia zastaviť priliatím uchovaného fix/stop roztoku 

z kroku č. 16 a nechať pôsobiť asi 2 minúty. 

21. Sklo s gélom potom ponoriť asi na 2 min do deionizovanej vody a preniesť na 

1 hod do sušiarne, kde sa gél pri 60 °C vysuší. Po vysušení sklo s gélom preniesť 

na negatoskop a vyhodnotiť. 

22. Sklo s uţ nepotrebným gélom ponoriť na niekoľko minút aţ hodín do roztoku 

NaOH koncentrácií 1 mol/l, kedy sa gél kompletne odlepí od skla a po umytí je 

pripravené na ďalšie pouţitie.  
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5    Výsledky 

V tejto bakalárskej práci som metódou cross-species PCR amplikácie testovala 

polymorfné mikrosatelity na genomickej DNA šiestich nepríbuzných jedincov pelikána 

kučeravého (Pelecanus crispus). Celkovo bolo pouţitých 213 mikrosatelitových párov 

primerov, z ktorých bolo 207 de novo izolovaných pre druhy z radu rúrkonosce. 

Konkrétne, bolo izolovaných 53 mikrosatelitov od druhov z čeľade albatrosovité, 100 

mikrosatelitov od druhov z čeľade víchrovníkovité a od druhov z čeľade 

víchrovníčkovité bolo odvodených 54 mikrosatelitov. Zvyšných 6 mikrosatelitov bolo 

izolovaných od zástupcov z radu bahniaky, 3 mikrosatelity pre čajku striebrohlavú, 

jeden pre kulíka morského a jeden pre svišťúňa zrkadlového. Jeden mikrosatelit bol 

charakterizovaný pre horárika zlatého z radu spevavce. Pri prevedení cross-species PCR 

amplifikácie, týchto 6 mikrosatelitov vykazovalo polymorfný produkt u druhov z radu 

rúrkonosce, preto som ich tieţ zaradila do svojej analýzy. 

U kaţdého mikrosatelitu som vykonala PCR amplifikáciu, ktorej produkty som 

previedla na polyakrylamidový gél a následne boli vyhodnotené spoločne s vedúcim 

práce. Kaţdá PCR reakcia prebiehala najprv pri teplote annealingu 50 °C. Pokiaľ PCR 

amplifikácia neposkytla ţiadny produkt, teplotu annealingu som zniţovala aţ na 46 °C. 

Naopak, pokiaľ PCR produkt poskytol príliš intenzívny a nehodnotiteľný výsledok, 

jednotlivé teploty annealingu sa podľa potreby zvyšovali. Najvyššia teplota dosiahla 

67 °C. Taktieţ, pre docielenie vyššieho rozlíšenia bolo niekedy potrebné predĺţiť čas 

elektroforetickej separácie aţ na 3 hodiny. Postupne som u kaţdého mikrosatelitu určila 

jeho polymorfnosť, resp. monomorfnosť. U polymorfných miktosatelitov som určila 

počet jednolivých alel a celkový genotyp šiestich jedincov. 

Analyzovala som všetkých 213 mikrosatelitov, z ktorých 12 poskytlo 

polymorfný prudukt, 200 mikrosatelitov bolo monomorfných a jeden mikrosatelit 

neposkytol vhodný produkt, preto bol z analýzy vylúčený. Konkrétne išlo 

o mikrosatelitový lokus De33, charakterizovaný od albatrosa sťahovavého, ktorý aj po 

rôznych zmenách annealingovej teploty neposkytol optimálny produkt pre 

vyhodnotenie. Počet alel u všetkých polymorfných lokusov sa pohyboval v rozmedzí 2 

aţ 3. U jedného z nich, lokusu Dc19, boli pozorované dve miesta polymorfizmu, obe 

s dvoma alelami. Tento lokus bol izolovaný pre albatrosa sivohlavého. Všetky 

polymorfné lokusy, spolu s podmienkami testovania a vyhodnotením, sú uvedené 

v tabuľke č. 6.  
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Tabuľka č. 6: Charakteristika 12 polymorfných mikrosatelitových lokusov testovaných na 6 nepríbuzných jedincov pelikána kučeravého. 

V tabuľke je uvedený názov mikrosatelitového lokusu spolu s kódom nachádzajúcim sa v databáze GenBank (Accession Number), zdrojový 

druh, sekvencia primerov, jednotka repetície, počet alel, annealingová teplota (Ta) a čas elektroforetickej separácie (ELFO). 

Názov lokusu 

(Accession No.) 
Zdrojový druh Sekvencia primerov (5´→ 3´) 

Jednotka 

repetície 

Počet 

alel 

Ta        

[°C] 

ELFO 

[min] 

Bb21       
(HM171897) 

víchrovník holubí 

(Bulweria bulwerii) 

F: CTGATGTTCCAGGCCCTAAT                                    

R: CCTCTGAGCCAGCTAATTCC 
TG 2 59 180 

BFAL4       

(neuvedené) 

albatros čiernonohý 

(Thalassarche 

melanophris) 

F: TGGGTCAGTTTACCTCTCAGC                      

R: GTTTGCCATTTTAAACTGTCATTGGC 
TC 2 55 90 

BFAL14    

(neuvedené) 

F: CAAGAAGCTATTATTAAGCTATTTGTTCC  

R: GGGTGTGAAATCGTTTCTGC 
ATTT 2 60 120 

Cd1          
(EU029083) 

víchrovník plavý 

(Calonectris diomedea) 

F: CAAGCAGTCAGAACTCTGTG                        

R: TGAGTTTGCCCTACATGAAC 
TG/TC 2 55 90 

Dc19          
(AF096800) 

albatros sivohlavý             

(Thalassarche 

chrysostoma) 

F: GTCTCCACTGTCCAGCGTCT                             

R: CAACTCCTTACAGACAAAGGC 
CA  2+2 51 90 

Dc31         
(AF096810) 

F: CTGACTCTCTGGGATGAGCC                                    

R: GTACCCCTGGAAAGCCAGAC 
CA/GC 2 58 90 

LAAL7      

(neuvedené) 

albatros nemenlivý 

(Phoebastria immutabilis) 

F: CAGCATGACCAAATCCATCC                                  

R: GTTTGGACACAAATGCCGTTCTTG 
AGC 2 66 120 

Ole03        

(FR696379) 

víchrovníček severský 

(Oceanodroma leucorhoa) 

F: TCCTTCACCACCTCTTGCTGCC                         

R: ACGCATCTGTAGCTCACAAATCCCAG 
GAAA 2 62 180 

Ole25          

(FR696401) 

F: CCTCCTCATCGTAGGGACTG                             

R: TTAAAGGCAGCGATTCTGTTC 

AGAT/ 

GAAA 
3 66 120 

Omn6       

(JQ303230) 

víchrovníček azorský        

(O. monteiroi) 

F: AGCCTACACCAGCAGAAGGA                           

R: CCATACAGGCAACAATCACG 
CA 3 60 180 

Paequ2     

(AY371070) 

víchrovník bielobradý        

(O. castro) 

F: GCCTACTCCATCTTAATTGTG                          

R: GGTTCATACAGTTTCCTAGGTC 
CA/TT 2 60 180 

Calex-01 

(AM072446) 

kulík morský (Charadrius 

alexandrius) 

F: CTTCTCCATTGTTGTCACCTCCAGT                        

R: CTTGACTTGGCCTGAGGTTTAGGTT 
GT/GA/GC 3 64 180 
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Z celkových 213 testovaných mikrosatelitových lokusov izolovaných pre druhy 

z radu rúrkonosce, bahniaky a spevavce, bolo polymorfných 12 mikrosatelitov. 

Úspešnosť cross-species PCR amplifikácie u pelikána kučeravého bola 5,6 %. Pre 11 

polymorfných mikrosatelitov z 207 mikrosatelitových lokusov odvodených od druhov 

z radu rúrkonosce bola 5,3% úspešnosť. 

Od zástupcov z radu rúrkonosce bolo v mojom experimente polymorfných 11 

mikrosatelitov a jeden mikrosatelit bol polymorfný pre kulíka morského z radu 

bahniaky. Najviac polymorfných mikrosatelitov bolo od zástupcov z čeľade 

albatrosovité. Z celkových 53 izolovaných mikrosatelitov vykazovali polymorfnosť 5 

mikrosatelitov. Úspešnosť u mikrosatelitov odvodených od zástupcov z čeľade 

albatrosovité bola 9,4 %. Z 54 izolovaných mikrosatelitov, odvodených od druhov 

z čeľade víchrovníčkovité, bola úspešnosť 5,6 %, pričom polymorfizmus vykazovali 3 

mikrosatelity. Z čeľade víchrovníkovité, u ktorých bolo charakterizovaných 100 

mikrosatelitov, boli polymorfné 3 mikrosatelity, čo činilo úspešnosť cross-species PCR 

amplifikácie 3 %. Z radu bahniaky bolo pouţitých na testovanie 5 mikrosatelitových 

lokusov, pričom iba jeden z nich vykazoval v mojom experimente polymorfizmus a to 

kulík morský. Mikrosatelit, odvodený od horárika zlatého patriaceho do radu spevavce, 

poskytol monomorfný produkt. 

Spomedzi 12 polymorfných mikrosatelitov amplifikovaných u pelikána 

kučeravého je 41,7% zastúpenie mikrosatelitov z čeľade albatrosovité, 25% zastúpenie 

z čeľade víchrovníčkovité, a rovnako 25% zastúpenie pre zástupcov z čeľade 

víchrovníkovité. Zastúpenie mikrosatelitov pre druhy z radu bahniaky bolo 8,3%. 

Podrobný prehľad polymorfných mikrosatelitov rozdelených podľa druhov, z ktorých 

boli izolované patriacich do jednotlivých čeľadí, sú uvedené v grafe č. 1. 
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Graf č. 1: Prehľad 12 párov primerov, ktoré poskytli polymorfný produkt 

u pelikána kučeravého, farebne odlíšených podľa druhu a jeho príslušnej čeľade, 

z ktorých boli izolované. Modrá farba predstavuje čeľaď albatrosovité, zelená patrí 

čeľadi víchrovníčkovité a červená čeľadi víchrovníkovité. Kulík morský, patriaci do 

radu bahniaky, je odlíšený ţltou farbou. Čísla v zátvorke uvádzajú počet polymorfných 

mikrosatelitov u jednotlivých druhov. 

 

 

Z 12 párov primerov bolo amplifikovaných 13 polymorfných PCR produktov, 

nakoľko jeden pár primerov, konkrétne Dc19, amplifikoval dve miesta polymorfizmu. 

Počet alel v polymorfných PCR produktoch sa pohyboval v rozmedzí 2 aţ 3. U 10 

z nich, boli u kaţdého PCR produktu detekované 2 alely, zvyšné tri PCR produkty 

obsahovali po 3 alely.  

Cross-species PCR amplifikácia 12 polymorfných mikrosatelitov prebiehala na 

6 nepríbuzných jedincov pelikána kučeravého. Ich jednotlivé genotypy sú uvedené 

v tabuľke č. 7. V tejto tabuľke je tieţ zahrnutý lokus Dc19, u ktorého boli pozorované 

dve polymorfné miesta. 

 

albatros sivohlavý (2)

albatros čiernonohý (2)

albatros nemenlivý (1)

víchrovníček severský (2)

víchrovníček azorský (1)

víchrovník  bielobradý (1)

víchrovník holubí (1)

víchrovník plavý (1)

kulík morský (1)
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Tabuľka č. 7: Prehľad 13 genotypov 6 nepríbuzných jedincov pelikána 

kučeravého amplifikovaných 11 pármi primerov z radu rúrkonosce a jedným párom 

primerov od kulíka morského z radu bahniaky. 

Lokus Zdrojový druh Počet alel Genotypy 

Bb21 víchrovník holubí 2 2/2 1/1 1/2 2/2 1/1 1/1 

BFAL4 
albatros čiernonohý 

2 2/2 1/1 1/1 1/1 2/2 2/2 

BFAL14 2 1/2 2/2 1/2 1/2 1/2 1/2 

Cd1 víchrovník plavý 2 1/2 2/2 2/2 1/2 2/2 2/2 

Dc19 
albatros sivohlavý 

2+2 
2/2 1/2 1/2 2/2 2/2 1/2 

2/2 1/2 2/2 2/2 2/2 2/2 

Dc31 2 1/2 2/2 2/2 2/2 2/2 1/2 

LAAL7 albatros nemenlivý 2 2/2 2/2 1/2 2/2 1/2 2/2 

Ole03 
víchrovníček severský 

2 1/1 1/2 1/2 1/1 1/1 1/1 

Ole25 3 1/1 2/2 2/2 3/3 2/2 2/3 

Omn6 víchrovníček azorský 3 1/2 3/3 2/3 1/2 2/2 2/2 

Paequ2 víchrovník bielobradý 2  2/2 1/1 1/1 2/2 2/2 1/2 

Calex-01 kuĺik morský 3 1/2 1/3 1/1 1/1 1/1 1/3 

 

Na nasledujúcich fotografiách sú výsledky cross-species PCR amplifikácie 

a elektroforetickej separácie zobrazené v polyakrylamidovom géle. Konkrétne ide 

o mikrosatelitové lokusy Cd1 (viď obrázok č. 3) a LAAL7 (viď obrázok č. 4). 

Obrázok č. 3: Elektroforetogram mikrosatelitového lokusu Cd1 

amplifikovaného pri Ta 55 °C u 6 nepríbuzných jedincov pelikána kučeravého, 

u ktorého boli detekované 2 alely. Čísla predstavujú jednotlivých jedincov. 

                               1              2              3             4               5             6 

 

 

 

 

 

 

Alela 1 

Alela 2 
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Obrázok č. 4: Elektroforetogram mikrosatelitového lokusu LAAL7 

amplifikovaného pri Ta 66 °C u 6 nepríbuzných jedincov pelikána kučeravého, 

u ktorého boli detekované 2 alely. Čísla predstavujú jednotlivých jedincov. 

                    1                2           3            4               5            6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alela 1 

Alela 2 
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6    Diskusia 

V tejto bakalárskej práci bolo metódou cross-species PCR amplifikácie 

testovaných celkovo 213 mikrosatelitov, 207 mikrosatelitových lokusov izolovaných 

de novo od zástupcov z radu rúrkonosce a 6 mikrosatelitových lokusov odvodených od 

druhov patriacich do radov bahniaky a spevavce, na DNA 6 nepríbuzných jedincov 

pelikána kučeravého. Dvanásť mikrosatelitov bolo vyhodnotených ako polymorfných 

s dvoma aţ troma alelami. Jeden z nich, mikrosatelit Dc19, amplifikoval produkt 

v dvoch polymorfných oblastiach, v oboch s dvoma alelami. 

Od zástupcov patriacich do čeľade albatrosovité bolo charakterizovaných 53 

mikrosatelitov od siedmych druhov rodu albatros. V mojej práci, u pelikána 

kučeravého, vykazovalo polymorfizmus 5 lokusov, dva z nich izolované od albatrosa 

sivohlavého (Diomeda chrysostoma), dva mikrosatelitové lokusy navrhnuté pre 

albatrosa čiernonohého (Phoebastria nigripes) a jeden pre albatrosa nemenlivého 

(P. immutabilis). 

Burg (1999) charakterizovala 26 mikrosatelitových lokusov pre dva druhy, 

albatrosa sťahovavého a albatrosa sivohlavého. Všetky lokusy boli amplifikované PCR 

reakciou vyuţívajúcou dve rôzne annealingové teploty, pričom pri Ta1 prebiehalo 

prvých 7 cyklov a pri Ta2 zvyšných 25 cyklov. U lokusu Dc19, testovaného u 50 

jedincov albatrosa sivohlavého, boli autorkou nájdené 3 alely pri Ta1 48 °C a Ta2 52 °C. 

U pelikána kučeravého som detekovala dve polymorfné miesta pri Ta 51 °C, kaţdé 

z nich malo dve alely. Pre rovnaké druhy ako v prvom prípade a za rovnakých 

annealingových teplôt bol autorkou testovaný lokus Dc31. Ani v jednom z nich lokus 

nevykazoval polymorfizmus. Naopak, u pelikána kučeravého som pri teplote Ta 58 °C 

pozorovala dve alely. Cross-species PCR amplifikáciou boli tieto lokusy otestované aj 

na 50 jedincoch albatrosa čiernobrvého. Zatiaľ čo lokus Dc31 ostal monomorfným aj 

pre tento druh, u lokusu Dc19 sa prejavilo 5 alel.  

Pre albatrosa čiernonohého, nemenlivého a bielochrbtého (Phoebastria albatrus) 

navrhli Hermandez et al. (2014) 15 polymorfných mikrosatelitov. Kaţdý lokus bol 

autormi testovaný pri Ta 60 °C na 36 jedincoch albatrosa čiernonohého, 12 jedincoch 

albatrosa nemenlivého a 3 jedincoch albatrosa bielochrbtého. Mikrosatelit, BFAL14, 

amplifikovaný na DNA pelikána kučeravého pri Ta 60 °C bol polymorfný, pričom som 

pozorovala dve alely. U zdrojového druhu, albatrosa čiernonohého, boli autormi 

pozorované 4 alely a u ďalších dvoch albatrosov po 3 alelách. U mikrosatelitového 
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lokusu BFAL4 bolo v zdrojovom druhu detekovaných 8 alel. Cross-species PCR 

amplifikáciou u pelikána kučeravého som detekovala 2 alely pri Ta 55 °C. U albatrosa 

nemenlivého boli u lokusu LAAL7 nájdené 4 alely, rovnako ako u albatrosa 

čiernonohého. Pre albatrosa bielochrbtého bol tento lokus polymorfný s 2 alelami, 

rovnako ako pri amplifikácii u pelikána kučeravého, avšak pri odlišnej annealingovej 

teplote 66 °C. 

 

Sto mikrosatelitových lokusov bolo izolovaných pre druhy patriace do čeľade 

víchrovníkovité. Cross-species PCR amplifikáciou boli u pelikána kučeravého zistené 3 

polymorfné lokusy odvodené pre víchrovníka bielobradého (Procellaria 

aequinoctialis), víchrovníka plavého (Calonectris diomedea) a víchrovníka holubieho 

(Bulweria bulwerii). 

Techow et O´Ryan (2004) charakterizovali šesť mikrosatelitových lokusov pre 

víchrovníka bielobradého. U jedného z nich, Paequ2, som u pelikána kučeravého pri 

Ta 60 °C pozorovala dve alely. Naopak, u zdrojového druhu autori našli u 94 jedincov 

pri Ta 54 °C 4 alely. Daný mikrosatelitový lokus bol autormi tieţ testovaný cross-

species PCR amplifikáciou u ďalších šiestich druhov: albatrosa sťahovavého, albatrosa 

čiernobrvého, albatrosa sivohlavého, víchrovníka okuliarnatého (Procellaria 

conspicillata), plavca veľkého (Macronectes giganteus) a plavca tmavého (M. hallis). 

Polymorfizmus lokusu Paequ2 bol detekovaný u všetkých druhov, výnimkou boli 

plavec veľký a plavec tmavý. Počet alel nebol uvedený. 

Bried et al. (2008) objavili jedenásť polymorfných dinukleotidových 

mikrosatelitov pre víchrovníka plavého. Po otestovaní u 6 jedincov pelikána kučeravého 

bol jeden z nich polymorfný. Konkétne išlo o lokus Cd1, u ktorého boli pri Ta 55 °C 

pozorované 2 alely. U zdrojového druhu bol tento lokus testovaný autormi na 43 

jedincoch, u ktorých vykazoval pri Ta 58 °C 6 alel. Následne bol tento mikrosatelitový 

lokus ešte testovaný u albatrosa sťahovavého, u ktorého sa tieţ prejavil polymorfizmus. 

U víchrovníka holubieho bol PCR produkt vyhodnotený ako monomorfný 

a u víchrovníka bielobradého nebol PCR produkt vôbec amplifikovaný. 

Andris et al. (2010) izolovali pre víchrovníka holubieho jedenásť mikrosatelitov. 

Lokus Bb21, testovaný u 91 jedincov zdrojového druhu pri Ta 58 °C, obsahoval 3 alely. 

Po cross-species PCR amplifikácií u pelikána kučeravého sa tento lokus pri Ta 59 °C 

prejavil tieţ ako polymorfný, u ktorého som detekovala 2 alely. Polymorfizmus tohto 

lokusu sa ukázal aj u hladinára modrého (Halobaena caerulea) a ako monomorfný bol 
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charakterizovaný pre víchrovníka bielobradého. U víchrovníčka azorského cross-

species PCR amplifikácia mikrosatelitového lokusu neprebehla. 

Z čeľade víchrovníčkovité bolo charakterizovaných 54 mikrosatelitov pre tri 

druhy: víchrovníčka severského (Oceanodroma leucorhoa), víchrovníčka černastého 

(Oceanodroma castro) a víchrovníčka azorského (Oceanodroma monteiroi). U pelikána 

kučeravého boli polymorfné 3 mikrosatelity, 2 od víchrovníčka severského a jeden od 

víchrovníčka azorského. 

Pre víchrovníčka severského Bicknell et al. (2011) charakterizovali 26 

polymorfných mikrosatelitov. Dva z nich vykazovali polymorfnosť aj u 6 jedincov 

pelikána kučeravého. Išlo o lokus Ole03, u ktorého som pri Ta 62 °C detekovala 2 alely 

a lokus Ole25, kde som pri Ta 66 °C pozorovala 3 alely. U zdrojového druhu 24 

jedincov pri Ta 60 °C, bol počet alel u Ole03 12, u Ole25 bolo nájdených 7 alel. 

Bried et al. (2012) popísali 18 nových polymorfných mikrosatelitových 

markerov pre víchrovníčka azorského. Autori testovali variabilitu na 125 jedincoch pri 

Ta 58 °C. Pre lokus Omn6 bolo nájdených 9 alel. U pelikána kučeravého na 6 jedincoch 

pri Ta 60 °C som pozorovala 3 alely. Cross-species PCR amplifikáciou bol tento lokus 

analyzovaný aj u víchrovníčka černastého, víchrovníka holubieho a hladinára modrého. 

Úspešná PCR amplifikácia prebehla len u víchrovníčka černastého, u ktorého boli 

nájdené 3 alely. 

 

V rámci radu bahniaky len 1 lokus vykazoval polymorfizmus po prevedení 

cross-species PCR amplifikácie u pelikána kučeravého. Jednalo sa o lokus Calex-01, 

pôvodne izolovaný pre kulíka morského, u ktorého pri Ta 64 °C boli pozorované 3 alely, 

zatiaľ čo Küpper et al. (2007) u 42 jedincoch zdrojového druhu pri niţšej Ta, 62 °C, 

pozorovali aţ 10 alel. 

 

Nedvědová (2015) testovala všetkých 213 mikrosatelitov izolovaných od 

zástupcov patriacich do radov rúrkonosce, bahniaky a spevavce u 6 nepríbuzných 

jedincov myktérie lysohlavej (Mycteria leucocephala, česky nesyt indomalajský), ktorá 

patrí do radu brodivce. Celkom detekovala 46 polymorfných lokusov s 2–5 alelami. 

 U šiestich nepríbuzných jedincov potápky chochlatej (Podiceps cristatus, česky 

potápka roháč) bolo opäť pomocou cross-species PCR amplifikácie testovaných 

všetkých 213 mikrosatelitov Janušovou (2015), z ktorých bolo 20 polymorfných s 2–8 

alelami. 
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Pomocou cross-species PCR amplifikácie bolo 213 daných mikrosatelitov 

testovaných aj u 6 nepríbuzných jedincov plameniaka červeného (Phoenicopterus 

ruber, česky plameňák karibský) (Strejčková, 2016) a plameniaka ruţového 

(Phoenicopterus ruber, česky plameňák růţový) (Kůrová, 2017). U plameniaka 

červeného bolo polymorfných 50 mikrosatelitových lokusov, u plameniaka ruţového 

zasa 49 polymorfných mikrosatelitových lokusov. U oboch druhov sa počet alel 

pohyboval v rozmedzí 2–5.  

Najvyššia úspešnosť cross-species PCR amplifikácie mikrosatelitov, 

odvodených od zástupcov patriacich do radov rúrkonosce, bahniaky a spevavce, bola 

pozorovaná u plameniaka červeného, 23,5 %, a plameniaka ruţového, 23 %. Menšiu 

mieru úspešnosti, 21,6 %, vykazovala myktéria lysohlavá. U potápky chochlatej bola 

najniţšia, 9,4% miera úspešnosti. 

V tabuľke č. 8 je prehľad polymorfných mikrosatelitových lokusov testovaných 

u pelikána kučeravého porovnaný s ďalšími štyrmi druhmi, u ktorých boli tieto 

mikrosatelitové lokusy tieţ testované pomocou cross-species PCR amplifikácie. 

Mikrosatelitový lokus Bb21 vykazoval polymorfizmus takmer u všetkých druhov, 

výnimkou bola myktéria lysohlavá.  

Tabuľka č. 8: Prehľad mikrosatelitových lokusov, izolovaných od druhov 

patriach do radov rúrkonosce a bahniaky, ktoré vykazovali polymorfizmus resp. 

monomorfizmus u jednotlivých testovaných druhoch. Čísla uvádzajú počet alel, 

monomorfné lokusy sú označené písmenom M. 

Mikrosatelit 

Druh, u ktorého prebehla cross-species PCR amplifikácia  

Pelikán 

kučeravý 

Myktéria 

lysohlavá  

Potápka 

chochlatá 

Plameniak 

červený 

Plameniak 

ružový 

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 

Omn6 3 M M M M 
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Tabuľka č. 8: Pokračovanie. 

Mikrosatelit 

Druh, u ktorého prebehla cross-species PCR amplifikácia  

Pelikán 

kučeravý 

Myktéria 

lysohlavá  

Potápka 

chochlatá 

Plameniak 

červený 

Plameniak 

ružový 

Paequ2 2 M M M M 

Calex-01 3 2 M M 2 

 

Pre nájdenie viac polymorfných mikrosatelitových lokusov u pelikána 

kučeravého by bolo vhodné v budúcnosti otestovať viac mikrosatelitov, odvodených od 

druhov zo skupiny Aequorlitornithes a previesť experiment na viacero jedincoch kvôli 

získaniu spoľahlivejších výsledkov. 
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7    Záver  

Vo svojej bakalárskej práci som pomocou cross-species PCR amplifikácie 

testovala 213 mikrosatelitových lokusov na DNA 6 nepríbuzných jedincov pelikána 

kučeravého. Z 213 bolo 207 mikrosatelitových lokusov navrhnutých de novo pre druhy 

z radu rúrkonosce (Procellariiformes). Konkrétne, 100 mikrosatelitov bolo odvodených 

od zástupcov z čeľade víchrovníkovité (Procelariidae), 54 od zástupcov z čeľade 

víchrovníčkovité (Hydrobatidae) a z čeľade albatrosovité (Diomedeidae) bolo 

odvodených 53 mikrosatelitov. Ďalej bolo testovaných 6 mikrosatelitových lokusov, 

ktoré boli odvodené od štyroch druhov patriacich do dvoch ďalších radov, avšak 

u druhov z radu rúrkonosce vykazovali polymorfizmus. Išlo o 5 mikrosatelitov 

odvodených z radu bahniaky (Charadriiformes), patriacich do čeľadí alkovité (Alcidae), 

čajkovité (Laridae) a kulíkovité (Charadriidae). Jeden mikrosatelit bol odvodený od 

horaríka zlatého (Dendroica petechia) z radu spevavce (Passeriformes).  

Cross-species PCR amplifikáciou som pre pelikána kučeravého našla 12 

polymorfných mikrosatelitov. U jedného z nich som detekovala dve miesta 

polymorfizmu, v oboch po 2 alelách. Jedenásť mikrosatelitov bolo odvodených od 

zástupcov z radu rúrkonosce a 1 polymorfný mikrosatelit bol odvodený kulíka 

morského (Charadrius alexandrius) z radu bahniaky. U všetkých mikrosatelitov boli 

celkovo detekované 2–3 alely. 

Úspešnosť cross-species PCR amplifikácie 207 mikrosatelitov odvodených od 

zástupcov z radu rúrkonosce u pelikána kučeravého bola 5,3 %. Najväčšiu úspešnosť, 

9,4 % vykazovali mikrosatelity odvodené od zástupcov z čeľade albatrosovité, kde bolo 

polymorfných 5 mikrosatelitov. Tri polymorfné mikrosatelity odvodené od zástupcov 

z čeľade víchrovníčkovité vykazovali úspešnosť 5,6 %. Najmenšía úspešnosť činila 

3 %, s celkovými troma polymorfnými mikrosatelitmi odvodenými od zástupcov 

z čeľade víchrovníkovité.  
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