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Souhrn

Pelikan kadfavy (Pelecanus crispus) je zastupce fadu veslonozi
(Pelecaniformes), ktery pat mezi zranitelné druhy. Vyskytuje se v oblasti
Sttedozemniho &erného mee, v jizni a jihozapadni Asii a v severovychodnfied.
U pelikana kad@avého nebyly dosud popsany polymorfni mikrosateéitdokusy.
Primery amplifikujici polymorfni mikrosatelitové kasy byly navrzeny pouze pro
piibuzné druhy #adu veslonozi (Pelecaniformes).

Tato bakaléskd prace se zabyva nalezenim polymorfnich miketigatych
lokusi vhodnych pro ufovani paternity u pelikana ka@@ého pomoci jejickeross
species PCR amplifikace s pouzitim primieodvozenych odifbuznych i nefibuznych
druhi ptéki z radi veslonozi (Pelecaniformes), brodivi (Ciconiiforieplameaci
(Phoenicopteriformes), dlouhiilli (Charadriiformes), potaplice (Gaviiformes)¢iéci
(Sphenisciformes) a vrubozobi (Anseriformes).

Z celkového pétu 223 testovanych mikrosatélibylo nalezeno 11 polymorfnich
lokusi, které ngly od 2 do 6 alel. Rimérny paiet alel byl 2,64, prmérna pozorovana
heterozygotnost byla 0,36fiRpouziti tohoto souboru polymorfnich mikrosateljoh
lokusi byla pravédpodobnost 0,003 %, Ze by dva jedincklimstejnou alelovou
konstituci. Soubor nalezenych polymorfnich mikrefitavych lokusi miZze byt pouzit

pii ndslednych studiich paternity a struktury poputapelikana kadavého.



Summary

Dalmatian pelican Helecanus crispus) is the representative of the order of
Pelecaniformes, which belongs to the vulnerableispelt occurs in the Mediterranean
and Black Sea, South and Southwest Asia and Ndribald Polymorphic microsatellite
loci have not been described yet for Dalmatiancpeli There were designed only
primers amplified polymorphic microsatellite lo@rfrelated species of the order of
Pelecaniformes.

This bachelor work deals with finding of polymorfimicrosatellite loci suitable
for paternity determination of the Dalmatian petichy means of theicross-species
PCR amplification, using the primers derived fragtated and unrelated bird species of
the order of Pelecaniformes, Ciconiiformes, Phaompteriformes, Charadriiformes,
Gaviiformes, Sphenisciformes and Anseriformes

From the total number of 223 tested microsatellites polymorfic loci were
discovered. The average number of alleles was 2®d the average observed
heterozygosity was 0.36. Using this polymorphic nosatellite loci was 0.003 %
probability that two individuals have the same lalleonstitution. Those microsatellite
loci can be used for the subsequent paternity apgllption structure studies of

Dalmatian pelican.
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1 Uvod

Mikrosatelity jsou tandemové repetivni oblasti DINAlélkou motivu 1 az 6 par
bazi, které byly nalezeny v genomech vSech dosusblmknych eukaryotickych
organisnii. Diky mutacim, jimZ¢asto podléhaji, je proéncharakteristicky vysoky
stupdi délkového polymorfismu, proto se v posledni &@etaly vhodnymi markeryip
genetickych studiich, nailad pro uteni paternity, genetické struktury populaeio
fylogenetické pibuznosti organisin Fi hledani novych mikrosatelitovych lokiuge
mozné postupovat dma odliSnymi zsoby: izolovat mikrosatelitové lokusie novo
z genomickych knihoven zkoumaného druhu nebo aikglifit tyto lokusy cross-
species PCR s vyuzZitim primé& navrzenych primaéh pro amplifikaci
mikrosatelitovych lokus u pribuznych druh.

U pelikana kad&vého Pelecanus crispus) nebyly dosud popsany zadneé
mikrosatelitové lokusy. Ve své bak&dké praci se protoénuji hledani polymorfnich
mikrosatelitovych lokus vhodnych pro determinaci paternity u tohoto drygmmoci
cross-species PCR amplifikace s primery navrZzenymi prdiquzné i nefibuzné
zastupce radi veslonozi (Pelecaniformes), brodivi (Ciconiiformesplameaci
(Phoenicopteriformes), dlouhiilli (Charadriiformes), potaplice (Gaviiformes)¢iéci

(Sphenisciformes) a vrubozobi (Anseriformes).



2 Cile prace

1. Shromazdit dostupné literarni zdroje tykajici s&rosatelifi a jejich vyuZiti pi
studiu ptak fadi veslonozi (Pelecaniformes), brodivi (Ciconiiformes
plameaci (Phoenicopteriformes), dlouhddli (Charadriiformes), potéaplice

(Gaviiformes), tdnaci (Sphenisciformes) a vrubozobi (Anseriformes).

2. Pomoci cross-species PCR amplifikace otestovat mikrosatelity dosud

neodzkouSené na druhu pelikan Kady (Pelecanus crispus).

3. Vybrat polymorfni mikrosatelity a optimalizovat panetry PCR amplifikace
(teplota annealingu) a dobu separace pradpkimoci sekveriai elektroforézy

v polyakrylamidovém gelu.

4. U negibuznych jedind druhu pelikdn kadavy zjistit pd@et alel a jejich

konstituci u kazdého z nalezenych polymorfnich wslatelifi.



3 Literarni p Fehled

3.1 RAd veslonozi (Pelecaniformes)

Rad veslonozi (Pelecaniformes) zahrnuje S&dedi - fregatky (Fregatidae),
pelikany (Pelecanidae), anhingy (Anhingidae), tere(Sulidae), kormorany
(Phalacrocoracidae) a faetony (Phaetontidae) (Nel®005). Brauret al. (1993) dale
roz&luji veslonohé do dvou peédi — Phaetoni a Pelecani. Rdd Phaetoni obsahuje
pouzeceled Phaetonidae, do ptatlu Pelecani jsou gazeny vSechny zbylkeeledi.

Veslonozi byli systematickymi biologyftide povazovani za monofyletickou
skupinou (Nelson, 2005). V stasné dob se iklangji spiSe k ndzoru, Ze jde o taxon
parafyleticky nebo polyfyleticky, coz potvrzuji memhi analyzy jako jsou rozbory DNA
nebo proteifi vajeiného bilku. Vysledky molekularnich studii zaloZemyma
hybridizaci DNA a studiu mitochondrialni DNA ukatujze rekteré druhy jsou
piibuzrejSi zastupém ze zcela jinychiadi (Hedgest Sibley, 1994). Faetoni jsou podle
téchto studii spojovani s rybakovitymi (Sternidae) ¥#adu dlouhokidli
(Charadriiformes). Pelikani jsou si velmi blizcélsnozobcem africkym Balaeniceps
rex), ktery je z#azovan dofadu brodivi (Ciconiiformes)Fregatky jsou fibuzné
s bunakovitymi (Procellariidae) a albatrosovitymi (Diodedae) ziadu trubkonosi
(Procellariiformes), potaplicemi (Gaviiformes) @&iéaky (Sphenisciformes). Terejové,
kormorani a anhingy twd fylogeneticky Uzce propojenou skupinu, kter@literi autdi
povaZzuji za monofyletickou.

Veslonozi jsou velci vodni ptaci s veslovaci nohdera ma vSechngtyii prsty
spojené plovaci blanou (Gaislet Zima, 2007). VSichni maji mohutny hluboce
rozeklany zobdk a hrdelni vakizné velikosti. Maji kostni Zlazu, silny jazyk,
roztazitelny jicen,itdilny Zaludek, redukované 8i nozdry a chybi jim vomer.

PrestoZe se jedna o primérmaiské ptaky, vyskytuji se také veétsiné vodnich
biotopi na pevnig (Schreiber, 1994). Pelikani a kormorani hnizdi wetrozemi
amimo dobu hnizmhi se sthuji do oblasti u m@. VetSina druli se vyskytuje
v tropech a subtropech,ckieré ale lze najit také v mirném nebo i arktickém
klimatickém pasu (Browet al., 1993).

Zivi se hlavis rybami, ale i drobnymi bezobratlymi Zigichy, nikteré druhy také
vejci (Hanzaket Hudec, 1974). Tvar jejichéla je uzmisoben stylu lovu. Kormorani
a anhingy se pro kst potagji, fregatky ji naopak sbiraji z nigké hladiny v letu.
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V¢étSina zéstupic tohotofadu hnizdi v koloniich (Schreiber, 1994). Mnohaoichn
se vraci kazdy rokipsré na stejné misto a fidse s tymz partnerem. Na vejcich sedi
oba rodée a stejn tak se oba staraji o vylihnuta riita. Mlal’ata se lihnou hola,
vyjimkou jsou faetoni, jejichz jediné mlége po vyklubani pokryto jemnym nasSedlym
chmykim.

Jejich systém vzdusnych vale téngt dokonaly (Schreiber, 1994). Jeho odho
u rekterych druli vypliuji kromé hrudniho koSe také spodidst krku a vytvéeji tak
mekké polStée, o nichz se fedpoklada, Ze tlumi naraz na vodni hladinti p

stremhlavém lovu.

3.1.1 Celed pelikanoviti (Pelecanidae)

Do celedi pelikdnoviti pat dva vyhynulé rody a jeden recentni. Del Hay@l.
(1992) uvadji nasledujici recentni druhypelikdn africky Pelecanus rufescens),
pelikan bily . onocrotalus), pelikan kadgavy ([P. crispus), pelikan hgdy
(P. occidentalis), pelikdn australsky R. conspicillatus), pelikan severoamericky
(P. erythrorhynchos) a pelikan skvrnozobyP( philippensis). Diive existovalo vice
druhi pelikdni, nejmér deset z nich je zndmo pouze z fosilnichgstatka (Alderton,
1995).

Pelikanoviti jsou velci vodni ptaci s hedvabnyntimpe (Brown et al., 1993).
Obvykle jsou bili, Sedi, gkteri také hrdi nebocerni. Sladkovodni druhy jsou &ié,
moiské byvaji zbarveny kdé (Hanzéaket Hudec, 1974). Maji zajima&wkonstruovany
zobak. Dolnicelist tvai dwe tenké a ohebné na &pé spojené &ve, mezi nimiz je
Siroky pruzny vak. Pokud leti nebo plavouitghuji zobak ke krku. Nohy jsou
v poneru kK €lu pomerné malé opatené plovaci blanou, ktera spojujgii prsty.

Samice klade v jedné &$ce 2 aZz 4 modrobild vejce (Bouchner, 1972), jgjich
inkubace trva 4-7 tydnv zavislosti na konkrétnim druhu. Mtata mohou na rozdil od
dosglct vydavat zvuky,cehoz vyuzivaji fi hlasitém Zado¥ni o potravu (Schreiber,
1994; Nelson, 2005). Rati je krmicast&€né natravenou potravou, kterodimaseji
v hrdelnim vaku. Ml&ata do vaku vsouvaji zobakygkay i hlavicky, aby zde ziskala
potravu (Hanzaket Hudec, 1974). Zajimavé je, Ze pelikani dosahuy&si hmotnosti
v prvnich letech svého Zivota, milata mohou vazit i 14 kg, protoze maji velké zasoby
tuku (Alderton, 1995).
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Pohlavni dosflosti dosahuji aZz po dkolika letech Zivota (Hanzékt Hudec,
1974). Dospli jedinci lovi az 30 cm dlouhé ryby, které polykajcelku. Podle
Schreibera (1994) pelikan &ty nepohrdne ani mrsinou.

Pelikanoviti jsou ohrozeni lidskotdinnosti. Jedna se hla¥no ruSivé zasahy
v hnizdnich koloniich, lokalni ziiteni vody, gitomnost pesticidl a nieni prostedi,
ve kterém ptaci hnizdi (Schreiber, 1994).

Systematické Zazeni rodu pelikan (Browet al., 1993):
kmen: Strunatci (Chordata)
podkmen: Obratlovci (Vertebrata)

tiida: Ptaci (Aves)

nadad: Letci (Neognathae)

fad: Veslonozi (Pelecaniformes)
podiad: Pelecani

celad” Pelikanoviti (Pelecanidae)
rod: Pelikan Pelecanus)

3.1.2 Pelikan kadaravy (Pelecanus crispus)

Pelikan kad&avy, latinsky Pelecanus crispus, anglicky Dalmatian pelican, byl
v minulosti nazyvan také pelikan dalmatsky podldni¥eie, kde byl Bruchem roku
1832 popséan a pojmenovan (Browtral., 1993).

Pelikdn kadgavy je nejétSim a nejvzac)Sim zastupcem zeledi Pelecanidae.
Podoba se pelikanu bilemu, ale je¢oo\ktSi. Délka ¢éla od zobaku po ocas je obdobna
jako u labu velké Cygnus olor), tedy 160 az 180 cm (Dunget Hudec, 2001).
Rozpeti kiidel se pohybuje mezi 270 a 320 cm, hmotnastenbyt az 15 kg (Schreiber,
1994). Samec a samice se nelisi vzhledem, naroddfelikana bilého maji ofgné
celo az ke keeni zobaku (Nelson, 2005). V dblhnizdni v tzv. svatebnim Satu jsou
shora gtibtite bili, s lehkym Sedomodrym zbarvenim n#&Shi strag a Zlutymi
skvrnami na krku (del Hoyet al., 1992; Nelson, 2005). Loketni letky jsou popelavé
ruéni letky ¢erné. Na temeni hlavy a krku se vyitsph napadné rozcuchané chocholky
viz Obr. 1., které se zaslouZily o jeltesky nazev. Zobak je nazloutly s oranZzovou
Spickou, hrdelni vak oranzoverveny a nohy jevazi Sedive. Mimo obdobi gani je
zobak tmaw Sedivy, vak sétle Zluty, chocholka se ztraci nebo je mémapadna
a celko¥ je p&i vybarveno mnohem jednotvé&n Mladata jsou zbarvena mén
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napadi (Brown et al., 1993). Hornicast €la je hrédé prouzkovand, hlava Sedatua,
zobék Sedivy a vak Sedy az Zluty, na nohaelvgzuje Sedéa barva.

Zije ve vnitrozemskych mdtnach, iekach, jezerech, tp pobiezi i v deltach
velkych ek v oblasti Sedozemniho &erného mee (del Hoyoet al., 1992). Krong
jihovychodni Evropy se vyskytuje také v jizni ag#apadni Asii a v severovychodni
Africe. VétSina sétové populace pelikdn kadeéavych hnizdi v jihovychodnim
Kazachstanu, TureckuRecku (Batbayaet al., 2007).

Obr. 1: Pelikan kadi&avy (Pelecanus crispus) ve svatebni Satu
Zdroj: http://www.birding.in/images/Birds/dal matian_pelican.jpg

Pro potravu v dobhnizdni Iéta 10 aZz 50 km, tedy blize od hnizdni kolamae
pelikan bily, ktery léta pro potravu az 100 km #al¢Nelson, 2005). Zivi sefevazr
rybami, kterych denh spotebuje jeden az dva kilogramy. Obvykle lovi sami, ve
dvojicich nebo trojicich. i skupinovém lovu vytvieji palkruhy a stej@ jako WwtSina
pelikanm zahasji ryby na n#l¢inu Udery svych kdel o vodni hladinu (Naumov, 1955).
Ve vnitrozemskych sladkovodnich biotopech jsou clejihlavni potravou kapr
(Cyprinus), okoun Perca) nebo plotice Rutilus) (Brown et al., 1993), v oblastech
s brakickou vodou jsou to uhdAnguilla), parmice Kugil), hlava (Gobius) nebo
jehlice Belone) (Nelson, 2005).
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Hnizdo buduje samice, zatimco samectg¥icetkrat dens prinasi jemné travy,
rakos,fasy neboizné listy. Tento material éeny ke stavbé hnizda pepravuje ve vaku
(Nelson, 2005). Hnizdo ma 0,5-1,5 metru urpéru. Stavi jej narozdil od jinych drih
pelikani na zemi (Schreiber, 1994). Byva unifgi alespd jeden metr nad vodni
hladinou, aby se zabranilo jeho nahlému zaplavepfipact zvySeného stavu vody.
Hnizdo je dokodeno zait az @t dni, prvni vejce do & samice naklade den nebo dva
poté (Nelson, 2005). Klade jedno az Sest vajeciaseji vSak dw (del Hoyoet al.,
1992). Délka inkubé&ni doby se pohybuje v rozmezi maiteti a ticeti ¢tyrmi dny.

Podle S¥tového svazu ochranyipody (IUCN) je pelikan kadavy od roku 1994
zatazen v Cerveném seznamu ohroZenych drun kategorii zranitelny, kam byl
piefazen pedevSim z dvodu masivniho Ubytku fpozeného biotopu a ilegalnimu
odstelu (Anonymus, 2009). Aktualni pet volrg Zijicich jediné je odhadovan na
10 az 20 tisic ptdk NejrozsahlejSi kolonie o velikosti t&ém1000 pait se nachazeji
u jezera Mikri Prespa Recku.

Pokles poetnosti voli Zijici populace je zjsoben vysouSenim, d@nim mokin,
zneistenim vod, ve kterych pelikani lovi, a intenzivninvéon ryb v &chto oblastech.
DalSi hrozbou je odil a pronasledovani rybakterym ptaci lovem ryb konkuruji, ale
také ruSeni turisty. &xem poslednich 15 let se zachraelikam kaddgavych ¥nuje
n¢kolik projekti v Evrope i Asii a také diky tomu se podle dostupnych tdajkteré
kolonie jiz z&inaji zwtSovat.

Mongolska populace je kramubytku girozeného prosedi také ohroZena
sttilenim ptakk nomadskymi kmeny, které vyuzZivaji horéglist na zaklad starych
kmenovych tradic (Batbayast al., 2007). \&ii, Ze HKebelcovani koni zobakem doda
zviratim silu a rychlost. V roce 2007 bylo moznédeaném trhu koupit zobak pelikana
kadgavého za 10 koni a 30 ovci. Tato cena je mnohersi we? ped 10 lety, protozZe
pocet pelikari od té doby poklesl a jejich ochrana jeskkdrejsi.

Bulharska populace jefippoklesu vodni hladiny nejvice ohroZena vybiranim

a ncenim hnizd divokymi prasaty (Anonymus, 2009).

Pelikani kadgavi jsou jiz delSi dobu chovani véeth zoologickych zahradach
v nasi republice, jedna se o ZOOiD\Kralove, Podkrusnohorsky zoopark Chomutov
aZOO Praha. \ervnu roku 2009 zmla s chovem pelikana kadeeho i ZOO
Ostrava, kterd ziskala 2 chovné pary z prazskéogamié zahrady (Hawkova, 2009).

14



NejpaietrejSi chov se nalézéa ve Dkm Krélove, kde bylo k 31. 12. 2008 chovano
10 samic, 8 sanfica 6 ml@at odchovanych dhem roku 2008 (Hofrichterova, 2009).

Ve stejném obdobi bylo v Praze chovano 8 samisan®ii. V Chomuto¥ bylo ke dni

2. 3. 2010 chovano celkem 7 jedincz toho 2 hnizdici pary (Miroslav Brtnicky,

Podkrusnohorsky zoopark Chomutov, osobgléd, 2010).

Univerzita Palackého v Olomouci spolupracuje se ZD@r Krélové, a. s. na
projektu utovani pohlavi a paternity u pelikinplamaidki a brodivych ptak Pro
uréeni paternity je v Laborato popula&ni genetiky pouzivana metoda amplifikace
polymorfnich mikrosatelitovych lokids pomoci cross-species PCR s primery
navrzenymi primar& k amplifikaci mikrosatelitovych oblasti DNA u jick druhi
ptaki.

3.2 Mimoparové chovani a paternita u ptaki

Na zaklad socialniho chovani ptékjsou rozliSovany izné typy partnerskych
svazki. Nejvice druli je monogamnich, asi 3 % druhZiji v polygamnich
spol&enstvich (polyandrie, polygynie, polygynandrie)kteeé druhy se mohou chovat
i promiskuitre (Wink et Dyrcz, 1999; Veselovsky, 2001). Partnerské vztatdkipjsou
ale obvykle mnohem sloZjgi a mohou se liSit v zavislosti na rozdilnych lekackych
podminkéach, délce hnigdi nebo potravni nabidce (Veselovsky, 2001).

Pomoci molekularnich analyz bylo z§igb, Ze pouze malé procento piéje
mogamnich nejen soci&nale i geneticky (Winlet Dyrcz, 1999). Dochazi u nich totiz
k mimoparovym kopulacim egtra-pair copulation, EPC), které mohou veést
k naslednému mimoparovému oplédn (extra-pair fertilization, EPF). Gisledkem
EPF pak miZe byt mimoparova paternitaex{ra-pair paternity, EPP), tedy jev, kdy se
o0 ml&’ata stara staly partner samice, ktery vSak neichjejologickym otcem (Griffith
et al.,, 2002). Mezi vysoce promiskuitni druhy flahag. modroplastnik nadherny
(Malurus cyaneus), ktery asi v 72 % vychovava cizi mdlata, nebo strnad rakosni
(Emberiza schoeniclus), u rehoz je frekvence EPP vySSi nez 55 %.

Vyskyt mimoparové paternity se atitatznych praci snazi vystlit pomoci
odliSnych hypotéz, jejichiphled je uveden v souhrnnéfidnku Griffith et al. (2002).
Pati sem nafiklad dw hypotézy plodnosti, kdy samice vyhledava jinéhdrmaa aby
se vyvarovala neplodnosti svého socialniho partrizéiée je to hypotéza dobrych gen
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podle které samice vyhledava EPP, aby ziskala glgeny” pro sva mtfata, nebo
hypotéza fimé vyhody, podle niZz samice vyhledava EPP, abyspéoml&’ata ziskala
prostedky, které vyuziva cizi samec.

Z vysSe uvedenych teorii vyplyva, Zze EPC zvyinge predevSim samice. Saim
EPC 2zvySuje rozmnozZovaci WS§most a také zdatnost (Veselovsky, 2001). Aby
promiskuitni samci zajistili vylénou paternitu potonik svych socidlnich partnerek,
hlidaji je v dok pé&eni nebo s nimicasto kopuluji. Opus8ha samice rize byt

oplodrena cizim samcentimz zaletny samec ztrati vinou paternitu u vSech nafat.

3.3 Repetitivni sekvence DNA

Genomy archei a eubakterii jsou z velidsti sloZzeny z oblasti, které kdduji
proteiny nebo funéni RNA (Snustadt Simmons, 2009). U eukaryotnich organisja
hustota gein a jinych jedinénych oblasti velmi variabilni, ale obecmizsi. Jednim
Z davoda této nizSi genové hustoty je vyskyt velkého mndzepetitivni DNA. Pro
repetitivni DNA je charakteristicky &ity opakujici se motiv. Repetitivni oblasti mohou
byt v genomu nahodnrozptyleny nebo uspadany tandemavza sebou (Campbeit
Reece, 2006).

Rozptylené repetice nemaji opakované jednotky wmysiednu za druhou, ale
roztrouseny natznych mistech genomu (CampbetlReece, 2006). Tyto repetice se
obvykle chovaji jako transponovatelné elementy.|®akklky se daji rozdit do dvou
skupin (Carter, 2000). SINEshprt interspersed repeats), kratké rozptylené repetice,
maji jednotku repetice kratSi nez 500 bp. LINEsd interspersed repeats), dlouhé
rozptylené repetice, maji jednotku repetice dedZi 500 bp.

Tandemové repetitivni sekvence maji zékladni opekuge motiv umish
bezprostedre za sebou (Campbelt Reece, 2006). Byvaji také ozwaany jako
satelitni DNA nebo VNTRs Mariable Number of Tandem Repeats). Tandemoveé

repetice Mizeme dale rozdit na satelity, minisatelity a mikrosatelity.

3.3.1 Satelity

Satelity jsou tandemové repetitivni sekvence, ligjiecakladni motiv rfive byt
dlouhy az 5 Mbp (Amouet al., 1999), nejastjSi je vSak délka mezi 100 a 300 bp
(Weisinget al., 2005). Poet opakovani zakladniho motivu byva velmi vysolyyykle
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se vyskytuje v 1000 az 100000 kopiich. Pouzitilsatgako molekularnich markérje
v dnesni dob spisSe raritou.

3.3.2 Minisatelity

Minisatelity jsou tandemové repetitivni sekvencessedni délkou zakladniho
motivu, jehoz délka iize byt 10 az 100 bp (ScribnerPearse, 2000; Buschiazeb
Gemmel, 2006), n&astji vSak 10 az 60 bp (Flegr, 2009). d&b opakovani zavisi na
délce zakladniho motivu, ve srovnani se satelityif§i. Ri délce repetitivni jednotky
12-15 bp je to 10 az 100 kopii (Gregory, 2005).

Minisatelity tvai tzv. hypervariabilni oblasti v genomu obratléycostlin a hub
(Zima et al., 2004). Tyto hypervariabilni oblasti jsou vytgay vlastnim minisatelitem
a okolnimi jedinenymi sekvencemi DNA. Sekvence minisatelitu jsou miel
konzervativni, kdezZto obklopujici sekvence DNA megednotlivymi lokusy jsou
odlisné. Promanlivost mikrosatelii neni zgisobena substitucemi bazi, ale rozdilnym
potem jednotek, ktery je vysoce variabilni. Diky wathu polymorfismu jsou
minisatelity hoj@& uzivany jako molekularni markery riéfdad @i uréovani paternity
(Weisinget al., 2005).

3.3.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou tandemoveé repetivni sekvencgghé zakladni motiv je dlouhy
1 az 9 bp (Smith, 1997), obvykle vSak 1 az 6 bp{Ebal., 2000; Zanest al., 2002;
Buschiazzoet Gemmel, 2006). Vzhledem ke své strikta tandemovému usigalani
jsou mikrosatelity také ozmavany jako kratké tandemové repetice, STRiort
tandem repeats), nebo repetice jednoduchych sekvenci, SSR¥ple sequence repeats)
(Zimaet al., 2004).

Mikrosatelity nachazime v genomech jak prokaryotitk tak eukaryotickych
organisnii a zpravidla jsou ifitomné ve ¥3i mie neZ minisatelity (Smardet al.,
2005). Castji se vyskytuji v nekodujicich sekvencich DNA, kjgevysoka rychlost
mutaci. Mikrosatelity obvykle vykazuji vysoky stupedélkového polymorfismu
(Scribneret Pearse, 2000).
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3.4 Déleni mikrosateliti

Mikrosatelity byvaji nejéastji rozdélovany podle délky zakladniho motivu na
mononukleotidové, dinukleotidové, trinukleotidové, tetranukleotidove,
pentanukleotidové a hexanukleotidové. Podle Wasgal. (1994) Ize v genomu
eukaryot nejvice ze vSech mikrosatelitovych sekiveratézt dinukleotidové zakladni
motivy zastoupené ve 48 az 67 procentechc@mjjSim mikrosatelitem u savcje
dinukleotidova repetice CA, respektive TG ithad 57 % vSech nukleotid(Flegr, 2009)
Tato repetice se vyskytuje dvakeastji nez AT/TA a tikrat ¢astji nez AG/TC (Zima
et al., 2004). Velmi malo se naopak vyskytuje repetic€ Créth et al., 2000).
Z trinukleotidovych repetic jsou u zivicha nejezngjSi CAG, u rostlin jsou to AAG
a CCG (Liet al., 2002). Spisetidka se vyskytuji repetice ACG a ACT (Tathal.,
2000).

Podle jiného kritéria iveme mikrosatelity rozidit na jednoduché, ieruSované
a slozené (Oliveiraet al., 2006). U jednoduchého typu je opakovan jediny wnoti
repetice, ktery neni nijakiprusen. O feruSovany typ SSR se jednd, je-li repetice
v jednom nebo vice mistech naruSena kratkou nudl®aiu sekvenci nebo jinou
repetitivni jednotkou. Vipad, Ze je SSR ti@n dwma nebo vice tznymi
sekvencemi nukleotid z nichz kazda ma jiny zakladni motiv repeticenaajeme

takovy mikrosatelit jako slozeny.

3.5 Pivod, evoluce a mutace mikrosateli

Piavod mikrosatelit je v sodasné dob stale pednmétem mnoha diskuzi. Aktuéin
znama data naztaji dvé mozné cesty jejich vzniku (BuschiazebGemmell, 2006).
Predpoklada se, Zze mohly vzniknout spontamrnedin€nych sekvencide novo) nebo
mohou byt za jejich vytv@ni zodpo¥dné transponovatelné elementy SINE a LINE.

Mikrosatelity se rychle vyvijeji visledku vysoké rychlosti spontannich mutaci,
ke kterym u nich dochazi (Anmarkrugt al., 2008). Za ne&jas€jSi mechanismus
ovlivaujici vznik mutaci a tim i velkou variabilitu miksatelitovych lokus je
povazovano sklouznutisl{ppage) DNA polymerazy p replikaci nebo oprav
poskozené DNA. # tomto sklouznuti dojde ke zvdjemnému posunu dis@mnych
vlaken a jejich chybné reasociaci v oblasti tandemaspdadanych repetic,

mikrosatelit tak mZe ziskat nebo ztratit jedriivice kopii zakladniho motivu. Mutace
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mikrosateliic mohou byt rov&Z zpisobeny nerovnosminym crossing-overem,
substitucemi nukleotidnebo duplikacemi (Hancock, 1999).

Rychlost mutaci mikrosatelitovych oblasti je odhaiim na 18 aZ 10° na lokus
na generaci, je tedy mnohem vyssSi nez rychlost wgrfomutaci v oblastech kédujicich
geny (Anmarkrucet al., 2008). Muté&ni rychlost mikrosatelit zavisi na jejich celkové
velikosti a velikosti zakladniho motivu (Hancocl9B; Buschiazzet Gemmell, 2006).
DelSi neperusené lokusy mutuji mnohedastji nez kratke, vySsi mutai rychlost
vykazuji dinukleotidové motivy nez trinukleotidowvebo tetranukleotidové (Hancock,
1999; Buschiazzeet Gemmell, 2006). Rychlost mutaciude byt také ovlivéna
pohlavim nebo obsahem G/C bazi (Anmarkeud ., 2008).

3.6 Principy hledani novych mikrosatelitovych lokudi

Pti hledani novych mikrosatelitovych lokiusi druhi, u nichz tyto oblasti DNA
dosud nejsou znamy je mozné postupovaindy zgisoby. Prvnim z nich je izolace
mikrosateliti de novo z DNA daného druhu (Zanet al., 2002), druhy vyuZziva
amplifikace mikrosateht metodoucross-species PCR (Primmeet al., 1996).

Pti izolaci de novo jsou mikrosatelity ziskavany z genomickych knihmw&aného
druhu (Zaneet al., 2002). Existuje &kolik modifikaci izolace mikrosatetitde novo,
které se ale zasagneliSi od z&kladniho izalaiho postupu, ktery je nasleduijici:

» jzolace genomické DNA zkoumaného druhu a jeji iHestr pomoci
restrikinich endonukleaz (n&gstji Rsal a Haelll) nebo ultrazvukem

= separace vzniklych restriich fragment elektroforézou v agar6zovém gelu
a selekce fragmein velikosti 300-700 bp

» vloZeni fragment do plazmidového vektoru a transformace vektoru do
kompetentnich bakterialnich bikn

= testovani fitomnosti klori obsahujicich mikrosatelitové repetice a jejich
selekce na zakladcybridizace se z&anou sondou

= npamnoZeni pozitivnich kldna jejich sekvenace

» navrZzeni specifickych primérdle jedingnych sekvenci ohragujicich

mikrosatelit
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Izolovani mikrosatelit de novo je nér@né ¢asow i finantné. Pokud jsou jiz
popsany mikrosatelitové lokusy u diuHylogenticky spiznénych se zkoumanym
druhem, jecasto lepSi vyuzit medotgross-species PCR amplifikace échto lokus.
Cross-species PCR spoiva v amplifikaci mikrosatelitovych lokdspomoci primei
navrzenych primamn pro jiny (tzv. zdrojovy) druh. Tuto techniku je @@ pouZit
u druhi blizce fylogeneticky ibuznych se zdrojovym druhem (Primnetral., 2005).
Pfi rostouci fylogenetické vzdalenosti se v jedmgch sekvencich ipéhajicich
k mikrosatelitm hromadi mutace, primery nemohou dostatehybridizovat sd&mito

mutovanymi oblastmi a dochazi k inhibici PCR anikdi€e (Primmeet al., 1996).

Pfi hledani mikrosatelitovych lokdsde novo i pomoci cross-species PCR
amplifikace je iteba nejprve otestovat, zda je novy mikrosatelit ympairfni.
U polymorfnich mikrosatelit jsou optimalizovany podminky PCR amplifikace a @ob
elektroforetické separace pro konkrétni mikrosteyi lokus za Gelem co nejlepSiho
rozliSeni jednotlivych alel. Nasledipsou zjiSény kvalitativni charakteristiky na zaklad
poctu alel acetnosti vyskytu jednotlivych genotyp Déale je stanovenacekavana
heterozygotnost & frekvence genotyp a jejich soulad s Hardy-Weinbergovou

rovnovahouii frekvence vyskytu nulovych alel.

3.7 Vyuziti mikrosatelit &

Variability v patu repetic mikrosatelit vyuziva v dnesSni de&b mnoho
biologickych i lékadskych oboil. Mikrosatelity jsou hoj& vyuzivanymi molekularnimi
markery @i popula&né genetickych, ekologickych i fylogenetickych stwthii(Primmer
et al., 2005). Na polymorfismu mikrosatelitovych loKug zaloZzena také diagnostika
n¢kterych chorob (nap rakovina tlustého stva) (Umetanet al., 2000) nebo wovani
otcovstvi. Dale jsou vyuzivany ve forenzni genefpieidentifikaci jednotlivéi nebo

piifazovani biologickych stop k étem¢i pachateim.

3.7.1 Vyuziti mikrosatelit u p¥i paternitnich studiich

Jak jiz bylo vySe uvedeno, vyuzivaji se mikros&gelimnoha éiznych od¥tvich.
Jednou z nejjednodussich aplikaci je jejich vyyditideterminaci paternity (Ellegren,
1992). Alely mikrosatelitovych lokuisjsou ddény podle Mendelovskych zakonitosti,
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je tedy @¢déna vzdy jedna alela od kazdého radiVyhodou mikrosatelitoproti jinym
markefim jejich kodominance, fizeme tedy rozliSit homozygota a heterozygota.
Mikrosatelity maji optimalni mutai rychlost vzhledem k jejich vyuZititippaternitnich
studiich. Akoli mutuji pon&rné ¢asto, neni to obvykle takasto, aby mlas melo
odliSnou (mutovanou) alelu, nez jakou ma jederha jdiu. ProtoZze vSak k takovému

jevu mize vyjimen¢ dojit, je vzdy testovano vice mikrosatelitovyckuai.

3.8 Vyuziti cross-species PCR amplifikace mikrosatelitd v ornitologii

Béhem poslednich patnacti let se mikrosatelity st@gnim z nejastji
vyuzivanych molekularnich markew popul&nich studiich (Primmeet al., 2005).
Diive bylo pro tyto dely pouzivano jen velmi omezené mnoZstvi molekglarn
biologickych metod, nap DNA-DNA hybridizace, kterou postupmahradily metody
jako AFLP @mplified Fragment Lenght Polymorphism), studujici polymorfismus délek
amplifikovanych fragmeirit nebo RAPD Random Amplified Polymorphic DNA),
zkoumajici polymorfismus ndho&amplifikované DNA.

U ptadki byla cross-species amplifikace mikrosatelitové DNA poprvé testovana
u 48 druli z 23 ptaéich celedi s pouzitim primérnavrzenych podle DNA vilastovky
obecné firundo rustica) a lejskacernohlavéeho Kicedula hypoleuca) (Primmeret al.,
1996). Stejay jako u savt bylo prokazano, Ze s rostouci fylogenetickou vedasti
zdrojovych a cilovych druh klesq pdet polymorfnich markér, které se asgn
amplifikuji.

Sirsimu vyuziticross-species amplifikace mikrosatelit nahrava pedevsim fakt,
Ze k testovani sth PCR a elektroforetickd separace vzniklych prot@iuktle tedy
o pontrné levnou metodu. Nevyhodné je, Ze primery pro anialdi mikrosatelitovych
lokusi nejsou univerzalni (Primmet al., 2005), neni tedy mozné pouzit je u velkého
mnozstvi fiznych druli, protoZze usgsnost amplifikace zavisi na fylogenetické
odliSnosti testovaného druhu a druhu, prgznbyly primarre navrzeny. ZvySeni
pravdEpodobnosti amplifikace i polymorfismu lokiuslze docilit snizenim teploty
hybridizace primer. DalSim problematickym faktorem owfiujicim vyuZiti
mikrosateliti v ornitologii je nizka frekvence jejich vyskytugenomu ptak, ktera je

asi desetkrét nizSi neZlovéka nebo jinych savc(Primmeret al., 1997).
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Ponerné¢ ucelend sada primer které lze univerzath pouzit gi amplifikaci
mikrosatelifi, jiz byla popsana prtad gvci (Passeriformes). Mikrosatelity se tak stéle
vice prosazuji jako molekularni marker, ktery 1z@iit nejen i popul&nich studiich,
ale také p srovnavani fylogeneticke fipuznosti dvouci vice druli nebo pi
odhalovani mezidruhové hybridizace (Primreteal., 2005).

3.8.1 Polymerazovaretézova reakce

PCR Polymerase Chain Reaction) je technika umaiujici snadnym a rychlym
zpisobem mnohonasobnamplifikovat zvoleny uUsek DNAin vitro pii katalyze
enzymem DNA polymerazou. ProtoZe jde o velmi aitliva specifickou techniku, je
hojr¢ vyuzivana i analyze nukleovych kyselin.

Zakladnimi sloZzkami reaki snEsi jsou templatova DNA, 2 kratké
oligonukleotidové primery, DNA polymeraza a 4 deoBgnukleosidtrifosfaty (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP). Pro spravné fungovani reakce (ke pidavany fizné druhy
pufri podle typu pouzité DNA polymerazy aieénaté kationty ve forth MgCl,,
celkovy objem readni snesi je doplrgn deionizovanou vodou.

PCR sestava zéi kroka, které se cyklicky opakuji. Pro dostéateu amplifikaci je
obvykle teba 25 az 35 cykl Prvnim krokem je denaturace probihajici po dob3@
sekund pi teplot 94-98 °C, dochazitpni k naruseni vodikovych imstki a rozvolrni
vlaken dvouSroubovice molekuly DNAfiRIalSim kroku je reaki snes ochlazena na
40-65 °C na 20-40 sekund, dochazi k nasednuti adigéci primeti na Fislusna mista
jednovldknové DNA. Poslednim krokem je zvySenidgpiha 72 °C, aktivuje se tak
DNA polymeraza a dochazi k syntéze novyetizci DNA s vyuzitim energie vazeb
molekul dNTP. Novyetézec je syntetizovan ve snu od 3"-konce primeru k 5"-konci
templatu na zaklad komplementarity s templatovym vidknem. Syntézowého
ietzce je ukoren jeden cyklus PCR, dalSi je navozen zvySeninote@ denaturaci
dvouvlaknové DNA. P&et kopii DNA p@i roste exponenciaéh now vznikla
dvousSroubovice DNA je vzdy twena jednim templatovym a jednim ®&ov

nasyntetizovanym vlaknem.
3.8.2 Elektroforeticka separace PCR produktu

Elektroforetick&d separace je va$tjSi metodou, ktera je vyuzivana pro analyzu
produkti PCR. Zapor#é nabité molekuly DNA fi ni putuji v elektrickém poli sgmem
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k anod a rozaluji se podle hmotnosti fragmentkratSi ¢asti putuji rychleji, delsi
pomaleji. Obvykle je provamha separace v polyakrylamidovém gelgkdy je také
vyuzZivan gel agarozovy. Vzniklé prouzky jsou vizmavany dusinanem sibrnym,

ethidium bromidem nebdiznymi druhy fluoresceimich barviv.

3.8.3 Problémy pii hodnoceni PCR produkii
Vyhodnoceni PCR produktna elektroforetogramu e zkomplikovat #kolik
jevi. Jedna se zejména ditpmnost tzv. stutter badd mikrosatelitovou homoplazii

a vyskyt nulovych alel v populaci.

Stutter bandy

Castym problémemipbézné gelové, ale i kapilarni elektroforéze byvégmnost
tzv. stutter bandi (shadow bands, DNA polymerase sippage products), které v jedné
nebo vice kopiich doprovazeji hlavni banditéralely (Walshet al., 1996). Tyto bandy
vznikaji v disledku sklouznuti dqippage) DNA polymerazy p replikaci
komplementarniho vlakna v oblasti repetice (Danetlal., 1998).Sutter bandy jsou
o reco kratSi nez hlavni produkt, u dinukleotidovycpetc zpravidla o 2, 4, 6 a vice
bazi (Walshet al., 1996). Na elektroforetogramu mivaji slabsi inttena rékdy také
odliSné zbarveni nez hlavni produkt. Nejligijnse stutter bandy vyskytuji
u dinukleotidovych repetic, mén byvaji pozorovany u trinukleotidovych
a tetranukleotidovych motiv (Danielset al., 1998). Interpretace vysletlkmize byt
problematicka v fipad alel podobné velikosti, kdy seutter bandy jedné alely
piekryvaji s hlavnim produktem jiné alely (Walkthel., 1996).

Homoplazie alel

Jako alelova homoplazie je ozoaan stav, i némz jsou alely jednoho lokusu
déelkow identické, vznikly vSak konvergentnim vyvojem,ighj pavod se tedy liSi
(Estoupet al., 2002).

Homoplazické alely je moZzné réld do dvou skupin. Prvni z nich jsou sice
délkow stejné, ale liSi se sekvencemi, daji se tedy @dpamoci sekvenovani nebo
metodou jedniezcoveho konformé&niho polymorfismu (SSCP) (Angeesal., 2000).
Druhou skupinu tvid alely, které vznikly odlis& ale jsou stegrdlouhé a maji shodné
sekvence. Tyto homoplazické alely je mozn&tyrouze hledanim mutaci ve skupinych
se znadmymi fibuzenskymi vztahy (Anmarkrugt al., 2008).
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Podle studie Estoupt al. (2002) alelovA homoplazie nemgmbuje pi vetSing
popul&né genetickych analyz velké problémy, protoZe jeidtéjmiry kompenzovana
vysokym stupam variability mikrosatelitovych lokus Pokud je testovano dostéabé

mnoZzstvi mikrosatelitovych lokisje mozné jeji vliv obvykle zanedbat.

Nulové alely

Nulova nebo také neamplifikujici se alela je takaléla, kterou neni mozné
amplifikovat prostednictvim PCR tak, aby bylo mozné &Spt detekovat vznikly PCR
produkt (Dakinet Avise, 2004). ProblémyipPCR amplifikaci jsou zfisobeny bodovou
mutaci v jedinénych oblastech obklopujicich mikrosatelit tflanking regions, na
které nasedaji primery. Alela se neamplifikuje pret primer nerive dostaténé
hybridizovat s mutovanou sekvenci templatové DNA.

Nulové alely sec¢asto vyskytuji B cross-species amplifikaci s primery
navrzenymi pro jiné tzv. zdrojové druhy (DakdhAvise, 2004).Tyto neamplifikované
alely zdanli¥ zvysSuji pondr homozygot v populaci a komplikuji tak determinaci
paternity, protoZze mohou #gobit nespravné vyl@eni heterozygotniho otce (Jorets
Ardren, 2003). Heterozygotni otec s nulovou aleey¥i hodnoceni PCR produkjevi
jako homozygot, ktery tak @e byt vyazen z okruhu potencialnich biologickych
rodict mladite. Ri paternitnich studiich je proto obvykle testovagtsv paet
mikrosatelitovych lokus, aby se takové chytpredeslo.

V pripact podezeni na pitomnost nulové alely je moZzné postupovékaiika
zpasoby. Jednou z moZnosti je testovani mikrosatalitgkupiny jeding, jejichz
piibuzenské vztahy jsou s jistotou znamé (Cadieal., 1993) a odhaleni nulové alely
na zaklad neodpovidajich alelovych kombinaci. U malych skuggistovanych jediric
lze genealogickymi metodami zjistit mozné segregaet a vyvodit tak, zda se jedna
o homozygotai heterozygota pro nulovou alelu (DalgnhAvise, 2004). V dnesSni deéb
piitomnost nulové alely nejlépe detekuji cfiacové programy, které statisticky
vyhodnoti zavaznost odchylek pozorované @kavané heterozygotnosti a jinych
popula&nich charakteristik. Nd&p program Cervus je schopen odhalit odchylky od
Hardy-Weinbergovy rovnovahy a upozorni uzivatelem@nost nulové alely (Jones
Ardren, 2003).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Vzorky krve byly odebrany pracovniky Zoologické rvady Dwvar Krélove, a.s.
z tarzalni Zily Sesti néjbbuznych jedind pelikdna kadi@vého Pelecanus crispus).
Odebrana krev o objemu 20-1Q0byla gidana do 2ml mikrozkumavek obsahujicich
1 ml Queen’s pufru (Seutet al., 1991).

4.2 Izolace genomické DNA pro PCR z pt& krve

Tento postup byl i@vzat dle Maniatist al. (1982) a upraven pro podminky
Laboratde popul&ni genetiky na Katdd buré¢né biologie a genetiky iP UP

v Olomouci.

1. den
1. Do mikrozkumavek s 500l roztoku krve v Queen’s pufru byldigano 100ul
proteinazy K (10 mg/ml) a 10d 10% roztoku SDS. Mikrozkumavky bylytgs

noc inkubovany v termostatipeplot 40 °C za stalehorpklapsni.

2.den

2. Bylo ptidano 400ul fenolu a 400ul chloroformu a mikrozkumavky byly
vortexovany a centrifugovanyi2000 g po dobu 5 minut.

3. Do novych mikrozkumavek byla odebrana horni faze.skgsi bylo gidano
700ul chloroformu, mikrozkumavky vortexovany a centgbwvany pgi 2000 g
po dobu 5 minut. Tento krok byl j€§ednou zopakovan.

4. K odebranému roztoku bylotfidano 180 ul vychlazeného octanu sodného
(3molll) a zbytek objemu mikrozkumavky byl dogin vychlazenym
96% ethanolem. S&s byla promichanaipkla@Enim a mikrozkumavky ulozeny
na 2 hodiny do -20 °C.

5. Mikrozkumavky byly centrifugovanyip13000 g po dobu 30 minut. Ethanol byl
opatrré slit a k sedimentu bylof@iano 1 ml vychlazeného 70% ethanolu.
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6. Mikrozkumavky byly centrifugovanyip13000 g po dobu 10 minut. Ethanol byl
slit a obsah mikrozkumavek vysuSen v termoblokuvyBuSené DNA bylo
piidano 500ul TE pufru a byla pes noc rozpusha v termostatu ip teploi
40 °C za staléhorpklageni.

3.den
7. Po fluorometrickém stanoveni koncentrace byl roZD0%A v mikrozkumavce
zamrazen v -20 °CCast byla pro pouZiti ip PCR odebrana, tedina
deionizovanou vodou na koncentraci 30gs0ml a uchovana v lednici.

4.3 Hledani vhodnych mikrosatelitovych markeni pro pelikana

kaderavého metodoucross-species PCR

Dosud nebyla publikovana zadna prace popisujici rosdtelitové lokusy
u pelikana kad@avého Pelecanus crispus), zangfila jsem se protoip vybéru primefi
vhodnych pro hledani polymorfnich mikrosatelitmetodou cross-species PCR
amplifikace na zdrojové druhyifadi povazovanych za fylogenetickyipuzné, ale také

na velké vodni ptaky #di tradicné pokladanych za pelikam negibuzneé.

Primery amplifikujici polymorfni mikrosatelitové kasy byly navrzeny pro dva
zastupce rodu pelikan - pelikdana biléh®&eécanus onocrotalus) a pelikana
severoamerickéhoPgecanus erythrorhynchos). Krom¢ pelikana bilého jsem #adu
veslonozi (Pelecaniformes) vybrala tyto zdrojovéihgr fregatku malou Rregata
minor), kormorana uSatéhdlfalacrocorax auritus), terejecervenonohéhoSQula sula),
tereje guanovéh®(la variegata) a tereje modronohéh&.a nebouxii).

Molekularni analyzy Nadvornikaet al., (2008) naznauji fylogenetickou
piibuznost pelikdin také s ftady Dbrodivi (Ciconiiformes) a plamaci
(Phoenicopteriformes). Proto jsem vybrala primegidvané z DNA d&chto zastupit
¢apa bilého Ciconia ciconia), ibise ¢inského Kipponia nippon), kolpika malého
(Platalea minor), kvakoSe néniho (Nycticorax nycticorax) a volavky Zlutozobé
(Egretta eulophotes) z fadu brodivi; plami&éka karibského Rhoenicopterus ruber
ruber) a plamaéaka H1Zového Phoenicopterus roseus) z fadu plameaci.
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Rady tutiaci (Sphenisciformes) a potaplice (Gaviiformes)imajdle poslednich
studii s pelikany spoteého pedka (Hacketet al., 2008; Mayr, 2008). Testovala jsme
proto 7 pait primett od potaplice ledniGavia immer). Vybrala jsem také 1 par prinmier
od twnaka krouzkovéhoRygoscelis aleliae), ktery amplifikoval polymorfni lokus u
ibise posvatnéhoThreskiornis aethiopicus) ziadu brodivi (Wilson, 2008), ktery je s
pelikdny gibuzny.

Krome fylogeneticky blizkychradi jsem pro testovani vybrala 2 pary pridhed
alkounka drobnéhoAgthia pygmaea) z fadu dlouhokidli (Charadriiformes), ktery neni
povazovan zaffbuzny s pelikany (Hackett al., 2008; Mayr, 2008). PCR produkty
amplifikované &¢mito primery vSak byly polymorfni u faetona Zlutb&ho Phaethon
lepturus) a fregatky vzneSend-i(egata magnificens) z fadu veslonozi (Dawsoset al.,
2005).

Pro testovani jsem zvolila i zdrojové druhyadi vrubozobi (Anseriformes), se
kterymi by pelikan kadavy nengl byt fylogeneticky sfiznén (Hackettet al., 2008;
Nadvorniket al., 2008). Jednalo se o kachnu divokadunds platyrhynchos), kachnici
lalocnatou Biziura lobata), kajku mdskou Somateria mollissima) a pizmovku velkou

(Cairina moschata).

Prehled vSech testovanych mikrosatelitovych ldkusdrojovych drufi a autod,
ktefi tyto lokusy publikovali, je uveden v Tab.1.

Tab. 1: Prehled testovanych mikrosatelitovych lokusu pelikana kadaveho
(Pelecanus crispus). Jednotlivé sloupce uvgd fad, zdrojovy druh, nazvyifslusnych

mikrosatelitovych lokus, autora a rok publikace.

Rad Zdrojovy druh Testované mikrosatelitové Auto_r, rok

lokusy publikace

Cc01, Cc02, Cc03, Cc04, Cc05, Shephardt

Cc06, Cc07 al., 2009
Cap bily

Brodivi (Ciconiaciconia) | cc1, cC3, CC7, CCO, CC10, | oot
(Ciconiiformes) CC13 >egelbacher,

ustni sdleni
_Ibis ginsky Nn04 Heet al., 2006

(Nipponia nippon)
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Tab. 1 — pokratovani:

Rad Zdrojovy druh Testovamlé mikrosatelitové Auto_r, rok
okusy publikace
PM1-4, PM2-16, PM2-20,
PM2-21, PM2-28, PM2-29,
PM2-37, PM2-62, PM2-68,
Kolpik maly PM2-80, PM3-13, PM3-15, Yeunget al.,
(Platalea minor) PM3-16, PM3-17, PM3-20, 2009
PM3-22, PM3-25, PM1-13,
PM1-17, PM2-14, PM3-28,
Brodivi PM3-29, PM3-31
(Ciconiiformes) nyctil4, nycti15, nycti22,
Kvako$ néni nycti26, nycti35, nycti36, Changet al.,
(Nycticorax nycticorax) | nycti4l, nycti43, nycti62, 2009
nycti68, nycti74
Ae01, Ae04, Ae05, Ae09, Ael3,
Volavka Zlutozoba Ae24, Ae25, Ae26, Ae27, Ae28, Huanget al.,
(Egretta eulophotes) Ae30, Ae35, Ae36, Ae37, Ae3g, 2009
Aed2, Aed4, Aed7
Dlouhokiidli Alkounek drobny Dawsonet al.,
(Charadriiformes) (Aethia pygmaea) Apy06, Apy07 2005
PrA2, PrA3, PrA9, PrAl102,
PrA103, PrA104, PrA105,
PrA110, PrA111, PrA113,
PrB1, PrB2, PrB3, PrB102,
Al e PrB105, PrB110, PrC1, PrC8, :
Promma 08y | iz, pcion prcige, | SersoRal
PrC117, PrC122, PrD3, PrD4,
Plamenaci PrD5, PrD7, PrD9, PrD10,
(Phoenicopteriformes) PrD12, PrD102, PrD105,
PrD108, PrD117, PrD121,
PrD126, PrD139
Plameiak karibsky | Prwi7, Pru8, Pryd N

(Phoenicopterus ruber
ruber)

Prul3

Preston, 2005

GImA9EPA, GIimA12EPA,

Potéaplice Potéplice ledni GImC5EPA, GImC11EPA, McMillan et
(Gaviiformes) (Gavia immer) GImD9EPA, GIimE11EPA, al., 2004
GimD12EPA
Tuénaci Tuendk krouzkovy AM13 Roederet al.,
(Sphenisciformes) (Pygoscelis aleliae) 2001
Fmin01, FMin02, Fmin03,
Fmin04, Fmin05, Fmin06,
Veslonozi Fregatka mala Fmin07, FmMin08, Fmin09, Deaborret al.,
(Pelecaniformes) (Fregata minor) Fminl10, Fminl1, Fminl2, 2008

Fminl13, Fmin14, Fminl5,
Fminl16, Fminl7, Fminl8
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Tab. 1 — pokratovani:

Rad Zdrojovy druh Testované mikrosatelitové Auto_r, rok
lokusy publikace
CORO01, CORO03, CORO05,
CORO06, COR07, COR12,
COR15, COR17, COR19,
Kormoran uSaty ggggg ggggé ggggg Fikeetal.,
(Phalacrocorax auritus) COR30' COR31, COR35, 2009
COR38, COR39, COR40,
CORA41, COR43, COR45,
COR47
Kormoran usaty ngggi ngggé ngggg Merceret al.,
(Phalacrocorax Dcco-07, Dcco-08’ ' 2010
S De Ponte
(Pe ech?tljtglgo?:lrlgtal us) PEL304 Machadoet
al., 2008
Veslonozi Sslb-16, Ss1b-51, Ss1b-57,
(Pelecaniformes) .y . Ss1b-98, Ss1b-106, Ss1lb-142,| Morris-
Ter?gfgvi?;”Ohy Ss2b-2, Ss2b-35, Ss2b-48, | Pococket al.,
Ss2b-71, Ss2b-88, Ss2b-92, 2010
Ss2b-110, Ss2b-138, Ss2b-153
., , SV2A-2, Sv2A-26, SV2A-47,
Terejguanovy | o5 h 50, Sv2A-53, Sv2A-05, | L ayoretal,
(Sula variegata) : i sol 2010
Sv2B-152, Sv2B-27, Sv2B-138
BOOB-RM2-F07, BOOB-RM3-
D07, BOOB-RM3-F11, BOOB-
RM4-A08, BOOB-RM4-B03, Fairclothet
_ i BOOB-RM4-C03, BOOB-RM4- al. 2009
Terej modronohy | pg7, BOOB-RM4-E03, BOOB-| &
(Sula nebouxii) RM4-E10, BOOB-RM4-F11,
BOOB-RM4-G03
Sn2A-36, Sn2A-90, Sn2A-123,| Tayloretal.,
Sn2B-68, Sn2B-83, Sn2B-100 | 2010
Maaket al.
APHO7, APHO09 '
Kachna divokéa 2000
(Anas platyrhynchos) | APHO8, APH12, APH13, Maaket al.,
APH16 2003
Vrubozobi Kachnice lalénata Guayet
Kajka mdska Pguluset
(Somateria mollissima) Smol0 Tiedmann,
2003
PiZmovka velka CmAAT16, CmAAT35, Staiet

(Cairina moschata)

CmAAT38

Hughes, 2003
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4.3.1 PCR amplifikace mikrosatelitové DNA

Jednotlivé slozky reaki snesi uvedené nize byly napipetovany do 1,5ml
mikrozkumavky, jako posledni bylarigdna DNA polymeraza. Mikrozkumavky poté
byly vortexovany a kratce centrifugovany. Takigppavena reakni smés byla po Qi

rozpipetovana do mikrozkumavek $lDNA o koncentraci 10-5Qg/ml.

SloZeni PCR reaki snesi pro 6 vzork véetns zahrnutych ztrati pipetovani:

deionizovana voda 42,50
real¢ni pufr (10 x) 6,7Ql
roztok MgCh 3,75ul
roztok dNTPs (25 nmol/l) 0,68
primer F (10umol/l) 3,10ul
primer R (10umol/l) 3,10ul
DNA polymeraza (5 Uil) 0,40ul

Vzorky byly umisény do termocykléru s nasledujicitasovym a teplotnim

profilem polymerazovéettzove reakce.

5 min: 94 °C
30s: 94 °C
30s: teplota dle tabulky 2 35 cykl
30s: 72 °C
7 min: 72 °C

Zakladni teplota nasedani primebyla stanovena na 48 °C, aby primery co

nejlépe hybridizovaly s templatovou DNA.

4.3.2 Zpracovani PCR produkta
Postup byl optimalizovan pro pouziti yané sekverii elektroforetické
komarky S2 Whatman Biometra s rozm skel 333 x 392 mm a 333 x 418 mm

a tlou§’kou gelu 0,4 mm.
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Piiprava 6% polyakrylamidového gelu

1. V¢tsi sklo bylo vydrhnuto karé@m a omyto deionizovanou vodou. Strana, ktera
se dotyka gelu byla ofeha 96% ethanolem d&ipravkem k odpuzovani vody
ze skel automohil (Clear Vue), ktery byl rozégn a ponechan zaschnout. Po
zaschnuti fipravku bylo sklo omyto deionizovanou vodou a osoSe

2. KratSi sklo bylo omyto vodou se saponatem, vydrbrkart@&em, oplachnuto
deionizovanou vodou a osu3eno. Strana, ktera sgaajelu byla oSétna
roztokem 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu. Pasehnuti roztoku bylo
sklo ¢tyrikrat otteno 96% ethanolem a osusSeno.

3. Na wtSi sklo byly po stranach umdsly 0,4 mm silné spacery, na které bylo
poloZzeno mensi sklo. Skla byla sloZzena i@gtmi plochami dovnit
a zafixovana svorkami.

4. Gel byl gipraven smichanim vSech slozek (viz. Pouzité rogtok kadince,
promichan krouzivym pohybem a poté nalit mezi sKkla. prostoru mezi skly
byl vsunut tiebinek rovnou stranou asi 0,5 cm hlubokéelhinek byl zafixovan
svorkami a gel ponechan ale#ptb minut polymerizovat.

Elektroforeticka separace PCR produkii

1. Po ztuhnuti gelu a odstram svorek byla skla omyta od zbwtkelu, osuSena
a upeviina do elektroforetické koinky. Elektrodoveé prostory byly zality 0,5 x
TBE pufrem, liebinek vytaZzen a prostor mezi skly promyt pufrenmjekéni
stiikacky. Prostory elektrod byly uz&ny a nasazeny elektrody. Zdroji
stejnosmirného elektrického proudu byl nastaven na vykonv@{Qelektricky
proud a nafti na maximalni hodnoty 150 mA a 3000 V). Gel bynpchan
piedeltat giblizné 30 minut.

2. Béhem nakivani gelu byly PCR produkty smichany s nanaScinfrepu
v poneru 2:1 a ponechany denaturovat v termocykléru zatwargni renaturace
byly vzorky ochlazeny v ledovéisti.

3. Béhem denaturace byl vypnut zdroj stejnésmého elektrického proudu,
odpojena katoda, ot&an katodovy prostor, prostor mezi skly promyt pofre
a mezi skla vsunutibbinek zoubky do gelu.

4. Mezi zoubky kebinku byly naneseny gl smési PCR produkt s nanasSecim

pufrem. Po napipetovani vzdrlkyl katodovy prostor uzden, nasazena katoda
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a zdroj stejnoskrného elektrického proudu nastaven na vykon 70 Mk{écky
proud a nagti zistaly nastaveny na maximalni hodnoty 150 mA na 3@R0
Cas separace PCR prodiukbyl optimalizovan tak, aby bylo u polymorfnich
produkii mozné co nejlépe rozlisit jednotlivé alely, obwykloba separace byla
90 az 180 minut.

Vizualizace elektroforetogramu

1. Béhem elektroforetické separace byliippaveny roztoky pro vymyvani gelu
a naslednou vizualizaci separovanych PCR pradustozeni viz. Pouzité
roztoky).

2. Po elektroforetické separaci PCR produkty byl vytpmdroj stejnosmfrného
elektrického proudu, odpojeny elektrody a vypodbufr z katodového prostoru.
Skla byla vyjmuta z elektroforetické kdinky, oplachnuta deionizovanou
vodou, odstragny spacery i febinek a skla opatérodctlena.

3. Mensi sklo bylo gelem nahoru untisd do fotomisky naiepaku a zalito
fix/stop roztokem. Po 20 minutach resp. vymyti prutylenové motk byl
roztok slit do baky a sklo s gelen¥ikrat promyto v deionizované veéd

4. Sklo s gelem bylo umigho na tepa&ku a ponechano 5 minut v roztoku HYO
poté byloctyrikrat promyto v deionizované veéd

5. Sklo s gelem bylo umi&to na tepaku do roztoku AgNQ@ alespdé po dobu
25 minut, poté bylo oplachnuto v deionizované&adiemistno do fotomisky
s vyvojkou naiepace, kde se sledovalo vyvijeniddocernych prouzk PCR
produkfi.

6. Kdyz byly prouzky dostatm¢ zietelné, bylo vyvijeni zbarveni zastaveno
prilitim fix/stop roztoku z kroku 3. Sklo s gelem byha 2 minuty pon@no do
deionizované vody a ponechano 30 minut v suS@iirc0 °C.

7. Po vysuSeni bylo sklo ozéeno a vyhodnoceno na negatoskopu. Pro uchovani
elektroforetogramu bylo sklo s gelem naskenovano.

8. Sklo s nepdatbnym gelem bylo nac¢hkolik desitek minut az dkolik hodin
ponadeno do roztoku NaOH o koncentraci 1 mol/l,&mz se gel odlepil od skla.

Sklo bylo umyto a fipraveno k dalSimu pouziti.
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4.4 Pouzité chemikalie

Akrylamid (Serva)

aTaq DNA polymeraza (5U/ul), M1241 (Promega)
Bromfenolova moti(Serva)

Deionizovana voda

Deoxyribonukleosid trifosfaty (100 mmol/l, 400 didéeho), U1240 (Promega)
Dusknan stibrny (Lachema)

Ethanol — 96% roztok (Seliko Olomouc)
Ethylendiaminotetraoctan sodny (8 TA) (Lachema)
Ethylendiaminotetraoctova kyselina (Lachema)
Fenol (Sigma)

Formaldehyd (Lachema)

Formamid (AppliChem)

Hoechst, No. 33258 (Sigma)

Hydroxid sodny (Lachema)

Chlorid sodny (Lachema)

Chloroform (Lachema)

Kyselina borita (Lachema)

Kyselina dusina — 65% roztok (Lachema)

Kyselina octova — ledova (Lachema)

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

N-lauroylsarkosin (Sigma)

N,N’- methylenbisakrylamid (Serva)

N, N, N, N’- tetramethylethylendiamin (TEMED) (Seaj
Octan sodny (Lachema)

Peroxodisiran amonny (Serva)

Proteinaza K (Sigma)

Clear Vue, Rain Repellent (Turtle WAX)

Thiosiran sodny (Lachema)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)
Uhli¢itan sodny (Lachema)

Xylenova mod (Xylencyanol FF) (AppliChem)
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4.5 PouZité roztoky

Z&sobni roztok 6% akrylamidu:
420 g m@oviny
484 ml deionizované vody
50 ml 10 x TBE
150 ml zasobniho 40% roztoku akrylamid : N, N”- Inyé&gnbisakrylamid 19:1
po rozpu&ini vSech sloZek zfiltrovat a ulozit v temné lahgi4/ °C

Z&sobni roztok 10x TBE pufru:
108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
55 g kyseliny borité EBO3
40 ml roztoku NgEDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
rozpustit v 800 ml deionizované vody
doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Roztok 10% peroxodisiranu amonného (Nk),S,Os:
1 g (NH;)2S0g
rozpustit v 10 ml deionizované vody
uchovavat v chladwce

Roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu:
1 ml 0,5% kyseliny octove v 96% ethanolu
3 pl 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

Polyakrylamidovy 6% gel:
60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
40 ul N, N, N°, N’- tetramethylethylendiaminu
400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného {5iO0g

NanasSeci pufr pro elektroforézu v polyakrylamidovémgelu:
0,125 g bromfenolové meoel
0,125 g xylenové mad
25 ml deionizované vody
100 ml formamidu

Fix/stop roztok:
800 ml deionizované vody
88 ml ledové kyseliny octové
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Roztok 1% kyseliny dusiné HNO::
800 ml deionizované vody
12 ml 65% HNQ

Roztok 0,1% dusinanu stibrného AgNOa:
0,8 g AgNQ
objem doplnit deionizovanou vodou na 800 ml
pied pouzitim pdat 1,2 ml formaldehydu

Vyvojka:
800 ml deionizované vody
24 g uhlgitanu sodného N&EO;
umistit do chladriky, aby se vychladil na teplotu nizSi nez 10 °C
pied pouzitim pidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pul 1% roztoku thiasu sodného
NaxS03

Roztok hydroxidu sodného NaOH 1 mol/l:
40 g hydroxidu sodného
rozpustit v 800 ml deionizované vody
doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Queen’s pufr:
10 ml zasobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,8
2 ml zasobniho roztoku NaCl (5 mol/l)
2,92 g ethylendiaminotetraoctové kyseliny (EDTA)
10 g N-lauroylsarkosinu
rozpustit v 900 ml deionizované vody
pH upravit na 7,5
doplnit deionizovanou vodou na 1 |

TE pufr:
10 ml zasobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,0
200 pl z&dsobniho roztoku pEDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
rozpustit v 900 ml deionizované vody
doplnit deionizovanou vodou na 1 | a zfiltrovat
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4.6 Laboratorni pFistroje

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

Chladnika kombinovan& (Whirpool)

Laboratorni vahy EK-200g (AND)

Magneticka miché&a RCTbasic (Ika)

Mikropipety Finnpipette 0,5 az 10 pl (osmikanaload),3 pl az 1 ml (Labsystems)
Mikropipety Nichpipet EX 0,5 pl az 1 ml (Nichiryo)
Minicentrifuga Spectrafuge Mini (Labnet)

Negatoskop NEGA1 (Maneko)

Sekvenani elektroforetické korirka S2 (Whatman Biometra)
SuSarna HS 122S (Chirana)

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

Termocyklér PTC 100-96 VHB (Bioteca)

Termocyklér XP Thermal Cycler (BIOER technology)
Trepaka Orbit 1 900 (Labnet International)

Vortex MS2 (lka)

Vyrobnik deionizované a ult¢ssté vody typ 02 (AguaOsmotic)
Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)
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5 Vysledky
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6 Diskuze
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7 Zavér

Naplni této bakai&ké prace bylo nalezeni polymorfnich mikrosatefitdviokusi
vhodnych pro determinaci paternity u pelikana kadého Pelecanus crispus).
Ktomuto &elu byla pouzita metodaross-species PCR amplifikace s primery
navrzenymi pro amplifikaci polymorfnich mikrosatelrych lokusi u fylogeneticky
piibuznych i nefibuznych skupin ptadk Testovani probihalo s DNA 6 népuznych
jedinal pelikdna kadi@vého. Krevni vzorky, ze kterych byla DNA izolovamdala
ZOO Dwir Krélove.

Testovanim 223 parprimeri jsem nalezla 11 polymorfnich lokusNalezené
polymorfni lokusy byly amplifikovany primery navinadgmi primarré pro zastupceéadi
Phoenicopteriformes, Pelecaniformes, CiconiiformeesChradriiformes. Polymorfni
lokusy nEly od 2 do 6 alel a jejich fimérna heterozygotnost byla 0,36.

Tyto polymorfni lokusy je mozné vyuzittipnaslednych studiich paternity pro
potteby zoologickych zahrad a zachrannych odéhawohou také slouzit ke studiu
struktury populaci zadlem ochrany pelikana ka@eého nebo i jeho reintrodukci
do prirodnich biotog.

Ve své diplomové praci bych rada navazala na téinat otestovala nalezené
polymorfni lokusy u ¥tSi skupiny nefibuznych jediné a poté provedla analyzu
paternity u chovné skupiny pelikdna k&mletho ze Zoologické zahrady @vKraloveé,

a.s. Také bych se radanovala studiu fylogenetického postaveni pelikardeia/ého.
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8 Seznam zkratek

A
AFLP
bp

C
dATP
dCTP
dGTP
DNA
dTTP

Ho
LINE
PCR
RAPD
SINE
SSR

VNTR

adenin
Amplified Fragment Lenght Polymorphism

pér bazikfase pair)

cytozin

deoxyriboadenozin trifosfat

deoxyribocytydin trifosfat

deoxyriboguanidin trifosfat

deoxyribonukleova kyselina

deoxyribotymidin trifosfat

guanin

pozorovana heterozygotnosbgerved heter ozygosity)
dlouha rozptylend repeticko(ig inter spersed element)
polymerazovéetzova reakcepolymerase chain reaction)
Random Amplified Polymorphic DNA

kratka rozptylena repeticghfrt interspersed element)
repetice jednoduchych sekvesuhgle sequence repeats)
tymin

variabilni p@et tandemovych repeticidriable number of tandemrepeats)
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