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Souhrn

Cross-species mikrosatelitova amplifikace je velmi vhodna metoda pro hledani
polymorfnich mikrosatelitovych lokust. Pomoci amplifikace DNA technikou PCR
S pouzitim cross-species primert se hledaji polymorfni mikrosatelitové lokusy, které je
mozné pouzit ke genetické analyze a k studiu paternity. Tato prace testuje metodou
cross-species mikrosatelitove amplifikace na pelikanu africkém (Pelecanus rufescens),
pelikdnu kadefavém (P. crispus), pelikanu bilem (P. onocrotalus) a pelikdnu
skvrnozobém (P. philippensis) 58 part primert odvozenych z DNA kormoréna
galapazského (Phalacrocorax harrisi), ibise japonskeho (Nipponia nippon), plamenaka
karibského  (Phoenicopterus ruber), pelikdna severoamerického (Pelecanus
erythrorhynchos), pelikdna bilého a zebu indického (Bos indicus). Primery odvozené
zDNA kormordna galapazského byly testovany na pelikdnu skvrnozobém jiz
v bakalarské praci Mikulova (2008). Dale prace testuje na pelikdnu bilém
a skvrnozobém dalSich 126 pari primert odvozenych z DNA kolpika malého (Platalea
minor), tu¢naka krouzkového (Pygoscelis adeliae), ¢apa bilého (Ciconia ciconia),
kvakoSe no¢niho (Nycticorax nycticorax), tereje modronoheho (Sula nebouxii),
alkounka drobného (Aethia pygmaea), plamenaka karibského, potaplice ledni (Gavia
immer), fregatky obecné (Fregata minor), volavky zlutozobé (Egretta eulophotes)
a kormorana uSatého (Phalacrocorax auritus). U pelikana bilého, kde jsou amplifikace
nejuspesnéjsi, je jesté navic testovano dalSich 13 part primert odvozenych z DNA
kachny divoké (Anas platyrhynchos), kajky moiské (Somateria mollissima), kachnice
lalo¢naté (Biziura lobata) a pizmovky velké (Cairina moschata).

U pelikina afrického a kadetavého bylo nalezeno devét polymorfnich
mikrosatelitovych lokusi. U pelikana biltho bylo nalezeno 39 polymorfnich
mikrosatelitovych lokusi a u dalich 10 mikrosatelitovych lokust, odvozenych od
pelikana bilého, byl ovéfen polymorfizmus. Polymorfni lokusy nalezené u téchto druht
pelikanti navrhuji pro dalsi paternitni studium. U pelikana skvrnozobého bylo nalezeno
celkem 31 polymorfnich mikrosatelitovych lokust (v¢. bakalaiské prace Mikulova,
2008), u kterych byly zjistény pocty alel u 17 jedinct a vypocitany jejich
charakteristiky. Na ziklad¢ genotypizace téchto polymorfnich lokust byla ovéfena

paternita Sestidospélctia jejich 11 mlad’at.



Summary

Cross-species microsatellite amplification is very suitable method for searching
polymorphic microsatellite loci. Polymorphic microsatellite loci are searching on the
basis of DNA amplification by PCR technique using cross-species primers, that is
possible use for genetic analyses and paternity studies. This thesis tests 58 pairs of
primers derived from DNA of Flightless Cormorant (Phalacrocorax harrisi), Crested
Ibis (Nipponia nippon), Caribbean Flamingo (Phoenicopterus ruber), American White
Pelican (Pelecanus erythrorhynchos), Great White Pelican (Pelecanus onocrotalus) and
Indian Zebu (Bos indicus) on Pink-backed Pelican (Pelecanus rufescens), Dalmatian
Pelican (P. crispus), Great White Pelican and Spot-billed Pelican (P. philippensis) by
cross-species microsatellite amplification method. Primers derived from DNA of
Flightless Cormorant were tested on Spot-billed Pelican in bachelor thesis Mikulova
(2008). Furthermore, thesis tests on Great White Pelican and Spot-billed Pelican other
126 pairs of primers derived from DNA of Black-faced Spoonbill (Platalea minor),
Adelie Penguin (Pygoscelis adeliae), White Stork (Ciconia ciconia), Black-crowned
Night-Heron (Nycticorax nycticorax), Blue-footed Booby (Sula nebouxii), Whiskered
Auklet (Aethia pygmaea), Caribbean Flamingo, Great Northern Diver (Gavia immer),
Great Frigatebird (Fregata minor), Chinese Egret (Egretta eulophotes) and Double-
crested Cormorant (Phalacrocorax auritus). In addition, for Great White Pelican, where
are the most successful amplifications, were tested other 13 pairs of primers derived
from DNA of Peking Duck (Anas platyrhynchos), Common Eider (Somateria
mollissima), Musk Duck (Biziura lobata) and Muscovy Duck (Cairina moschata).

In Pink-backed Pelican and Dalmatian Pelican were found nine polymorphic
microsatellite loci. In Great White Pelican were found 39 polymorphic microsatellite
loci and in other 10 microsatellite loci, derived from Great White Pelican, was
acknowledged polymorphics. Polymorphic loci found for these species of Pelecanus
| suggest for following paterity studies. In Spot-billed Pelican were found 31
polymorphic microsatellite loci in all (incl. bachelor thesis Mikulova, 2008), by that
numbers of alleles in 17 individuals were stated and were calculated their
characteristics. On the basis of genotyping was verified paternity in six adults and their

11 youngs.
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1 Uvod

Mikrosatelity jsou genetické markery vhodneé pro stanoveni rodi¢ovstvi a dalich
genetickych vztahti mezi jedinci. Mikrosatelitova DN A se amplifikuje technikou PCR
pouzitim cross-species primert rtznych taxond a amplifikaty se nasledné separuji
pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu.

Tato prace se zabyva hledanim polymorfnich mikrosatelitovych lokustt metodou
cross-species mikrosatelitovée amplifikace pro determinaci paternity u pelikdna
afrického (Pelecanus rufescens), kadefavého (P. crispus), bilého (P. onocrotalus)
a skvrnozobého (P. philippensis). Ve své préaci testuji polymorfizmus mikrosatelitové
DNA s primery odvozenymi z DNA kormorana galapazského (Phalacrocorax harrisi),
ibise japonského (Nipponia nippon), kachny divoké (Anas platyrhynchos), kajky
mofiské (Somateria mollissima), kachnice lalo¢naté (Biziura lobata), pizmovky velké
(Cairina moschata), plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber), pelikdna
severoamerického (Pelecanus erythrorhynchos), pelikdna bilého, kolpika malého
(Platalea minor), tuénaka krouzkového (Pygoscelis adeliae), ¢apa bilého (Ciconia
ciconia), kvakosSe noc¢niho (Nycticorax nycticorax), tereje modronohého (Sula
nebouxii), alkounka drobného (Aethia pygmaea), potaplice ledni (Gavia immer),
fregatky obecné (Fregata minor), volavky Zlutozobé (Egretta eulophotes), kormorana
usatého (Phalacrocorax auritus) a zebu indického (Bos indicus).

U pelikdna skvrnozobého je planovano uréeni statistickych charakteristik vSech
mikrosatelitl, které jsou u n€ho polymorfni a analyza piibuzenskych vztahli ve skupiné
17 jedincii pelikdna skvrnozobého chovanych v Zoologické zahradé ve Dvore Kraloveé

nad Labem.
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Cile prace

Vypracovani reSerse na téma diplomové prace.

Cross-species testy mikrosatelitovych lokusti u pelikana afrického (Pelecanus
rufescens), kadetavého (P. crispus), bilého (P. onocrotalus) a skvrnozobého (P.
philippensis), které byly diive popsany jako polymorfni u ptakt fadt brodivych,
plamenak, potapek, potaplic, tu¢tiaki a veslonohych.

Charakteristika nalezenych polymorfnich mikrosatelitovych lokusti u pelikana
skvrnozobého (Pelecanus philippensis).

Analyza polymorfnich mikrosatelitovych lokusi a sestaveni rodokmenu pelikana
skvrnozobého (Pelecanus philippensis) pro chovnou skupinu Sesti dospéleti a 11

mlad’at ze Zoologické zahrady ve Dvofe Kralové nad Labem.



3 Literarni prehled
3.1 Celed pelikinovitych

Pelikéni jsou nejt€Z81 1étajici ptaci patrici do fddu veslonohych. Mohutny, hluboko
rozeklany zobak i extrémné roztazitelny hrdelni vak pod spodni ¢elisti jsou adaptaci na
chytaniryb, které jsou jejich t¢méf jedinou potravou. Vak je velmi objemny, vejde se do
né¢j az 14 | vody a v horkém pocasi se jim pelikani zbavuji piebyte¢ného tepla. Maji
redukované vnéjsi nozdry, zakrnély jazyk, roztazitelny jicen a zaludek, tvrdé a husté
opefeni a siln¢ vyvinutou kostréni zlazu.

Kostra i télo jsou silné pneumatizované, vSechny kosti, véetné¢ drobnych ¢lankt
prsti, jsou duté, vzdusné vaky se nachazeji az pod klizi a mirni naraz téla pti padu na
hladinu. Nohy jsou veslovaci, kratké a posunuty dozadu, coz umoziuje vykonné
padlovani, ov§em znesnadnuje pohyb po sousi. VSechny ¢tytiprsty jsou spojeny plovaci
blanou. Ktidla jsou dlouhd, Siroka a umoznuji vyborné plachtit. Pelikani dokdZou letct
bez zastavky az 24 hodin, za které uleti az 500 km. Létaji v klinovych formacich nebo
dlouhych fadach, pfi¢emz se vSichni fidi pohyby vid¢iho ptaka.

Zajimavosti je spole¢ny lov ryb, kdy skupina 8-12, nékdy vSak az 40 pelikand,
vytvoii podkovovitou formaci a natlacuje ryby na mél¢inu, ptfiCemz kazdych 15-20
sekund rozeviraji ktidla, jednotn¢ ponofuji zobak do vody a chytaji ryby. Neékteti
pelikdni maji zobdk ponotfeny po celou dobu lovu, jini ptfi lovu biji kfidly do vody, na
fekach n€kdy vytvoti dvé paralelni fady, pluji proti sobé a vzajemn¢ si nahanéji ryby.
Korist okamzité veelku polykaji.

Hnizdi kolonidlné¢ na skalnatych i plochych pobiezich a ostrovech, stromech
avrakosi. V sezeni na vejcich se stfidaji oba rodi¢ové zhruba po 24 hodinach. Pelikani
nemaji hnizdni naziny, v zahfivani vajec jim proto napomahaji Siroké plovaci blany.
Zahiivani za¢ind uZ po sneseni prvniho vejce, proto se mladata lihnou postupné. Pti
nedostatku potravy je to vyhoda, nejstar$i, tim i nejsilnéj$i mladé ma lep$i sanci na
preziti, neZkdyby byla vSechna mladd’ata stejné stard. V spéSné kolonii ptipada 1 mlade
na par. Vylihla mladata jsou krmena vyvrZzenou potravou a od stafi dvou tydnl zastrkuji
hlavu hluboko do zobdku rodict, ktefi jim nosi natrdvené ryby. Pelikani pohlavné
dospivaji od tfi do péti let. Jsou dlouhovéci, v piirodé se mohou dozit 15-25 let, v zajeti
bylo dosazeno véku 54 let (Stastny et al., 1998).



Recentni zdroje uvadi osm zastupcu této ¢eledi, vedenych jako samostatny druh,
viz nize. Pelikan mensi (Pelecanus roseus) byl naslednymi studiemi zruSen jako druh
i poddruh pelikana bilého (del Hoyo et al., 1992).

Pelikan africky (Pelecanus rufescens)

Pelikan afkricky je rozsifen v subtropické a tropické Africe, diive také na
Madagaskaru a nyni i v jihozapadni Arabii. VétSinou obyva prostiedi sladkych vod,
jezer, bazin, fek a docasnych jezer. Délka téla je az 132 cm, vazi az 7 kg, zobdk je
dlouhy 138 cma v rozpéti kiidel ma az 290 cm. Ma svétle Sedé peti, na zadech a spodni
casti t¢la je zbarven do rGzova. Barva nohou muze byt Seda, Zzlutd nebo
cervenooranzova. Mlad’ata jsou podobna dospélctim, shora jsou vice hnéda a s rizovym
zabarvenim. Pelikan africky se vyskytuje v mensich skupinkach nebo i jednotlivé. Na
rozdil od ostatnich druhti nelovi v organizovanych skupinach. Podle Svétového svazu
ochrany piirody (IUCN) je tento druh pelikana bézny a velmi hojny v subsaharské
oblasti (Anonymous, 2010a; del Hoyo et al., 1992).

Pelik&dn australsky (Pelecanus conspicillatus)

Jediny pelikan zijici v Australii a Tasmanii. Obyva prostiedi velkych jezer, fek
a nejruznéjSich mokiadl, véetné docasnych jezer v suchych oblastech. Délka téla je az
188 cm, vazi az 6,8 kg, zobak je dlouhy i 50 cm u samce a 41 cm u samice. V rozpéti
ktidel ma az 260 cm. Je cely bily, jen kiidla jsou shora ¢ernd a ma zlutou ktizi kolem
o¢i. Pelikdn australsky je nezaménitelny svou kratkou Sedou chocholkou, zobdkem
s haCkem na konci a zZlutym nebo rtizovym krénim vakem. Nohy a prsty méa modroSedé.
Mlad'ata maji pefi podobné dospélctim, Cernou barvu vSak nahrazuje hnéda. Podle
IUCN je tento druh pelikdna bézny a globdln¢ neohrozeny (Anonymous, 2008;
Anonymous, 2010b; del Hoyo et al., 1992).

Pelikan bily (Pelecanus onocrotalus)

Pelikan bily je rozsifen v jihovychodni Evropé az Mongolsku, v Africe jizné od
Sahary, v severozapadni Indii a jiznim Vietnamu. Obyva jezera sladkych ¢i brakickych
vod, delty (napt. delta Dunaje s 2 500 pary tohoto druhu), laguny a mocaly. Samec ma
déku t¢la 175 cm, vazi az 15 kg a zobak ma dlouhy i 47 cm. Samice ma délku téla
148 cm, vazi az 9 kg a zobak ma dlouhy i 40 cm. Pelikan bily ma v rozpéti kiidel az

360 cm. Tento pelikdn ma lysou rizovou kuzi kolem oka, Sedobilé¢ opeteni a rizové
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nohy. Dospéli ptaci maji ve svatebnim Satu na hlavé chocholku. Mladi ptaci jsou Sedi
a maji tmavé letky. Podle IUCN je tento druh pelikana bézny, globalné neohrozeny
(Anonymous, 2008; Anonymous, 2010c; del Hoyo et al., 1992; Stastny et al., 1998).

Pelikan hnédy (Pelecanus occidentalis)

Pelikan hnédy obyva pobiezi a ostrovy Severni az Jizni Ameriky a karibské
oblasti. Délka téla je az 152 cm, vazi ptes 3,5 kg a zobak ma dlouhy i 35 cm. V rozpéti
kiidel ma az 228 cm. Pelikdn hnédy je pfevazné stibiité Sedy a hnédy, hlava je bila
nebo bilo-zluta a hiiva na zadni ¢asti krku kastanova. Kuze na obliceji a hrdelni vak
jsou nazelenalé, v hnizdni dob¢ je zabarveni sytéj$i. Je to jediny opravdu moisky druh
pelikdna, ktery jako jediny lovi ryby sttemhlavym padem do vody z vysky 10 m.
Mlad’ata jsou zabarvena do za$lé hnédé a maji Sedy zobak. Podle IUCN je tento druh
pelikdna bézny, globalné neohrozeny, dokonce zrejmé nejpocetnéjSi druh pelikdna
s 600 000 azjednim milionem hnizdicich ptaki jen v peruanskych koloniich, kde se tézi
cenné guano (Anonymous, 2008; Anonymous, 2010d; Burnie, 2002; del Hoyo et al.,
1992; Stastny et al., 1998).

Pelikan kade iavy (Pelecanus crispus)

Pelikdn kadetavy je rozSiten v jithovychodni Evropé, jizni a jihozipadni Asii
a v severovychodni Africe. Obyva feky, jezera, delty a Gsti fek. Je to nejvétsi evropsky
pelikdn s délkou téla az 180 cm, vazi az 13 kg a zobak je dlouhy i 45 cm. V rozpéti
kiidel méa az345 cm. Pfes svou velikost a hmotnost vyborné 1éta a v dobé tahu se vznasi
velmi vysoko na svych ndpadné velkych a Sirokych kfidlech. Zbarveni je stribrobilé,
bez rizového nadechu, ¢erné ma jen Spicky kiidel, nejlépe patrné v letu. Pod svétle
zlutym zobakem s oranzovou Spickou ma oranzové Cerveny vak. Ryby lovi obvykle
individualné nebo jen ve skupinkach po 2-3 jedincich. Pfi lovu ryb byla zaznamenana
pozoruhodna spoluprace s kormorany velkymi, kteti vyhledavaji pelikany kadefavé, aby
Vv jejich stinech pod vodou pe zaznamenali kofist, zatimco pelikani snadnéji lovi ryby
vyplasené dole kormorany. Mlad’ata jsou shora bledé¢ Sedo-hnédéd a ze spodu Spinavé
bila. Podle IUCN je tento druh pelikana v Cerveném seznamu zafazen mezi zraniteIné
druhy (Anonymous, 2010e; Burnie, 2002; del Hoyo et al., 1992; Stastny et al., 1998).
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Pelikan severoame ricky (Pelecanus erythrorhynchos)

Pelikan severoamericky je rozSifen na zapadé¢ Severni Ameriky, ve stiedni
Kalifornii, podél tichomotského pobtezi az do Guatemaly, ale 1 na bfezich Mexického
zalivu. Obyva feky, sladkovodni jezera, mélké laguny, pobiezi a usti fek. Délka téla je
az 178 cm, vazi az 8,5 kg a zobak je dlouhy i 37 c¢cm u samce a 32 cm u samice.
V rozpéti kiidel mé az 299 cm. Horni Celist je plocha se silnym hiebenem, zakoncena
tupym hdkem. Ve svatebnim Satu ma pelikdn severoamericky horni Celist na kylu
ozdobenou hrbolem. Jeho kolonie velmi trpi nepfiznivym pocasim, které mize zpiisobit
vysokou Umrtnost dospélych ptaki i mladat. Hnizdéni ve velkych koloniich je vSak
bezpecnéjsi, protoze snizuje pravdépodobnost napadeni predatory. Mlad’ata maji tmave
hnédou $iji a letky, zobak a vak jsou Sedé. Podle IUCN je tento druh pelikdna bézny
a globalné neohrozeny (Anonymous, 2008; Anonymous, 2010f; del Hoyo et al., 1992).

Pelikan skvrnozoby (Pelecanus philippensis)

Pelikan skvrnozoby byl kdysi rozsiten v jizni Asii, nyni se omezené vyskytuje na
Sri Lance, KambodZi, jihovychodni Indii a také na Sumatfe. Obyva mocaly, Gsti fek,
jezera, nadrze, zaplavena pole, velkd jezera, brakické laguny, ptilivové zatoky
a pobfezi. Maly pelikan s délkou téla az 152 cm, vazi az 5 kg a zobak je dlouhy 136 cm.
Nohy jsou obvykle tmavé hnédé, obcas i Sedé. Peti je hnédé ¢i Sedé, ptivodne nacernalé,
vét§inou za§lého vzhledu. Nehnizdici jedinci maji pefi zaslejSitho vzhledu s méné
napadnou chocholkou na hlavé a svétle zlutou oblicejovou pokozkou. V obdobi
hnizdéni ma pelikdn skvrnozoby Sedé skvrny na rizovém zobaku. Mladata jsou vice
hnéd4 a nohy maji $edé. Podle IUCN je tento druh pelikina zafazen v Cerveném

seznamu mezi t€mei ohrozené druhy (Anonymous, 2010g; del Hoyo et al., 1992).

Pelikan chilsky (Pelecanus thagus)

Pelikan chilsky byl do roku 2007 klasifikovan jako poddruh plikana hnédého.
Vyskytuje se v Chile a Peru, st¢hovaveé také v Ekvadoru. Obyva sladké vody. Pocetnost
populaci se zna¢né¢ méni v zavislosti na proudu El Nino, po kterém stav populaci v roce
1998 vyrazné poklesl. Nyni je pocet populaci stabilni, mozna dokonce stoupa. Podle
IUCN je pelikan chilsky zatazen v Cerveném seznamu mezi téméf ohroZené druhy

(Anonymous, 2010h; Stastny et al., 1998).
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3.2 Molekularni vs. morfologicke studie v Fadu veslonohych

Donedavna byly morfologickeé charakteristiky hlavnim a také jedinym zdrojem
organizace druh do vysSich systematickych kategorii pro konstrukci systematické
klasifikace. Po zavedeni metody DNA-DNA hybridizace se ovS§em ukazaly i genetické
znaky, které nemusi s touto ,,morfologickou* klasifikaci souhlasit. Fylogenetickou
klasifikaci ptaka svéta zaloZzenou na morfologickych studiich popisuje napi. Cracraft
(1981).

Charakteristické znaky starobylého pta¢iho fadu veslonohych jsou Ctyfi prsty
spojené plovaci blanou. Palec sméfujici vpted je spojeny plovaci blanou s druhym
prstem, druhy se dale spojuje plovaci blanou se tfetim a tieti se ¢tvrtym. U ostatnich
vodnich ptaki s plovacimi blanami spojuje plovaci blana pouze tfi prsty, zatimco palec
je volny ¢i chybi. Tuto charakteristiku fadu splituje ptres Sedesat zijicich druhd, podle
které jsou také zafazeni do zoologické nomenklatury. Patfi sem pelikani (Pelecanus),
terejové (Sula, Papasula, Morus), kormorani (Phalacrocorax), anhingy (Anhinga),
fregatky (Fregata) a faetoni (Phaethon). AZ na faetony maji vSichni dale ziejmy jicnovy
vak, ovSem fregatky jej maji nadmutelny a pouzivaji ho pouze na okrasu. Mnoho
ornitologl sdruzilo tyto druhy do fadu, ackoliv jsou factoni vice ptibuzni k rybaktim
afregatky vice k burnakiim a albatrosim (Hedges & Sibley, 1994). V evoluci se
predpoklada, Zze plovaci blana a jicnovy vak vznikly pouze jednou, proto je
z morfologického hlediska fad veslonohych monofyleticky.

Od ostatnich moiskych ¢i vodnich fadi se odliSuji umisténim zlaz vyluCyicich stl
Vv o¢nici a chybéjici hnizdni nazinou vyvinutou na abdomenu hnizdicich ptéka, ktera je
v piimém kontaktu s vejci béhem jejich inkubace a poskytuje ptidatné teplo. Od sebe
navzajem se lisSi v panevnim svalstvu, uspofadani krkavice a v nckolika dal§ich
anatomickych znacich, které davaji moznost polyfyletického piivodu. Existuje proto
mnoho morfologickych studii fadu veslonohych, podle kterych autoti déli ¢eledi tohoto
fadu do jinych fadt, subiadl a kde autoti potvrzuji monofyleticky ptivod fadu. Cracraft
(1985) provedl fylogenetické analyzy k potvrzeni monofilie fadu. Analyzoval 52
charakteristickych znakti pomoci metody numerické kladistiky a potvrdil monofilii
veslonohych dvanacti postulovanymi synapomorfickymi hypotézami (Obrazek ¢&. 1)
(Hedges & Sibley, 1994).
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Obrazek ¢. 1: Fylogenetické vztahy fadu veslonohych sestavené podle 52
morfologickych znakt. (V)= veslonozi, (B) = brodivi

Anhingy (V)

Kormorani (V)
Terejové (V)

Pelikani (V)

Fregatky (V)

Faetoni (V)
Clunozobec africky (B)
Albatrosové

Buinaci

VS %

Tucnaci
Potaplice
Potapky

Sibley & Ahlquist (1990) srovnali genomy veslonohych a jinych hlavnich skupin
zijicich ptak technikou DNA-DNA hybridizace. VétSina vysledkii souhlasila
s klasifikaci zaloZenou na morfologickych znacich. Prekvapivé ovSem zjistili, Ze
pelikani jsou geneticky vic ptibuzni k ¢lunozobci africkému (Balaeniceps rex); terejove,
kormorani a anhingy tvofi vice piibuznou skupinu; faetoni nejsou piibuzni k Zddnému
jmenovanému taxonu, a ze¢ fregatky jsou nejblize pibuzni tu¢ndktm, potaplicim,
buftackam, buifiadkim a albatrostim (Procellarioidea) (Obrazek ¢. 2). Clunozobec
africky je z fadu brodivych (Ciconiiformes), ¢eledi ¢lunozobcoviti (Balaenicipitidae)
avyskytuje se ve stfedni Africe. Blizkou fylogenetickou pfibuznost ¢lunozobce
s pelikany zaloZenou na studiu DNA-DNA hybridizace potvrzuji také napf. Tuinen et
al. (2001). Dle osteologickych studii ¢lunozobce, volavek, ¢api a veslonohych se také
usuzuje, ze Clunozobec miize pattit do Celedi pelikdnovitych (Cottam, 1957). Sibley
& Ahlquist dale uvadéji sdéleni J. M. Lowensteina, ktery pomoci radioimmunoassay
srovnanim proteinti usoudil, Ze pelikani nejsou blizce pFibuzni k jinému taxonu
S plovaci blanou, coZ nikdy nepublikoval. Sibley & Ahlquist vyvodili, Zze noha pelikand,
chybéjici hnizdni nazina, solné zlazy a jiné sdilené charakteristiky vznikly v evoluci
vice nezZ jednou nebo byly ztraceny u predka fadu brodivych. MizZe to byt povazovano
za alternativni hypotézu monofyletického pivodu veslonohych. Vysledky srovnani mezi
DNA sekvencemi mitochondrialni 12S rRNA a 16S rRNA u $estnacti taxont (Obrazek

¢. 3) véetné veslonohych dokazuji, Ze fad veslonohych je polyfyleticky.
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Obrazek ¢. 2: Fylogenetické vztahy fadu veslonohych sestavené podle vysledku
DNA hybridizace. (V) = veslonozi, (B) = brodivi

Burnaci

— Albatrosové
Buinacci

Potaplice
— L Tucnaci

—_ Fregatky (V)
— Capi (B)
Kondofi

—— Clunozobec africky (B)

T Pelikani (V)
—— IbisoVvé (B)
Plamenaci
Kladivous africky (B)
Volavky (B)
Terejové (V)
Anhingy (V)
Kormoréni (V)
Faetoni (V)
Potapky
— Supi
Hrabavi

Obrazek ¢ 3: Fylogenetické vztahy zastupcu fadu veslonohych a dalSich
neptibuznych ptakii odvozené podle DNA sekvenci mitochondridlnich gend 12S rRNA
a 16S rRNA. (V) = veslonozi, (B) = brodivi

Clunozobec africky (B)
Pelikan hnédy (V)
Cap ¢erny (B)
Tucnak krouzkovy
— Burnak velky
Potaplice ledni
Potaplice mala
Fregatka vzneSena (V)
— ——— Kondor kalifornsky
Kondor andsky
Sup mrchozravy

Faeton ¢ervenozoby (V)
AL Terej modronohy (V)
Kormoran subtropicky(V)
Potapka Zlutoroha
Kur doméci
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Tyto sekvence byly ziskdny z nasledujicich 15 druht ptakd: sup mrchozravy
(Neophron percnopterus), potapka Zlutoroha (Podiceps auritus), facton ¢ervenozoby
(Phaethon aethereus), terej modronohy (Sula nebouxii), kormoran subtropicky
(Phalacrocorax brasilianus), ¢ap ¢erny (Ciconia nigra), kondor kalifornsky
(Gymnogyps californianus), kondor andsky (Vultur gryphus), fregatka vzneSena
(Fregata magnificens), ¢lunozobec africky (Balaeniceps rex), pelikan hnédy (Pelecanus
occidentalis), tu¢nak krouzkovy (Pygoscelis adeliae), potaplice ledni (Gavia immer),
potaplice mala (Gavia stellata) a buinak velky (Puffinus gravis). Pro srovnani byla
ptidana korespondujici sekvence kura domaciho (Gallus gallus). Vysledky se déle
shoduji v mnoha faktech ziskanych z DNA-DNA hybridizace, zvlasté v ptibuznosti
pelikdnti s clunozobcem africkym. Da se tedy usuzovat, ze pelikani patii
z morfologického hlediska do tadu veslonohych. Z molekularniho hlediska ovSem
(DNA-DNA hybridizaci) sdileji vySe uvedené druhy ptakt relativné nedavného
spole¢ného piedka, ackoliv jejich morfologicka odliSnost predpokladd vetsi
fylogenetické rozdily (Hedges & Sibley, 1994).

Informace z DNA sekvenci podporujici diivéjsi vysledky z DNA-DNA
hybridizace (Sibley & Ahlquist, 1990) ukazuji, ze noha veslonohych, jicnovy vak
an€kolik dalSich morfologickych znakli slouZicich k rozpoznani tradi¢niho fadu
veslonohych, nejsou uzite¢né pro odvozeni fylogeneze. SpiSe jsou pelikani a fregatky
vice piibuzni ptakiim s rozdilnou morfologii, jako ¢lunozobec, kondofi, tuciiaci, ¢api,
potdplice a buinaci, viz Obrazek ¢. 3. Sibley et al. (1988), Sibley & Ahlquist (1990)
aSibley & Monroe (1990) proto wvytvofili z dat DNA-DNA hybridizace novou
klasifikaci, kde byly hlavni zmény v fadu brodivych. Tento fad rozdé¢lili na podiady
Charadrii a Ciconii. Podfdd Charadrii déli na infrafady Pteroclides a Charadriides.
Porad Ciconii autofi dale rozdélili na infrafddy Falconides a Ciconiides. Do
pozménéného tadu brodivych tedy nové zatadili tradicni fady veslonohych, potapek,
potaplic, tu¢nak, trubkonosych, dlouhoktidlych a draved. Nicméné systém zalozeny na
morfologii je pouZzivan v ornitologii vic nez stoleti a vétSina recentnich praci podle néj
také ptaky stale klasifikuje.

Byly navrzeny ruzné piistupy k vyfeSeni konfliktih mezi molekularnimi
a morfologickymi odhady fylogeneze. Do budoucna se predpoklada vznik analyzy,
kterA by kombinovala vSechna morfologickA a molekularni data k sjednoceni
fylogeneze (Kluge, 1989).
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3.3 Studium mikrosatelitovych lokusi v Fadu veslonohych

O cross-species testovani mikrosatelivych lokust u pelikani byly doposud
publikovany pouze dva ¢lanky: Hickman et al. (2008) a de Ponte Machado et al. (2009).
Oba autofi testovali cross-species amplifikaci mikrosatelitovych lokusti odvozenych
z Celedi pelikanovitych (Pelecanidae) opét na druzich této ¢eledi. Hickman et al. (2008)
popsali celkem devét mikrosatelitovych lokust PeEr 01 az PeEr 09 odvozenych od
pelikdna severoamerického (Pelecanus erythrorhynchos), jejichz polymorfizmus
testovali na 23 jedincich dvou rtznych populaci pelikana severoamerického. De Ponte
Machado et al. (2009) popsali celkem deset mikrosatelitovych lokust PEL0O86 az
PEL304 odvozenych od pelikdna bilého (Pelecanus onocrotalus), jejichz
polymorfizmus testovali na jednom jedinci pelikdna afrického (Pelecanus rufescens),
dvou jedincich pelikana severoamerického a péti jedincich pelikana hnédého (Pelecanus
occidentalis).

Cross-species amplifikaci mikrosatelitové DNA se dale zabyvala diplomova prace
Ranochova (2008). Ve své praci testovala cross-species amplifikaci mikrosatelitovych
lokusu u pelikdna africkeho, bilého a kadetavého (Pelecanus crispus) pomoci 62 pari
primert odvozenych od taxonomicky piibuznych druhi ptaka - kormorana velkého
(Phalacrocorax carbo), volavky velké (Ardea herodias), potapky rudokrké (Podiceps
grisegena), nesyta lesniho (Mycteria americana), ibise rudého (Eudocimus ruber)
akolpika razového (Ajaia ajaja). V préci bylo z testovanych mikrosatelitovych lokust
nalezeno u pelikana bileho 7 polymorfnich, u pelikana afrického 4 polymorfni
a upelikana kadetavého 2 polymorfni mikrosatelitové lokusy. Dale ve své praci testuje
35 part primert odvozenych z fadu pével na pelikanu bilém, kde se ovSem polymorfni
mikrosatelitové lokusy nenalezly.

Dalsi druh pelikana jsem testovala ve své bakalaiské praci (Mikulova, 2008). Na
pelikdnu skvrnozobém (Pelecanus philippensis) jsem pomoci cross-species
mikrosatelitové amplifikace otestovala 62 mikrosatelitovych lokusti jako Ranochova
(2008) a dalsich 8 odvozenych od kormorana galapazského (Phalacrocorax harrisi).

V této bakalaiské pracijsem nalezla 5 polymorfnich mikrosatelitovych lokusi.
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3.4 Studium vnitrodruhové piibuznosti u ptaki

Pro odliSeni pfibuznosti u ptakt se hledaji molekularni markery v DNA, které by
byly vhodné k ur€ovani piibuzenskych vztaht, jako je napft. paternita a maternita. Za
timto UCelem se hledd u téchto markert vyuzitelny polymorfizmus. Polymorfizmus
maze byt odhalen metodami, jako je napi. polymorfizmus délky amplifikovanych
fragmenti (AFLP — amplified fragment lenght polymorphism), DNA fingerprinting,
ndhodnd amplifikace polymorfni DNA (RAPD — randomly amplified polymorphic
DNA) nebo pomoci mikrosatelitovée DNA.

3.4.1 Mikrosatelitova DNA

Mikrosatelitova DNA neboli mikrosatelity se nachazeji v prokaryotickych
i eukaryotickych genomech (Scribner & Pearce, 2000) a jsou charakterizovany
vysokym stupném délkového polymorfizmu (Zane et al., 2002). Mikrosatelity jsou
tvofeny tandemovymi repeticemi, kde je délka opakujiciho se motivu repetice 1 az 10
bp (Tautz, 1989; Weber, 1990). Nejcastéjsi jsou dinukleotidové motivy, které se méni
vramci taxont. U savel je nejfrekventovangjSim dinukleotidovym mikrosatelitem
thymin-guaninové repetice TG resp. AC (Zima et al., 2004) v poétu kopii 10° (Hamada
et al., 1984). Pravdépodobnost jednoho mikrosatelitu u ¢lovéka je kazdych 6 kb DNA
(Beckmann & Weber, 1992). Ptaci maji relativné méné mikrosatelitd neZ savci. U ptaki
je jeden mikrosatelit kazdych 20 az 39 kb (Primmer et al., 1997).

Mikrosatelity slouzi pfedevS§im jako genetické markery. Hypervariabilita téchto
marker,, velké mnozstvi mikrosatelitt a jejich typizace zalozend na PCR je déla velmi
vhodnymi pro stanoveni rodiCovstvi a genetickych vztahti mezi jedinci (Ellegren, 1992).
Vyhodou mikrosatelitt je také kodominantnost alel a moznost jejich presné identifikace.
Spojeni s PCR také umoziuje analyzu mikrosateliti i u vymielych organizmu.
Problémem u mikrosatelitti je nalezeni a identifikace vhodnych primert pro jejich
amplifikaci (Zima et al., 2004). Dalsi nevyhodou v pouziti mikrosatelitii je nemoznost
snadného pouziti markert izolovanych z jednoho druhu na druhy piibuzné (Primmer et

al., 1996).
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Mikrosatelitové lokusy jsou vyznamnym zdrojem genetické proménlivosti (Tautz,
1989; Weber & May, 1989). Za hlavni zdroj vysoké proménlivosti je povazovano
sklouznuti nukleotidového fetézce béhem replikace (replication slippage). Jednotlivé
alely se proto navzajem lisi svoji délkou, tj. proménlivym poétem repetic, a mohou byt
separovany gelovou elektroforézou za predpokladu, Ze jsou znamy sekvence primertd
komplementarni se sekvencemi obklopujicimi dany mikrosatelitovy lokus (Zima et al.,
2004).

3.4.2 Cross-species mikrosatelitova amplifikace

U druht, kde nejsou mikrosatelitové lokusy znamy, se hledaji de novo nebo
pomoci cross-species mikrosatelitove amplifikace. Cross-species mikrosatelitova
amplifikace vyuziva PCR amplifikace mikrosatelitovych lokust za pouziti primert
znamych od jednoho druhu (zdrojovy druh) k odhaleni potencialniho polymorfizmu
mikrosatelitt na DNA u jiného druhu (cilovy druh) (Ellegren, 1992). Pomér
polymorfnich mikrosatelitovych lokust mezi markery, které se amplifikuji, se snizuje
srostouci genetickou vzdalenosti. Cross-species mikrosatelitova amplifikace je proto
uzitenym nastrojem pro urcovani fylogenetickych vztahli a pro identifikaci druht
(Primmer et al., 1996).

Omezenim S$irsi aplikace mikrosatelitti je nedostatek univerzalnosti PCR primert
uspesné amplifikujicich homologické produkty Siroké skaly druhti. Dalsim omezenim je
klesajici PCR annealingova teplota, se kterou roste Sance uspéSné Cross-species
amplifikace a pozitivni vztah mezi polymorfizmem ptvodniho druhu a velikosti
polymorfizmu cilového druhu, u kterého byl polymorfni lokus odhalen. Nebyl ov§em
pozorovan vztah mezi cross-species amplifikaci a délkou motivu repetice ¢i strukturou
repetice (Primmer et al., 2005).

Pomoci genotypizace polymorfnich mikrosatelitovych lokust se nasledné zjisti
konstituce alel u vSech testovanych jedincd, coZz pomahd k =zafazeni ptaka
v systematické nomenklature, k zkvalitnéni chovu a poznani biologie u nas tak

vzacnych pelikand.
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3.4.3 Univerzalni EST mikrosatelitové sekvence

Izolace a vyvoj mikrosatelittl je slozita a ¢asové i finanéné naro¢na tloha, ktera
zabere tydny ¢i mésice k jejimu dokonceni. V minulém roce byly vyvinuty nové sety
primerd s  vysokou UspéSnosti cross-species amplifikace k identifikaci
mikrosatelitovych lokust k analyzam rodiCovstvi, populaénim studiim ¢i mapovani
genomu. Byl obnoven zajem o data EST mikrosatelitovych sekvenci, uzite¢na pro
analyzy populaci u rozdilnych taxonu (Ellis & Burke, 2007). Metoda byla
demonstrovana na ptacich kvili jejich men$imu mnozstvi mikrosatelitovych lokust nez
v jinych taxonech (Primmer et al., 1997).

Dawson et al. (2010) popisuji jednoduchou metodu, kdy se zjisti Expressed
Sequence Tag (EST) mikrosatelitové sekvence jednoho druhu s vysokym stupném
sekven¢ni homologie S jinym druhem a navrhnou se sety primerd, které ohrani¢uji tato
identicka mista u obou druhti. Tyto nové mikrosatelitové markery jsou u¢inné v Cross-
species amplifikaci jako zadné pfedtim a jsou vhodné pro okruh aplikaci, které vyzaduji
polymortni pta¢i markery k paternitnim a popula¢nim studiim. Metoda také usnadnuje
mapovani ptaciho genomu, studie rekombinace a srovnani genetické variability mezi
druhy bez zkresleni vysledku. Vyznamné se také snizuji naklady a ¢as na vyvoj téchto
novych lokusi. Metoda muze byt rychle pouzita k ziskani vysoce funk¢nich
mikrosatelitovych markert u riznych druhd (Dawson et al., 2010).

K identifikaci nejvice konzervovanych mikrosatelitovych lokusi v pta¢im genomu
autofi srovnali homologni sekvence dvou druhid ptaka, zebiicky pestré (Taeniopygia
guttata) a kura doméaciho (Gallus gallus). Zebfi¢ka ztadu péveci a kur z fadu hrabavych
jsou geneticky velmi vzdalené druhy, majici jednu z nejvyssich zaznamenanych
genetickych vzdalenosti pro dva druhy ptaka zaloZzenou na DNA-DNA hybridizaci
(Sibley & Ahlquist, 1990). EST mikrosatelitové sekvence od zebticky pestré vyuzili ze
dvou dtvodl: EST sekvence (kddujici sekvence) jsou vice konzervované a maji vyssi
homologii s kurem domacim nez ne-EST sekvence, a protoze je zndm velky pocet EST
mikrosatelitovych sekvenci odvozenych z DNA zebficky (Slate et al., 2007).

Dlouho se zkoumalo, které mikrosatelitové sekvence mohou byt izolovany z EST
sekvenci, bylo toho dosazeno z riznych rostlinnych a zivo¢inych druhd, zahrnujicich
druhy s nizkym mnozstvim mikrosateliti (Tang et al., 2008). U ptakt byly zdroje EST
sekvenci vyuzity k ziskani mikrosateliti pro hrabavé a pévce (Karaiskou et al., 2008).

Mnoho EST sekvenci bylo identifikovano u ptakt zahrnujicich rtizné druhy pévea, napt.
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zebticku pestrou (Replogle et al., 2008). Tato data EST sekvenci mohou byt vyuzita pro
mikrosatelity. Pokud jsou sety primeri navrzeny jednoduse z EST mikrosatelitové
sekvence, maji vyssi GspéSnost cross-species amplifikace a miru polymorfizmu nez
anonymni mikrosatelitové lokusy (Karaiskou et al., 2008). Jinymi studiemi, napf.
urostlin byla doloZzena omezend mezidruhova vyuzitelnost EST mikrosatelitovych
lokust, dokonce ikdyzZ protokol obsahoval dalsi algorytmy k vylepSeni vyvoje primeru
(Pashley et al., 2006).

K vyvoji tspésného setu primert, které maji nejvyss$i mezidruhovou vyuzitelnost,
musi byt dostupné zdroje sekvenci daného taxonu. Zdroje pro ptaky zahrnuji
shromazdéné genomy zebfiCky pestré a kura domaciho, dale data EST sekvenci
izolovanych z téchto a jinych ptac¢ich druhti a ptac¢ich mikrosatelitovych sekvenci
izolovanych z genomickych knihoven. Metoda umoznuje identifikaci konzervovanych
mikrosatelitovych lokust, které jsou informativné polymorfni napfi¢ neobvykle Sirokym
spektrem druhu, a které mohou byt amplifikovany pomoci jediného standardniho péaru
primerd, ktery poskytne amplifikaci téchto lokust za standardnich podminek.

Nejdiive se identifikuji mikrosatelitové lokusy, které pfichazeji nejvice v Uvahu.
Sekvence vykazujici vysokou homologii mezi zdrojovymi druhy a kurem byly pouzity
k demonstraci rostouciho stupné amplifikace napfi¢ jinymi piibuznymi druhy se
zdrojovym (Kupper et al., 2008). Autoti pouzili sekvenéni homologii zebticka pestra —
kur doméaci k identifikaci nejvice konzervativnich mikrosatelitovych lokusi pévct. Poteé
vyvinuli sety primert pro selektované lokusy, které byly identické ve sloZeni pari bazi
u obou druht. Pro maximalni vyuziti potencidlu cross-species amplifikace se
nepouzivaly degenerované baze. Autofi dodatec¢né navrhli sety primert pro tyto lokusy
s velmi podobnou teplotou nasednuti primert a tim demonstrovali, z2 mohou byt
amplifikovany soucasné na stejnou annealingovou teplotu a podminky PCR. Pouzili 33
konzervovanych part primert, u kterych se amplifikovalo v praméru 100 % lokust
Ukazdého ze 17 druht pévci a 99 % lokust u péti druhli ne-pévci. Genotypizaci Ctyf
jedinct na druh bylo prumérné 48 % lokust polymorfnich u pével a primérné 21 %
une-pévci. Pokud bylo genotypovano nejméné¢ 17 jedinci na druh pro cCtyfi
peénkavovité¢ druhy, 71 az 85 % lokust bylo polymorfnich, pozorovana heterozygotnost
byla kolem 0,50 pro vétSinu lokusti a Zadny lokus se vyznamné neodchylil od Hardy-

Weinbergovy rovnovahy (Dawson et al., 2010).
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4  Material a metody

4.1 lzolace genomické DNA pro PCR z krve ptaki

Z krve ziskané od jedinct z chovu pelikanti Zoologické zahrady ve Dvore Kralové

nad Labem byla vyizolovina genomickd DNA pelikana afrického (Pelecanus

rufescens), pelikana kadetavého (P. crispus), pelikana bilého (P. onocrotalus)

a pelikdna skvrnozobého (P. philippensis). Postup je pievzaty podle Maniatis et al.

(1982) a upraveny pro materialni a technické podminky laboratote:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

K 500 pl roztoku krve v Queen’s pufru (Seutin et al, 1991)
vV mikrozkumavce se pfida 100 pl roztoku proteinazy K, 100 pl roztoku SDS
a necha se inkubovat pfes noc za pieklapéni v termostatu pti 37 °C.

Ke smési se prida 300 pl fenolu, 300 pl chloroformu, smés se zvortexuje
a zcentrifuguje. Ustiizenou Spickou se odebere vrchni faze.

Pfida se 700 pl chloroformu, mikrozkumavka se zvortexuje a zcentrifuguje.
Odebere se vrchni faze, ptida se 700 pl chloroformu, mikrozkumavka se
opét zvortexuje a zcentrifuguje.

K odebranému roztoku se piida 180 ul vychlazeného octanu sodného
a mikrozkumavka se vyplni vychlazenym 96% ethanolem. Promicha se
pieklapénim a ulozi se na 2 hodiny do -20°C.

Mikrozkumavka se zcentrifuguje, slije se ethanol a obsah se vysusi
v termobloku. K vysusené DNA se piipipetuje 500 ul TE pufru. Necha se
preklapét pres noc v termostatu pii 40 °C.

Fluorometricky se stanovi koncentrace roztoku DNA v mikrozkumavce

a necha se zamrazit v -20 °C.

4.2 Hledani vhodnych mikrosatelitovych markeri analyzou cross-

species mikrosatelitové DNA

Na vyizolované DNA pelikana afrického, kadetavého, bilého a skvrnozobého byly

testovany cross-species mikrosatelitovou amplifikaci primery amplifikujici polymorfni

mikrosatelitové lokusy odvozené z DNA ptaku (a jednoho druhu savce) uvedenych
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W

v Tabulce ¢. 1. Na vyizolované DNA pelikdna bilého a skvrnozobého byly dale

testovany cross-species mikrosatelitovou amplifikaci primery amplifikujici polymorfni

mikrosatelitové lokusy odvozené z DNA ptakt uvedenych v Tabulce ¢. 2.

w

Tabulka ¢. 1: Testované pary primeri pouzité pro cross-species amplifikaci

mikrosatelitovych lokusi u pelikana afrického, kadefavého, bilého a skvrnozobého

s uvedenim zdrojovych druht, u kterych byly tyto primery polymorfni. Rad veslonozi —

V, brodivi — B, sudokopytnici— S a plameniaci— P.

Zdrojovy druh

Testované mikrosatelitové lokusy

kormoran galapazsky *

(Phalacrocorax harrisi)V

PhB2, PhB4, PhB11, PhC11, PhD11, PhF12, PhG8 a PhG12
(Duffie et al., 2008)

ibis japonsky
(Nipponia nippon) B

NnAF4, NnBF7, NnCEl1l, NnCG3, NnDD9, NnEB12,
NnHB12, NnNF5, NnEA9, NnAD10, NnEH10, NnGF4,
NnLF11 (Ji et al., 2004), Nn01, Nn03, Nn04, Nn12, Nnl6,
Nnl17, Nn18, Nn21, Nn23, Nn25 a Nn26 (He et al., 2006)

zebu indicky
(Bos indicus) S

HEL1 (Sodhi et al., 2006)

plame iidk karibsky

(Phoenicopterus ruber) P

Prupl, Prup2, Prup3, Prupd, Prupgs a Prup6 (Kapil, 2005;
Kapil et al., 2010)

pelikan severoamericky
(Pelecanus
erythrorhynchos) V

PeEr 01, PeEr 02, PeEr 03, PeEr 04, PeEr 05, PeEr 06,
PeEr 07, PeEr 08 a PeEr 09 (Hickman et al., 2008)

pelikan bily

(Pelecanus onocrotalus) V

PEL086, PEL149, PELL75, PEL185 PEL188, PEL190,
PEL207, PEL221, PEL265 a PEL304 (de Ponte Machado et
al., 2009)

* Mikrosatelitové lokusy testované na pelikanu skvrnozobém jiz v bakalaiské praci

Mikulova (2008).
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Tabulka ¢. 2: Testované pary primertt pouzité pro cross-species amplifikaci

mikrosatelitovych lokust u pelikana bilého a skvrnozobého s uvedenim zdrojovych

druht, u kterych byly tyto primery polymorfni. Rad veslonozi — V, brodivi — B,

plamenaci — P, vrubozobi — R, tu¢naci — T, dlouhoktidli— D a potaplice O.

Zdrojovy druh

Testované mikrosatelitové lokusy

kachna divoka *

(Anas platyrhynchos) R

APHO7, APH09 (Maak et al., 2000), APHO08, APH12,
APH13 a APH16 (Maak et al., 2003)

kajka moiska *

(Somateria mollissima) R

Smo10 (Paulus & Tiedemann, 2003)

kachnice lalo¢nata *

(Biziura lobata) R

Bim1, BIm10 a BIm12 (Guay & Mulder, 2005)

piZzmovka velka *

(Cairina moschata) R

CmAAT16, CmAAT35 a CmAAT38 (Stai & Hughes, 2003)

kolpik maly

(Platalea minor) B

PM1-4, PM1-13, PM1-17, PM2-14, PM2-16, PM2-20, PM2-
21, PM2-28, PM2-29, PM2-37, PM2-62, PM2-68, PM2-80,
PM3-13, PM3-15, PM3-16, PM3-17, PM3-20, PM3-22,
PM3-25, PM3-28, PM3-29 a PM3-31 (Yeung et al., 2009)

tu¢nak krouzkovy

(Pygoscelis adeliae) T

AM13 (Roeder et al., 2001)

Eap bily

(Ciconia ciconia) B

Cc01, Cc02, Cc03, Cc04, Cc05, Cc06, Cc07 (Shephard et
al., 2009), CC1 a CC9 (prof. Segelbacher, osobni sd¢leni)

kvako$ noéni

(Nycticorax nycticorax) B

nyctil4, nyctil5, nycti22, nycti26, nycti35, nycti36, nycti4l,
nycti43, nycti62, nycti68 a nycti74 (Chang et al., 2009)

terej modronohy
(Sula nebouxii) V

BOOB-RM2-F07, BOOB-RM3-D07, BOOB-RM3-F11,
BOOB-RM4-A08, BOOB-RM4-B03, BOOB-RM4-CO03,
BOOB-RM4-D07, BOOB-RM4-E03, BOOB-RM4-E10,
BOOB-RM4-F11 a BOOB-RM4-G03 (Faircloth et al., 2009)

plame iidk karibsky

(Phoenicopterus ruber) P

Prup7 a Prupl3 (Preston, 2005; Kapil et al., 2010)

alkounek drobny
(Aethia pygmaea) D

Apy06 a Apy07 (Dawson et al., 2005)
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Zdrojovy druh

Testované mikrosatelitové lokusy

potaplice ledni

(Gavia immer) O

GIimA12EPA, GImC5EPA, GIimD12EPA, GImE11EPA,
GImD9EPA, GImC11EPA a GImA9EPA (McMillan et al.,
2004)

fregatka obecna

(Fregata minor) V

Fmin01, Fmin02, Fmin03, Fmin04, Fmin05, Fmin06,
Fmin07, Fmin08, Fmin09, Fminl0, Fminll, Fminl2,
Fminl3, Fminl4, Fminl5, Fminl6, Fminl7 a Fminl8
(Dearborn et al., 2008)

volavka zZlutozoba

(Egretta eulophotes) B

Ae0l1, Ae04, Ae05, Ae09, Ael3, Ae24, Ae25, Ae26, Ae27,
Ae28, Ae30, Ae35, Ae36, Ae3d7, Ae38, Aed2, Aedd a Ae4d7
(Huang et al., 2009)

kormoran usaty

(Phalacrocorax auritus) V

COR 01, COR 03, COR 05, COR 06, COR 07, COR 12,
COR 15, COR 17, COR 19, COR 20, COR 21, COR 22,
COR 23, COR 26, COR 28, COR 30, COR 31, COR 35,
COR 38, COR 40, COR 41, COR 43, COR 45 a COR 47
(Fike et al., 2009)

* Mikrosatelitové lokusy testované pouze na pelikanu bilém.

4.2.1 Podminky PCR amplifikace DNA

Slozeni PCR mixu pro 6 vzorkil (v€etné pocitanych ztrat pii pipetovani):

10x reak¢ni pufr 6,7 W
Roztok MgCl, o koncentraci 25 mmol/l 4,0 ul
Roztok dNTPs, kazdy o koncentraci 20 mmol/I 0,7 Wl
Primer F o koncentraci 10 pmol/I 3,3 W
Primer R o koncentraci 10 pmol/I 3,3
aTag DNA polymeraza 5 U/ pl 0,7 W
Deionizovana voda 44,7 ul

Mikrozkumavka se po napipetovani vSech slozek zvortexuje a Kkratce

zeentrifuguje. Kazda reakce sestava z9 ul PCR mixu a1 pl roztoku DNA o koncentraci

50 pg/ml.
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Casovy a teplotni profil PCR reakce:
5 min: 94 °C
35x:30s:94 °C

30 s: teplota viz Tabulka ¢. 3 az 6.
30s:72°C

7 min: 72 °C

4.2.2 Zpracovani PCR produkti

Tento postup je optimalizovan pro pouziti vyhiivané sekvenacni elektroforetické

komirky S2 Whatman Biometra s rozméry skel 333 x 392 mm a 333 x 418 mm

a tloustkou gelu 0,4 mm.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Veétsi omyté sklo se oSetii na ploSe, kterd se bude dotykat gelu, ptipravkem
na odpuzovani vody. Kratsi sklo se oSetfi na plose, ktera se bude dotykat
gelu, 1 ml roztoku 0,5% kyseliny octovée v 96% ethanolu s 3 pl 3-
methakryloxypropyltrimethoxysilanu.

Vetsi sklo se umisti do digestofe oSetfenou plochou nahoru, na néj se po
stranach poloZi spacery a na né se polozi mensi sklo oSetfenou plochou doli.
V misté spacert se skla na kazdé strané sepnou dvéma klipsy.

Piipravi se 6% roztok polyakrylamidového gelu. Cely roztok se promicha
a ihned se naléva mezi ob¢ skla.

Do mista, kde se plnil prostor gelem, se vsune mezi skla hiebinek rovnou
stranou asi 1 cm hluboko. V misté hiebinku se skla sepnou ¢tyimi klipsy
a gel se necha hodinu polymerizovat. Poté se sundajiklipsy, skla se omyji od
zbytkl polyakrylamidu a sklo se upevni do elekroforetické komirky.
Katodovy i anodovy prostor se zalije 0,5x TBE pufrem, vytdhne se hiebinek
a vznikla mezera mezi skly se dobfe vycisti proudem pufru z injekéni
stikacky. Oba prostory se uzaviou, nasadi se elektrody a gel se necha
piredehiat asi na 48 °C (asi 30 minut) pomoci zdroje stejnosmérného
elektrického proudu nastaveného na vykon 90 W.

PCR produkt se smisi s nanidSecim pufrem a vlozi se na 3 minuty do
denaturaénich podminek (termocyclér na 96 °C). Pak se vzorky okamzité

vsunou do ledové tiiSte, aby se zabranilo renaturaci denaturované DNA.
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7)

8)

9)

10)

11)

12)

13)

14)

15)

16)

Vypne se zdroj proudu, odpoji se katoda a otevie se katodovy prostor, ktery
se znovu vyCisti proudem pufru. Do této mezery mezi skly se vsune hiebinek
zoubky asi 1 mm hluboko do gelu.

Nyni se nanese po 2 pl jednotlivych vzorkd osmikanilovou pipetou. Po
naneseni se katodovy prostor opét uzavre, nasadi se elektroda a na zdroji se
nastavi vykon 70 W.

Cas separace vzorkl zavisi na molekularnich hmotnostech (délkach)
rozdélovanych PCR produktl. Orientacné se tidi pomoci barviv v nanaSecim
pufru. Obvykla doba separace vzorki je 1,5 az 3 hodiny.

Po uplynuti casu elektroforetického déleni vzorkli se vypne zdroj proudu,
odpoji se obé elektrody, vypusti se pufr z katodové ¢asti, povoli se Srouby
uchytii skel a gel se polozi krat§im sklem nahoru. Vytadhne se hiebinek i oba
spacery a skla se odpaci od sebe.

Kratsi sklo s pfilepenym gelem se oto¢i gelem nahoru, ulozi se do
fotomisky, umisti se na tfepacku a zalije fix/stop roztokem na 20 minut.
Fix/stop se slije zpét do banky a sklo s gelem se 3 krat promyje
deionizovanou vodou. Nésleduje 5 minutové promyti gelu v 1% roztoku
HNO3, wyliti tohoto roztoku a promyti gelu 4 krat deionizovanou vodou.

Sklo s gelem se umisti na tfepacku do 0,1% roztoku AgNOs;. Roztok se
necha pusobit pfiblizné¢ 30 minut. Ke konci této doby se pfipravi jedna
fotomiska s 2 | deionizované vody a druha fotomiska s vyvojkou.

Roztok AgNO; se slije zpét do zasobni lahve. Sklo s gelem se vyjme
a ponofi na 5 vtefin do misky s deionizovanou vodou. Sklo se vyjme, necha
se okapat a premisti se do fotomisky s vyvojkou na tiepacce, kde se sleduje
vyvijeni hnédocernych sttibrem obarvenych prouzkt PCR produkti.

Kdyz jsou prouzky dostatec¢né zetelné, vyvijeni se zastavi prilitim fix/stop
roztoku. Doba plsobeni se odhaduje podle unikajicich bublinek CO».

Sklo s gelem se ponotfi do deionizované vody a pak se pfenese na 1 hodinu
do suSarny, kde se gel pii 60 °C vysusi. Takto piipravené sklo s gelem se

vyhodnoti na negatoskopu a naskenuije se.
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4.2.3 Pouzté chemikalie

Akrylamid (Serva)

aTag DNA polymeraza (5U/ul), M1241 (Promega)
Bromfenolova modi (Serva)

Deionizovana voda

Deoxyribonukleosid trifosfaty (100 mmol/l, 400 ul kazdého — dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), U1240 (Promega)

Dusi¢nan stiibrny (Lachema)

Ethanol — 96% roztok (Seliko Olomouc)
Ethylendiaminotetraoctan sodny (Na,EDTA) (Lachema)
Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Lachema)
Fenol (pH: 7,9 £ 0,2) (Sigma)

Formaldehyd (Lachema)

Formamid (Lachema)

Hoechst, No. 33258 trihydrochlorid (Sigma)

Hydroxid sodny (Lachema)

Chlorid sodny (Lachema)

Chloroform (Lachema)

Kyselina borita (Lachema)

Kyselina dusi¢na — 65% roztok (Lachema)

Kyselina chlorovodikova — 35% 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) (Serva)
Octan sodny — trihydrat (Lachema)

Peroxodisiran amonny (Serva)

Proteinaza K (Sigma)

Rain-X — ptipravek odpuzujici vodu ze skel automobili (Pennzoil-Quaker State)

Thiosiran sodny (Lachema)
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Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)
Uhli¢itan sodny (Lachema)
Xylenova modi (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.2.4 PouZzté roztoky

Akrylamid — 6% zasobni roztok:
420 g mocoviny
484 ml deionizované vody
50 ml 10x TBE
150 ml zasobniho 40% roztoku akrylamid : N, N"- methylenbisakrylamid 19:1

po rozpusténi vSech slozek zfiltrovat a ulozit v temné lahvi ve 4 °C

Dusi¢nan stiibrny AgNO3 — 0,1% roztok:
0,8 g AgNO3
objem dopInit deionizovanou vodou na 800 ml

pted pouzitim piidat 1,2 ml formaldehydu

Fenol (pH: 7,9 £ 0,2):
100 ml fenolu (Sigma P-4557), pH 6,7 + 0,2
6,5 ml ekvilibra¢niho pufru, pH 10,5 (Sigma B-5658) (Tris 0,01 mol/l; pH 8,0;
EDTA 0,001 mol/l)
protrepat

pted pouzitim nechat 2-4 hodiny stat a uchovavat pti 4 °C

Fix/stop roztok:
800 ml deionizované vody

88 ml ledové kyseliny octové
Hydroxid sodny NaOH (1 mol/l) — roztok:

40 g hydroxidu sodného

doplnit deionizovanou vodou na 1 |
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Kyselina dusi¢cnda HNO3 — 1% roztok:
800 ml deionizované vody
12 ml 65% HNO3

Laurylsiran sodny (SDS) — 10% roztok:
100 g laurylsiranu sodného
rozpustit v 900 ml deionizované vody
pH upravit na 7,2 pomoci35% kyseliny chlorovodikové HC1(50p])
doplnit deionizovanou vodoudo 1 |

3-methakryloxypropyltrimethoxysilan — roztok:
1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu
3 pl 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

Nanaseci pufr pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu:
0,125 g bromfenolové modie
0,125 g xylenové modie
25 ml deionizované vody
100 ml formamidu

Octan sodny CH3COONa (3 mol/l) — roztok:
408,24 g trihydratu octanu sodného
rozpustit v 800 ml deionizovane vody
pH upravit na 5,2 pomoci ledové kyseliny octové

doplnit deionizovanou vodoudo 1 |

Peroxodisiran amonny (NHz)>S,0g — 10% roztok:
1 g (NH,)2S20g rozpustit v 10 ml deionizované vody

uchovavat v mikrozkumavkach po 400 ul v—-20 °C

Polyakrylamidovy 6% gel:
60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
40 Wl N, N, N“, N"- tetramethylethylendiaminu
400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NH,4)2S,0g
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Pufr pro fluorometrické stanoveni koncentrace roztoku DNA (pro 20 méfeni):
36 ml deionizované vody
4 ml 10x TNE pufru
4 pl roztoku Hoechst No. 33258

Queen’s pufr:
10 ml z&sobniho 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 a dopInit deionizovanou vodou na 1 |

TBE pufr — 10x zasobni roztok:
108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
55 g kyseliny borité H3BO3
40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

doplnit deionizovanou vodou na 1 |

TE pufr:
10 ml z&sobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,0
200 pl zasobniho roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
rozpustit v 800 ml deionizovane vody

doplnit deionizovanou vodou na 1 | a zfiltrovat

TNE pufr — 10x zasobni roztok:
12,11 g Tris
3,72 gNa,EDTA
116,89 g NaCl
rozpustit v 800 ml deionizované vody
upravitpH na 7,4

doplnit deionizovanou vodou na 1 1, zfiltrovat a ulozit pfi4 °C
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Vywvojka:
800 ml deionizovane vody
24 g uhli¢itanu sodného Nap,CO3
umistit do chladnicky, aby se vychladila na teplotu niz$i nez 10 °C
pted pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydua 160 pl 1% roztoku thiosiranu sodného
NayS;03

425 Pouztélaboratorni pristroje

Centrifuga Biofuge Pico (Heraeus)

Centrifuga MR22i (Jouan)

Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

Elektroforeticky zdroj ECPS 3000/150 (Pharmacia)
Fluorometr Hoefer DyNa Quant 200 (Amersham Biosciences)
Hybridiza¢ni pec Hybridiser HB-2D (Techne)

Laboratorni vahy EK-200g (AND)

Magnetick4d michacka RCTbasic (Ika)

Mikropipety Finnpipette 0,5 az 10 pl (osmikandlovd) a 0,3 pl az 1 ml
(Labsystems)

Mikropipety Nichipipet EX 0,5 plaz 1 ml (Nichiryo)
Minicentrifuga E-contrifuge (Wealtec)

Negatoskop NEGAL (Maneko)

Sekvenacéni elektroforetickd komtirka S2 (Whatman Biometra)
Skener EPSON GT-15000

Susarna HS 1228 (Chirana)

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

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

Vortex MS2 (lka)

Vyrobnik deionizované a ultra¢isté vody (AquaOsmotic)
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

Ve své préci jsem otestovala pomoci cross-species mikrosatelové amplifikace
u pelikdna afrického (Pelecanus rufescens), pelikdna kadetavého (P. crispus), pelikana
bilého (P. onocrotalus) a pelikdna skvrnozobého (P. philippensis) mikrosatelitové
lokusy, odvozené z DNA ptakt fadu veslonohych, brodivych a plamenaka. Pro
zajimavost jsem u téchto druhl ostestovala mikrosatelitovy lokus odvozeny z DNA
savce fadu sudokopytnikt. U pelikana bilého a skvrnozobého jsem déle otestovala
mikrosatelitové lokusy odvozené z DNA fada tu¢nakt, dlouhokiidlych a potaplic.
U pelikana bilého jsem navic otestovala nékolik part primert odvozenych z DNA fadu
vrubozobych.

U pelkana afrického a kadefavého jsem nalezla devét polymorfnich
mikrosatelitovych lokust. U pelikdna bilého jsem nalezla 39 polymorfnich
mikrosatelitovych lokusii a u dalSich 10 mikrosatelitovych lokust, odvozenych od
pelikdna bilého, jsem ovétila polymorfizmus. Tyto polymorfni mikrosatelitové lokusy
nalezené u pelikana afrického, kadetavého a bilého navrhuji pro dal§i paternitni
studium.

U pelikana skvrnozobého jsem nalezla celkem 31 polymorfnich mikrosatelitovych
lokust, v¢. své bakalaiské prace (Mikulova, 2008). Na zakladé genotypizacni analyzy
téchto polymorfnich mikrosatelitovych lokusi byly zistény pocty alel u Sesti
nepiibuznych jedincti a byla ovéfena paternita Sesti dospélcu (rodicu) a jejich 11
mlad’at. Pivodné polymorfni mikrosatelitovy lokus PcT 1 z bakalaiské prace Mikulova
(2008) byl po genotypizaéni analyze vyhodnocen jako monomorfni. U 17 jedinctu
pelikdna skvrnozobého jsem vypocitala charakteristiky pro vSechny polymorfni
mikrosatelitové lokusy.

Dané polymorfni mikrosatelitové lokusy, s vyjimkou lokusti nesoucich nulové
alely s frekvenci vyskytu nulovych alel 10 % a vice, navrhuji pouzit k paternitnim
analyzam. Tyto analyzy mohou zkvalitnit chov pelikanti v zajeti a piedejit kiizeni
piibuznych jedinci. Zaroven znalost variability populaci téchto ptaktt mize pomoci

jejich ochrané v ramcei ptirozenych oblasti vyskytu.
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Seznam zKkratek

bp
DNA
dNTPs
EDTA
EMBL

EST
|'|Exp

Hobs
HW

IUCN

PAA gel
PCR

PIC
SDS
SNPs
Ta
Tris

par bazi (base pair)

deoxyribonukleova kyselina

deoxyribonukleosid trifosfaty
etylendiaminotetraoctova kyselina

European Molecular Biology Laboratory
(http://www.ebi.ac.uk/embl/index.html)

Expressed Sequence Tag

oéekavana heterozygotnost (expected heterozygosity)
pozorovana heterozygotnost (observed heterozygosity)
Hardy-Weinbergtv zakon

The International Union for Conservation of Nature
(http:/Awvww.iucn.org)

polyakrylamidovy gel

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain
reaction)

polymorphic information content

laurylsiran sodny (sodium dodecyl sulphate)

single nucleotide polymorphisms

teplota annealingu (annealing temperature)

trishydroxymethylaminomethan
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