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Souhrn

Pelikan africky Peecanus rufescens) a pelikan kad@vy (P. crispus) jsou
zéstupcitadu veslonozi (Pelecaniformes), u nichZz dosud mpepyblikovany primery
amplifikujici polymorfni mikrosatelitové lokusy. ¥éto diplomové praci jsem navazala
na gedchozi vyzkum v Laboratopopulani genetiky na Katge buré¢né biologie
a genetiky zahrnujici bakdtké prace Dv@kova (2010) a Chmalava (2010)
a diplomové prace Ranochovéa (2008) a Mikulova (20W0Sesti nefibuznych jeding
pelikdna afrického a Sesti ridpuznych jeding pelikana kadi@vého jsem otestovala
polymorfizmus 47 mikrosatetitodvozenych odapa vychodnihoGiconia boyciana),
faetona ZlutozobéhoPhaethon lepturus), kormorana chocholatéhdPt{alacrocorax
aristotelis) a volavky cervenavé Egretta rufescens). Znovu jsem vyzkouSela 77 far
primeri amplifikujicich mikrosatelitové lokusy, které byypiedchozich bakatékych
a diplomovych pracich ozdeny jako nepolymorfni, ale byly polymorfni u pelila
bilého @. onocrotalus) nebo skvrnozobéhd?( philippensis). Se vSemi polymorfnimi
mikrosatelity, nalezenymi v této praci i weglchozich bakatdkych a diplomovych
pracich, jsem provedla genotypizaci u 12 iflayznych jeding pelikana afrického
a 41 jedin@ pelikana kadi@vého. Ziskana data jsem zpracovala pomoci stiiysti
programiit Cervus 3.0.3 a Genepop 4.1. Charakterizovala fsgkem 51 polymorfnich
mikrosatelii u pelikdna afrického a 23 polymorfnich mikrosateli respektive
24 polymorfnich mikrosatelitovych loktis u pelikana kadavého. Na zaklad
genotypizéni analyzy 41 jedint jsem ovftila pribuzenské vztahy v chovné skupin
pelikana kad&veho v ZOO Dur Kralove.



Summary

There have not been published any primers for dicgiion of polymorphic
microsatellite loci in Pink-backed PelicaPelecanus rufescens) and Dalmatian Pelican
(P. crispus). In this thesis, | have built on the previouseaash in the Laboratory of
Population Genetics at the Department of Cell Bjgland Genetics, including bachelor
theses Dviakova (2010) and Chmeétava (2010) and master theses Ranochova (2008)
and Mikulova (2010). In six unrelated individualsniebacked Pelican and six
unrelated individuals Dalmatian Pelican, | have tegs polymorphism of 47
microsatellites derived from Oriental StoK®i¢onia boyciana), White-tailed Tropicbird
(Phaethon lepturus), European ShagPbhalacrocorax Aristotelis) and Reddish Egret
(Egretta rufescens). Again, | tried 77 primer pairs amplifying micegsllite loci, which
were in the previous bachelor and master thesedifiéd as non-polymorphic. These
loci were polymorphic in Great White PelicaR. onocrotalus) or Spot-billed Pelican
(P. philippensis). | have carried out genotyping in 12 unrelatedividuals Pink-backed
Pelican and 41 individuals Dalmatian Pelican with pplymorphic microsatellites,
found in this thesis and previous bachelor and enabieses. The obtained data were
processed using the statistical program Cervu8 20d Genepop 4.1. 51 polymorphic
microsatellites in Pink-backed Pelican and 23 palgphic microsatellites, respectively
24 polymorphic microsatellite loci in the Dalmati®elican were characterized. Based
on genotyping analysis of 41 individuals | verifieamily relationships in a breeding

group of Dalmatian Pelican in ZOO Dvur Kralove.
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1 Uvod

Mikrosatelity jsou tandemové repetitivni oblasti BN které se nachazeji
v genomech eukaryotickych organi@nDiky svym vlastnostem patmezi vyznamné
molekularni markery vyuzivané v mnoha oblastechlatgni nachazeji # studiu
piibuzenskych vztah jedindi v populaci, o¥fovani rodéovstvi nebo §
fylogenetickych studiich.

Mikrosatelity vhodné pro praktické vyuziti u pelikabyly de novo odvozeny
u druhi pelikan bily Pelecanus onocrotalus; de Ponte Machadet al., 2009) a pelikan
severoamericky R. erythrorhynchos; Hickman et al., 2008). Dalsi polymorfni
mikrosatelity pro druhy pelikan africkyP( rufescens), bily, kad&avy (P. crispus)
a skvrnozobyPR. philippensis) byly objeveny na zakladross-species PCR amplifikace
v bakaldskych pracich Dvi@kova (2010) a Chmeiava (2010) a diplomovych pracich
Ranochové (2008) a Mikulova (2010).

Tato diplomova prace by #a navazat na dosavadni vyzkum v Labadtiato
popul&ni genetiky na Katgeé burgcné biologie a genetiky. Bla by se zabyvat
hledanim polymorfnich mikrosatelitu pelikana afrického a pelikana kaalecho
metodoucross-species PCR amplifikace s n@publikovanymi primery odvozenymi od
¢apa vychodniho Giconia boyciana), faetona ZlutozobéhoPlaethon lepturus),
kormorana chocholatéhdPifalacrocorax aristotelis) a volavky cervenaveé Egretta
rufescens). VSechny dosud nalezené polymorfni mikrosatelity dale ngly byt
charakterizovany na zaklagenotypizani analyzy u 12 neéfbuznych jeding pelikana
africkeho a 41 jedinc pelikana kad@vého. Roviz je planovano asteni

piibuzenskych vztah41 jedind pelikana kad@vého chovanych v ZOO RvKralové.



Cile prace

. U Sesti nefibuznych jeding pelikana afrického a pelikana kadeeho otestovat
polymorfizmus mikrosatelit pomoci PCR amplifikace s primery odvozenymi
od c¢apa vychodniho Giconia boyciana), faetona ZlutozobéhoPliaethon
lepturus), kormorana chocholatéhoPHalacrocorax aristotelis) a volavky

cervenaveé Egretta rufescens).

. Na zaklad téchto vysledk a vysledk bakaldskych praci Dviakova (2010)
a Chmel#&ova (2010) a diplomovych praci Mikulova (2010) anBehova (2008)
charakterizovatross-species mikrosatelity, které byly wthto pracich popsany

jako polymorfni u geneticky népuznych jedint téchto dvou druh pelikani.

. Analyzou mikrosatelit owfit piibuzenské vztahy jedifc druhu pelikan

kadegavy tvaicich chovnou skupinu v ZOO DwKralove.

. Sepsat literarni reSerSi na téma mezidruhové aikguiE mikrosatelit

s dirazem na velké vodni ptaky.



3 Literarni p iehled
3.1 Celed’ pelikanoviti

Do celedi pelikanoviti (Pelecanidae) jeiznymi autory zgazovano 7 nebo
8 recentnich druh Ve starSi literatie (Brown et al., 1982; del Hoyoet al., 1992;
Schreiber, 1994; Nelson, 2005) je u# ad pouzedchto 7 pelikag:

- pelikan africky Peecanus rufescens)

- pelikan australskyRel ecanus conspicillatus)

- pelikan bily Pelecanus onocrotalus)

- pelikan hrdy (Pelecanus occidentalis)

- pelikan kadeavy (Pelecanus crispus)

- pelikan severoamerickyPg@lecanus erythrorhynchos)

- pelikan skvrnozobyHelecanus philippensis)

Osmym zastupcem je pelikdn chilskiyelecanus thagus), diive popisovan jako
poddruh pelikana hRlého P. occidentalis thagus). Za samostatny druh je podle South
American Classification Committee povazovan tepoge roku 2007 (Anonymous,
2012a).

Pelikdnoviti jsou starobylou skupinou diuptaki. Ve fosilnich zdznamech se
dochovaly poistatky nejmé# deseti dalSich pelik&nrodu Pelecanus. Krome tohoto
recentniho rodu p#tdo celedi pelikanoviti také dva vyhynulé rodiprotopelicanus
aMiopelecanus (del Hoyoet al., 1992; Alderton, 1995).

s mohutnym zobakem a roztazitelnym hrdelnim vakskaéle adaptovani k lovu ryb.
Vyskytuji se v tropickém i mirném pasu na obou goldich, chybi pouze na vychéd
Jizni Ameriky, na Novém Zélagda v Oceanii. ObyvajifiedevSim vnitrozemska jezera
a usti velkychrek, rekteré druhy Ziji i na miském pobezi. Zbarveni sladkovodnich
druhi je Sedé nebo bilé, zatimco pelikani zijici urengsou hgdi (Hanzéket Hudec,
1974; Brownet al., 1982; del Hoyat al., 1992; $astnyet al., 1998; Dungekt Hudec,
2001; Nelson, 2005).

Kratké nohy se&tyimi prsty spojenymi plovaci blanou 8fajici dozadu umatuji
efektivni padlovani. # pohybu na sousi tato adaptace pro pohyb vesvagobi
pelikhmim potize. Po zemi sergsunuji kolébavym pohybem a vypadaji tak dboial
neohraba&t Ve vod i ve vzduchu jsou vSak velmi obratni. Velikost aha &la

zpasobuje pelikdm problémy pi vzlétani z vodni hladiny (okit. 1 a 2), obvykle se po



ni rozbihaji za saiasnych odrak obéma nohama, ip kterych si pomahaji machanim
kiidly. Dlouha a Sirokaikdla umo#uji snadné plachhi. Pelikani mohou bez‘gstavky
letét az 24 hodin a ¢dhem této doby jsou schopnigkonat vzdalenost az 500 km.
Maximalni rychlost letu je 56 km/h. Létaji s pd&nym krkem a hlavou meziiklly,
coZ jim umoauje pitahnout mohutny zobék ke hrudi, kde je bliZadti €la (Brownet
al., 1982; del Hoyat al., 1992; Schreiber, 19941 &stnyet al., 1998; Nelson, 2005).

Obr. ¢&. 1, 2: Pelikan bily vzlétajici z hladiny jezera Puiu Jadti delty Dunaje.
Foto: Zderk Chmel&, 2005 ©.

Vybér vhodného mista pro hniga je zavisly na dostatku potravy a absenci

predatoé. Nekteré druhy pelikain hnizdi na stromech, jiné si stavi hnizda na zemi.
Druhy hnizdici na zemi formuji hustSi asijSi kolonie nez druhy hnizdici na
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stromech, kter&asto tvai smiSené kolonie s jinymi ptakyjquevSim zastupdiadu
brodivi (Ciconiiformes). Samice sndsi 1 aZ 6 vajeegastji vSak 2. V sezeni na
vejcich se stdaji oba rodie, doba inkubace se liSi podle konkrétniho druhladista
se lihnou postupn obvykle ve dvoudennich intervalech, podle tohgakém pdadi
byla vejce snesena. Zgatku jsou hola a bezbranna, prachovél pm zatind rist od
3. az 8. dne Zivota. Miata mladSi nez dva tydny jsou dicetkrat za den krmena
tekutou stravou, poté jim rag nosi natravené ryby.fiPkrmeni zasouvaji do
rodicovského vaku zobakygkdy i celé hlawiky. Pelikani pohlavé dospivaji ve 3 az
5 letech, hnizéhi mladych samic vSak vzdy nebyva éspé (Hanzaket Hudec, 1974;
del Hoyoet al., 1992; Schreiber, 19941&stnyet al., 1998; Nelson, 2005).

Dosgelci se zivi téndt vyhradré rybami, které polykaji vcelku. Druhoveé
zastoupeni jejich Kasti se liSi podle oblasti vyskytu jednotlivych pe@ni. Pelikani
lovi ve skupinach, cozZ u ptakeni ilis obvyklé. Ve formaci sloZzené z 8 az 40 jedinc
zanduji zobaky do vody a pravidelrrozeviraji Kidla nebo jimi biji o vodni hladinu.
Naharji tak ryby na ndl¢inu podobg jako ryb&i vyuzivajici keser. Bkdy vytvori dveé
fady, které seifblizuji a nahasji si ryby navzajem (del Hoyet al., 1992; Schreiber,
1994; Sastnyet al., 1998; Nelson, 2005).

3.1.1 Pelikan africky

Pelikan africky se vyskytuje veistini a vychodni Africe, v Saudské Arabii
a v okoli Rudého nmie, dive mel hnizdni kolonie také zapadviadagaskaru. Obyva
Sirokou Skalu sladkovodnich biotbpjako jsou jezera,ieky, baziny, sezorn
zaplavované oblasti, Usti a deisk. Hnizdi na stromech v malych skupinacktsich
koloniich v p@tu 20 az 500 p#ar Jedna se o menSi druh s hmotnosti 4 az 7 kg
a maximalnim rozgim kiidel 290 cm. Zbarveni do8pu je swtle Sedé, ve spodiasti
téla a na zadechipchazi v izové. Zobak je nazowly, nohy mohou byt Sedé, Zluté
nebo karminovéZivi se vyhrada rybami, gevazr rody Tilapia aHaplochromis. Lovi
ve skupinach, ale nevyuziva koordinovany styl lojko jiné druhy pelikain
Mezinarodni unie pro ochrandippdy (IUCN) jej za&tazuje do skupiny malo danych
druhi (del Hoyoet al., 1992; Nelson, 2005; Anonymous, 2012b).
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3.1.2 Pelikan kadaavy

Pelikdn kadiavy se vyskytuje v jihovychodni Evrépv jizni a jihozapadni Asii
a v severovychodni Africe. Obyva vnitrozemské mrok jezera, behy a delty velkych
fek. Hnizdi ve vodni vegetaci na ostrovech izoloeanpd pevniny, aby miéata
uchranil ged suchozemskymi predatory jako jsou divoka prasd& nejétSim
z pelikani, mize dosahovat hmotnosti 13 az 15 kg s maximalninpéton kiidel
345 cm. Dosglci jsou stibfité bili s popelavymi &ernymi letkami. Nohy maji Sedé,
zobak Sedy s oranzovou &pou, hrdelni vak Zlutooranzovy. V débhnizéni se
sam@m na temeni hlavy a krku vytigi napadné rozcuchané chocholky, podle nichz
ziskal tento pelikan €y ¢esky nézev. Zivi seipvazi rybami, které lovi sami,
ve dvojicich nebo trojicich. Druhova skladba poyraglezi na typu vodniho zdroje. Ve
vnitrozemi jsou V jejich potravnejvice zastoupeny rod@yprinus, Perca ¢i Rutilus,
v oblastech s brakickou vodoénguilla, Mugil, Gobius nebo Belone. Podle
Mezinarodni unie pro ochrandipdy (IUCN) je z#iazen vCerveném seznamu mezi
tzv. zranitelné druhy (del Hoya al., 1992; Nelson, 2005; Anonymous, 2012c).

3.2 Systematické z#azeni pelikani

Podle tradini systematické klasifikace zalozené na morfologipkdobnosti jsou
pelikdnoviti z#azovani dofddu veslonozi (Pelecaniformes) spolu s vodnimi yptak
z dalSich 5c¢eledi: anhingoviti (Anhingidae), faetonoviti (Pradtdae), fregatkoviti
(Fregatidae), kormoranoviti (Phalacrocoracidaegrajoviti (Sulidae) (Nelson, 2005).
Pro tyto ptaky je spot@a charakteristicka veslovaci noha se 4 prsty sgojeplovaci
blanou.

V posledni dob se mnoho autérsnazi o peuspdadani sytému ptdikna zaklad
molekularrg-biologickych analyz. Tato snaha jiz vedla k objawnoha pipadi, kdy
k solz byly pritazeny druhy zcela n&puzné na zaklad podobnosti zfisobené
konvergenci. &koli jsou stale publikovany nové studie pagmijici sokasné poznatky
o evolinim vyvoji ptaki, jejich fylogenetické vztahy nejsou zcela vyjasn Proto je
dosud vyuzivano spiSe tradi clenéni zaloZzené na morfologii.

Jednou z prvnich metod molekularni biologie vyuidix k odhaleni fylogeneze
ptdki byla DNA-DNA hybridizace, které se ¢kolika svych pracich &anovali Sibley
a Ahlquist. Na zaklad svych objeu poprvé naznali piibuznost pelikai
s ¢lunozobcem africkymBalaeniceps rex), ktery byl povaZzovan za zastupce brodivych
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(Sibley et al., 1988). Pozgi vydany kladogram, row¥ nazyvany ,Tapestry“ (obr.
¢. 3), mel velky vliv na systematickou klasifikaci a stal g@dkladem pro mnoho
interpretaci evoluce ptél(Sibleyet Ahlquist, 1990). Autti nenavrhli experimentifis
vhodrg, protoze jej zalozili na mylnémigdpokladu monofyletickéhoigodu rekterych
skupin, které jsou dnes jiz povazovany za polyfgket. Jejich prace proto byla pagid
opakovas kritizovana (Harshman, 1994; Cracretfal., 2004).

sokoloviti (Falconidae)
hadilovoviti (Sagittariidae)

L jestaboviti (Accipitridae)
potapkoviti (Podicepedidae)
faetonoviti (Phaethontidae)
terejoviti (Sulidae)

— anhingoviti (Anhingidae)

L kormoranoviti (Phalacrocoracidae)
volavkoviti (Ardeidae)
kladivousSoviti (Scopidae)
plameakoviti (Phoenicopteridae)
ibisoviti (Threskiornithidae)

— c¢apoviti (Ciconiidae)
pelik&noviti (Pelecanidae)
fregatkoviti (Fregatidae)
tucnakoviti (Spheniscidae)
—albatrosoviti (Diomedeidae)
buinakoviti (Procellariidae)
buinéckoviti (Oceanitidae)
potéplicoviti (Gaviidae)

Obr. & 3: Céast kladogramu fylogeneze ptélsestaveného na zaktaddNA-DNA
hybridizace (Siblet Ahlquist, 1990). Upraveno podle Cracretfial. (2004).

Fain e¢ Houde (2004) zji®ovali fylogenetickou fbuznost ptdk na zaklad
sekverinich rozditi v 7 intronech genu pro beta-fibrinogen. Stejako dalSi auti
jinych studii srovnavajici molekularni i morfolog& data (van Tuinemt al., 2001;
Mayr et al., 2003) dosli k zasru, Ze pelikanoviti (Pelecanidae) tvanonofyletickou

skupinu spoléné s¢lunozobcem africkym a kladivouSem africky8cdpus umbr etta).
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Ericsonet al. (2006) studovali u 87 ptech druhi polymorfizmus jadernych gén
lezicich naiznych chromozomech. Porovnavali 5007 bp dlouhé yiE8kA ziskané
z 5 genovych oblasti (beta-fibrinogen, c-myc, mgbm, ornithin dekarboxylazu
a RAG-1). Z jejich vyzkumu vyplyva, Ze pelikagiunozobec a kladivous tyovetsi
vyvojové blizkou skupinu s volavkovitymi, ibisovitymi a valérgji také capovitymi viz
obr.¢. 4.

— anhingoviti (Anhingidae)

kormoranoviti (Phalacrocoracidae)
terejoviti (Sulidae)

fregatkoviti (Fregatidae)

¢apoviti (Ciconiidae)

— volavkoviti (Ardeidae)

—— ibisoviti (Threskiornithidae)

— c¢lunozobcoviti (Balaenicipitidae)
kladivouSoviti (Scopidae)

— pelik&dnoviti (Pelecanidae)

Obr. €. 4: Kladogram fylogeneze veslonohych a brodivych sesta na zaklag
bayesianské analyzy 5 jadernych @ygiricsonet al., 2006). Upraveno podle Mayr
(2008).

V jedné z nejobsahlejSich pracinujici se fylogenezi ptéikna molekularni Grovni
autdi porovnavali piblizné 32 kb dlouhé Useky jaderné DNA ziskané z 19 neiyfh
lokusi u celkem 169 ptach druhi (Hackettet al., 2008). Pouzité lokusy jsou v genomu
kura bankivskéhoGallus gallus) lokalizovany na 15tznych chromozomech, jedna se
0 introny, kodujici exony i netranslatované sekeer®TRs). Vysledky analyzy
odhalily dolfe vyhrarny klad vodnich ptak zahrnujici veslonohé¢apy a jejich
piibuzné, trubkonosé, dhiaky a potéplice. Auf® z veslonohych wvadili tradini
faetony, klad vodnich ptékrovnéZz postrada planigéky nebo potapky. Tyto skupiny
ziejmé prodly podobnym evotimim vyvojem jako faetoniCast tohoto kladogramu

znézotujici fylogenezi vodnich ptdikje uvedena na obrazku5.
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anhinga Anhinga)
kormoran Phalacrocorax)
terej (Morus)

fregatka Fregata)
volavka @Ardea)

volawik (Cochlearius)
L ibis (Eudocimus)
¢lunozobec Balaeniceps)
kladivous Scopus)
L pelikan Pelecanus)

cap Ciconia)

albatros Diomedea)
— bun&ek (Oceanodroma)
burnik (Pelecanoides)

_ | bunak (Puffinus)
burnacek (Oceanites)
tu¢nak (Eudyptula)
potaplice (Gavia)

Obr. ¢&. 5: Kladogram fylogeneze vodnich ptaksestaveny na zakladanalyzy
19 nezavislych lokus ziskanych z jaderné DNA metodou maximalni podotinos
Upraveno podle Hackedt al. (2008).

Nejaktudlgjsi klasifikaini systém ptak publikovany slovenskou sekci BirdLife
zavadi k fivodnimutadu veslonozi (Pelecaniformes) 2 ndady — Phaethontiformes
a Suliformes. Phaethontiformes (faetoni) obsahwize zastupce rodu faeton, do
Suliformes (veslonozi) patanhingy, fregatky, kormorani a terejové. Stargnéad
Pelecaniformes (pelikani) v této podokahrnuje pouze pelikanovité (Pelecanidae),
¢lunozobcovité (Balaenicipitidae) a kladivouSovigc¢pidae) (Kovalilet al., 2010). Je
velmi pravdpodobné, Ze systematicka klasifikace ptakude v budoucnu jeSt
nekolikrat zmenéna v zavislosti na zji8hi novych poznatk o jejich fylogenetickém

VYVOji.
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3.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou tandemové repetitivni sekvenceélkou motivu 1 az 6 bp
(Téth et al., 2000), které se vyskytuji u vdech doposud zkowrtaorganizn. Casgji
se nachazeji v nekodujicich oblastech DNA, v kaichii oblastech jsouiejme
omezovany negativni selekci posunovych mutdcitnanslaci. Pro mikrosatelity je
charakteristickd vysoka urovedélkového polymorfizmu Zfsobena vysokou mutai
rychlosti (Anmarkrudet al., 2008). Jednotlivé alely se liSi giem repetic zakladniho
motivu. Za zmnu patu repetic je odpasdny mechanizmus ozdavany jako
sklouznuti §lippage) DNA polymerazy. Ke vzniku novych alel ihe rovréz dojit
puasobenim nerovno#nného crossing-overu, substitucemii duplikacemi (Hancock,
1999).

Hypervariabilita, kodominantnost, snadna PCR aikplie a jednoducha
identifikace alel po elektroforetické separaci jselastnosti, diky nimZ nachazeji
mikrosatelity uplaténi v mnoha odétvich. Umouji diagnostikovat &které choroby,
uréovat otcovstvii identifikovat jednotlivce v trestnirfizeni. Jsou vyuzivany takéip
populané-genetickych, ekologickych i fylogenetickych stuttii(Primmeret al., 2005).

Nové mikrosatelity je mozné hledat @wa cestami: jejichde novo odvozenim
nebocross-species amplifikaci s pouzitim primérnavrzenych primaghpro jiny druh.
Nalezeni mikrosatelit de novo z DNA daného druhu je fingné i ¢aso¥ nakladné,
proto jsou takto ziskané lokusy obvykle testovamyjinych drulii. Cross-species PCR
amplifikace umo#uje zjistit, zda dany mikrosatelit poskytuje polyrimd produkty také
u jiného druhu (Primmeet al., 1996). Nejlepsi vysledky jsouippouziti této metody
dosazeny u iffbuznych drufi, s rostouci fylogenetickou vzdalenosti se ¢gapst
nalezeni polymorfnich lokussnizuje (Dawsoret al., 2006). Mezidruhova amplifikace
EST-mikrosatelii (Karaiskouet al., 2008; Dawsomt al., 2010).

Témet univerzalni sada mikrosatelitovych loKskteré vykazuji polymorfizmus
u raiznych druli, byla popsana pro nejsi pta&i fad gvci (Passeriformes) (Galbusera
et al., 2000). U velkych vodnich ptak ziadi brodivi, plam@éaci
(Phoenicopterisformes) a veslonozi zatim nebylezedy univerzalni pary primer
amplifikujici polymorfni mikrosatelitové lokusy wt&iho mnozstvi druh
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3.3.1 Mikrosatelity nalezenéde novo u pelikana

Dosud byly publikovany pouze #wprace zabyvajici se odvozenim mikrosaielit
pro pelikanyde novo.

Hickman et al. (2008) popsali pro pelikdna severoamerického §nporfnich
mikrosatelitovych lokus PeErOl az PeEr09 sdtem alel od 2 do 8. Pouzili sisny
vzorek DNA izolovany z prsnich swaB jedind@i zabavenych pytl&km v kanadském
Saskatchewanu. Charakteristiky jednotlivych lakustanovili na zékla#l testovani
23 vzorki odebranych jedirion pelikana severoamerického ze 4 lokalit v Kanad
a USA, které reprezentuji vychodni i zapadni oblgiskytu tohoto druhu.

De Ponte Machadeat al. (2009) popsali pro pelikana bilého 10 polymoriic
mikrosatelitovych lokus PELO86 aZz PEL304 se 2 az 19 alelami. K jejich adwd
pouzili DNA izolovanou z jediného jedince pelikab@éého. Tyto lokusy byly dale
testovany u 3 druhpelikani za &elem zjiSéni asgsnosti jejichcross-species PCR
amplifikace. Jednalo se o pelikana afrického¢démo a severoamerického. U vSech
¢tyi druhi pelikani byl polymorfni pouze mikrosatelitovy lokus PEL149.kazdého
pelikdna byly polymorfni jestdalSi 3 mikrosatelity. Alesgiou jednoho druhu pelikdna
bylo polymorfnich 7 #iznych mikrosatelit.

3.3.2 Mezidruhové amplifikace mikrosatelita u brodivych

McGuire et Noor (2002) popsali 15 polymorfnich mikrosatelijoln lokusi
odvozenych od volavky velkéAfdea herodias). Tyto lokusy nély od 2 do 18 alel
a jejich mezidruhova amplifikace byla dale test@/arvolavky bilé A. alba), popelavé
(A. cinerea) a jihoamerické A. cocoi). U wtSiny mikrosatelit doslo k uspsné
amplifikaci a tvorls polymorfnich produkt i u ostatnich drulnvolavek.

Tomasulo-Seccomandét al. (2003) publikovali u nesyta lesnihdMycteria
americana) 11 polymorfnich mikrosatefits pa&tem alel od 2 do 4. Shephaetl al.,
(2009) pouzili tyto primery amplifikujici tyto obdéi pii mezidruhovém testovanidapa
bilého Ciconia ciconia) a nalezli u & 10 polymorfnich mikrosatelitovych lokts

Ji et al. (2004) pouzili primery wené k amplifikaci mikrosatelitovych lokis
u ibise japonskéhad\fpponia nippon) ke cross-species testovani na ibisdernohlavém
(Threskiornis melanocephalus). Nalezli @t polymorfnich lokus, z nichZz jeden byl
polymorfni pouze u ibisgéernohlavého, avsak monomorfni u ibise japonského.
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Chang et al. (2005) testovali mezidruhovou amplifikaci 17 nuokatelifi
odvozenych od volavky velké u kvakoSecniho (Nycticorax nycticorax). Produkty
u osmi z nich byly polymorfni.

Lei et al. (2005) testovali u ibise japonského mezidruhovamnnplifikaci
22 mikrosatelit popsanych u kapra obecnéh@ygrinus carpio), kura doméciho
(Gallus gallus) a pratura indickéhoBps indicus). Nalezli ¢tyti polymorfni lokusy se
2 az 7 alelami. Dva byly odvozené od kapra obecné¥en od pratura indického.

Wilson (2008) hledal polymorfnéross-species mikrosatelity u ibise posvatného
(Threskiornis aethiopicus). Pouzil ti lokusy odvozené od #iiaka krouzkového
(Pygoscelis adeliae), dva od ibise japonského a po jednom lokusu pubsau lejska
¢enohlaveho Kicedula hypoleuca) a vlaStovky obecnéHjrundo rustica). Nalezl dva
polymorfni mikrosatelity navrzené pro ibise japoélsé a tdnaka krouzkového.

Huanget Zhou (2011) testovali na vzorcich izolovanych wekrsvah nebo pé&
23 jedin@ c¢apa vychodniho Ciconia boyciana) primery navrzené k amplifikaci
mikrosateliti u jinych zastupt brodivych. Jednalo se o 7 pgrimeri od ¢apa bilého,
12 pai primerti od ibisecinského a 17 parprimeri od volavky velké. Z celkového
poétu 36 paft primemi poskytlo 24 detekovatelny PCR produkt, z nich bylo
11 mikrosatelii polymorfnich se 3 az 11 alelami. Polymorfni pragulznikaly gi
amplifikaci s primery odvozenymi athpa bilého (5 lokus a volavky velké (6 lokus.
Tento vyzkumny tym zkouSel @apa vychodniho také mezidruhovou amplifikaci
mikrosatelifi navrZzenych pro nesyta amerického. Nalezli tak id&l®olymorfni
mikrosatelity (Wanggt al., 2011).

Ne vSichni autti u usgSnych mezidruhovych amplifikacifadu brodivi uvagii,
zda ngly vysledné produkty jednu nebo vice alel.

Huang et al. (2009) popsali u volavky ZlutozobéEdretta eulophotes)
18 polymorfnich mikrosatelit s pa@tem alel od 2 do 9. Tyto lokusy testovali régn
u volavky bilé Ardea alba), ¢inské Ardeola bakchus), polkrezni (Egretta sacra),
rusohlavé Bubulcus ibis) a stibiité (Egretta garzetta). U volavky stibfité doslo
k usgdné amplifikaci vSech lokis o polymorfizmu produki se vSak studie
nezmiuje.

Changet al. (2009) nalezli u kvakoSe twiho 11 polymorfnich mikrosatelitovych
lokusi se 4 az 13 alelami. Primery amplifikujici tyto Uiy testovali u dalSich

11 dalSich zastujicceledi volavkoviti. Mezidruhova amplifikace byla wal UsgESna,
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lokusy nycti26 a nycti62 se amplifikovaly u vSecastoupenych drdh Autori vSak
neuvadji, zda ngly vysledné produkty vice nez jednu alelu.

Yeung et al. (2009) odvodili od kolpika malého Platalea minor)
23 polymorfnich mikrosatelitovych loktisse 2 az 19 alelami. Amplifikacié¢hto
mikrosateliti dale testovali u ibise posvatnéhih(eskiornis aethiopicus), ibise rudého
(Eudocimus ruber), kolpika fiZzového Platalea ajaja), kvakoSe néniho a volavky bilé.

Ve vysledcich je porovnavana pousena intenzita PCR produkt

3.3.3 Mezidruhové amplifikace mikrosateliti u plameiakia

Kapil (2005) v diserténi praci odvodil 6 polymorfnich mikrosatelitz DNA
plameaidka karibskéhoRhoenicopterus ruber). Lokusy nély od 3 do 14 alel. Jejich
amplifikace byla testovana u dalSich diuplameaidki: chilského Phoenicopterus
chilensis), malého Phoeniconaias minor) a rizoveho Phoenicopterus roseus), u nichz
rovreéZz vznikaly polymorfni produkty. Jeden z Iokusse ukazal jako ziaé
konzervovany, jeho amplifikaci vznikal polymorfriogukt u¢apa marabul{eptoptilos
crumeniferus) zfadu brodivi.

Preston (2005) v disettai praci popsala 7 polymorfnich mikrosatelitovych
lokusi odvozenych od planméka karibského. Tyto mikrosatelity charakterizovialee
u druhu plam#ak mizovy. V dalSim vyzkumu ve stejné laboiatee ukazalo, Ze dva
z nich poskytovaly polymorfni produkty id&pa marabu (Kapil, 2005).

Nadvorniket al. (2008) testovali u planiéka karibského a plamé&ka fizoveho
mezidruhovou amplifikaci 70 polymorfnich mikrosdtel popsanych u kolpika
raizoveho Ajaja ajaja), kormorana galapazskéhBh@lacrocorax harrisi), kormorana
velkého Phalacrocorax carbo), nesyta lesniho, plaméka karibského, potapky
rudokrké Podiceps grisegena) a volavky velké. Nalezli tak 7 polymorfnich lokus

u plameaaka 6zového a 10 polymorfnich loktisl plameééka karibského

3.3.4 Mezidruhové amplifikace mikrosatelita u veslonohych

Piertney et al. (1998) publikovali 7 polymorfnich mikrosatelitovyclokusi
odvozenych od kormorana velkého s 9 az 49 alel@miori testovali cross-species
amplifikaci ®chto mikrosatelii u dalSich ¢tyi  kormorami: chocholatého
(Phalacrocorax aristotelis), uSatého K. auritus), modrookého K. atriceps)
a australského poddruhu kormorana velkéto c( novaehollandieae), ktery je rekdy
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klasifikovan jako samostatny druh. Krémokusu PcD4 vznikaly u vSech vySe
uvedenych druln kormorari polymorfni produkty s psiem alel od 2 do 12.
Mikrosatelit PcD4 byl polymorfni pouze u kormorawmalkého a jeho poddruhu
P. c. novaehollandieae.

Duffie et al. (2008) studovali genetickou variabilitu ohroZzenérudemického
druhu kormoran galapazsky. Kréndtyi polymorfnich mikrosatelit odvozenych od
tohoto druhu pouzili také polymorfni lokus PcT3 papy ukormorana velkého
(Piertneyet al., 1998).

Dawson et al. (2005) popsali u alkounka drobnéhdethia pygmaea)
17 mikrosatelitovych lokuss pa@tem alel od 1 do 11. Jejialross-species amplifikaci
testovali u 48 druin ze 13c¢eledi mdskych ptak. Z veslonohych byly zastoupeny tyto
druhy: kormoran jizni Fhalacrocorax georgianus), kormoran chocholatyfregatka
vzneSenaHKregata magnificens) a faeton ZlutozobyRhaethon lepturus). U kormorari
nevznikly zadné polymorfni produkty. U faetona akdbého byl polymorfni lokus
Apy06, u fregatky vzneSené Apy07. Obalyrshodrt 2 alely.

Ranochova (2008) ve své diplomové praci testovalapelikana bileho
mezidruhovou amplifikaci mikrosatalitodvozenych od zastupciadu pgvci. Bylo
vybrano 35 paru primérod budnéka wtSiho Phylloscopus trochilus), budnéka
zapadnihoPFhylloscopus occipitalis), kiivky skotskeé [Loxia scotia), lejskacenohlavého,
modroplastnika nadhernehildlurus cyaneus), rakosnika seychelskéhéof ocephalus
sechellensis), sykory modinky (Parus caeruleus) a vlastovky obecné. U pelikana
bilého nevznikly s&mito primery Zadné polymorfni produkty.

Morris-Pocock et al. (2010) publikovali 15 polymorfnich mikrosatdlit
nalezenych u terej@ervenonohého Qula sula), tyto lokusy mily 2 az 11 alel.
Mezidruhovou amplifikaci dale testovali u tereje agového $ula variegata)
a modronohéhoSula nebouxi). Z 15 lokus bylo 7 polymorfnich miniméaku jednoho
Z tereji.

Taylor et al. (2010) popsali 10 polymorfnich mikrosatelitovyictkusi vhodnych
pro studium mezidruhovych hybtidtereje guanového a modronohého. U tereje
guadnového nalezli 8 polymorfnich mikrosatielise 2 az 10 alelami, u tereje
modronohého 9 mikrosatelits 2-12 alelamiCross-species amplifikaci €chto lokusi
déle testovali u tereje Zlutonohéh8ul@ leucogaster), u rehoz zjistili variabilni

polymorfizmus, ktery dale nerozvgd
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3.3.5 Cross-species mikrosatelity nalezené u pelikana afrického

V souwasné dob neni znama zadn&decka studie popisujicde novo odvozeni
mikrosatelii pro druh pelikan africky. Dosud byly u tohoto duupublikovany pouze
jedna diplomova a dv bakaldské prace vyuZzivajici metodaross-species PCR
amplifikace s primery navrzenymiipodnre pro jiné druhy ptak Bylo v nich objeveno
celkem 39 polymorfnich mikrosatelitovych lokugro pelikana afrického. Souhrnné
Gdaje o &chto mikrosatelitech jsou uvedeny v tabuic4.

Prvni vyzkum ¥nujici se této problematice vznikl na popud ZOQuDKralové,
ktera v sodasné dob chova gt druhi pelikam - pelikana afrického, australského,
bilého, kad&gavého a skvrnozobého. Adéla Ranochovalamza uUkol vypracovat
vhodnou metodiku pro @ovani gibuzenskych vztah v chovnych skupinach
jednotlivych druli pelikam. Ve své bakaigké praci (Ranochova, 2006) se timto
problémem nejprve zabyvala teoreticky, v diplom@véci pak navazala s praktickou
casti (Ranochova, 2008). Autorka otestovala 62 pameri u 7 nepibuznych jedint
pelikana afrického. Zvolené pary prindiebyly pavodré popsany pro amplifikaci
mikrosateliti u ptaki ze 3rfadi: brodivi, potapky a veslonozi. Vysledkem diplomové
prace bylo objeveni a popsani 4 polymorfnich miatelitovych lokud. K pavodnimu
zaneru testovani fibuzenskych vztahvsak byly vhodné pouze 3 z nich: PcT1, Ah536
a Eru03. Wtvrteho mikrosatelitu W20 byla u vice nez 50 % testovanych jedinc
piitomna nulova alela v homozygotnim stavu (Ranoch20@8).

V navazujici diplomové praci testovala Veronika Mdwva u 5 nefibuznych
jedinai pelikana afrického dalSich 58 paprimeri amplifikujicich mikrosatelitové
oblasti. Tyto pary primér byly odvozeny z DNA zastuficze 3radi ptaki: brodivi,
plameaiaci a veslonozi. Rowi byl vyzkouSen jeden par prinieodvozeny od pratura
indického ztadu sudokopytnici (Artiodactyla). Autorka nalezlecherakterizovala
soubor 9 polymorfnich mikrosatelitovych lokusshodnych pro fibuzenské nebo
paternitni studie (Mikulova, 2010).

V soul&zné probihajici bakakské praci pouzila Barbora Dkdkova dalSich
221 pah primett urcenych k amplifikaci mikrosatelitovych oblasti u kiaze 7¢ada:
brodivi, dlouhokidli, plame&aci, potaplice, tenaci, veslonozi a vrubozobi. Své testy
provedla u 6 nefbuznych jeding pelikana afrického. Na zakladohoto vyzkumu
nalezla a popsala 27 polymorfnich mikrosatelitovyokusi, které by mohly byt
vyuzity pii paternitnich a fibuzenskych studiich (Dvakova, 2010).
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Tabulka ¢. 1: Prehled polymorfnicteross-species mikrosatelitovych lokus nalezenych
u 5 az 7 nefibuznych jeding pelikana afrického (Ranochova, 2008; Bakova, 2010;
Mikulova, 2010).

Rad Zdrojovy druh Pocet lokusi | Potet alel
Cap bily 1 5
(Ciconia ciconia)
Ibis japonsky > 2.4
(Nipponia nippon)
Ibis rudy 1 >
(Eudocimus ruber)
Kolpik maly 1 3
Brodivi (Platalea minor)
(Ciconiiformes) Kvakog nani , ,
(Nycticorax nycticorax)
Nesyt lesni 1 3
(Mycteria americana)
Volavka velka 1 6
(Ardea heroides)
Volavka Zlutozoba 1 3
(Egretta eulophotes)
Dlouhok¥idli Alkounek drobny 1 5
(Charadriiformes) (Aethia pygmaea)
Plamenaci Plameiak nizovy 5 o5
(Phoenicopteriformes) (Phoenicopterus roseus)
Fregatka obecna 1 3
(Fregata minor)
Kormoran galapazsky 1 4
(Phalacrocorax harrisi)
Kormoran usaty 5 03
. (Phalacrocorax auritus)
Veslonozi
(Pelecaniformes) Kormorén velky . ,
(Phalacrocorax carbo)
Pelikan bily 5 2.6
(Pelecanus onocrotalus)
Pelikan severoamericky 3 o5
(Pelecanus erythrorhynchos)
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Tabulka €. 1 - pokratovani:

Rad Zdrojovy druh Pocet lokusi | Potet alel

Terejcervenonohy

(Sula sula) 2 2

Veslonozi Terej guanovy 3 >
(Pelecaniformes) (Sula variegata)

Terej modronohy > 2

(Sula nebouxii)

3.3.6 Cross-species mikrosatelity nalezené u pelikana kadéavého

Zadny wdecky tym se dosud nezabyval nalezenim mikrosateti druh pelikan
kadgavy metodoude novo odvozeni z DNA. VesSkeré pracénujici se tomuto druhu
vyuzivaly cross-species PCR amplifikaci s primery odvozenymi od jinych biiuptak.
V nize uvedenych bakakkych a diplomovych pracich bylo celkem objeveno
20 polymorfnich mikrosatelitovych loktisu pelikdna kadavého. Pehled informaci
o téchto mikrosatelitech je uveden v tabutce.

Adéla Ranochova ve své diplomové préaci u pelikdaddglavého analyzovala
stejny soubor 62 parprimefl, ktery pouzila u pelikana afrického. Testovanéypar
primeri byly navrzeny k amplifikaci mikrosatelitovych obta u zastupt ze 3rtadi:
brodivi, potapky a veslonozi. Na zakiatestovani DNA 6 ndjbuznych jeding
pelikana kadavého autorka objevila a popsala 2 polymorfni nsktelitové lokusy:
Ah536 a W$20. Steji jako u pelikdna afrického se mikrosatelit W2B ukazal
nevhodny pro dalSi vyuZiti fp uré¢ovani rodéovstvi z divodu vyskytu nulovych alel
v homozygotnim stavu u vice nez 50 % jedi(Ranochova, 2008).

Navazujici vyzkum Veroniky Mikulové byl zafien natestovani stejnych 58 pér
primeri, které roveZz pouzila k amplifikaci mikrosatelitovych loklisu pelikana
afrického. Pouzité pary primerbyly pivodné popsany u 3 ptach fadi: brodivi,
plamaiaci a veslonozi. Krotnich byl testovan i jeden péar priniepdvozeny od
pratura indického zZadu sudokopytnici. Vysledkeroross-species PCR amplifikace
DNA 5 negibuznych jeding pelikdna kad@avého sdmito primery bylo nalezeni
a popsani 9 polymorfnich mikrosatelitovych lokislikulova, 2010).

Ve své souk’re probihajici bakal&ké praci jsem u pelikana kadeého zkoumala
dalSich 223 pdr primeii navrZzenych k amplifikaci mikrosatelitovych oblastizastupé
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7 ptatich fadi: brodivi, dlouhokidli, plameiaci, potaplice, téhaci, veslonozi,
avrubozobi. U 6 negibuznych jeding pelikdna kad@avého jsem nalezla
a charakterizovalasoubor 11 polymorfnich mikrosatelitovych lokuspotencialg
vhodnych pro ufovani paternit nebo tvorbu rodoknigfChmel&ova, 2010).

Tabulka ¢. 2: Prehled polymorfnicteross-species mikrosatelitovych lokus nalezenych
u 5 az 6 nefibuznych jeding pelikana kad@vého (Ranochova, 2008; Chniela,
2010; Mikulova, 2010).

Rad Zdrojovy druh Potet lokusir | ot
Ibis japonsky 1 2
(Nipponia nippon)
Nesyt lesni 1 >
Brodivi (Mycteria americana)
(Ciconiiformes) Volavka velka . .
(Ardea heroides)
Volavka Zlutozoba 1 2
(Egretta eulophotes)
Dlouhok¥idli Alkounek drobny 1 2
(Charadriiformes) (Aethia pygmaea)
Plameaidk karibsky 1 >
PlameiAci (Phoenicopterus ruber)
(Phoenicopteriformes) Plameak rizovy ; iy
(Phoenicopterus roseus)
Fregatka obecna 5 2.6
(Fregata minor)
Kormoran usaty 1 >
(Phalacrocorax auritus)
Veslonozi Pelikan bily 3 2
(Pelecaniformes) (Pelecanus onocratalus)
Pelikan severoamericky 4 o5
(Pelecanus erythrorhynchos)
Terej modronohy 1 >
(Sula nebouxii)
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3.3.7 Nové mikrosatelity vhodné pro testovani u pelikaf

V souwtasné dob nejsou znadmy dalSi vyzkumymujici se hledani polymorfnich
mikrosatelifi pro pelikdna afrického a pelikdna k&eého. Jevi se tedy jako vhodné
vyuZzit metodouwcross-species PCR amplifikace k otestovani mikrosatelitovychusk
které byly publikovany po dok@éeni bakal&skych a diplomovych praci zabyvajicich se
témito druhy pelikd (Ranochova, 2008; Dvakova, 2010; Chmetava, 2010;
Mikulovd, 2010). Zvysledk téchto praci se Ize domnivat, Zze hledani novych
polymorfnich mikrosatelit bude GspSné, pokud H ném budou vyuzity primery

odvozené od zastuptadi brodivi, plameéaci a veslonozi.

3.3.7.1 Nové mikrosatelity od druhi z ¥adu brodivi

Nov¢ popsané polymorfni mikrosatelitové lokusy odvozertk zastupt fadu
brodivi byly publikovany u¢apa vychodniho zeledi ¢apoviti a volavkycervenavé
(Egretta rufescens) z ¢eledi volavkoviti.

Wang et al. (2011) ve své studii popsali 11 novych polymartni
mikrosatelitovych lokus u ¢apa vychodniho. Pouzili celkem 23 vzoiRNA ziskanych
z tkare uhynulych jediné nebo krve odebrané jediima Zijicim ve volné frock.

Autori Hill et Green (2010) publikovali 12 novych polymorfnich Uik u volavky
cervenavé. Vramci vyzkumu testovali vzorky DNA 3&dinai tohoto druhu

z hnizdnich kolonii v Texasu.

3.3.7.2 Nové mikrosatelity od druhi z ¥adu veslonozi

Nové nalezené mikrosatelity sadu veslonozi byly odvozeny z DNA jedinc
faetona Zlutozobého =zeledi faetonoviti a kormorana chocholatého celedi
kormoranoviti.

U faetona Zlutozobého bylo popsano 11 novych potymich mikrosatelid.
Autofi Humeauet al. (2010) k testovani vyuZili celkovou DNA z mrtvéhedince
nalezeného v roce 2006 na Reunion Island v Indickéadnu.

DalSim zastupcentadu veslonozi, pro &% byly v nedavné dab odvozeny
mikrosatelity, byl kormoran chocholaty. Na zaklatestovani 40 jediric ze dvou
raiznych lokalit (20 z Korsiky, 20 z jihovychodniho @&kka) nalezli celkem
10 polymorfnich mikrosatelitovych loktis Polovina nalezenych lokiis m¢la

dinukleotidové repetice, polovina tetranukleotid¢Barlowet al., 2010).
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Emily Barlow 6 polymorfnich mikrosatelit nepublikovala, protoZze se ji zdaly
obtizre hodnotitelné nebo se u nich vyskytovalo velké prdc nulovych alel.
Sekvence &hto lokusi ale byly vlozeny do databaze EMBL, z niz jsme alisk
pottebné informace pro navrZzeni primerkteré je budou amplifikovat (Barlow,

nepublikovana data).

Prehled vSech novych mikrosatélitvhodnych pro testovani polymorfizmu
u pelikana afrického a pelikana k#aecho v rdmci této diplomové prace je uveden

v tabulceg. 3.

Tabulka ¢. 3 Prehled no¥ popsanych mikrosatelitovych lokustestovanych
u 6 nepibuznych jeding pelikana afrického a pelikana kadeého. Jednotlivé sloupce

uvadji: fad, zdrojovy druh, nazvyislusnych mikrosatelitovych lokisautora a rok

publikace.
Rad Zdrojovy druh Mikrosatelitové lokusy Auto_r, rok
publikace
40 wehodni | CP0102, Cbo108, Cbol109,
(Cicoﬁi;“t’m diang) | CPo121, Cbo133, Chol51, | Wangetal. (2011)
Brodivi Y Cbo168, Cho235

(Ciconiiformes)
Er21, Er22, Er23, Er24, Er31

Erdl, Erd2, Erd3, Erd4, Erd5| Hill et Green (2010)
Er46, Er51

Volavkacervenava
(Egretta rufescens)

P3A3, P3A4, P3C1, P3D7,
P3F3, P3F5, P3F7, P3G12,
P3H10, P4F2, P4G1

Humeauet al.
(2010)

Faeton Zlutozoby
(Phaethon lepturus)

PhaariO1, Phaari02, PhaariO3,

Phaari05, Phaari06, PhaariOg,

Kormoran chocholaty] Phaarill, Phaaril2, Phaaril4, Barlowet al. (2010)

(Phalacrocorax Phaaril6
aristotelis)

Veslonozi
(Pelecaniformes)

PhaariO4, Phaari07, Phaari09, Emily Barlow,
Phaaril3, Phaaril5, Phaaril{ nepublikovana data
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4  Material a metody

4.1 Biologicky material

Pro tuto diplomovou praci byly pouzity vzorky kryedinoi pelikana afrického
(Pelecanus rufescens) a pelikana kadevého Peecanus crispus) chovanych v ZOO
Dvar Kralové, ZOO Plzé a ZOO Salzburg. Krev o objemu 20-1Q0 byla
jednorazovou sterilni inje&ki jehlou odebrana z tarzalni Zily ptaksmichana s 1 ml
Queen’s pufru (Seutid al., 1991) a uchovana v chladeé i 4 °C.

DNA ze vzorki krve byla vyizolovdna fenol-chloroformovou metodalle
Maniatis et al. (1982) upravenou pro podminky Labotatgopul&ni genetiky na
Katede burécné biologie a genetiky fP UP v Olomouci. Cely postup izolace je
podrobré rozepsan v mé bakatké praci (Chmetava, 2010).

VysuSena DNA byla rozpulta v 500 ul TE pufru a po fluorometrickém
stanoveni koncentrace byl roztok DNA zmrazen na °@0Cast byla odebrana pro
pouziti @i PCR, n@edna deionizovanou vodou na koncentraci 1Q+8§0nl a uchovana
v chladnéce @i 4 °C.

4.2 Metody
4.2.1 PCR amplifikace mikrosatelitové DNA

Reakni smés podle nize uvedeného rozpisu byla napipetovanal &onl
mikrozkumavek. Jednotlivé mikrozkumavky bylyadré zvortexovany a kratce
centrifugovany. Do PCR stiiipbyla nejprve po lul rozpipetovana genomickd DNA
o koncentraci 10-5Qug/ml, k ni bylo pidano 9ul reakéni sn€si. Takto gipravené
vzorky byly umisény do termocykléru, vémz probihala vlastni PCR reakce podle
uréenych podminek. Nav testované lokusy uvedené v tabulte 3 byly nejprve
amplifikovany @i z&kladni teplat nasedani primér 50 °C. Tato teplota byla
u polymorfnich lokug nasleds upravovana zadglem dosazeni optimalnich vyslédk

Zakladni podminky PCR reakce:
5 min: 94 °C

30s: 94 °C
30s: 50 °C nebo dle tabulek v kapitole Vysledky 35 cykh
30s: 72 °C

7 min; 72 °C
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SloZeni PCR reaki snesi s Tag DNA polymerazou pro 6 vzotkvéetrg zahrnutych
ztrat @i pipetovani:
Storage Buffer A (50 mmol/l Tris-HCI, pH 8, 100 mithdNaCl, 0,1 mol/l NaEDTA,
1 mmol/l DTT, 50% glycerol, 1% Triton X-100) (10x) 6,7 ul

roztok MgCh (25 mmol/l) 4,0ul
roztok dNTPs (20 mmol/l) Oy
primer F (10umol/l) 3,3u
primer R (10umol/l) 3,3ul
Taq DNA polymeraza (2 Uf) 1,0ul
deionizovana voda 4414

Lokusy, jejichz amplifikace Faq DNA polymerdzou poskytovala i po teplotni
optimalizaci nehodnotitelné polymorfni produkty, Yoyovnéz testovany $fu DNA

polymerazou. Rozpis reé&ki snesi pro tuto polymerazou je uveden nize.

SloZeni PCR reaki snési sPfu DNA polymerazou pro 6 vzotkvéetrg zahrnutych
ztrat @i pipetovani:
Pfu Buffer (200 mmol/l Tris-HCI, pH 8,8, 100 mmol/l KC100 mmol/l (NH),SO,,
20 mmol/l MgSQ, 1mg/ml BSA, 1% Triton X-100) (10x) 6,7 ul

roztok dNTPs (20 mmol/l) Oy
primer F (10umol/l) 3,3l
primer R (10umol/l) 3,3ul
Pfu DNA polymeraza (1 Uil) 2,0ul
deionizovana voda 4510

Polymorfni mikrosatelitové lokusy, jejichz amplifike sPfu DNA polymerazou
neposkytla dofe hodnotitelné produkty, byly dale testovanyas DNA polymerazou
a poloveni koncentraci MgGlv reakini snesi. Rozpis této reaki snesi je uveden

nize.
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Slozeni PCR reaki smési sTaq DNA polymerazou a polovni koncentraci MgGlpro
6 vzorkh véetns zahrnutych ztratip pipetovani:
Storage Buffer A (50 mmol/l Tris-HCI, pH 8, 100 mithdNaCl, 0,1 mol/l NaEDTA,
1 mmol/l DTT, 50% glycerol, 1% Triton X-100) (10x) 6,7 ul

roztok MgCh (25 mmol/l) 2,0ul
roztok dNTPs (20 mmol/l) Oy
primer F (10umol/l) 3,3u
primer R (10umol/l) 3,3ul
Taq DNA polymeraza (2 Uf) 1,0ul
deionizovana voda 4614

4.2.2 Zpracovani PCR produkti
PCR produkty byly separovany 6% polyakrylamidovém gelu za denattméch

podminek. Nasledujici postupyl optimalizovan pro pouziti vyfvané sekverii

elektroforetické korirky S2 Whatman Biometra s tldikbu gelu 0,4 mm a rozéry

skel 330 x 390 mm a 330 x 420 mm.

1. Obk¢ skla byla radre omyta, oplachnuta deionizovanou vodou aci&tdna
96% ethanolem. ¥3i sklo bylo na ploSe, kter4 se dotyka gelu,iedet Fipravkem
odpuzujicim vodu. Po zaschnutiigravku bylo sklo omyto deionizovanou vodou
a osuseno. Mensi sklo bylo na ploSe, ktera se dotjdu, oSéeno roztokem
molekularniho lepidla. Po zaschnuti lepidla bylo loskétyiikrat omyto
96% ethanolem a osuSeno. Na tEmdu plochu #Siho skla byly po stranach
poloZzeny dva 0,4 mm silné spacery. Na spacery bgetenou plochou umisho
mensSi sklo. Po zafixovani obou skel svorkami takikizorostor pro naliti gelu.

2. Gel byl pipraven smichanim vSech slozek uvedenych v roapisapitole Pouzité
roztoky a opatré nalit mezi skla tak, aby nedoSlo ke vzniku vzdugiod bublin.
Do mista, kde probihalo gini gelem, byl zasunutiébinek rovnou stranou cca
0,5cm hluboko. kebinek byl rovaz zafixovan svorkami a gel ponechan
polymerizovat minimal& po dobu 50 minut.

3. Po zpolymerovani gelu a odstéain svorek byly ze skel omyty zbytky gelu. Skla
byla osuSena a pomoci Sraulbipevriégna do elektroforetické kofinky. Prostory
elektrod byly zality 0,5x TBE pufrem,iébinek odstratm a vznikly prostor mezi

skly vycisten injekeni stikackou s pufrem. Gel byliblizné 35 minut gedeltivan
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pfi vykonu 90 W a maximélnich hodnotach elektricképooudu a nagti

(150 mA, 3000 V). PCR produkty byly mezitim smich&n5 ul nanaSeciho pufru

a denaturovany v termocykléru po dobu 3 minut. D@oaané vzorky byly

ochlazeny v ledovéitti, aby se zabranilo renaturaci.

. Po pgedeltati gelu byl prostor mezi skisadre promyt pufrem z injeéni stikacky

a nasazenikbinek zoubky cca 1 mm hluboko do gelu. PCR prodsktichané

s nanasSecim pufrem byly po2 napipetovany do mezer mezi zoubkielinku.

Vzorky byly separovanyipvykonu 70 W a maximalnich hodnotach elektrického

proudu a nagi (150 mA, 3000V). Doba separace PCR protlukbyla

optimalizovana v zavislosti na jejich molekulovédtnosti.

. Po uplynuti doby elektroforetické separace bylaa skyjmuta z elektroforetické

komuarky a oplachnuta deionizovanou vodou. Spaceryebihek byly odstramy

a skla opatré odcElena noZzem. Nasledujici kroky byly provedeny mep&ce

v digestdi.

- Mensi sklo s gelem (dale jen gel) bylo ursist do fotomisky a zalito fix/stop
roztokem. Fix/stop roztok byl po 20 minutacispbeni slit zpt do baky a gel
tiikrat promyt v deionizované veéd

- Gel byl zalit roztokem HN@ Po 5 minut psobeni byl roztok slit a getytikrat
promyt v deionizované ved

- Gel byl zalit roztokem AgN@ Po 30 minutach gsobeni byl roztok slit a gel
oplachnut v deionizované véd

- Gel byl zalit vychlazenym roztokem vyvojky, ¥mzZz doSlo k vizualizaci
hnédocernych prouzik PCR produki. Kdyz byly prouzky dostate¢ zietelné,
byl proces vizualizace zastavetiligm fix/stop roztoku .

- Gel byl oplachnut v deionizované wbd ponechan v susa&rmpii 60 °C.
priblizné 30 minut.

. Po vyhodnoceni vysledk byl elektroforetogram naskenovan. Sklo sjiz

nepotebnym gelem bylo poriteno do roztoku NaOH, vvmz se gel po ¢kolika

desitkach minut odlepil od skla.
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4.2.3 Statistické vyhodnoceni vysledi

VSechny polymorfni mikrosatelitové lokusy u obowhir pelikani byly dale

charakterizovdny na zakl&dzpracovani déma populané-genetickymi programy,

Cervus a Genepop.

Pro zpracovani vysledktéto diplomové prace byla pouzita verze Cervus33.0

(Kalinowski et al., 2007) a webova verze programu Genepop (Rdusset, 2008).

Program Cervus uzivateli umiadje stanovit ¢éekavanou heterozygotnostiitpmnost

nulovych alel a zda jsou lokusy v Hardy-Weinbergawvnovaze. Rowt udava

spolehlivost B ur¢ovani rodéovstvi a pibuzenskych vztah mezi jedinci. Program

Genepop slouzi k geni vazebného spojeni mezi lokusy.

4.3 Pouzité chemikalie

Akrylamid (AppliChem)

Taq DNA polymeraza (2U/ul) *

Bromfenolova motl(Serva)

Deionizovana voda

Deoxyribonukleosid trifosfaty (100 mmol/l, 400 pdidého), U1240 (Promega)
Dusicnan stibrny (AppliChem)

Ethanol — 96% roztok (Lihovar Vrbétky)
Ethylendiaminotetraoctan sodny (D TA) (Lachema)
Ethylendiaminotetraoctova kyselina (Lachema)
Fenol (Sigma)

Formaldehyd (Lachema)

Formamid (Lachema)

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)
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- Mocovina (Lachema)

- N-lauroylsarkosin (Sigma)

- N,N’- methylenbisakrylamid (AppliChem)

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

- Peroxodisiran amonny (Serva)

- Pfu DNA polymeraza (1U/ul) *

- Proteindza K (Sigma)

- Clear Vue, Rain Repellent (Turtle WAX)

- Thiosiran sodny (Lachema)

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

- Xylenova mod (Xylencyanol FF) (AppliChem)

* - Obé DNA polymerazy byly pipraveny v nasi laboraitio Plazmidy nesouci gen pro
produkci enzymuTagq DNA polymerazy aPfu DNA polymerazy, které spadaji pod
patentovou ochranu, byly ziskany legalninisgbem od spotmosti ADDGENE. Tato
neziskova spolmost slouzi jako depozitlazmidi. VyuZziti vétSiny plazmidi z této
sbirky pro nekomeni védecké a vyukové dely (tedy i plazmidu nesouciho gen pro
produkci enzymuTag DNA polymerazy aPfu DNA polymerazy) je povoleno na
zéklad UBMTA (Uniform Biological Materials Transfer Agreeent), odstavce II.,

¢lanku 3 a).

4.4 Pouzité roztoky

Fix/stop roztok:
K 800 ml deionizované vodyriplat 88 ml ledoveé kyseliny octové.

NanasSeci pufr pro elektroforézu v polyakrylamidovémgelu:
- 0,125 g bromfenolové moel
- 0,125 g xylenové mad
- 25 ml deionizované vody
- 100 ml formamidu
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Polyakrylamidovy 6% gel:
- 60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
- 40 ul N, N, N’, N’- tetramethylethylendiaminu
- 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonnéeho (H5iOg

Roztok 0,1% dusi&nanu stribrného:
0,8 g AgNQ rozpustit v 800 ml deionizované vody. Uchovavathladniéce, ed
pouzitim gidat 1,2 ml formaldehydu.

Roztok 1% kyseliny dusiné:
K 800 ml deionizované vodyidat 12 ml 65% HN@

Roztok 10% peroxodisiranu amonného:
1 g (NHy)2S,0g rozpustit v 10 ml deionizované vody. Uchovavatiadniice.

Roztok hydroxidu sodného 1 mol/I:
40 g NaOH rozpustit v 800 ml deionizované vodyeobdoplnit na 1 I.

Roztok molekularniho lepidla:
K 1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanoliidat 3 pl 3-methakryloxypropyl-

trimethoxysilanu.

TE pufr:
- 10 ml zasobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,0
- 200 pl z&sobniho roztoku pEEDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

Rozpustit v 900 ml deionizované vody, objem dophaitl | a zfiltrovat.

Vyvojka:

24 g NaCGQO; rozpustit v 800 ml deionizované vody. Umistit daaciniky, aby se
vychladil na teplotu nizsi nez 10 °Cidd pouzitim fidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl
1% roztoku NaS;0s.

Zasobni roztok 6% akrylamidu:

- 420 g m@oviny

- 484 ml deionizované vody

- 50 ml 10x TBE

- 150 ml zasobniho 40% roztoku akrylamid : N, N"- Inyégnbisakrylamid 19:1
Po rozpudi vSech slozZek Zfiltrovat a ulozit v temné lahwihiadnéce.
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Z&sobni 40% roztok akrylamidu : N,N"- methylenbisakylamidu 19 : 1
- 380 g akrylamidu
- 20 g N,N’- methylenbisakrylamidu
Rozpustit v 500 ml deionizované vody, objem dophmat 1 | a ulozit v temné lahvi

v chladnéce.

Zasobni roztok 10x TBE pufru:
- 108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
- 55 g kyseliny borité EBO;
- 40 ml roztoku NgEDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
Rozpustit v 800 ml deionizované vody, objem dophaitl I.

4.5 Laboratorni pristroje

Elektroforeticky zdroj: EV232 (Consort)
Chladnika kombinované:  Infiniti (Whirlpool)
Laboratorni vahy: Mark S622 (BEL Engineering)
Magneticka miché&a: MR Hei-Combi(Heidolph)
Mikropipety: Finnpipette 0,5 az 10 pl (osmikanalpa,3 ul az 1 ml
(ThermoLabsystem)
Nichpipet EX 0,5 pl az 1 ml (Nichiryo)
Minicentrifuga: CLE CSQSP (Cleaver Scientific Ltd)
Negatoskop: NEGA1 (Maneko)
Sekvenani elektroforetické korirka: S2 (Whatman Biometra)
Susarna: CAT 8050 (Contherm)
Temperovany blok: Accu BlocR”, Digital Dry Bath (Labnet)
Termocyklér: GenePro (BIOER technology)

PTC 100-96 VHB (MJ Research, Inc.)
XP Thermal Cycler (BIOER technology)
Trepaka: Orbit 1 900 (Labnet International)
Vortex: MS2 Minishaker (Ika)
Vyrobnik deionizované a ult¢ssté vody: typ 02 (AguaOsmotic)
Vyrobnik ledu: Icematic F100 Compact (Castel Mac)
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Vysledky
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Diskuze
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7  Zaveér

Ve své praci jsem pomodiross-species PCR amplifikace otestovala u Sesti
negibuznych jeding pelikana africkéhoRelecanus rufescens) a Sesti nefibuznych
jedinai pelikdna kadi@avého P. crispus) polymorfizmus 47 mikrosatetitodvozenych
od zastupt radi brodivi (Ciconiiformes) a veslonozi (PelecanifoeneNalezla jsem
3 polymorfni mikrosatelitové lokusy u pelikana ekého, u pelikana kaégevého jsem
nezjistila zadny polymorfni lokus.

U stejného souboru n&puznych jedind obou drufi pelikani jsem znovu
testovala amplifikaci 77 mikrosatelitovych lokys které byly v pedchozich
bakal&skych pracich (Dviékova, 2010; Chmetava, 2010) a diplomovych pracich
(Ranochova, 2008; Mikulova, 2010) ozeay jako nepolymorfni. Tyto lokusy vSak
poskytovaly polymorfni produkty u pelikdna biléhdP. ( onocrotalus) nebo
skvrnozobéhoR. philippensis). Objevila jsem 9 polymorfnich mikrosatéliti pelikana
afrického a 6 polymorfnich mikrosatdlit(resp. 7 polymorfnich loku$ u pelikana
kade&aveho.

Se vSemi polymorfnimi  mikrosatelity jsem provedla engtypizaci
u 12 nepibuznych jeding pelikana afrického a 41 jediagpelikana kadi@vého. Na
zaklad genotypizani analyzy jsem wadila 3 nepolymorfni lokusy u pelikana
afrického a 2 nepolymorfni lokusy u pelikana kade€ho, které @y mit podle
predchozich bakatakych a diplomovych praci 2 alely.

Nalezla jsem celkem 51 polymorfnich mikrosatglitespektive 51 polymorfnich
mikrosatelitovych lokus u pelikana afrického a 23 polymorfnich mikrosaideli
respektive 24 polymorfnich mikrosatelitovych lokus pelikana kad@avého. Data
ziskana z genotypizai analyzy &chto polymorfnich mikrosatelitovych lokiugsem
zapracovala statistickymi programy Cervus 3.0.3adpop 4.1.

Podle statistickych charakteristik jsem vybralalswoy 5 mikrosatelit u pelikana
afrického a 4 mikrosatetit u pelikana kad@avého vhodné pro paternitni analyzy
u tchto druli pelikani.

Na zaklad genotypizani analyzy 41 jedint pelikana kad@&vého jsem a¥tila
piibuzenské vztahy v chovné skupiohoto druhu v ZOO D Kralove.
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