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Abstrakt

V mé bakalaiské praci jsem se zabyvala hledanim polymorfnich mikrosatelitt
pomoci cross-species PCR amplifikace u pelikana afrického (Pelecanus rufescens).

V teoretické ¢asti jsem se vénovala taxonomickému zatazeni pelikéna afrického
do systému ptaku, dale jsem popsala fad veslonozi (Pelecaniformes), ¢eled’ pelikanoviti
(Pelecanidae) a rod pelikan (Pelecanus). V posledni Casti jsem se zaméfila na popis
mikrosatelitd, s dirazem na mikrosatelity u ptakd z fadu tu¢naci a univerzalni ptaci
mikrosatelity.

V experimentalni ¢asti jsem testovala pomoci cross-species PCR amplifikace u 6
nepiibuznych jedinct pelikana afrického 173 part primerti, z nichz 113 bylo navrzeno
pro PCR amplifikaci polymorfnich mikrosatelitii u 9 druht tu¢inakt a 60 part primerd
pro PCR amplifikaci univerzalnich ptac¢ich mikrosateliti. Nalezla jsem 12 polymorfnich
mikrosatelitnich lokust, u kterych jsem detekovala od 2 do 5 alel. Po jednom
polymorfnim mikrosatelitu od tuciidka zlutorohého, tucndka Humboldtova, tucnika
galapazského a tucnaka zlutookého, 4 polymorfni mikrosatelity od tu¢iidka nejmensiho,

2 polymorfni konzervované pta¢i mikrosatelity a 2 polymortni EST ptaci mikrosatelity.
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1 Uvod

Mikrosatelity jsou sekvence DNA, které jsou slozené z kratkych opakujicich
se repetici nekolika pard bazi. Mizeme je lokalizovat v genomu prokaryotnich
I eukaryotnich organismi. Velky vyznam maji polymorfni mikrosatelity, jejichz
rozsah vyuziti je Siroky a to zejména jako molekularni markery ke studiu paternity
a nebo k testovani fylogenetické piibuznosti organismu.

V ramci Laboratofe populacni genetiky na Katedfe bunécné biologie
a genetiky PfF UPOL uz byly na pelikdnu africkém testovany mikrosatelity
pochazejici od plamenakil, veslonohych a brodivych. Touto praci bych méla na
predeslé prace navazat.

Ve své bakalafské praci budu pomoci cross-species PCR amplifikace hledat
polymorfni mikrosatelity pomoci 173 partt primerG u 6 nepfibuznych jedinci
pelikana afrického, z toho je 113 part primert odvozeno od ptaku z fadu tuc¢naci a 60
para  primerd, které amplifikovaly univerzalni pta¢i mikrosatelity (24

konzervovanych ptacich mikrosateliti a 36 EST ptacich mikrosatelitt).



2 Cile prace

1. Shromazdéni dostupnych literarnich zdroju.

2. Vypracovani reSerSe na téma bakalatské prace.

3. PCR amplifikace DNA pelikana afrického (Pelecanus rufescens) s vyuzitim
cross-species primerd pro mikrosatelity z fadu tu¢iaci a pro univerzalni ptaci

mikrosatelity.



3 Literarni prehled

3.1 Rad veslonozi

Rad veslonozi (Pelecaniformes) v tradiénim pojeti zahrnuje asi 60 recentnich
druhti (Gosler, 1994). Do tadu veslonozi se fadi Sest ¢eledi: pelikanoviti (Pelacanidae),
kormoranoviti (Phalacrocoracidae), fregatkoviti (Fregatidae), anhingoviti (Anhingidae),
terejoviti (Sulidae) a faetonoviti (Phaethontidae) (del Hoyo et al., 1992). Pelecaniformes
jsou velci vodni ptaci, ktefi maji veslovaci nohu se Ctyfmi prsty spojenymi plovaci
blanou. VSichni zastupci tohoto fadu maji mohutny zobak a hrdelni vak riizné velikosti.
Dale je pro né charakteristickd ptfitomnost kostréni zlazy, roztazitelny jicen a silny
jazyk. Vnégjsi nozdry maji redukované a vomer jim chybi. Pfi lovu potravy z vody se
bud® pro kofist potapé€ji (Phalacrocoracidae a Anhingidae), nebo voli taktiku
sttemhlavého padu do vody (Sulidae a Phaethontidae) a nebo sbiraji potravu z hladiny
za letu (Fregatidae). Jedna se o zivocCichy obyvajici ptevazné tropy a subtropy, ale
i oblasti mirmého pasu (Gaisler et Zima, 2007). Celedi fregatkoviti, terejoviti,
faetonoviti, anhingoviti a kormordnoviti jsou pfevazné¢ moisti nebo oceédnsti ptaci.
Pelikani preferuji spise sladké vody, avsak nékteré druhy pelikanti naopak davaji
ptednost mofskym vodam. Z morfologického hlediska se jedna o velmi rtiznorodé

skupiny, z toho davodu je slozité studium jejich fylogeneze (del Hoyo et al., 1992).

Radikalni zménu v nahledu na systém a fylogenezi veslonohych pifinaseji Brown
et al. (1982), kteti tuto skupinu ptakt pokladaji za polyfyletickou a déli ji na 2 podiady.
Prvnim podfadem jsou Phaethontes, ktery zahrnuje celed” faetonoviti a druhym
podiadem jsou Pelecani, do kterého se fadi pelikanoviti, terejoviti, kormoranoviti,
anhingoviti a fregatkoviti. Rod pelikan se dale déli na dalsi dvé vétve (Kennedy et al.,
2013). Molekularni studie ukazuji, ze faetoni jsou ptibuzni rybakovitym, fregatky jsou
spjaty s burnakovitymi, albatrosovitymi, potaplicovitymi a tuc¢nakovitymi (Hedges et
Sibley, 1994).

S rozvojem molekularnich markertt doslo k nékolika vyraznym taxonomickym
zmeénam v ramci veslonohych. Autofi novéjSich studii fylogenetické piibuznosti ptaka
predpokladaji, ze celed’ faetonoviti neni soucasti fadu veslonohych (napt. Jarvis et al.,
2014, Prum et al., 2015). Jarvis et al. (2014) zavrhli tradi¢ni rozdéleni veslonohych
a brodivych a jednotlivé jejich ¢eledi mezi sebou promichali a vytvofili mezi nimi nové

vztahy, coz podle téchto autord 1épe odrazi fylogenezi téchto ptakd. Do fadu
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veslonohych zaradili ¢eledi pelikdnoviti, volavkoviti, ibisobiti a kormoranoviti. DNA

A4

analyzy poukazuji na to, Ze nejbliz§imi piibuznymi pelikdni jsou ¢lunozobec africky
a kladivous africky. Blizci ptibuzni pelikant jsou také volavky a ibisové. Prum et al.,
(2015) zavadéji novy fylogeneticky klad Aequorliornithes, ktery zahrnuje vSechny
vodni ptdky bez vrubozobych a déli se na dvé sesterské skupiny. Do prvni skupiny
zahrnuli plamenaky, potapky a dlouhoktidlé a do druhé skupiny zahrnuli slunatce, kagu,
potaplice, tucndky, trubkonos¢ a vSechny zastupce brodivych a veslonohych

(Obrazek ¢. 1).

Obrazek ¢. 1: Klad Aequorlitornithes (Prum et al., 2015).

Phoenicopterus
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3.2 Celed pelikanoviti

Celed’ pelikanoviti (Pelecanidae) se vyskytuje jak v tropickém, tak i v mirném
pasu. Kontinent, na kterém se pelikani nevyskytuji, je Antarktida. Dale pak oblast
Nového Zélandu a Oceénie (Gaisler et Zima, 2007). Celed pelikanoviti zahrnuje v 1
rodu 8 druhti a to pelikana bilého (Pelecanus onocrotalus), kadefavého (P. crispus),
hnédého (P. occidentalis), afrického (P. rufescens), australského (P. conspicillatus),
severoamerického (P. erythrorhynchos), skvrnozobého (P. philippensis) a chilského (P.
thagus). Podle del Hoyo et al. (1992) se prvni pelikani objevuji jiz v oligocénu, ktery se

datuje 30—40 miliond let zpatky.
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A4

lov ryb (Geisler et Zima, 2007). Nejvétsi pelikan je pelikan kadetavy s rozpétim kiidel
kolem tfi a tfi Ctvrt€¢ metru a maximalni hmotnosti 13 kilogramti. Naopak pelikan hnédy
je nejmensi zastupce rodu. Délka od konce prsti nohou po Spicku zobaku je kolem
jednoho metru, hmotnost 4 kilogramy a rozpéti kiidel je okolo dvou metrd
(del Hoyo et al., 1992).

Pefi pelikdnt je hedvabné Sedé, bilé, ojediné€le i Cerné. Pelikani maji dlouha
kiidla, Ktera dosahuji sttedniho rozpéti v ramci tfidy ptaka (Brown et al., 1982). Béhem
lovu pelikani plavou vzdy se zdvizenymi kiidly nad vodou, ale i tak je pro né velmi
narocny vzlet z hladiny do vzduchu (Alderton, 1995). Jelikoz se jedna o letce, jejich télo
muselo byt uzpusobeno k letu a to zejména diky lehkym a dutym kostem.
Pneumatizované kosti zplsobuji i to, Ze se nedokazi ponofit hluboko, na rozdil od

kormorant nebo anhing (del Hoyo et al., 1992).

Zobék maji pelikani velice zajimavé utvoren, je dlouhy a na konci zahnuty.
Jedna se o velice citlivou ¢ast téla, diky které mohou detekovat ryby i v zakalené vode¢.
Spodni Celist je sloZena ze dvou tenkych a pomérné€ pruznych na Spicce spojenych vétvi,
mezi nimiz mizeme najit Siroky a roztazitelny vak, ktery se téz nazyva volatko
(Gaisler et Zima, 2007). Volatko pouzivaji naptiklad v horkych dnech pro ochlazeni
téla. V destivych obdobich slouZi k chytani destové vody. Nohy jsou ve srovnani
stélem kratké, daleko od sebe a jsou situovany hodné vzadu, aby umoziovaly
padlovani. T¢lo pelikant je dobie adaptované na plavani. Pelikani jsou dobii plavci, ale
kdyz opusti vodni plochy a vyjdou na sous, jejich chiize pisobi mirn¢ neohrabané (del

Hoyo et al., 1992).

Hnizdi na stromech nebo na zemi a stavéji si hnizda z vétvi (Gosler, 1994).
Hodné druht pelikanti dava ptednost zivotu v hejnech i1 pfi pteletu na jakoukoliv
vzdalenost a tvofi tvar do V nebo leti v jedné linii, protoze je to aerodynamicky
vyhodnéjsi (del Hoyo et al., 1992).

3.3 Pelikan africky

Systematické zatazeni pelikana afrického je nasledujici (del Hoyo et al., 1992):
fise: zivo€ichové (Animalia)

kmen: strunatci (Chordata)
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podkmen: obratlovci (Vertebrata)

tiida: ptaci (Aves)

podttida: pravi ptaci (Ornithurae)

nadiad: letci (Neognathae)

rad: veslonozi (Pelecaniformes)

podiad: pelikani (Pelecani)

celed: pelikanoviti (Pelecanidae)

rod: pelikan (Pelecanus)

druh: pelikan africky (Pelecanus rufescens)

Délka natazeného téla pelikdna afrického od konce prstd nohou po Spicku
zobaku je kolem jednoho a ptl metru, hmotnost je v rozmezi 4—7 kg a rozpéti kiidel je
kolem dvou a pul metru, tim se fadi spiSe mezi mensi pelikany (del Hoyo et al., 1992).
Hnizdi vétSinou na stromech nebo v zavislosti na vodnich podminkach okolniho
prostiedi. Pokud ptelétava na delsi vzdalenost, tak nemava kiidly, ale pouze plachti

(Brown et al., 1982).

Jedna se o Sedého ptaka se svétlejsi spodni Casti téla a zady. Zadni Cast t€la ma
rizovou. Zbarveni peii je misty Sedohnédé nebo Sed¢. Je mensi nez pelikan bily a také
tmavéji zbarveny. Zobak ma rizovy, zakon¢eny rizovou ¢i oranzovou Spickou (Brown
et al., 1982). Maly jazyk, ktery ovlada volatko, umoznuje pelikanim vypotit az 13 litri
vody po lovu. Pii letu ma pelikan africky sviij dlouhy zobak polozeny na prsou, kde je
blize t&€zisti t€la a tim tak Setii energii (del Hoyo et al., 1992).

Pelikan africky se Zivi rybami o hmotnosti do ptl kilogramu. Primérnd denni
spotiebovana potrava u tohoto druhu se odhaduje kolem tii ¢tvrté kilogramu, coz
odpovida ptiblizné¢ 14 % jeho télesné hmotnosti. Potravu vyhleddva se vztyCenou
hlavou i krkem, poté dava hlavu na zada a ke kofisti se pfiblizuje opatrné¢ a pomalu.
Potom najednou ponoii hlavu do vody a na kofist zauto¢i. Usp&$nost této taktiky je
40-50 % (Brown et al., 1982). Mezi nejoblibenéjsi potravu pelikant patii sardinky.
Mlad’ata vybiraji natravenou potravu z vaku rodi¢t (Alderton, 1995). Diky velké
spotiebé ryb dochdzi Casto k vyCerpani zdroji, a proto se musi piemistit na jinou

lokalitu. Pelikani lovi potravu pfedevSim béhem dne, proto se fadi mezi diurnalni
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zivocichy, v noci jen obcas lovi za mési¢niho svitu (del Hoyo et al., 1992). Pii pareni
dochazi k narastu Sedé chocholky a ¢ernych kruhti kolem o¢i. Volatko je v dob¢ patfeni
zbarveno do syté¢ zluté s Cernymi vertikdlnimi pruhy. Pafi se béhem celého roku,
vetsinou na konci obdobi desti. Obvykle naklade 2 vejce, ktera jsou zbarvena do bledé
modra s kiidovym potahem. Nov¢ vylihnuta mlad’ata jsou naha, maji rizovou barvu
a jsou odkazana na pomoc rodi¢t (Brown et al., 1982). Rodice se stfidaji v sezeni na
vejcich. Inkubacni doba je kolem 30 dnu a samotné vylihnuti mladéte trva okolo 24

hodin (del Hoyo et al., 1992).

Rozsiteni pelikana afrického je od vychodu Gambie po Adensky zaliv, a dale
jizn¢€ od Kapské provincie, Etiopie, Senegalu a dfive se vyskytoval i na Madagaskaru
(Brown et al., 1982, del Hoyo et al., 1992). Uptednostiiuje spise sladkovodni jezera,
mocaly ¢i rybnicky. Nékdy se mlze objevovat i podél pobiezi, ale to spiSe vyjimecné.
Casto ho mizeme nalézt po boku pelikana bilého (Gosler, 1994). Nejedna se o druh,
ktery by byl ohroZen, je bézné rozsifeny, mnohdy na urcitych mistech i pfemnozeny

(del Hoyo et al., 1992).

3.4 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou Casto oznaCované jako jednoducha sekvencni opakovani
(SSRs - Simple Sequence Repeats) nebo jako jednoducha tandemova opakovani (STRS -
Short Tandem Repeats). Dlouho byly povazovany za hlavni zdroj genetické variace
(Tautz et al., 1986; Tautz, 1989; Weber et May, 1989). Jsou vyuzivany jako
molekularni markery, které jsou rozptyleny v ramci celého genomu. Mikrosatelity jsou
tandemoveé opakované useky DNA. Nachazeji se v prokaryotickych i v eukaryotickych
organismech (Zane et al., 2002, Oliveira et al., 2006).

Mikrosatelity mohou byt klasifikovany na zakladé toho, jaky motiv se v nich
opakuje, napiiklad mono-, di-, tri-, tetranukleotidy a podle kontinuity motivi (dokonalé,
nedokonalé, prerusené a slozené) (Kantartzi et al., 2013). Dokonalé mikrosatelity jsou
takové, které maji nepierusenou jednotku repetice (napt. TATATATATA), naopak
nedokonalé maji pferusenou repetici jednou bazi (napt. ATATATCATATAT).
PtreruSen¢ mikrosatelity jsou takové, kdy je repetitivni jednotka pierusena jinym
kratkym motivem (napf. TATATACGCTTATA). A v posledni tad¢ také slozené
mikrosatelity, které tvoii dvé na sebe navazujici repetitivni sekvence, kazda s jinou

jednotkou opakovani (napt. TATATAGTGTGT) (Oliveira et al., 2006). NejcastéjSimi
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motivy jsou (AT),, (GA), (GAA),, kde n je celkovy pocet opakovani, obvykle se
pohybujici v rozmezi 10—100. Repetice poly(A)/poly(T) jsou frekventovanéj$i nez
repetice poly(C)/poly(G) (Goldstein et al.,, 1999). Frekvence u tetra-, penta-
a hexanukleotidickych opakovani je velice nizka ve vSech rostlinnych i Zivo¢isnych

genomech (Kantartzi et al., 2013).

Cetnost mikrosatelitovych mutaci se da zjistit na zakladé analyz rodokmenti
(Weber et Wong, 1993) nebo analyzou ¢etnosti alel (Chakroborty et al., 1997). Mira, pti
které mutuji SSRs lokusy, se lisi a zavisi na sekvenci motivu a poctu jeho opakovani, na
sekvencich motivii unikatnich sekvenci DNA obklopujicich repetici, pozici
mikrosateliti na chromozomech a dalSich faktorech. Mutace mikrosateliti jsou
specifické a spocivaji obvykle v inzerci nebo deleci jednotky repetice (Kantartzi et al.,
2013).

Mikrosatelity jsou pro svou vysokou schopnost polymorfismu vyuZzivany
v riznych zakladnich i aplikovanych oborech biologickych véd piredevsim pro
eukaryotni organismy. Mikrosatelity jsou také rozsahle pouzivany naptiklad
v zemédélstvi, kde se pomoci nich charakterizuje geneticky material nebo selektuji
rostliny. I kdyz se mikrosatelity vyskytuji hlavné v nekodujicich oblastech genomu,
EST databaze ukazaly, ze sekvence mikrosateliti se vyskytuji také v kodujicich

oblastech (Kantartzi et al., 2013).

3.4.1 Mikrosatelity druhii Fadu tuénaci
Do tadu tucnaci patii pouze 17 druhd, které se déli do 6 rodd. V 11 pracech pro
9 druht tu¢nakt bylo dodnes popsano celkem 147 polymorfnich mikrosatelitnich

lokusu.

3.4.1.1 12 mikrosateliti pro tu¢iika Zlutookého

Boessenkool et al. (2008) popsali a charakterizovali u tuc¢naka Zzlutookého
(Megadyptes antipodes) 12 mikrosatelitnich lokust. Pfipravili dvé repeticemi
obohacené genomické knihovny DNA tucndka Zlutookého pomoci upravené verze
protokolu, ktery popsali Perrin et al. (2000). Prvni genomicka knihovna, jejiz
genomickda DNA byla izolovana pomoci DNeasy blood and tissue kit (QIAGEN)
a Stépena pomoci restrikéniho enzymu Mbol (Promega). Dale byly fragmenty DNA
ligovany do pUC 19 klonovaciho vektoru, poté byly amplifikovany pomoci M13

primeri. Sekvence obsahujici repetice byly selektivné izolovany pomoci magnetickych
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Castic, potazenych streptavidinem (Roche Applied Science). U druhé genomické
knihovny nasledné doslo opét ke Stépeni takto izolovanych produkti restrikénim
enzymem Mbol, ty byly ligovany do pUCI19 klonovaciho vektoru a transformovany
pomoci One Shot Top (Invitrogen) do komplementarnich bun¢k. Nakonec bylo z 2976
vybrano 159 pozitivnich klont a ty byly nasledné amplifikovany a sekvenovany pomoci
M13 primera.

Boessenkool et al. (2008) celkem navrhli 38 pard primert pro sekvence
Z prvnich dvou genomickych knihoven DNA a 20 pari primer bylo navrzeno ze tieti
knihovny. Amplifikace téchto part primert byla testovana na 12 jedincich tucnéka
zlutookého. Bylo nalezeno 12 polymorfnich mikrosatelitnich lokust, které vykazovaly
polymorfismus a nasledné je genotypizovali na 43 jedincich pochazejicich

z Campbellova ostrova. Polymorfni lokusy obsahovaly od 2 do 8 alel.

3.4.1.2 16 polymorfnich mikrosatelitii u tuénaka uzdickového

U tucnaka uzdickového  (Pygoscelis antarctica) bylo izolovano
a charakterizovano 16 mikrosatelitnich lokusu, které vykazovaly polymorfismus (Kang
et al., 2015). Krevni vzorky byly odebrany 7 jedincum tu¢naka uzdi¢kového z kréni zily
pomoci injekéni stiikacky a nasledné byly uchovany ve zkumavkach s roztokem EDTA.
Z téchto krevnich vzorkidl byla poté vyizolovana genomickda DNA pomoci DNeasy
blood and tissue kit (QIAGEN). Data byla zpracovana softwarem QDD3 (Meglécz et
al., 2014), ktery nasel repetitivni oblasti.

Z tiiceti navrZzenych parG primert bylo 29 mikrosatelitnich lokusti tspéSné
amplifikovano a 16 z nich bylo polymorfnich. Pocet alel se pohyboval v rozmezi od 2
do 9 alel na lokus. Pouze u dvou lokust (Pygantarc 11 a Pygantarc 18) se objevila vétsi
odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy a dale byla provedena cross-species PCR
amplifikace u dalsich 3 druht tu¢naka a to u tuénaka osliho (Pygoscelis papua), tu¢haka
krouzkového (P. adelie) a u tu¢naka zlutorohého (Eudyptes chrysolophus). U téchto
druhti tu¢nakn autofi uvadéji, ze probéhla Gspésna cross-species PCR amplifikace, ale

neuvadéji, zda vysledné produkty byly ¢i nebyly polymorfni (Kang et al., 2015).

3.4.1.3 25 polymorfnich mikrosateliti pro tucniaka Zlutorohého

U tuc¢néaka zlutorohého (Eudyptes chrysolophus) bylo popsano a izolovano 25
mikrosatelitnich lokusti (Ahmed et al., 2009). Vzorky krve byly odebrany dospélcim
tucnaka zlutorohého na misté, které se nazyva Macaroni Cwm na PtaCim ostrové

Vv souostrovi Jizni Georgie. Bylo odebrano 0,1 ml krve z kiidelni Zily, a ta byla okamzit¢
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uskladnéna do 1,4 ml absolutniho etanolu. Genomickd DNA byla extrahovana pomoci
octanu amonného (Nicholls et al., 2000). Bylo vybrano 288 bakteridlnich
transformovanych kolonii, u kterych doslo k oboustrannému osekvenovani. Celkem 132
jedine¢nych sekvenci obsahovalo mikrosatelitni motivy, 47 z nich obsahovalo
minimalné 8 opakovani. Primery byly navrzeny pro 32 téchto sekvenci pomoci softwaru
PRIMERS3 (Rozen et Skaletsky, 2000). Pomoci PCR amplifikace bylo testovano vsech
32 part primerd na 28 jedincich tu¢naka zlutorohého. PCR produkty byly ziedény
a nasledné doslo k urceni velikosti alel pomoci ABI 3730 DNA analyzatoru. Z 32 para
primeri bylo vyfazeno 7 mikrosatelitnich lokust kvuli nespolehlivé PCR amplifikaci.
Zbylych 25 polymorfnich lokusti bylo testovano na DNA 28 jedincd tucnaka
Zlutorohého. Devitialelovy lokus Ech020 vykazoval vazbu na Z-chromozom. U 6
mikrosatelitnich lokustt byla prokazana zna¢na odchylka od Hardy-Weinbergovy
rovnovahy (Ech005, Ech012, Ech063, Ech091, Ech113 a Ech130). Né&které z nich mély
ptitomny nulové alely. Pomoci cross-species PCR amplifikace bylo testovano 25
mikrosatelitnich lokusi na DNA dal§ich 4 druht, na tu¢naku patagonském (Aptenodytes
patagonicus), tu¢naku oslim (Pygoscelis papua), tué¢naku uzdickovém (P. antartica)
a tu¢naku krouzkovém (P. adeliae). 17 mikrosatelitnich lokusti bylo polymorfnich
alesponn u jednoho ze Ctyf testovanych druht tuc¢nakl, 8 mikrosatelitnich lokust
(Ech008, Ech012, Ech030, Ech051, Ech060, Ech071, Ech081 a Ech091) bylo

polymorfnich u 3 druht tu¢naki. Poéty alel autofi neuvadéji (Ahmed et al., 2009).

3.4.1.4 8 polymorfnich mikrosateliti u tu¢fidka nejmensiho

U tuénaka nejmensiho (Eudyptula minor) bylo popsano a charakterizovano 8
polymorfnich mikrosatelitnich lokusi (Billing et al., 2007). Genomicka DNA byla
extrahovana vysolovaci metodou z krevnich vzorka tu¢naka nejmensiho na Filipove
ostroveé u Australie a nasledné stépena pomoci restrikéniho enzymu Sau3A (Promega).
Fragmenty DNA byly ligovany a nasledné¢ d€leny v agar6zovém gelu pomoci
elektroforetické separace. Ze 192 klond, které byly obohaceny o GA sekvence bylo
vybrano z genomické knithovny celkem 18 pozitivnich klona, které byly osekvenovany
a pro 9 z nich byly vytvofeny templaty, které obsahovaly 7 a vice repetitivnich jednotek
GA. Z genomické knihovny, ktera byla obohacena o sekvence GAAA, bylo z celkovych
179 kolonii osekvenovano 10 klond. Pouze pro 1 byl navrzen par primerti, protoze
obsahoval dostate¢né velky pocet repetitivnich jednotek. Emm 4 byl monomorfni

Vv populaci na Filipové ostrové, ale polymorfni na Troubridgeové ostrové. Zbyvajicich 5

16



mikrosatelitnich lokusi vykazovalo vétsi variabilitu. Lokusy Emm 2 a Emm 8 se
vyrazn¢ odchylovaly od Hardy-Weinberovy rovnovahy z dtvodu vyssi frekvence

nulovych alel. Pocty alel autofi neuvadéji.

3.4.1.5 20 polymorfnich mikrosatelitii u tu¢iiaka nejmensiho

Grosser et Waters (2015) se téz zabyvali mikrosatelity u tu¢naka nejmensiho
a popsali a izolovali 20 dalsich mikrosateliti. Krevni vzorky byly odebrany jedinciim
pochazejicim z Nového Zélandu a Australie. Genomickd DNA byla extrahovéana
pomoci fenol-chloroformové metody a nasledné byla osekvenovana. Byly prozkoumany
sekvence s di-, tri- a tetranukleotidovymi jednotkami repetice, které mély nejméné 5
opakujicich se repetitivnich jednotek a byly navrzeny pary primerd pomoci softwaru
MSATCOMMANDER v1.0.8 (Faircloth 2008). Pro 346 sekvenci byly navrzeny pary
primer, z nichZ bylo vybrdno 30 lokusi pro PCR amplifikaci. 10 parG primert
neposkytovalo produkt nebo produkt byl monomorfni, pouze 20 part primerd
amplifikovalo polymorfni produkt. Bylo sestaveno 7 multiplexovych mixa a nasledné
doslo k amplifikaci. Dale byly mikrosatelitni lokusy testovany na odchylku od Hardy-
Weinbergovy rovnovahy. Vazba byla prokazana u 4 pard lokust (Em9 a Em2, Em8
aEm2, Em5 a Em24, Em9 a Em13). Lokus Em15 vykazoval odchylku od Hardy-
Weinbergovy rovnovahy pouze v populaci, kterd se vyskytuje na Novém Z¢land¢, dale
lokusy Em2, Em6 a Em28 vykazovaly odchylku od Hardy-Weinbergovy rovnovahy
kazdy pouze v jedné populaci. Takovato odchylka mohla byt zplisobena vyskytem

nulovych alel. Pocet alel nebyl uveden.

3.4.1.6 8 polymorfnich mikrosatelitii u tu¢niaka brylového

U tuc¢naka brylového (Spheniscus demersus) bylo popsano a izolovano celkem 8
mikrosatelitnich lokusi (Labuschange et al., 2013). Krevni vzorky byly odebrany 25
dospélym jedincim tuc¢naka brylového v kolonii v provincii KwaZulu Natal v Jizni
Africe. Od kazdého jedince bylo odebrano 30 pl krve, kterd byla dana na filtracni papir.
DNA extrakce byla provedena pomoci DNeasy blood and tissue kit (QIAGEN).
Knihovna obohacena o mikrosatelitni lokusy byla osekvenovana ptistrojem Roche 454
GS-FLX. Primery byly navrzeny pomoci softwaru PRIMER3 (Rozen et Skaletsky,
2000) pro 12 mikrosatelitnich lokust. Na lokusech zaznamenali od 2 do 6 alel. Z 12
mikrosatelitnich lokusti bylo nalezeno 8 polymorfnich, u kterych nebyla prokazana

odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy (Labuschagne et al., 2013).
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3.4.1.7 4 polymorfni mikrosatelity u tu¢iiaka magellanského

U tucndka galapazského a u tucndka magellanského bylo objeveno 6
mikrosatelitnich lokusi odvozenych z DNA od 4 druhui rodu Spheniscus: tu¢naka
galapazského (S. mendiculus), t. magellanského (S. magellanicus), t. Humboldtova
(S. humboldti) a t. brylového (S. demersus) (Akst et al., 2002).

Krev byla odebrana 46 jedincim tu¢naka galapazského na ostrovech Isabela
a Ferdinanda a 46 jedincam tuc¢naka magellanského v oblasti Punta Tombo v Argenting.
U obou tu¢naka byla krev odebrana z kiidelni Zily nebo z zily na chodidle a nasledné
byly vzorky ulozeny do uchovavaciho pufru. Mikrosatelitni markery byly navrzeny pro
kazdy ze 4 druhi rodu Spheniscus podle protokolu Armour et al. (1994).
Dinukleotidové repetice obsahovalo 6 mikrosatelitnich lokusi. PCR podminky byly
odlisné pro kazdy par primera. F primery byly fluorescencné znaceny nebo alternativou
bylo do reakce ptidat fluorescenéné¢ znacené nukleotidy. PCR produkty byly
sekvenovany na ABI 377 automatickém DNA sekvenatoru s ROX znacenym

velikostnim standardem (Applied Biosystems Inc).

U tuc¢naka magellanského byly 4 lokusy polymorfni (G2-2, G3-6, H2-6 a B3-2)
a dale bylo uréeno jestli lokusy jsou ¢i nejsou v Hardy-Weinbergové rovnovaze. Tyto
lokusy byly testovany u 46 jedinct a bylo nalezeno 6—19 alel.

U tucnaka galapazského byly 3 mikrosatelitni lokusy polymorfni. Lokus G3-6
vykazoval odchylku od Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Lokusy G3-6 a G3-2 byly
odvozeny od tuénaka galapazského a lokus H2-6 byl odvozen od tuéndka
Humboltotova. Na téchto lokusech byly nalezeny 2—3 alely v ramci populace u tuénidka
galapazského z ostrovi Isabela a Ferdinanda. Nejfrekventovangjsi alely mély frekvenci
93,5-98,9 % z toho vyplyva, Ze tyto mikrosatelity nejsou u tucnaka galapazského
vhodné pro populacni analyzu (Akst et al., 2002).

3.4.1.8 5 polymorfnich mikrosatelitii u tuciiaka krouzkového

U tuénaka krouzkového (Pygoscelis adeliae) bylo izolovano celkem 6
mikrosatelitnich lokusti (Roeder et al. 2001). Krev byla odebrana 442 jedincim z 13
kolonii Antarktidy a ptilehlych ostrovi. Vzorky krve byly umistény do kapalného
dusiku, nebo pii teploté —80 °C nebo pii —20 °C. Genomickda DNA byla extrahovana
pomoci fenol-chloroformové metody (Sambrook et al., 1989) nebo Progenome Il Kkitu
(Progen Industries). Dale byly vzorky DNA rozpustény ve vodé nebo v roztoku EDTA

a uchovany pfi teploté 4 °C nebo —20 °C. Byly sestaveny 2 genomické knihovny. Prvni
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genomicka knihovna obsahovala DNA fragmenty v rozsahu 250-900 bp, které¢ byly
nasledn¢ ligovany do plazmidu pUCI8. Plazmidy byly transformovany do
komplementnich bunék DH50 a nechaly se kultivovat na Luria-Bertani agar6zovém
médiu, které obsahovalo ampicilin. Kolonie byly z agarézového gelu pfeneseny na
nylonovou membranu a po hybridizaci se sondou doslo k identifikaci inzertd
s repeticemi. U pozitivnich kloni byly navrzeny pary primeri pomoci programu
PRIMER3 (Rozen et Skaletsky, 2000). Druha genomicka knihovna byla sestavena
z DNA fragmentt o velikosti 300—600 bp. Fragmenty s obsahem repetice (AC)n(GT),
byly ligovany do plazmidu pUC18 a transformovany do MAX Efficiency bunék (Gibco
BRL). Kolonie byly purifikovany a osekvenovany a pro amplifikaci mikrosatelitti byly
vytvoteny pary primerd. Celkem bylo izolovano 6 mikrosatelitnich lokust. Autofti také
uspésné pouzili cross-species PCR amplifikaci lokusu HrU2 (Hirundo rustica)
(Ellegren, 1992; Primmer et al., 1996), ktery byl pouzit pro genotypovani jedinci
tucndka krouzkového. Lokus TP500 byl pouzit pro populace ze zapadni Antarktidy
a lokus HrU2 byl pouzit pro populace z vychodni Antarktidy.

5 mikrosatelitnich lokusti bylo pouzito pro genotypizaci 422 DNA vzorkl
pochézejicich od jedinci ze 13 kolonii. 9 kolonii prokédzalo odchylku od Hardy-
Weinbergovy rovnovahy. Pocet alel se pohyboval v rozmezi od 4 (AM3) do 20 (AM13)
na lokus. Celkem bylo identifikovano 69 alel.

3.4.1.9 7 polymorfnich mikrosatelitii u tu¢fiadka Humboltova

U tuc¢ndka Humboldtova bylo popsano 7 mikrosatelitnich lokusti (Schlosser et
al., 2003). Vzorky pro izolaci DNA pochazely od tu¢nakd z hnizdnich kolonii z Peru
a Chile. Izolace prob¢hla podle protokolu Garner et al. (2000) a Gautschi et al. (2000).
Extrahovana DNA byla Stépena pomoci Tsp5091 (New England Biolabs). DNA
fragmenty o velikosti 500-1000 bp byly izolovany a ligovany do
TSPADLONG/TSPADSHORT linkert (Tenzer et al., 1999). PCR fragmenty byly
hybridizovany s biotinylovanymi probami obsahujicimi CA repetice. Takto vzniklé
produkty byly zachyceny na casticich Dynabeads M-280 Streptavidin (DYNAL,
France), které byly pokryty streptavidinem. Nasledné byla provedena druha PCR
amplifikace, tyto obohacené fragmenty obsahujici repetice byly klonovany pomoci
Invitrogen TA cloning kitu. Pro navrzeni primert byl pouzit software PRIMER3 (Rozen
et Skaletsky, 2000). K charakterizaci a vizualizaci byl pouzit software DNA
ANALYSIS SYSTEM, verze 4.3.9 (Beckman Coulter, Inc.). Bylo charakterizovano 7

19



polymorfnich amplifikovanych lokusl, z toho 6 lokust bylo v Hardy-Weinbergové
rovnovaze a jeden (Sh2Ca22) se od ni nepatrné¢ odchyloval. Pomoci téchto
mikrosatelitnich lokust bylo testovano dalSich 8 druht tu¢naka: tu¢nak osli (Pygoscelis
papua), t. uzdickovy (P. anartica), t. skalni (Eudyptes chrysocome), t. zlutorohy
(E. chrysolophus), t. patagonsky (Aptenodytes patagonicus) a t. nejmensi (Eudyptula
minor). VSech 7 mikrosatelitnich lokusti bylo polymorfnich u tu¢naka magellanského,
brylového, osliho, skalniho a nejmensiho. U tucnaka patagonského byly lokusy
Sh1Cal7 a Sh2Cal2 monomorfni. Tu¢nak zlutorohy mél monomorfni lokusy Sh1Cal2
a Sh1Cal7. U tucnaka uzdickového vykazoval polymorfismus lokus Sh2Ca22, ostatni

lokusy byly u tohoto druhu monomorfni. Pocet alel nebyl v této studii uveden.

3.4.1.10 12 polymorfnich mikrosateliti pro tu¢iaka Humboldtova

Tym Schlosser et al. (2009) popsali a charakterizovali dalsich 5 mikrosatelitnich
lokusti. Genomickda DNA byla izolovana z krve 336 jedinci ze 4 riznych lokalit.
Primery byly navrzeny jako v ptedchozi studii (Schlosser et al., 2003). Navrhli 28 para
primert pro PCR amplifikaci. 12 produkti obsahovalo dinukleotidové repetice. Primery
byly fluorescenc¢né oznaceny WellRed Beckman Coulter barvivem. Za pouziti DNA
ANALYSIS SYSTEM, verze 4.3.9 (Beckman Coulter, Inc.) doslo k popsani, vizualizaci

a charakterizaci vSech genotypt. Pocet alel se pohyboval v rozmezi od 4 do 16 na lokus.

3.4.2 Univerzalni ptac¢i mikrosatelity

V minulosti byly pokusy o nalezeni univerzalnich ptac¢ich mikrosatelitii vétSinou
sméfovany na konkrétni skupinu ptakd napiiklad pro pévce. Priilomem v tomto snazeni
byl tym z univerzity v Shefieldu. Autofi ve 2 pracech popsali témétf univerzalni

mikrosatelity napti¢ riznymi druhy tfidy ptaci (Dawson et al., 2010 a 2013).

3.4.2.1 EST mikrosatelity
Dawson et al. (2010) popsali postup k vytvofeni novych sad primerd pro

vvvvv

vytvofenych parti primerd byla identickd pro zebficku pestrou (Taeniopygia guttata)
a kura bankivského (Gallus gallus), coz jsou 2 taxonomicky vzdalené druhy ptaku.

Zebticka pestra patii do fadu pévci a kur bankivsky do fadu hrabavych.

Celkem bylo vybrano 687 EST mikrosatelitnich sekvenci, které se vyskytovaly

u zebfticky pestré, z nichz 465 bylo homolognich i u kura bankivského. Z nich autofi
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vybrali 135 sekvenci, které nejlépe vyhovovaly zvolenym kritériim, pomoci nastroje
BLAST.

Izolovali celkem 36 ptatich EST mikrosatelitnich lokust, které mély vysoky
stupent sekvencni homologie mezi zebfickou pestrou a kurem bankivskym a vytvofili
pro n¢ sady primert. Komplementarni sekvence k nim se nachazely u obou zminénych
druhii. 36 para primerd pro amplifikaci 35 lokust (pro jeden lokus byly navrzeny dvé
sady primert) bylo testovano pomoci cross-species PCR amplifikace. 33 pard primera
bylo amplifikovano u 17 druhti pévci a 99 % lokust u 5 ostatnich druhi. U pévci bylo
polymorfnich 48 % mikrosatelitnich lokust a u ostatnich druhti 21 % mikrosatelitnich
lokust (Dawson et al., 2010).

Navrzené primery byly pouzity ke genotypizaci 52 druhii z 15 rdznych tada
ptaki. Testované druhy zahrnovaly 22 druhti z fa4du pévcii a 30 druhti z dalSich jinych
rada ptakt. Nazvy lokust jsou odvozeny od zdrojovych druhd (kod TG znamena prvni
latinské pismeno z rodového jména zebiicky a kura), Cisla, ktera se nachazeji za TG,
oznacuji chromozom, na kterém je lokus lokalizovan a posledni tfi ¢isla oznacuji pozici

na chromozomu (Dawson et al., 2010).

Ocekavané velikosti alel u zebticky pestré byly porovnavany s velikosti alel
u kura bankivského a jejich velikost se liSila maximalné o 24 bp. Lokusy TGO1-
000,TG03-002 a TG13017 se lisily o 50—155 bp. Lokus TGO01-086 neposkytl produkt
ani v jednom ptipad¢, byl testovan na 29 druzich. Pouze jeden lokus TG09-014 byl
monomorfni u vSech druht pévcii a vSech ostatnich testovanych druht. Pro lokus TGO08-
024 byly navrzeny 2 sady primert. Prvni sada primert byla amplifikovana a poskytla
velikost 243 bp, kdeZto druhd pouze 128 bp. NavrZzené homologni sekvence byly
srovnavany pomoci programu MEGA3 (Kumar et al., 2004) a PRIMER3 (Rozen et
Skaletsky, 2000).

3.4.2.2 Konzervované ptaci mikrosatelity

Dawson et al. (2013) pokracovali ve svych vyzkumech a izolovali vysoce
konzervované sekvence S vysokym poctem opakovanim u zebfiCky pestré a kura
bankivského. Bylo izolovano 24 sad primert podle homolognich sekvenci zebiicky
pestré a kura bankivského, které musely obsahovat alespont 8 repetitivnich jednotek
u obou vySe zminénych druhli. VSechny primery byly zcela shodné s DNA zebfticky

pestré a po zohlednéni degenerovanych bazi byla shoda s DNA kura bankivského
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nejméné 86 %. VétSina novych konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitli, ozna¢ovanych
jako CAM (Conserved Avian Microsatellite) byla amplifikovana u vSech 12
testovanych druht, v priméru 94 % u pévci a 95 % u ostatnich druht ptakt. Tyto nové
vytvoifené markery mély obzvlasté vysokou hodnotu polymorfismu u pévceti, kolem

68 % a u ostatnich druhti 42 % (Dawson et al., 2013).

Amplifikované sekvence od zebfiCky pestré byly dlouhé 421-487 bp. Pary
primeru byly navrzeny pomoci softwaru MEGA3 (Kumar et al., 2003) a PRIMER3
(Rozen et Skaletsky, 2000). Z kazdé sady primerd, byl jeden primer oznacen
fluorescenéni barvivem HEX nebo 6-FAM (Dawson et al., 2013).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Biologicky material pro experimentalni ¢ast mé bakalaiské prace pochazel ze

Zoologické zahrady Dviar Kralové. Krev byla odebrana 6 nepiibuznym jedincim

pelikana afrického (Pelecanus rufescens) z tarzalni zily dolni koncetiny. Pomoci fenol-

chloroformové metody byla z krve izolovana genomicka DNA. Nasledné byla

vyizolovana DNA rozpuStétna v TE pufru a koncentrace se pohybovala

v rozmezi 10—60 pg/ml.

4.2 Chemikalie

Akrylamid (Sigma)

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

Deionizivana voda

dNTPs (100 mmol/l, 400 pul od kazdého), U1240 (Promega)
Dusi¢nan stiibrny (Sigma)

Ethanol 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
Ethylendiaminotetraoctan sodny — Na,EDTA (Lachner)
Formaldehyd (Lachner)

Formamid (Lachner)

Hydroxid sodny (Lachner)

Chlorid sodny (Lachema)

Kyselina borita (Lachner)

Kyselina dusi¢na 65% roztok (Lachner)

Kyselina octova (Lachner)

Mocovina (Lachner)

N, N’-methylenbisakrylamid (Serva)

N, N, N",N’-tetramethylethylendiamin — TEMED (Serva)
Peroxodisiran amonny (Serva)

Rain-off — tekuté stérace (Sheran)

Thiosiran sodny (Lachema)
Trishydroxymethylaminomethan — Tris (AppliChem)
Uhli¢itan sodny (Lachner)
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- Xylenova modf — Xylenecyanol FF (AppliChem)
- 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

4.3 Roztoky
Akrylamid, 6% zasobni roztok

- 150 ml 40% zéasobniho roztoku — akrylamid : N, N’-methylenbisakrylamid

(19:1)
- 420 g mocCoviny
- 50 ml 10x TBE

- 484 ml deionizované vody

- po rozpusténi vSech slozek zfiltrovat a ulozit v temné lahvi v lednici

Dusi¢nan stiibrnv, 0,1% roztok

- 0,8 g dusi¢nanu stiibrné¢ho
- 800 ml deionizované vody

- pted pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu

Fix/stop roztok

- 800 ml deionizované vody

- 88 ml ledové kyseliny octové

Hydroxid sodny, 1mol/dm? roztok

- 40 g hydroxidu sodného

- deionizovanou vodou doplnitdo 1 |

Kyselina dusi¢éné, 1% roztok

- 12 ml 65% kyseliny dusi¢né

- 800 ml deionizivané vody

Molekulérni lepidlo

- 1 ml 0,5% kyseliny octové v 96 % ethanolu
- 3 wl 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu
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NanéSeci pufr pro polyakrylamidové gely

- 0,125 g xylenové modie
- 0,125 g bromfenolové modre
- 100 ml formamidu

- 25 ml deionizované vody

eroxodisiran amonny, o T0Zto
P d 10% tok

- 1 g peroxodisiranu amonného
- 10 ml deionizované vody

- rozpustit ve vodé a roztok uchovavat v lednici

Polyakrylamidovy gel, 6% roztok

- 60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
- 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného
- 40 ul N, N, N",N’-tetramethylethylendiaminu

- 25 ml deionizované vody

Reakéni pufr pro Tag DNA polymerazu, 10x

- 80 ml deionizované vody

- 1,211 g Tris (nebo 6,7 ml Tris 1 mol/l)
- upravit pH pomoci HCI na hodnotu 9

- 3,73 gKCl

- 1 ml Triton X-100

- po rozpusténi doplnit na 100 ml

TBE puftr, 10x zasobni roztok

- 55 gkyseliny borité
- 108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
- 40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

- doplnitdo 1 | deionizovanou vodou
Vyvojka

- 24 guhlicitanu sodného
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4.4

4.5

800 ml deionizované vody
vychladit na teplotu niz8i nez 10 °C

pied pouzitim piidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl roztoku thiosiranu sodného

Laboratorni pristroje

Elektorforeticky zdroj EV232 (Consort)

Hybridiza¢ni pec HB-2D (Techne)

Chladni¢ka kombinovana (Whirlpool)

Laboratorni vdhy Mark S622 (BEL Engineering)

Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)
Mikropipety Finnpipette 0,5-10 pul (osmikanalova) 0,3 ul—1 ml (jednokanalov¢)
(Thermo Labsystem)

Mikropipety Nichipet EX 0,5 pl—1 ml (Nichiryo)
Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)
Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)

Negatoskop NEGA (Maneko)

Sekvenacni elektroforeticka komiirka S2 (Whatman Biometra)
Susarna CAT 8050 (Contherm)

Termocykler GenePro (BIOER Technology)

Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

Termocykler TC XP (BIOER Technology)

Ttepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

Vortex mixer (Labnet International)

Vortex MS2 (lka)

Vyrobnik deionizované a ultracisté¢ vody typ 01 (AquaOsmotic)
Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)

PCR amplifikace mikrosatelitt

Pomoci PCR amplifikace byla genomickd DNA 6 neptibuznych jedincti pelikana

afrického testovana se 173 pary primerid,, které byly navrzeny pro amplifikaci

mikrosatelitii. Z toho 113 part primert bylo navrzeno pro amplifikaci u druhti z fadu

tucnaci (viz Tabulka ¢. 2), 24 para primer pro konzervované pta¢i mikrosatelity a 36

parQ primert pro EST ptac¢i mikrosatelity (viz Tabulka ¢. 3). V kazdém PCR reakénim
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mixu byl vzdy testovan pouze jeden par primert. Slozeni PCR reakéni smési je uvedeno

Vv Tabulce ¢. 1.

Tabulka €. 1: SloZeni PCR reak¢ni smési pro 6 vzorkd.

Slozky PCR mixu Objem [pl]
Deionizovana voda 44,4
Reakéni pufr 10x 6,7

Roztok MgCl, (25 mmol/l) 4,0

Roztok dNTPs (20 mmol/l) 0,7

Primer F (10 umol/l) 3,3

Primer R (10 pmol/1) 3,3

aTag DNA polymeraza (5 U/ul) 1,0

Postup ptipravy PCR mixu:

1. Jednotlivé slozky PCR mixu nechat rozmrznout, zvortexovat, centrifugovat
a podle Tabulky ¢. 1 napipetovat do mikrozkumavek o objemu 1,5 ml a znova
celou PCR reakéni smés zvortexovat a zcentrifugovat.

2. Nachystat si 0,2ml PCR mikrozkumavky do stojanku po 6 a do kazdé z nich
pfidat pomoci osmikanalové pipety 1 ul genomické DNA 6 nepiibuznych
jedincu pelikana afrického a 9 ul PCR reakéni smési.

3. Dobfte uzaviené mikrozkumavky vlozit do termocykleru a zvolit ptislusny
program. Teplota annealingu se 1isi podle pard primert (podrobnéji rozebrano
Vv kapitole Vysledky). Teplotni a ¢asovy rozpis PCR reakce je nasledujici:

1. 94°C ... 5min

2. 94°C...30s
50°C...30s 35x
72°C...30s

3. 72°C...7 min
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Tabulka €. 2: Seznam mikrosatelith od druhii z fadu tucnaci testovanych na
polymorfismus u pelikana afrického.

Zdrojovy druh

Mikrosatelity

Literarni zdroj

Tuénék Zlutorohy
(Eudyptes chrysolophus)

Ech003, Ech005, Ech007, Ech008,
Ech009, Ech010, Ech011, Ech012,
Ech014, Ech020, Ech024, Ech029,
Ech030, Ech036, Ech039, Ech050,
Ech051, Ech060, Ech063, Ech065,
Ech071, Ech081, Ech091, Ech113,
Ech130

Ahmed et al.
(2009)

Tuénak nejmensi
(Eudyptula minor)

Emm 1, Emm 2, Emm 3, Emm 4,
Emm 5, Emm 6, Emm 7, Emm 8

Billig et al.
(2007)

Em1, Em2, Em4, Em5, Em6, EmS8,
Em9, Em12, Em13, Em14, Em15,
Em21, Em22, Em23, Em24, Em26,
Em27, Em28, Em29, Em30

Grosser et Waters
(2015)

Man03, Man08, Manl13, Man21,

Tuénak Zlutooky Boessenkool
) Man22, Man27, Man39, Man47,

(Megadyptes antipodes) Man50. Man51. Man54, Man55 et al. (2008)

Tucnak krouzkovy AM3, AM12, AM13, TP500, RM3,  Roeder et al.

(Pygoscelis adeliae) RM6 (2001)

Tuénak uzdickovy
(P. antarctica)

Pygantarc02, Pygantarc03,
Pygantarc06, PygantarcQ7,
Pygantarcl1, Pygantarcl5,
Pygantarc16, Pygantarc18,
Pygantarcl9, Pygantarc22,
Pygantarc24, Pygantarc25,
Pygantarc26, Pygantarc27,
Pygantarc28, Pygantarc29

Kang et al. (2015)

Tucnak brylovy
(Spheniscus demersus)

B3-2

Akst et al. (2002)

PNNO1, PNNO3, PNNO5, PNNOG,
PNNO7, PNNO8, PNNO9, PNN12

Labuschange
et al. (2013)

H2-6

Akst et al. (2002)

Sh1Ca9, Sh1Cal2, Sh1Cals,

Schlosser et al.

Tuénak Humboldtayv Sh1Cal7, Sh2Cal2, Sh2Ca21, (2003)

(S. humboldti) Sh2Ca22
Sh2Ca31, Sh2Ca40, Sh2Ca49, Schlosser et al.
Sh2Ca55, Sh2Ca58 (2009)

Tuénak magellansky
(S. magellanicus)

G3-11, G3-6, G3-2

Tuénak galapazsky
(S. mendiculus)

M1-11

Akst et al. (2002)

28



Tabulka ¢. 3: Seznam univerzadlnich ptaCich mikrosateliti testovanych na
polymorfismus u pelikana afrického.

Zdroj Mikrosatelity Literarni zdroj

TGO01-000, TG01-040, TG01-077,
TG01-086, TG01-092, TG01-114,
TGO01-124, TG01-147, TG01-148,
TG02-078, TG02-088, TG02-120,
TG03-002, TG03-031, TG03-034,
EST ptaci TG03-035, TG03-098, TG04-004, Dawson et al.
mikrosatelity TG04-012, TG04-041, TG04-061, (2010)
TG05-030, TG05-046, TG05-053,
TG06-009, TG07-022, TG08-024(1),
TG08-024(2), TG09-014, TG11-011,
TG12-015, TG13-009, TG13-016,
TG13-017, TG22-001

CAM-01, CAM-02, CAM-03, CAM-04,

CAM-05, CAM-06, CAM-07, CAM-08,
Konzervované ptaci CAM-09, CAM-10, CAM-11, CAM-12, Dawson et al.
mikrosatelity CAM-13, CAM-14, CAM-15, CAM-16, (2013)

CAM-17, CAM-18, CAM-19, CAM-20,

CAM-21, CAM-22, CAM-23, CAM-24

4.6 Elektroforeticka separace PCR produkti

Elektroforeticka separace vyuziva vyhiivané sekvenacni elektroforetické
komurky S2 Whatman Biometra. Rozmér velkého skla byl 330 x 420 mm a rozmér
malého skla 330 x 390 mm a tloustka gelu byla 0,4 mm. K elektroforetické separaci

dochdzi za denaturujicich podminek.
Pracovni postup:

1. Velké sklo umyt vodou a saponatem pomoci karta¢ku. Poté sklo 2x oplachnout
deionizovanou vodou a ususit ubrouskem. Dale velké sklo oSetfit pripravkem
Rain off na ploSe, ktera se bude dotykat gelu. Po zaschnuti sklo opét umyt
deionizovanou vodou a znova ususit.

2. Malé sklo nejprve umyt 2x deionizovanou vodou ze stiicky a vysusit ubrouskem
a poté 2x oplachnout 96 % etanolem a ususit. Na ploSe, ktera bude v kontaktu
s gelem, je nutno sklo oSetfit roztokem molekularniho lepidla. Sklo se nechéd 5
minut zaschnout a poté se oCisti 4x 96% ethanolem.

3. Velké sklo polozit do digestoie na polystyrenovou podlozku oSetfenou plochou

nahoru a po stranach pfilozit 2 spacery, které¢ maji tloustku 0,4 mm. Na n¢é

29



10.

11.

12.

13.

polozit malé sklo oSetfenou plochou dolii. Spacery urovnat tak, aby doléhaly
k okrajum skla a zafixovat na del$i strané pomoci 4 klipst.

V kadince si pfipravit 6% polyakrylamidovy gel. Vznikly roztok opatrné
rozmichat a nasledné jej nalévat mezi velké a malé sklo. Nutno poklepavat na
sklo druhou rukou, aby nedoslo k tvorbé bublin.

Po vyplnéni prostoru mezi skly gelem zasunout hfebinek rovnou stranou do gelu
asi 0,5 cm. Skla pfipevnit 4 klipsy a nechat polymerizovat minimalné 60 minut.
Po ztuhnuti gelu klipsy odstranit a oplachnout vodou pomoci kartacku, aby
doslo k odstranéni zbytku gelu.

Mensi sklo fadné osusit papirovymi ubrousky, ptipevnit s velkym sklem a gelem
do elektroforetické komurky. Musi sméfovat k hlinikové desce a hiebinek musi
byt nahofe. Poté pfitahnout uchytky drzici skla.

Katodovy i1 anodovy prostor zalit 0,5x TBE pufrem po rysku a vytdhnout
hiebinek. Vznikly prostor promyt proudem 0,5x TBE pufru pomoci injekéni
stiikacky. Uzavfit katodovy i1 anodovy prostor, pfipojit elektrody ke zdroji
stejnosmérného elektrického proudu a nechat gel nahtivat ptl hodiny pfi vykonu
90 W, napéti 3000 V a proudu 150 mA.

Béhem 30 minut nahfivani gelu si pfipravit vzorky, ke kterym se ptfida 5 pl
nanaSeciho pufru a 5 minut pfed nanasenim vzorkt vlozit vzorky na 3 minuty do
termocykleru, ktery je vytemperovany na teplotu 96 °C. Po uplynuti 3 minut
termocykler vypnout a denaturované vzorky vlozit do nadoby s ledem.

Po 30 minutach vypnout zdroj, odpojit elektrody a opét umyt prostor proudem
0,5x TBE pufru injekéni stiikackou. Do prostoru mezi skly opatrné zasunout
o¢istény hiebinek do gelu asi 1 mm hluboko.

Pomoci osmikanalové pipety nanést 2 ul kazdého vzorku. Po naneseni opé&t
zaviit viko katodového prostoru, znovu piipojit elektrody ke zdroji
stejnosmérného proudu a nastavit vykon 70 W, napéti 3000 V a proud 150 mA.
Takto nechat probihat elektroforetickou separaci vV rozmezi 90—180 minut.
Béhem elektroforetické separace prichystat fix/stop roztok, 1% roztok HNOj;
a vyvojku. Vyvojku fadné€ promichat, aby doslo k rozpusténi uhli¢itanu sodného
a umistit do lednicky.

Po uplynuti doby elektroforetické separace vypnout zdroj stejnosmérného
elektrického proudu, odpojit elektrody, vypustit 0,5x TBE pufr z katodového

a anodového prostoru. Povolit uchytky, vyjmout skla a polozit na misku.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Vytahnout spacery a pomoci noze odd¢lit od sebe skla, aby nedoslo k poskozeni
gelu.

Mensi sklo s gelem umistit do misky, ktera je urcena na fix/stop roztok a roztok
1% HNOj3. Misku polozit na tiepacku a zalit fix/stop roztokem. Nechat pusobit
20 minut.

Po 20 minutach slit fix/stop roztok zpét do banky a sklo s gelem promyt
dikladné 3x deionizovanou vodou.

Nasledné umistit misku zpét na tfepacku a zalit 1% roztokem HNOj a nechat
pusobit po dobu 4 minut. Po uplynuti ¢asu vylit roztok do odpadu a sklo s gelem
4x umyt deionizovanou vodou.

Sklo s gelem umistit do dalsi fotomisky a zalit 0,1% roztokem AgNOgs, do
kterého je nutno ptidat 1200 pl formaldehydu. Tento roztok nechat plsobit na
gel po dobu 30 minut.

V pribéhu plisobeni 0,1% roztoku AgNOs si prichystat misku na deionizovanou
vodu, do které se po 30 minutach vlozi na 5—10 vtefin sklo s gelem. Poté sklo
prenést do fotomisky na tiepacce.

Sklo s gelem zalit vyvojkou, do které bylo ptidano 1200 ul formaldehydu a 160
ul 1% roztoku Na,S;03. Sledovat vyvijeni hnédocernych pruhit PCR produktu.
Pokud jsou pruhy dostate¢né zbarvené, zalit fix/stop roztokem, aby doslo
k zastaveni vyvolavani. Roztok nechat pusobit po dobu 2 minut a nasledné vylit
roztok do odpadu.

Sklo s gelem umistit na 2 minuty do vody a poté ho pfesunout do suSarny na 30
minut pfi teploté 95 °C.

Ususeny gel polozit na negatoskop, kde se hodnoti. Gely je nutno naskenovat
pro uchovani informaci.

Vyhodnoceny gel namocit do roztoku NaOH o koncentraci 1 mol/l, kde dojde
k odlepeni gelu. Poté sklo umyt deionizovanou vodou a nechat uschnout. To

muze byt nasledn€ znova pouzito.
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5 Vysledky

V mé bakalaiské praci jsem pomoci cross-species PCR amplifikace testovala
polymorfismus u 6 nepfibuznych jedincti pelikana afrického (Pelecanus rufescens)
pomoci 173 part primert. 113 part primert bylo izolovano od zastupct z fadu tucndci
a zbylych 60 para primera pro univerzalni ptac¢i mikrosatelity, do kterych bylo zahrnuto
24 part primerti pro konzervované ptac¢i mikrosatelity a 36 para primera pro EST ptaci

mikrosatelity.

Vsechny mikrosatelity jsem nejdiive testovala na zékladni teplotu annealingu
50 °C. PCR produkty byly poté separovany v polyakrylamidovém gelu po dobu 90
minut. Ne¢které mikrosatelity po nasledné optimalizaci podminek PCR neposkytovaly
produkt, proto u nich byla teplota annealingu snizena az na 44 °C. V piipadé, ze byl
PCR produkt hodné¢ intenzivni, bylo nutné teplotu annealingu zvysit a to az na 65 °C,
aby bylo mozZzné produkty vyhodnotit. Polymorfni mikrosatelity byly dale testovany,
abych zjistila idedlni podminky optimalizace PCR. U né¢kterych produktl byla nutna
elektroforeticka separace o délce az 180 minut, z divodu jejich vysoké relativni
molekulové hmotnosti. Déle bylo v nékterych ptfipadech nutno sniZit koncentraci
hotec¢natych iontu (respektive MgCl,) z pocatecni 1,42 mmol/l na sedmiosminovou

(1,24 mmol/l) a poté i na tii¢tvrtinovou koncentraci (1,07 mmol/l).

V piipadé lokusu G2-1 jsem opakované neziskala zadny produkt, a to ani pfi
teploté annealingu 44 °C. Ve vsech ostatnich pfipadech jsem PCR produkt ziskala. Ve
160 piipadech byl produkt monomorfni, pouze 12 z testovanych mikrosatelitli poskytlo
polymorfni produkt.

12 polymorfnich mikrosateliti spolu s jejich charakteristikou je uvedeno

Vv Tabulce ¢. 4.
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Tabulka ¢&. 4: Charakteristika 12 polymorfnich mikrosatelitd, které jsem testovala u 6 neptibuznych jedinct pelikana afrického. V tabulce je
uveden nazev lokusu a ¢islo v databazi GenBank, zdroj mikrosatelitd, sekvence primerd, jednotka repetice, pocet alel, teplota annealingu a délka
elektroforetické separace.

Nazev lokusu

(GenBank - Zdroj Sekvence primeri (5 —3") Jednotka repetice N [;I' Ca] %;::nc])
Accession no.)
Ech008 Tk Zlutorohy F: TGGGAAGCGTAACGGCCTAA CA 2 58 90
FM878339 R: TCAGTCACTCTCCCATTTTGTAGGG
Emm 5 F: ATTAACTTGGCCTTGGGTTC CTTT 2 44 90
DQ837733 R: TTTATGCTCCCTCATTCCAC
Emm 6 F: TTGTTGGTCTGTATCACAAGG CT 2 57 90
DQ837734 Tughak nejmeni R: CAGGGAACTGTCAGTAAATGG
Emm 8 F: TGCACACTAGCAGATACGG CAICT 3 65 120
DQ852599 R: GACAAATTGTGCTTGTCAGC
Em8 F: GGTGCTGGGAGATGGCTTC AGAT 5 65 120
KM272226 R: ACGAAATGGTTTGGCTGGTG
Man13 Tudiak #lutooks F: AACACATTTGACAGCCTG GT 3 57 90
EU267111 Y R:GTTATTCCAACACCAAGC
Sh1Ca9 Tuhak Humboldtiy F: AGCAGATGTGGGGGTTGTAG T/GT 2 47 90
AF540006 R: AAGTCAGTGTTATGCCAAGATACG
M1-11 Tuchik ealanizsks F: CTCGTTCTAGCCTTCCTGTTCC TG 2 46 90
neuvedeno uenax galapazsky  r: AGCCCAGTCTTCACAACTGC
CAM-07 F: AAATGATGARTCTGGGTGAG CT 2 57 180
neuvedeno Konzervované ptaci R: CCATTTCCAAGWGATTTGC
CAM-24 mikrosatelity F: CCCACTTCAGTCTTCAGAGC CA 2 60 90
neuvedeno R: TGGAGTATTTGGGATTGGAG
TGO04-041 F: CTGAATTGTTGACCTTTGCTTAC AG/TG 2 63 120
CK316380 EST ptaci R: GTCCTTTTAGAAAGCAGCACAG
TG11-011 mikrosatelity F: ACAAACTAAGTACATCTATATCTGAAG  AT/AA 2 56 120
CK308096 R: TAAATACAGGCAACATTGG
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U Sesti neptibuznych jedinct pelikana afrického (Pelecanus rufescens) jsem
testovala pomoci cross-species PCR amplifikace 173 pard primert a nalezla jsem 12
polymorfnich mikrosateliti. Uspé&$nost nalezeni polymorfnich mikrosatelit byla tedy

6,93 %.

Z celkového poctu 113 mikrosateliti odvozenych od druhi fadu tu¢naci bylo 8
polymorfnich. Po jednom mikrosatelitu od tuc¢naka zlutorohého, tu¢naka Humboldtova,
tucnaka galapazského a od tucndka zlutookého. Nejvice polymorfnich mikrosateliti jsem
nalezla od tuéfidka nejmensiho a to 4. Usp&snost nalezeni polymorfnich mikrosatelitt
odvozenych od druha fadu tuénaci byla 7,08 %. Dale univerzalnich ptacich mikrosateliti
bylo celkem 60, z nichz polymorfni produkt poskytly 4 mikrosatelity (ispéSnost nalezeni
byla 6,67 %). Z toho konzervovanych pta¢ich mikrosateliti bylo celkem 24, z nich
polymorfni produkt poskytly 2 mikrosatelity (usp&$nost nalezeni byla 8,33 %) a EST
ptac¢ich mikrosatelitd jsem testovala 36 s tim, ze jsem nalezla pouze 2 polymorfni
mikrosatelity (Gspé$nost nalezeni byla 5,559%). Nalezené polymorfni mikrosatelity
vzhledem k jejich ptivodu uvadim v Grafu ¢. 1.

Graf ¢. 1: Rozdéleni 12 polymorfnich mikrosateliti nalezenych u 6 nepfibuznych jedinct
pelikana afrického vzhledem k jejich ptivodu (respektive druhu od kterého byly odvozeny
Vv pfipad€ tucnakll). Modrymi odstiny jsou 0znaceny mikrosatelity odvozené z fadu
tuciaci, oranzovou barvou jsou zobrazeny konzervované ptac¢i mikrosatelity a Zlutou

barvou EST ptaéi mikrosatelity. Cisla v zavorkdch udavaji poéty polymorfnich
mikrosateliti odvozenych od konkrétni skupiny (respektive druhu tu¢naka).

B Tucnak zlutorohy (1)
B Tu¢nak Humboldtiv (1)

¥ Tucnék galapazsky (1)

Tucnék nejmensi (4)
Tucnak zlutooky (1)
Konzervované ptaci

mikrosatelity (2)
EST ptaci mikrosatelity (2)
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Pocet alel se pohyboval v rozmezi od 2 do 5, coz uvadim v Grafu ¢. 2. Nejvice
alel (5) bylo zjisténo u mikrosatelitu Em8, ktery je odvozen od tu¢naka nejmensiho.
U deviti polymorfnich mikrosatelitti bylo detekovano po 2 alelach (Ech008, Sh1Ca9, M1-
11, Emm 6, Emm 5, CAM-07, CAM-24, TG04-041 a TG11-011). U dvou mikrosatelitt
bylo objeveno po 3 alelach (Emm 8 a Man13).

Graf €. 2: Rozd¢leni 12 polymorfnich mikrosatelitii nalezenych u 6 neptibuznych jedinct
pelikana afrického vzhledem k poctu nalezenych alel. Cisla v zavorkach udavaji pocet
mikrosatelitli u kterych jsem detekovala piislusny pocet alel.

m 2 alely (9)
m3alely (2)
m5alel (1)

U vSech 12 nalezenych polymorfnich mikrosatelitli byla provedena genotypizace,

Ktera je zaznamenana v Tabulce €. 5.

Tabulka €. 5: Genotypy 12 polymorfnich mikrosateliti u 6 nepifibuznych jedinci
pelikana afrického.

Lokus Zdroj Alely Genotypy

Ech008 Tucnak Zlutorohy 2 11 12 11 12 22 11
Sh1Ca9 Tucnak Humboldtav 2 12 11 11 12 112 112
M1-11 Tuchak galapazsky 2 12 11 1/2 11 11 2/2
Emm5 2 1 11 u1 11 172 172
Emm 6 Tushsk nejmensi 2 /1 11 2/2 1/2 11 11
Emm 8 3 1/3 2/2 1/2 2/3 3/3 1/3
Em8 5 3/3 5/5 1/2 3/5 4/5 5/5
Man13 Tucnak Zlutooky 3 2/13 3/3 3/3 1/1 1/3 3/3
CAM-07 Konzervované ptaci 2 22 22 2/2 2/2 11 1/2
CAM-24 mikrosatelity 2 22 202 212 12 22 1/2
TG04-041 EST ptaci mikrosatelity 2 1 12 1/2 12 172 1/2
TG11-011 2 12 2/2 2[2 2/2 22 2/2
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Nékteré z polymorfnich mikrosatelit, které jsem nalezla u 6 nepfibuznych
jedinct pelikdna afrického jsou zobrazeny na nasledujicich elektroforetogramech a to
mikrosatelity Ech 008 (Obrazek ¢. 2), Emm 6 (Obrazek ¢. 3), M1-11 (Obrazek ¢. 4)
a Man13 (Obrazek ¢. 5).

Obrazek ¢&. 2: Elektroforetogram mikrosatelitu Ech008. U 6 neptibuznych jedinct
pelikdna afrického jsem nalezla 2 alely, které jsou na obrdzku vyznaceny Sipkami.

Teplota annealingu byla 58 °C a doba separace byla 90 minut.

i B < alelal
- ' « alela 2

w ty

e
N
Obrazek ¢&. 3: Elektroforetogram mikrosatelitu Emm 6. U 6 nepiibuznych jedinct

pelikdna afrického jsem nalezla 2 alely, které jsou na obrdzku vyznaceny Sipkami.

Teplota annealingu byla 57 °C a doba separace byla 90 minut.

. «— alela 1

«— alela 2

Obrazek ¢. 4: Elektroforetogram mikrosatelitu M1-11. U 6 nepiibuznych jedinct
pelikana afrického jsem nalezla 2 alely, které jsou na obrazku vyznafeny Sipkami.

Teplota annealingu byla 46 °C a doba separace byla 90 minut.

«—alela 1

«— alela 2
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Obrazek ¢. 5: Elektroforetogram mikrosatelitu Man13. U 6 neptibuznych jedinci
pelikana afrického jsem nalezla 3 alely, které jsou na obrazku vyznaceny Sipkami.

Teplota annealingu byla 57 °C a doba separace byla 90 minut.
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6 Diskuze

V experimentalni casti mé bakalafské prace jsem se zabyvala testovanim
polymorfismu pomoci cross-species PCR amplifikace u 6 nepiibuznych jedinci pelikana
afrického (Pelecanus rufescens). Testovala jsem celkové 113 part primert, odvozenych
od 9 druhu tuénaku a to tuénaka uzdickového (Pygoscelis antarctica), t. krouzkového (P.
adeliae), t. zlutookého (Megadyptes antipodes), t. nejmensiho (Eudyptula minor)
t. brylového (Spheniscus demersus), t. Humboldtova (S. humboldti), t. galapazského
(S. mendiculus), t. magellanského (S. magellanicus) a t. Zzlutorohého (Eudyptes
chrysolophus), z nichz jsem polymorfismus nalezla u 8 mikrosateliti, a dale jsem
testovala 60 univerzalnich pta¢ich mikrosateliti (36 konzervovanych ptaéich

mikrosateliti a 24 EST ptacich mikrosatelitti), polymorfismus jsem nalezla u 4 z nich.

Boessenkool et al. (2008) charakterizovali 12 mikrosatelitnich lokust u tu¢naka
Zlutookého, které vykazovaly polymorfismus u 43 jedincti pochazejicich z Campbellova
ostrova. Polymorfismus jsem nalezla u jednoho mikrosatelitu - Man13, u kterého jsem
nalezla 3 alely. Autofi ve své praci uvadéji, ze pii T, 48 °C nalezli 2 alely, pficemz ja

jsem tento mikrosatelit amplifikovala pii T, 57 °C.

Ahmed et al. (2009) popsali u tuénaka zlutorohého celkem 25 mikrosatelitnich
lokust amplifikovanych u 28 jedinct. Ja jsem nalezla polymorfni jen jeden lokus -
Ech008. Autofi nalezli 4 alely, ale teplotu annealingu neuvadéji. J& jsem pii T, 58 °C

detekovala 2 alely.

U tuénaka nejmenSiho bylo celkem ve 2 studiich popsano 28 polymorfnich
mikrosateliti.

Billig et al. (2007) popsali celkem 8 mikrosatelitnich lokusti. Celkem jsem nalezla
3 mikrosatelity, které vykazovaly polymorfismus u 6 neptibuznych jedinct pelikana
afrického. Lokus Emm 5 amplifikovali pii T, 58 °C a nalezli 3 alely u 28 jedinci
z Troubridgeova ostrova a z populace na Filipové ostrové u 28 jedinct nalezli 11 alel. Ja
jsem pii T, 44 °C nalezla 2 alely. Dalsi lokus Emm 6 testovali pii T, 56 °C u 15 jedinct
z Troubridgeova ostrova a nalezli 8 alel a u 21 jedinct pochazejicich z Filipova ostrova
detekovali pouze 3 alely. Ja jsem u lokusu Emm 6 naSla pti T, 57 °C 2 alely. Lokus

Emm 8 amplifikovali pti T, 56 °C u 5 jedincti z Troubridgeova otrova a u 26 jedinctu
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z Filipova ostrova, kde nalezli 3 alely. Stejn¢ jako autofi jsem nalezla 3 alely pti T,
65 °C.

Grosser et al. (2015) objevili dalsich 20 mikrosatelitnich lokust u tu¢haka
nejmensiho. Jediny polymorfni mikrosatelit amplifikovany u 6 neptibuznych jedinct
pelikana afrického byl Em8. Autofi tento lokus amplifikovali pii T, 60 °C a nalezli

celkem 10 alel. Ja jsem pfti T, 65 °C nasla 5 alel.

Akst et al. (2002) charakterizovali u tu¢naka magellanského 4 polymorfni
mikrosatelitni lokusy. Ja jsem pfi svém testovani nalezla jeden polymorfni mikrosatelit
(M1-11). Autofi ziskali monomorfni produkt pii T, 53 °C. Ja jsem nalezla 2 alely, pii T,
46 °C.

Schlosser et al. (2003) nalezli 7 mikrosatelitnich lokusut, které amplifikovali na 24
jedincich tu¢naka Humboldtova. Ja jsem nalezla jeden mikrosatelit, ktery vykazoval
polymorfismus a to lokus Sh1Ca9, u néhoz jsem =ziskala produkt pii Ty 47 °C
a detekovala jsem u n¢ho celkem 2 alely. Autofi amplifikovali tento lokus pii Ty 56 °C

anasli 5 alel.

Z4dny polymorfni mikrosatelit se mi nepodafilo nalézt testovanim mikrosateliti
od tu¢naka uzdickového, u kterého Kang et al. (2015) nalezli celkem 16 mikrosatelitnich
lokusti, ani od tuc¢naka brylového, u n€hoz Labuschange et al. (2013) nalezli 8

polymorfnich mikrosatelita.

Dale jsem testovala 60 part primerd pro amplifikaci univerzalnich ptacich
mikrosatelith u 6 nepfibuznych jedinch pelikdna afrického. Nalezla jsem celkem 2
polymorfni mikrosatelitni lokusy patfici do konzervovanych ptacich mikrosatelitl a 2

mikrosatelity, které se fadi do EST ptacich mikrosatelitii.

Dawson et al. (2010) charakterizovali EST ptac¢i mikrosatelity, pficemz nalezli 36
part primera pro 35 mikrosatelitd. Nasla jsem celkem 2 mikrosatelity, které u 6
neptibuznych jedinct pelikana afrického vykazovaly polymorfismus. U lokusu TG11-
011, testovaného u 4 jedincl zebficky pestré, stejné jako ja autofi nalezli 2 alely pfi T,
52 °C, ja jsem pouzila teplotu annealingu 56 °C. U lokusu TGO04-041, ktery autofi
amplifikovali u 4 jedinct zebficky pestré, stejné jako ja autofi nalezi 2 alely, pfi teploté

annealingu 58 °C. Ja jsem pouzila teplotu annealingu 63 °C. Tyto 2 polymorfni EST
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ptac¢i mikrosatelity, které autofi testovali na 22 druzich ptadkli jsem zaznamenala do

Tabulky ¢. 6. Lokus TG04-041 byl polymorfni na 8 druzich testovanych ptakt a pocet

alel se pohyboval od 2 do 3. Lokus TG11-011 byl polymorfni u 15 testovanych druht

ptakl a pocet alel byl od 2 do 4 alel.

Tabulka ¢. 6: EST ptaci mikrosatelity TG04-041 a TG11-011, které byly polymorfni u 6
nepiibuznych jedinct pelikdna afrického (tato prace) s doplnénymi tdaji o polymorfismu
u dalsich 22 druht ptaka (Dawson et al., 2010). V tabulce je uveden testovany druh,
pocet alel u jednotlivych druht (pismeno M znamena, ze je dany lokus monomortfni,
pismeno P, Ze je dany lokus polymorfni) a v zavorkach pocet testovanych jedinct.

Druh

Zebiicka pestra (Taeniopygia guttata)
Linduska kanarska (Anthus berthelotii)
Vrabec domaci (Passer domesticus)

Amada Gouldova (Erythrura gouldiae)
Sykora konadra (Parus major)

Sykora modtinka (Cyanistes caeruleus)
Straka americka (Pica hudsonia)

Sova palena (Tyto alba)

Kos ¢erny (Turdus merula)

Raékosnik velky (Acrocephalus arundinaceus)
Kolibiik rezavoleskly (Selasphorus rufus)
Popelac $edy (Struthidea cinerea)

Kur bankivsky (Gallus gallus)

Zvonek zeleny (Carduelis chloris)

Kiivka obecna (Loxia curvirostra)

Pénkava obecna (Fringilla coelebs)

Hyl obecny (Pyrrhula pyrrhula)

Vlastovka australska (Petrochelidon ariel)
Sykoftice vinoprsa (Paradoxornis webbianus)
Timaliovec pruhoktidly (Pomatostomus ruficeps)
Kulik motsky (Charadrius alexandrinus)
Agapornis rizohrdy (Agapornis roseicollis)

Pelikan africky (Pelecanus rufescens)

Lokus
TG04-041 TG11-011
2(4) 2(4)
M (4) M (1)
M (4) 2(4)
2(4) 2(4)
M (4) M (4)
M (4) 2(4)
M (4) M (4)
M (4) M (4)
M (4) 4(4)
2(4) 2(4)
M (4) M (4)
M (4) 2(4)
M (4) M (4)
3 (20) P (4)
2 (16) P (4)
2 (20) P (4)
2 (23) P (4)
M (4) 3(4)
M (4) 3(4)
3(4) 2(4)
M (4) M (4)
M (4) 2(4)
2 (6) 2 (6)
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Dawson et al. (2013) popsali celkem 24 pard primerd pro amplifikaci
konzervovanych ptac¢ich mikrosateliti, které amplifikovali u dvou druhi - zebficky pestré
a kura bankivského. Testovala jsem u pelikana afrického vSech 24 mikrosateliti a nalezla
jsem celkem 2 mikrosatelity, které vykazovaly polymorfismus. Dawson et al. (2013)
amplifikovali u 12 jedinct zebticky pestré lokus CAM-07 pti T, 56 °C a nalezli celkem 6
alel. Ja jsem amplifikovala lokus CAM-07 u pelikana afrického pii T, 57 °C a nalezla
jsem 2 alely. Dalsi lokus, ktery vykazoval polymorfismus, byl CAM-24, ktery u 24
jedinct zebiicky pestré mél 6 alel. Ja jsem u lokusu CAM-24, testovaného u pelikana
afrického, ziskala produkt pii T, 60 °C a detekovala jsem 2 alely. Polymorfni
konzervované pta¢i mikrosatelity testované Dawson et al. (2013) u 12 druht ptaka jsem
uvedla do Tabulky ¢. 7. Lokus CAM-07 byl polymorfni u 5 testovanych druht ptaki
apocet alel se pohyboval od 3 do 6 na lokus. Lokus CAM-24 byl polymorfni u 5
testovanych druhtl ptakia a pocet alel se pohyboval od 2 do 6 na lokus.

Tabulka ¢. 7: Konzervované pta¢i mikrosatelity CAM-07 a CAM-24, které byly
polymorfni u 6 neptibuznych jedinct pelikdna afrického (tato prace) s doplnénymi udaji
0 polymorfismu u dal§ich 12 druht ptaka (Dawson et al., 2013). V tabulce je uveden
testovany druh, nazev lokusu a pocet alel vyskytujicich se u jednotlivych druhti (pismeno
M znamena, Ze dany lokus je monomorfni). V zavorkach je uveden pocet testovanych
jedinct.

Druh Lokus
CAM-07 CAM-24
Zebiicka pestra (Taeniopygia guttata) 6 (12) 6 (12)
Vrabec domac (Passer domesticus) 6 (12) M (12)
Linduska kanarska (Anthus berthelotii) M (4) M (4)
Pénkava obecna (Fringilla coelebs) 3(4) M (4)
Hyl obecny (Pyrrhula pyrrhula) 34 M (4)
Sykora konadra (Parus major) M (3) M (4)
Kos ¢erny (Turdus merula) M (3) M (4)
Poktovnik zeleny (Acanthisitta chloris) 34 2(4)
Burnacek dlouhok#idly (Hydrobates leucorhous) M (6) 6 (6)
Sova palena (Tyto alba) M (3) M (4)
Mandelik hajni (Coracias garrulus) M (4) 4(4)
Kur bankivsky (Gallus gallus) M (3) M (4)
Pelikan africky (Pelecanus rufescens) 2 (6) 2 (6)
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V ramci Laboratofe populacni genetiky na Katedie bunécné biologie a genetiky
PiF UPOL byly jiz mikrosatelity, které jsou znamé od zastupcl z fadu tucnaci
a univerzalni pta¢i mikrosatelity, testovany cross-species PCR amplifikaci na dalSich 6
druzich ptakua kladu Aequorlitornithes (nesyta indomalajského - Pechova (2014), potapky
rohade - Filipova (2016), pelikana skvrnozobého - Suldkova (2017), plamefidka
karibského - Zlochova (2017), plamenaka rtzového - Klaclova (2018) a pelikana
kadetavého - Nadvornik, osobni sd€leni). V Tabulce ¢. 8 jsou zaznamenany vSechny
polymorfni mikrosatelity, které jsem detekovala ja u 6 neptibuznych jedinct pelikédna

afrického a porovnala jsem je s témito 6 bakalaiskymi pracemi.

Pechova ve své praci (2014) testovala pomoci cross-species PCR amplifikace 135
para primert u 6 neptibuznych jedincti nesyta indomalajského, z nichz 77 bylo navrzeno
pro mikrosatelity od zastupcl z fadu tu€iidci, z nichz nalezla celkem 5 polymorfnich
mikrosateliti. I kdyz jsme testovaly stejné mikrosatelity, tak pouze jediny lokus Manl13
vykazoval polymorfismus také v mé praci u 6 neptibuznych jedinct pelikana afrického.
Dale Pechova testovala 34 EST ptacich mikrosateliti a nalezla jeden mikrosatelit, ktery
vykazoval polymorfismus a 24 part primerQ, které byly odvozeny pro konzervované
ptaci mikrosatelity, kde detekovala celkem 3 polymorfni, Z nich zadny nebyl polymorfni

u pelikana afrického. Podrobnéji viz Tabulka ¢. 8.

Filipova (2016) testovala polymorfismus u 6 nepiibuznych jedinct potapky
rohace a nalezla celkem 19 polymorfnich mikrosatelitnich lokust. Testovala 171 pard
primert. Od zastupcii z fadu tucnaci nalezla 6 polymorfnich mikrosatelitti, pficemz lokus
Emm 5 byl polymorfni i u pelikana afrického. 7 polymorfnich EST ptacich mikrosatelitl
a 5 polymorfnich konzervovanych ptacich mikrosatelitt. Lokus CAM-24 vykazoval

polymorfismus i u 6 neptibuznych jedinci pelikana afrického (viz Tabulka ¢. 8).

Sulakova (2017) testovala cross-species PCR amplifikaci polymorfismus u 6
nepiibuznych jedincti pelikdna skvrnozobého a nalezla celkem 14 polymorfnich
mikrosateliti. K dispozici méla 173 part primert, z nichz 113 pochazelo od zastupci
z fadu tucndci a nalezla 8 polymorfnich mikrosatelitt. U 36 parQ primert pro EST ptaci
mikrosatelity nalezla 1 polymorfni produkt a z konzervovanych ptacich mikrosatelitt
polymorfismus vykazovalo 5. Lokusy Ech008, Emm 5, Emm 6, Emm 8, Em8 a Man13
jsem méla polymorfni i ja u 6 nepiibuznych jedinct pelikana afrického. Podrobnéji viz

Tabulka ¢. 8.
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Zlochova (2017) testovala celkem 171 parti primertt u 6 neptibuznych jedinct
plamendka karibského. Z tadu tuénaci bylo amplifikovano celkem 113 part primert,
Z nichz nalezla 16 polymorfnich lokusti. Dale testovala celkem 58 part primerti pro
univerzalni pta¢i mikrosatelity kde nalezla 7 polymorfnich mikrosatelitnich lokusi.
Pouze lokus CAM-24 vykazoval polymorfismus béhem mého testovani u pelikdna
afrického. Podrobné¢;ji viz Tabulka ¢. 8.

Klaclova (2018) testovala pomoci cross-species PCR amplifikaci 173 pard
primerd. Polymorfismus testovala na 6 nepfibuznych jedincich plamenaka razového.
Celkem nalezla 24 polymorfnich mikrosatelitnich lokust. 113 part primert bylo
amplifikovano od zastupct z fadu tucnaci a 60 part primerd pochézelo od univerzalnich
ptacich mikrosatelitt. Polymorfismus u pelikéna afrického vykazovaly lokusy Emm 5
aEmS8 od druhti z tadu tucnaci, dale pak lokus CAM-07 a CAM-24 z EST ptacich
mikrosatelitt a TG04-041, jenz je fazen mezi Konzervované pta¢i mikrosatelity (viz

Tabulka ¢. 8).

Tabulka ¢. 8: Srovnani mikrosatelit pochézejicich od druhti z ftadu tucnaci
a univerzalnich ptac¢ich mikrosatelitd, které byly polymorfni u pelikana afrického
s vysledky ziskanymi u dalSich 6 druhti kladu Aequorlitornithes (Pel. afr. - pelikan
africky, tato prace, Pel. skv. - pelikan skvrnozoby, Sulakova (2017), Pel. kad. - pelikan
kadefavy - Nadvornik, osobni sd€leni, Pl. kar. - plamenak karibsky, Zlochova (2017), PL.
riz. - plamenak ruzovy, Klaclova (2018). P. roh. - potapka rohag, Filipova (2016), N. ind.
- nesyt indomalajsky, Pechova (2014)). Ve vSech ptipadech byly testy provedeny na 6
nepiibuznych jedincich. V tabulce je uveden nazev lokusu, testovany druh a pocet alel
nalezenych u jednotlivych druhii. Pismeno M znamena4, Ze dany lokus byl monomorfni.

Lok Druh
OKUS Pel. afr. Pel.skv. Pel.kad. Pl kar. Pl riz. P.roh. N.ind.

Ech008 2 M 2 M 3 M M
ShiCa9 2 M M M M M M
M1-11 2 M M M M M M
Emm5 2 M M 2 2 M 4
Emm 6 2 M M M 2 M M
Emm 8 3 M M M 2 M M
Em8 5 M M M 3 M 4
Man13 3 2 M M 4 M M
CAM-07 2 M M M M M 3
CAM-24 2 M 2 4 2 4 6
TG04-041 2 M M M M M 2
TG11-011 2 M M M 3 M M
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V nedokoncené bakalarské praci, vedené mym Skolitelem (Nadvornik, osobni
sdéleni) bylo testovano pomoci cross-species PCR amplifikaci 173 mikrosatelitnich
lokusi na 6 nepfibuznych jedincich pelikana kadefavého. Z fadu tuciidci bylo
amplifikovano celkem 113 mikrosateliti a pro univerzalni pta¢i mikrosatelity bylo
amplifikovano 60 mikrosatelitti. Celkem byly nalezené pouze 4 polymorfni mikrosatelitni
lokusy, vSechny se 2 alelami. Podrobnéji viz Tabulka ¢. 8. U pelikédna afrického
vykazovaly polymorfismus jen lokusy Ech008 a CAM-24.

Z tabulky ¢. 8 vyplyva nékolik skute¢nosti — zadny z uvedenych mikrosatelitt
nebyl polymorfni u vsech 7 druht ptaki. Za nejuniverzalngjsi mikrosatelit mizeme
povazovat CAM-24, ktery byl polymorfni u 6 ze 7 testovanych druhii, dale mikrosatelit
Emm 5, ktery vykazoval polymorfismus u 4 ze 7 zminénych druhd. Mikrosatelity Em8,
Ech008 a Manl3 byly polymorfni u 3 ze 7 testovanych druhti a mikrosatelity Emm 6,
Emm 8, CAM-07, TG04-041 a TG11-011 byly polymorfni pouze u 2 ze 7 testovanych
druhd. Mikrosatelity Sh1Ca9 a M1-11 byly polymorfni pouze u pelikana afrického, ale

u zaddného z déle testovanych druht kladu Aequorliornithes.

V ramci Laboratoie populaéni genetiky na Katedfe bunétné biologie a genetiky
PiF UPOL bylo doposud u pelikana afrického otestovano celkem 772 mikrosateliti. 388
part primert od 8 riznych fadh ptakd bylo testovano v bakalarskych (Dvotakova, 2010;
Chmelarova, 2010) a v diplomovych pracich (Ranochova, 2008; Mikulova, 2010;
Chmelatova, 2012), v nichz bylo celkem nalezeno 51 polymorfnich mikrosatelit, které
byly vygenotypovany na 12 neptibuznych jedincich pelikana afrického a nasledné byly
otestovany pomoci softwaru CERVUS 3.0 (Kalinowski et al., 2007). U téchto
mikrosatelitti bylo dale zji§téno, zda jsou v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou,
jakou maji vypovidaci hodnotu a frekvenci vyskytu nulovych alel. Déle byly provedeny
testy, zdali nektery z téchto mikrosatelitd neni vazany na Z-chromozom. Pomoci softwaru
GENOPOP 4.7.0 (Rousset, 2008) bylo zkouméano, zda n¢které 2 z 51 polymorfnich

mikrosatelitii nejsou ve vazbé.

Déle bylo v ramci Laboratofe populacni genetiky na Katedfe bunécné biologie
a genetiky otestovano zatim pouze na 6 nepiibuznych jedincich pelikana afrického 386
parti primert pro amplifikaci polymorfnich mikrosateliti. V mé bakalarské praci jsem
testovala 173 part primerd pro amplifikaci polymorfnich mikrosatelitti, 113 od druhd
z tadu tuénaci a 60 pro univerzalni pta¢i mikrosatelity, kde jsem nalezla 12 polymorfnich

mikrosateliti. Dale Kopecnd (2018) testovala 213 parti primerd pro amplifikaci
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polymorfnich mikrosatelitli, z nichz 207 pochazelo od ptakti z fadu trubkonosi, 5 od
ptaktt z tadu dlouhokiidli a 1 od zastupce z fadu pévci, nalezla 24 polymorfnich
mikrosateliti. Téchto celkem 36 mikrosateliti by bylo vhodné v budoucnu téz
genotypovat na 12 neptibuznych jedincich a analyzovat pomoci softwaru CERVUS 3.0
(Kalinowski et al., 2007) a GENEPOP 4.7.0 (Rousset, 2008), aby se potvrdilo, zda jsou

vhodné pro genetické studie U pelikana afrického.

Pokud téchto 36 polymorfnich mikrosatelitii projde bezproblémové témito testy,
poté by bylo celkem pro pelikana afrického 87 nezavislych polymorfnich mikrosatelita.
Zastoupeni polymorfnich mikrosateliti, které byly doposud u pelikana afrického

nalezeny, vzhledem k jejich ptivodu, uvadim v Grafu ¢. 3.

Graf ¢. 3: Polymorfni mikrosatelity, které byly dosud u pelikana afrického testovany
vzhledem K jejich ptivodu (fad resp. skupina).

Brodivi (15)
Plamenaéci (5)

B Veslonozi (29)

B Trubkonosi (24)

B Tucnéci (8)
Dlouhokitidli (1)
Vrubozobi (1)
Konzervované ptaci

mikrosatelity (2)
EST ptaci mikrosatelity

)

Béhem mé bakalaiské prace bylo objeveno a popsano dalSich 34 mikrosateliti od
3 druht tuc¢nakt rodu Pygoscelis (Vianna et al., 2017). Dale 15 mikrosatelitti od ibisa
skalniho z ¢eledi ibisoviti (Wirtz et al., 2016), 15 mikrosatelitd od buiniaka réunionského
(Danckwerts et al., 2016) a 9 mikrosatelitii od buinaka trinidadského (Booth Jones et al.,
2017) z celedi burnakoviti, 11 mikrosatelitt od kormorana neotropického z cCeledi
kormoranoviti (Rodrigues et al., 2017) a 11 mikrosateliti od ¢apa bilého z ¢eledi capoviti
(Feldman Turjeman et al., 2016), proto by bylo vhodné do budoucna provést podrobnéjsi

testy i téchto nove objevenych mikrosatelitd.
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Dale by bylo vhodné otestovat dalsi mikrosatelity od dosud netestovanych tada
kladu Aequorlitornithes. V prvni fadé by bylo vhodné otestovat mikrosatelity, které
pochazeji od fadu dlouhoktidli, aby se zjistilo, ktré z nich jsou vhodné pro populacni
analyzy. Od druht tohoto fadu je znamo téméf 400 mikrosatelitti, z toho jiz 7 bylo v nasi
laboratofi otestovano (Chmelafova, 2014; Kopecna, 2018), z nichz byl u pelikana

afrického polymorfni mikrosatelit Apy07 (Chmelatova, 2014).
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[ Zavér
V mé bakalarské praci jsem pomoci metody cross-species PCR amplifikace

hledala polymorfni mikrosatelity u 6 nepfibuznych jedinct pelikana afrického (Pelecanus

rufescens).

Celkem jsem testovala 173 para primerd, z nichz 113 bylo odvozeno od 9 druhtu
tuc¢nakt a to od tuc¢naka zlutorohého (Eudyptes chrysolophus), t. nejmensiho (Eudyptula
minor), t. zlutookého (Megadyptes antipodes), t. krouzkového (Pygoscelis adeliae),
t. uzdickového (P. antarctica), t. brylového (Spheniscus demersus), t. Humboldtova
(S. humboldti), t. magellanského (S. magellanicus) a t. galapazského (S. mendiculus).
Zbyvajicich 60 partu primerd bylo navrzeno pro amplifikaci univerzalnich ptacich
mikrosatelitti. Ty zahrnovaly 36 pard primerd pro amplifikaci EST ptacich mikrosateliti

a 24 parh primera pro konzervované ptaci mikrosatelity.

Pomoci cross-species PCR amplifikace se mi podatilo nalézt 12 polymorfnich
mikrosateliti. Celkova uspésnost cross-species PCR amplifikace byla 6,93 %. Z tadu
tucnaci bylo celkem 8 polymorfnich mikrosatelita (ispéSnost 7,08 %.) — konkrétné po
jednom mikrosatelitu od tu¢naka zlutorohého, t. Humboldtova, t. galapazského, t.
Zlutookého a 4 mikrosatelity od tucndka nejmensiho. Z wuniverzalnich ptacich
mikrosatelitli jsem nalezla 4 polymorfni mikrosatelity (ispéSnost nalezeni polymorfnich
mikrosateliti byla 6,67 %), z nichz 2 byly EST pta¢i mikrosatelity a 2 konzervované
pta¢i mikrosatelity. Polymorfni mikrosatelity mély teplotu annealingu v rozmezi
44—65 °C a délka elektroforetické separace se pohybovala od 90 do 180 minut.

Zaznamenala jsem 2-5 alel na lokus.
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8 Seznam pouzitych zkratek

A
Bp

C
CAM
cDNA
DNA
dNTPs

EST

PCR

SSRs

STRs

Ta

adenin

pary bazi

cytosin

konzervované pta¢i mikrosatelity (Conserved Avian Microsatellite)
komplementarni deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleova kyselina

deoxyribonukleosid trifosfaty

exprimované sekvenc¢ni useky (Expresed Sequence Tag)
guanin

polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
opakovani jednoduchych sekvenci (Simple Sequence Repeats)
kratké tandemové repetice (Short Tandem Repeats)

thymin

teplota annealingu
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9 Didakticka cast

1)

2)

Zarazeni tématu do vyuky

Ma bakalaiska prace ma SirSi rozsah, ktera je nad ramec RVP, a proto bych se
spiSe zabyvala biologii pelikant, ktera je fazena do biologie zivocichii, coz bylo
také v této praci popsano. Biologie pelikani je vhodné téma pfi studiu stiedni

Skoly a gymnazia.

Plan vyuky

Na téma biologie pelikanii bych si stanovila jednu vyucovaci hodinu. Na zacatku
hodiny bych zdky seznamila s jejich roSitenim, ddle bych pelikdny zatadila do
systému ptakl. Nasledné bych popsala zakladni anatomické a morfologické znaky
tohoto rodu. V dasi ¢asti hodiny bych zakiim rozdala pracovni listy, kde by méli
za ukol doplnit kiizovku o pelikanu africkém a dale vybrat z obrazka siluet ptaka
ty, ktefi patii mezi vodni ptaky. Za spavné vyplnéni pracovniho listu by Zéci byli

ohodnoceni znamkou.
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10 P¥ilohy

10.1 Pracovni list pro Zaky k didaktické casti

Ukol & 1: Vyberte z obrazka siluet ptakd ty, ktefi patii do vodnich ptakd
(Zdroj: https://cz.depositphotos.com/4904322/stock-illustration-birds-silhouettes.html,
navstiveno dne 12. 12. 2018).

3

¥ +Y
TV

Ukol &. 2: Dopliite kifzovku.

Specialné uzpusobené kosti k letu.

Barva pefi pelikdna afrického.

Celed, do které pelikani patii.

Kontinent, na kterém se pelikani nevyskytuji.

Rod ryb, které pelikéani preferuji jako svoji hlavni sloZku potravy.

Jiny nézev pro roztazitelny vak.

N o g s~ w D Pe

Rad, ve kterém se pelikan nachazi.

1. R EN
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10.2 Pracovni list pro ucitele k didaktické ¢asti

Ukol & 1: Vyberte z obrazka siluet ptakd ty, ktefi patii do vodnich ptakd
(Zdroj: https://cz.depositphotos.com/4904322/stock-illustration-birds-silhouettes.html,
navstiveno dne 12. 12. 2018).

3

Mezi vodni ptak nepatii dravci,

které na obrazku najdeme

vpravo nahote, dale pak pstros,
ktery se nachdzi v pravném
4 dolnim rohu, od n¢ho po levé
stran¢ nahote slepice a po levé

strané dole kohout.

¥ 4-Y
TV

Ukol &. 2: Dopliite kifzovku.

1. Specialné uzpusobené kosti k letu.
2. Barva pefi pelikéna afrického.
3. Celed, do které pelikani patii.
4. Kontinent, na kterém se pelikani nevyskytuji.
5. Rod ryb, které pelikani preferuji jako svoji hlavni slozku potravy.
6. Jiny nazev pro roztazitelny vak.
7. Rad, ve kterém se pelikan nachazi.
1. NIEJU[M|A|T|I]|Z]|O|V]|A|N]JE|
2. (S D|E
3.]P|E | [KIA[N|O|V][I |T]I |
4. |AIN|T|A|R|K]|T D|A
5/S|A|/R|D]|I |N Y
6. V|O|L T/ K|O
7.|V]IE|s]|L]O olz]|I
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