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Souhrn

Tato bakalafska prace se zabyva hledanim polymorfnich mikrosatelitovych
lokust u pelikdna bilého a skvrnozobého pomoci techniky cross-species PCR
prostfednictvim primerd odvozenych z DNA ptibuznych druhi ptaki z fadu veslonozi,
plamenaci, brodivi a vrubozobi, jejichz mikrosatelity nebyly dosud u pelikant
testovany.

U obou druhti bylo zvlast' testovano 137 mikrosatelitovych lokust. U pelikana
bilého bylo nalezeno 20 polymorfnich mikrosatelitovych lokusi, 19 z nich mtize byt
pouzito pro testovani paternity, 1 byl kvili velkému poctu stutter bandti nehodnotitelny,
i kdyz byl polymorfni. U pelikana skvrnozobého bylo nalezeno polymorfnich lokust 9.
7 z téchto lokust se d& pouzit pro uréovani paternity, 2 jsou nehodnotitelé opét kvili

ptitomnosti stutter band.



Summary

This bachelor theses deals with finding of polymorphic microsatellite loci in
Great White Pelican and Spot-billed Pelican through the use of technique cross-species
PCR by primers derived from DNA of relative avian species of orders Pelecaniformes,
Phoenicopteriformes, Ciconiiformes and Anseriformes, whose microsatellite loci
haven't been tested yet.

Separately in both species was tested 137 microsatellite loci. In Great White
Pelican were found 20 polymorphic loci, 19 of them can be used for paternity studies, 1
of them was unscorable due to a large number of stutter bands, although was
polymorphic. In Spot-billed Pelican were found 9 polymorphic loci. 7 of them can be
used for paternity studies, 2 of them are unscorable again because of the present of
stutter bands.
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1 Uvod

Mikrosatelity jsou jedny z nejpouzivanéjSich markerd v molekularni biologii.
Jsou to kratké tandemové repetice 0 velikosti motivu 1-6 part bazi vyskytujici se
v genomech prokaryotickych i eukaryotickych organismt. Tyto markery se vyuzivaji
v popula¢nich a paternitnich studiich. Jsou variabilni a kodominantni, maji vysoky
alelovy polymorfismus a snadno mutuji, ¢ehoz se vyuzivd pravé pii determinaci
paternity.

U pelikana skvrnozobého jiz byly popsdny mikrosatelitové lokusy v bakalaiské
praci Mikulova (2008), kdy byly testovany mkrosatelity od vybranych druhi z fadu
veslonozi, brodivi a potapky. V diplomové praci Mikulova (2010) byly u pelikana
bilého i skvrnozobého testovany primery odvozené od riznych druhti z fada veslonozi,
plamenaci, brodivi, vrubozobi, tu¢naci, dlouhoktidli i sudokopytnici. U pelikana bilého
bylo nalezeno 39 polymorfnich mikrosatelitovych lokust, u pelikana skvrnozobého 31
polymorfnich mikrosatelitovych lokust, které byly navrzeny pro determinaci paternity.

V mé bakalatské praci pokracuji v hledani mikrosatelitovych lokust u pelikédna
bilého a skvrnozobého prostiednictvim metody cross-species amplifikace, kdy zkousim

dosud netestované mikrosatelity, které byly polymorfni u ptibuznych druhii ptaka.



2 Cile prace
1. Vypracovani reSerSe na téma bakalaiské prace.
2. Shromézdéni dostupnych literarnich zdroju.

3. PCR amplifikace mikrosatelitovych lokust s vyuzitim cross-species primerd,
které jsou znamé od taxonomicky piibuznych druht ptaka a které dosud nebyly
u pelikdna bilého (Pelecanus onocrotalus) ani pelikana skvrnozobého

(Pelecanus philippensis) testovany.



3 Literarni prehled

3.1 Rad veslonozi (Pelecaniformes)

Do tadu veslonozi se systematicky fadi 5 celedi. Nejznaméjsi je celed
Pelecanidae, do niz patii vSeobecné znami pelikani. Dale celed faetonoviti
(Phaetonidae), terejoviti (Sulidae), kormoranoviti (Phalacrocoracidae), kteti zahrnuji
kormorany 1 anhingy a fregatkoviti (Frigatidae) (Schreiber, 1994). Naopak podle
Nelsona (2005) je fad veslonozi rozdélen do Sesti Celedi, kdy se anhingy netadi do
Celedi kormoranoviti (Phalacrocoracidae), ale tvofi vlastni celed” anhingoviti
(Anhingidae). Veslonozi jsou povazovani za parafyleticky nebo polyfyleticky taxon,
pfestoze maji spolecné morfologické a behaviordlni synapomortfie. Molekularni studie
ukazaly, Ze mezi veslonohé patii také fylogeneticky c¢lunozobec (Balaeniceps) a
kladivou$ (Scopus). Monofyletickou skupinu vytvaieji terejové, kormorani a anhingy
(Gaisler et Zima, 2007).

Do tadu veslonozi patti velci vodni ptaci s veslovaci nohou, kterd ma vSechny
Ctyfi prsty spojené plovaci blanou (Gaisler et Zima, 2007), coz je povazovano za hlavni
znak vyskytujici se u vSech zastupct jinak velice odliSnych skupin tohoto fadu. Zobak
maji mohutny a hluboce rozeklany s mensim nebo vétSim holym hrdelnim vakem, ktery
se nachazi pouze u pelikanti a samct fregatek, u faetond zcela chybi (Schreiber, 1994).
Jejich jazyk je silny, jicen roztazitelny, Zzaludek tfidilny. Maji kostr¢ni Zzlazu,
redukované nozdry a chybi jim vomer (Gaisler et Zima, 2007). T¢lo téchto ptakd je
nepretrzit¢ zasobovano kyslikem diky systému vzdusnych vakt. Okysliceny vzduch
prochézi plicemi pii nadechu i pfi vydechu. Odbocky vypliuji velkou ¢ast hrudniho
koSe i spodni partie krku, kde vytvareji mékké polStaie, u nichz se predpoklada, ze
slouzi k tlumeni narazu na vodni hladinu u druht, které se vrhaji sttemhlav do vody.
Napt. faetoni a terejové (Schreiber, 1994).

Zastupci fadu veslonozi jsou primarné moisti ptaci (Gaisler et Zima, 2007), ale
najdeme je i na jezerech, baZinach a fekach (Schreiber, 1994). Nékteti veslonozi napt.
pelikdani se mohou pfesouvat ze sladké vody na slanou a zase zpét kvili hnizdéni
(Gaisler et Zima, 2007). Napt. pelikan severoamericky hnizdi na pevniné a mimo dobu
hnizdéni migruje na motské pobiezi. VéEtSina druhl tohoto fadu Zzije v tropickém,
subtropickém a mirném pasu, ovSem nékteré¢ druhy kormoranti a tereji davaji prednost

antarktickym a subantarktickym vodam (Schreiber, 1994).



Veslonozi se mohou dozit vysokého veku, ve volné ptirod¢ nad 20 let. Skoro
vSechny druhy hnizdi Vv koloniich, hnizda jsou u tereji i kormorant vzdalena jen
nékolik centimetrii. Mnoho jedinct hnizdi kazdy rok na stejném miste, kde se pafi se
stejnym partnerem. Pro vS§echny druhy plati, Ze oba rodice sedi na vejcich a staraji se o
vylihld mlad’ata. Inkubace vajec trva 4-7 tydni. Mlad’ata jsou hold kromé faetont,
jejichz mlad’ata jsou po vyklubani pokryta Sedym chmytim. Prachové pefi jim naroste
potravu (Schreiber, 1994).

Veslonozi se zivi prevazné rybami, ale svij jidelnicek mohou obohatit i
bezobratlymi zivoCichy, napf. sépiemi. Mohou zrat i vajicka a mlad’ata jinych ptakt
(Schreiber, 1994). Zptisob, jakym se zmocnuji kofisti, se projevuje v celkovém utvareni
téla (Hanzak et Hudec, 1974). Rizné Celedi z fadu veslonozi maji odlisné techniky lovu
ryb. Phalacrocoracidaec a Anhingidae se pro potravu potapéji, pro Sulidae a
Phaethonidae je typicky stftemhlavy pad do vody, Pelecanidae zase natlacuji ryby na
mel¢iny a sbiraji je z vodni hladiny. Fregatidae ryby sbiraji také z hladiny, poptipade
paraziticky od jinych ptaka (Gaisler et Zima, 2007).

Veslonozi jsou dileziti také hospodaisky, jelikoz produkuji obrovské mnozstvi
guana, které tvoii v oblastech u pobtezi Jizni Ameriky chilsky ledek (Gaisler et Zima,
2007). Hlavni rod tvofici gudno jsou kormorani, ktefi vytvaieji nejpocetnéjsi kolonie
moftskych ptakl na svété. Guano je t€Zeno a vyuzivano jako kvalitni hnojivo (Schreiber,

1994).

3.1.1 Celed pelikanoviti (Pelecanidae)

Podle del Hoya et al. (1992) tato ¢eled’ zahrnuje 7 druhi pelikand, pelikana
bilého (Pelecanus onocrotalus), pelikana afrického (Pelecanus rufescens), pelikana
skvrnozobého (Pelecanus philippensis), pelikana kadetavého (Pelecanus crispus),
pelikana australského (Pelecanus conspicillatus), pelikana severoamerického
(Pelecanus erythrorhynchos) a pelikana hnédého (Pelecanus occidentalis). Podle
http://en.wikipedia.org/wiki se k témto 7 druhtim fadi také osmy druh, pelikan chilsky
(Pelecanus thagus). Gosler (1994) zatazuje do této Celedi jesté pelikana mensiho
(Pelecanus roseus).

Jsou to mohutni, téZci ptaci, na sousi neohrabani, ale obratni v lovu ryb. Zobak

maji velmi dlouhy, na konci mirné zahnuty. Spodni Celist je sloZena ze dvou tenkych a
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ohebnych vétvi, které jsou na Spicce spojené. Mezi nimi visi Siroky a roztazitelny vak
(Hanzak et Hudec, 1974). Tito ptaci m&fi od 127 do 170 cm a jejich hmotnost se
pohybuje v rozmezi 2,5 az 15 kg (Gosler, 1994). Barva pefi je u péti ze sedmi druht
bila. Zbylé dva druhy maji barvu tmavsi. Pelikan skvrnozoby je svétle Sedy s cernym
prachovym petim, pelikdn hnédy barvu svého pefi méni. Nékolik mésicti mé stiibrité
Sedéd zada, cerné bricho, bilou hlavu a krk. Zbytek roku ma zlutou hlavu a ¢okoladovée
hnédy krk, vak miize byt zbarven rizné. Ke zméné téchto dvou typt zbarveni dochazi
Vv zavislosti na stadiu hnizdéni (Schreiber, 1994). VSechny druhy maji kiidla dlouhd a
Sirokd, jejich rozpéti se pohybuje od 2 do 2,5 m (Gosler, 1994). Za letu tvofi také
pravidelna hejna, ve kterych dokazi synchronizované plachtit (Svensson et Grant,
2004).

Pelikéni ziji v tropickém 1 mirném pasu obou polokouli, neobyvaji pouze Novy
Zéland, Oceanii a vychod Jizni Ameriky (Hanzak et Hudec, 1974). Hnizdi pfevazné v
blizkosti sladkych vod, kde shané&ji potravu. Jsou schopni hnizdit i ve slanych vodach
(Schreiber, 1994). Ziji tedy v oblastech velkych vnitrozemskych jezer a u usti velkych
fek (Hanzak et Hudec, 1974). Pelikan hnédy je jedinym druhem pelikana, ktery se
dokéze za potravou vrhnout sttemhlav do vody. Ryby lovi pouze v mofi. Muze se zZivit
také mrSinami v okoli rybarskych lodi. Ostatni druhy lovi ryby spole¢né v hejnech.
Zobék s roztazenym vakem ponofi pod vodu a ryby zazenou na mél¢inu, kde je snadno
chytaji (Schreiber, 1994).

Zasnubni ritudly jsou tvoieny vizualnimi signaly a gesty, protoze dospéli ptaci
nejsou schopni vydavat zadné zvuky na rozdil od mlad’at (Schreiber, 1994). Chybi jim
totiz syringealni svaly (del Hoyo et al., 1992). Misto k hnizdéni v kolonii, kde se pocet
jedinct miize pohybovat od péti do tisicti parti, vybira samec. Pohyby hlavy a krku laka
pieletujici samice. Samec s ptiladkanou samici provozuje zasnubni ritual a poté dojde ke
spafeni. Samice zacne stavét hnizdo z materidlu, ktery ji pfinese samec. Hnizda stavi
Z vétvi, na zemi nebo na stromech (Schreiber, 1994). Pelikdn severoamericky, bily a
kadefavy hnizdi na zemi v rdkosinach, kfovinach i na volném prostranstvi (Hanzak et
Hudec, 1974). Pelikan africky a skvrnozoby hnizdi na stromech, pelikin hnédy muze
hnizdit na stromech i na zemi (Schreiber, 1994). Do hnizda samice klade 2 az 4
modrobila vejce, na kterych sedi oba partneti po dobu 30 az 37 dni. Mlad’ata se rodi
hola, jejich zobak neni zatim dlouhy ani silny ve srovnani s velikosti té€la. Zmohutni, az
mlad’atim zacne riist prachové pefi. Rodie je krmi natrdvenymi rybami, které si

mladata lovi z vaku rodict (Hanzak et Hudec, 1974). Vychovavaji je 50 az 70 dni
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(Gosler, 1994), ale pohlavni dospélosti dosahuji az po nékolika letech (Hanzak et
Hudec, 1974).

Systematické zaiazeni rodu pelikan (Gaisler, 1983)

rise: zivocisna (Animalia)
kmen: strunatci (Chordata)
podkmen: obratlovci (Vertebrata)
tfida: ptaci (Aves)

nadrad: letci (Neognathae)

rad: veslonozi (Pelecaniformes)
celed: pelikanoviti (Pelecanidae)
rod: pelikan (Pelecanus)

3.1.2 Pelikan bily (Pelecanus onocrotalus)

Pelikan bily, jinymi nazvy velky evropsky pelikan nebo pelikan rizovy (Nelson,
2005) je jednim z nejznaméjSich druhi pelikanu. Je velky jako labut’ a 1éta s hlavou
poloZenou na zadech (Cerny, 1980). Dospély jedinec ma bilé pefi zespodu s ernymi
letkami (viz obrazek 1), které v dob¢ hnizdéni ziskava ZlutoruZzovy nadech. Vak je
Sedavé zluty, barva duhovky tmava a kolem ocCi se nachazi masové zbarvena lysina,
ktera pfi hnizdéni zoranzovi (Svensson et Grant, 2004). Ve svatebnim Saté ma samec 1
samice také kratkou chocholku v tyle. Na rozdil od jinych druhit mé cervené nohy
(Hanzak et Hudec, 1974). Samci pelikana bilého méfi s natazenym krkem az 175 cm,
jejich hmotnost se pohybuje v rozmezi 9 az 15 kg, samice jsou o néco mensi, méii 148
cm a vazi 5 az 9 kg. Rozpéti kiidel je 226 az 360 cm (del Hoyo et al., 1992). V letu
sttidd plachténi a pomalé Udery kiidel. Léta v liniich nebo v Siku tvaru V (Gosler,
1994). Zobak je dlouhy 43 az 45 cm (Hanzak et Hudec, 1974). Nejvyssi zjistény vék u
pelikéna bilého je 51 let (Veselovsky, 2001).
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Obrazek 1: Pelikan bily za letu
Zdroj: http://www.wildafrica.cz/cs/zvire/pelikan-bily/

Pelikan bily hnizdi v zdpadnich oblastech Asie, na ostrovech Perského zalivu,
v tropické Africe. V Evropé hnizdi pravideln¢ v Rumunsku, Bulharsku a na biezich
Azovského moie. V jinych oblastech Evropy hnizdi jen vyjimecné. Pred 300 lety
hnizdil i na Tiebonisku (Hanzak et Hudec, 1974). Vyhledava sladkou vodu jezer, jezirek
a brakickou vodu delt ek (del Hoyo et al., 1992). Nejblize od nas hnizdi v delt¢ Dunaje
(Cerny, 1980; Gaisler et Zima, 2007), kde jich byva pozorovano 3000 part
(Anonymous, 2006). Hnizdo je tvofeno hromadou sneseného rakosu a méti v praiméru
1,5 m. Na vejcich sedi samice, samec ji stéida rano a vecer, aby se mohla nakrmit. Po 33
dnech se z vajec lihnou 3 az 4 mlad’ata (Hanzak et Hudec, 1974). Podle del Hoya et al.
(1992) klade priimérné dvé vejce, jejichz inkubace trva 29 az 36 dni. Vejce samice snasi
ve dvoudennich intervalech a zahtiva je uz od prvniho snesen¢ho vejce. Kvili tomu je
ve velikosti mlad’at zna¢ny rozdil. Mlad’ata jsou krmena dvakrat denné (Hanzdk et
Hudec, 1974), jako opefenéjsi jsou hnédé skvrnita (Cerny, 1980) a odvazi se na vodu,
kde je rodi¢e krmi. Ve stafi dvou a ptil mésice uz mohou Iétat (Hanzak et Hudec, 1974).
Dospivaji ve tfech az ¢tyfech letech. Pelikan bily patii mezi st€hovavé ptaky, od zati do
listopadu odléta z dunajské delty (del Hoyo et al., 1992) nejéastéji do vychodni Afriky.
Ze severovychodni Evropy mifi na indicky subkontinent (Nelson, 2005).
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Jako vSechny ostatni druhy pelikdnd se zivi hlavné rybami. V Evropé jsou to
kapfi, v Cing parmice, v Indii lovi kaprovité ryby rodu Cyprinodon, v Africe cichlidy.
Ryby ptedstavuji 90 % potravy. Muze se zivit také vajicky nebo mlad’aty kormorant.
Denng sezere 900 az 1200 g potravy. Ryby lovi ve skupinach, samostatné jen v piipadé
nutnosti (del Hoyo et al., 1992).

Neni globaln¢ ohrozenym druhem. Jeho pocet ale béhem predminulého stoleti v
palearktické oblasti, tedy v Evropé, stiedni a severni Asii a Vv severni Africe, poklesl.
Dnes je povaZzovan za regiondln¢ ohrozeny druh. Palearktické populace se odhaduji na
7300 — 10500 part ve 23 — 25 koloniich (del Hoyo et al., 1992). U nas je chovan v ZOO
Zlin, kdy bylo v roce 2009 odchovano 11 mladat téchto ptakd. Dale pelikana bilého
chova ZOO Praha, ZOO Hradec Kralové, ZOO Liberec, ZOO Plzen a ZOO Jihlava.

3.1.3 Pelikan skvrnozoby (Pelecanus philippensis)

Pelikén skvrnozoby, dal§imi nazvy pelikan filipinsky nebo pelikan Sedy (Nelson,
2005) byl diive rozsifen v celé jizni Asii. Dnes obyva spiSe severovychodni Indii a Sri
Lanku, Indonésii a vychod Sumatry (del Hoyo et al., 1992).

Pelikdn skvrnozoby je na rozdil od pelikdna bilého menS$i, samec muze mit
velikost 127 az 152 c¢m, samice je jeSté mensi. Jeho hmotnost se pohybuje okolo 5 kg.
Je ze vSech pelikanti nejmensi (del Hoyo et al.,, 1992). Ma stiibfit¢ Seda zada a
nacernalé prachové pefi. Na bfichu ma pefi bélejsi, ru¢ni letky hnédocerné, na lopatkach
Sedohnédé (viz obrazek 2). Pod kiidly a ocasem je peii narizovélé (Nelson, 2005). Ma
tmavé hnédé nohy, nékdy Sedavé zbarvené. Kdyz nehnizdi, barva peti a chocholka je
mén¢ vyrazna, kiize na hlave je Sedavé zlutd. Mladi a nehnizdici ptaci maji nohy Sedé a
jsou hnédsi (del Hoyo et al., 1992; Gosler, 1994). Na rozdil od pelikana bilého ma
hluboce skiehotavy hlas (Gosler, 1994).
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Obrazek 2: Pelikan skvrnozoby za letu
Zdroj: http://www.naturfoto.cz/pelikan-skvrnozoby-fotografie-3754.html

Mimo hnizdni obdobi se drzi na velkych fekach a potocich (Gosler, 1994). Lze
jej zahlédnout v bazinach, u uGsti ek, na prehradach, zatopenych polich, na jezerech,
slepych ramenech fek, podél pobiezi. Pro hnizdéni vyhledavaji velké Siroké stromy
v bazinatych lesich nebo savanach, na kterych také spi. Nékdy hnizdi na okrajich
ryzovych poli, kde neni rusen. Na 1 strom¢ se mtize nachdzet 3 az 15 hnizd, ¢asto hnizdi
spole¢né s kormorany, ¢apy nebo volavkami. Snasi 3 az 4 vejce, inkubacni doba je 30
dni. Mlad’ata se rodi hola, peti je zprvu snéhoveé bilé (del Hoyo et al., 1992), aplné jim
naroste za 60 az 90 dni (Gosler, 1994). Skvrny na zobdku se objevuji po jednom roce
zivota, zbarveni peti dospélych dosahuji ve tietim roce (Anonymous, 2009). Ve véku 12
tydnli jsou uz nezavisli, ale hnizdo opoustéji az ve staii 4 az 5 mésict (Gosler, 1994).

Zivi se pfevazné rybami, za den jich spoiada az 1 kg. Na rozdil od pelikana
bilého, ktery lovi ve skupinéch, pelikan skvrnozoby lovi vétSinou sam, skupinové pouze
obcas (del Hoyo et al., 1992). Podle Nelsona (2005) obcas ulovi i jestérku, hada nebo
Zabu.

Podle del Hoya et al. (1992) je pelikan skvrnozoby zastoupen v nejmensim pocétu
ve srovnani s ostatnimi druhy pelikant. V roce 1990 bylo napoéitano 4245 ptaku v Indii
a na Sri Lance. A kolem 2200 v Assamu. O rok pozd¢ji bylo v Assamu napocitano 114
ptakii a na Sri Lance 3010. Pocet nejspi§ poklesl kvilli zne€isténi pesticidy, lovem a
zni¢enim zivotniho prostfedi. V jizni Indii vesnicané chrani hnizdici pelikany, kteti

nasledkem toho nejsou tak plasi. Podle Nelsona (2005) je pelikdn skvrnozoby
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povazovan za nejohrozenéjsi druh pelikana. Pokles je velky i pies ochranu téchto ptakt
v narodnich parcich. Dnes je zafazen v Cervené knize ohroZenych ptadich druhi.
Posledni odhady jeho pocetnosti se pohybuji kolem 3500 ptakd (Anonymus, 2009).
Pelikani skvrnozobi jsou v Ceské republice chovani ve dvou zoologickych zahradach,

v Z0OO Zlin a v ZOO Dviir Kralové nad Labem, kde se uspésné rozmnozuji.

3.2 Mimoparové chovani ptaki

Ptaci jsou typic¢ti riznymi druhy partnerstvi, jejich socialni parovy systém je
velmi rozmanity (Petrie et Kempenaers, 1998). Mohou zit v monogamnim i
V polygamnim svazku nebo se dokonce chovat promiskuitné. Uvadi se, Ze
vV monogamnim svazku zije az 97 % ptaka (Veselovsky, 2001).

Aplikace molekularné genetickych technik zptsobila revoluci v pohledu na
partnerské svazky ptakid. Predchozi domnénka, Ze jsou ptaci pfevazné monogamni, byla
vyvracena (Petrie et Kempenaers, 1998). Geneticka monogamie (0 % EPP) byla
potvrzena u méné nez 25 % socialné monogamnich druhd. Pti studiu vrabct byla
monogamie zjisténa pouze ve 14 % piipada (Griffith et al., 2002). Ptaci jsou tedy
monogamni jen velice vzacné (Petrie et Kempenaers, 1998).

Ptiblizné€ u 90 % druhi se vyskytuji mimoparovi potomci, kteti jsou vysledkem
mimoparové paternity (EPP). To znamend, Ze se o mlad’ata stard samec, ktery neni
jejich biologickym otcem. Procento mimoparové paternity s€ muze u riznych druha
lisit (Grifith et al., 2002). U nékterych pta¢ich druhit mimoparova paternita upIné chybi
nebo se vyskytuje jen ve velice malém procentu. Piikladem je buinak ledni (Fulmarus
glacialis) (Petrie et Kempenaers, 1998). Zatimco strnad rakosni (Emberiza schoeniclus)
patii mezi druhy, u kterych se mimoparovi potomci vyskytuji v 55 % piipadu (Grifith et
al., 2002). Rozdily v EPP jsou vyrazné také u druhu patiicich do stejného rodu. Bylo
zjisténo, ze 36 % potomkid rakosnika ostiicového (Acrocephalus paludicola) byli
mimoparovi potomci. Zatimco rakosnik velky (Acrocephalus arundinaceus) mél pouze
3,4 % mimopéarovych mlad’at. Rozdily ve frekvenci EPP se mohou objevit také mezi
riznymi populacemi stejného druhu. Napt. EPP u budni¢ka vétsiho (Phylloscopus
trochilus) byla v jedné populaci nulova, ale v jiné 50 %. U vlhovce Eervenokiidlého
(Agelaius phoeniceus) se procento vyskytu EPP béhem péti let dvakrat zvysilo (Petrie et
Kempenaers, 1998).

Samice vyhledavaji EPP z mnoha rliznych diivodd. Prvnim diivodem muze byt

zabranéni piipadné neplodnosti svého socidlniho partnera. Samice neplodnost zjisti

16



podle samcova fenotypu, nebo ji zjistit nedokdzou. V obou ptipadech samice
vyhledavaji EPP, aby si zajistily potomky. Dalsim divodem, pro¢ samice vyhledadvani
EPP, je zdlraznéni genetické diverzity nebo kompatibility mezi jejich potomky. Uvadi
se také, ze samice vyhledavaji EPP, aby pro své potomky ziskaly dobré geny. Kvalitu
genti samce mohou samice odhadnout podle jeho fenotypu (Griffith et al., 2002).

3.3 Repetitivni DNA

Genomy organismi se skladaji z jedine¢nych usekti obsahujicich geny a z isekti
repetitivnich. Hustota genli se stoupajici sloZitosti eukaryotickych organismil klesa,
protoze genomy vyssich organismt obsahuji velké mnozstvi repetitivni DNA, ktera
zahrnuje rozptylené a tandemové repetice (Snustad et Simmons, 2009), které casto

projevuji zietelnou nestabilitu a dynamiku (Ramel, 1997).

3.3.1 Rozptylené repetice

Rozptylené repetitivni sekvence jsou zastoupeny V genomech jednotlivych
organismu v rizném poctu part bazi. Disledkem toho se velikost genomt u riznych
organismu fadové 1isi. V nékterych eukaryotickych genomech jako napf. v genomu
Drosophily se rozptylené repetice vyskytuji jen v nékolika procentech. Naopak u jinych
druhli organismti predstavuji az 90 % genomu. Je tomu tak napt. u cvréka, lilii nebo
ménavek. U ¢loveka piedstavuji 50 % genomu (Gibson et Muse, 2009).

Nejrozsiten€jsi z repetitivnich sekvenci DNA jsou transponovatelné elementy
(transpozony), které se mohou pfemistovat v rdmci jednoho chromozomu nebo dokonce
z jednoho chromozomu na druhy (Snustad et Simmons, 2009). Transpozony se déli na
DNA transpozony, LINEs, SINEs a retroviry. DNA transpozony se piemistuji tak, ze
Vyuzivaji enzym transpozazu, ktery katalyzuje vystfizeni a vlozeni elementu do jiného
mista genomu. Tato kategorie zahrnuje P-elementy Drosophily, bakterialni IS a
kvasinkové Ty elementy. Zbylé tii kategorie se premistuji prostfednictvim enzymu
reverzni transkriptazy, ktery elementy tvofené RNA piepiSe do DNA. Jde o samostatné
transponovatelné LINEs elementy velké do 8 kb, neautonomni SINEs, dlouhé nékolik
stovek bazi, které jsou na LINEs zavislé, jelikoz pouZivaji pro svilj pfenos jejich
reverzni transkriptazu. Nakonec zde patii retroviry, které jsou dlouhymi terminalnimi

repetitivnimi elementy (LTR elementy) (Gibson et Muse, 2009).

17



3.3.2 Tandemové repetice

Tandemové repetice maji zakladni jednotku opakovani umisténou piimo za
sebou. Tyto repetice s nejvétsim poctem kopii v eukaryotnich genomech nekoduji
proteiny a nepodléhaji ani transkripci. Pokud maji repetitivnich jednotek méné, mohou
nékteré proteiny kodovat. Napt. ribozomalni proteiny nebo proteiny aktinu a myozinu.
Mezi tandemové repetice se mimo telomer a centromer fadi satelity, minisatelity a
mikrosatelity, souhrné oznacovany jako satelitni DNA (Snustad et Simmons, 2009).
Ramel (1997) uvadi, ze rozsifeni trinukleotidovych mikrosatelitovych sekvenci je
spojeno s riznymi zavaznymi nemocemi, jako je napf. syndrom fragilniho X nebo
Huntingtonova choroba. Naopak u vzacnych alel minisateliti bylo zjisténo, Ze jsou
asociované s onkogeny, coz vede k zvySenému riziku vyskytu riznych rakovinovych
onemocnéni. Dynamické chovani repetitivnich sekvenci se tyka také telomer (Ramel,
1997), jejichz tandemové repetice se mohou lisit u riiznych druhil organisml (Snustad et
Simmons, 2009). Pfi bunééném déleni chrani konce chromozomii pied ztratou
kodujicich sekvenci. Telomery jsou udrzovany enzymem telomerazou, ktery u
somatickych bunek ztraci svou aktivitu a burnky tak postupné umiraji. Rakovinné bunky

maji aktivovanou telomerazu a stavaji se nesmrtelnymi (Ramel, 1997).

3.4 Satelity

Satelity jsou tandemové repetice s délkou zakladniho motivu az 5 Mbp (Amour
et al., 1999). Weising et al. (2005) uvadgji, ze nejcastéjsi délka repetitivni jednotky je
100 az 300 bp a jejich pocet se pohybuje mezi 1000 az 100000. Satelity se jako markery

Vv molekularni biologii dnes téméf nepouzivaji.

3.5 Minisatelity

Repetitivni jednotka minisatelitdt ma velikost 10-100 pard bazi (Ramel, 1997;
Buschiazzo et Gemmell, 2006). Nejvice jsou zastoupeny v po¢tu kolem 9 az 30 bp.
Pocet téchto lokust je v lidském haploidnim genomu odhadovdn na 1500 (Ramel,
1997). Obecné minisatelity tvofi hypervariabilni oblast genomu obratlovci, rostlin a
hub. V této oblasti se nachazi vlastni minisatelit, ktery je obklopen jedine¢nymi
sekvencemi DNA (Zima et al., 2004). Minisatelity jsou primarné lokalizovany na koncich
chromozomi v subtelomerickych oblastech, coz souvisi s vysokou hustotou chiasmat
béhem meidzy. Kratké usporadani repetic mize byt stabilni miliony let, zatimco dlouhé

alely mohou mit extrémné vysokou frekvenci muta¢nich zmén. Proto muta¢ni frekvence
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minisateliti nezavisi na délce alely tak, jako u mikrosateliti (Ramel, 1997). Proménlivost
minisateliti je zplUsobena vysoce variabilnim a rozdilnym poétem jednotek, nikoli
substitucemi bazi (Zima et al., 2004; Weising et al., 2005). Muta¢ni zmény nejsou nahodné
rozlozené, ale vyskytuji se pfevazné na jednom konci lokusu. VétSina téchto lokust
vykazuje extrémni polymorfismus, zapti¢inény zménami v poctu repetic (Ramel, 1997).
Minisatelity jsou markery vyuzivané v genetickém fingerprintingu (Brown, 2007) nebo

piiurovani paternity (Weising et al., 2005).

3.6 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou jednoduché tandemové repetice DNA vice nebo méné
zastoupené v genomech kazdého prokaryotického a eukaryotického organizmu
(Chambers et MacAvoy, 2000; Zane et al., 2002; Oliveira et al., 2006) pfitomné
v kodujicich i nekodujicich oblastech (Zane et al., 2002). Nejvice se vyskytuji zejména
u mnohobuné¢nych organizmt (Ramel, 1997). Dilezitost ziskaly béhem minulého
stoleti, kdy je védci shledali pozoruhodnymi markery pro molekuldrni biologii
(Chambers et MacAvoy, 2000). Jsou oznacovany jako kratké tandemové repetice (short
tandem repeats, STRs) (Brown, 2007) nebo jako jednoduché repetitivni sekvence
(simple sequence repeats, SSRs) (Toth et al., 2000; Li et al., 2002; Oliveira et al.,
2006). Spolu s minisatelity patii do skupiny genomickych sekvenci znamych pod
nazvem variabilni pocet tandemovych repetici (Variable Number of Tandem Repeat,
VNTRs) (Buschiazzo et Gemmell, 2006). Jsou vSeobecné pouzivanymi genetickymi
markery. Jejich specifickou vlastnosti je to, Ze podléhaji mutacim ve vétSim méfitku nez

zbytek genomu (Oliveira et al., 2006).

3.6.1 Velikost a déleni mikrosatelitu

Mikrosatelity zahrnuji tandemové kopie dvou, tfi, ¢tyf nebo pétinukleotidovych
repetitivnich jednotek (Brown, 2007; Snustad et Simmons, 2009). Podle Ramela (1997)
je velikost repetitivniho motivu 2 az 4 jednotky. Naopak Oliveira et al. (2006) uvadéji,
ze se velikost repetitivni jednotky pohybuje od 1 do 6 paru bazi. Kazda repetice se miize
opakovat 5 — 20krat. V lidském geonomu je nejméné 650000 STRs (Brown, 2007).

Mikrosatelity se déli podle poctu repetic na mononukleotidové, dinukleotidové,
trinukleotidové, tetranukleotidové, pentanukleotidové a hexanukleotidové. U
mononukleotidovych repetic jsou obecné u druhd poly A/T tseky vice zastoupeny nez

poly C/G useky. SSRs s dinukleotidovym repetitivnim motivem jsou u vétSiny druhtl
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zastoupeny v 48-67 % (Wang et al., 1994). U vsech ¢lenovcl a obratlovet je nejvice
frekventovany motiv AC. Repetice CG se vyskytuje jen vzacné, napt. vV kodujici oblasti
je znama 16 bp repetice CG, ktera koduje beta adrenergni receptor u Canis familiaris. U
vyssich rostlin, kvasinek a hub jsou nejCastéjsi dinukleotidové repetice AT.
Trinukleotidové repetice jsou obecné u vSech taxonl nejvice zastoupeny v motivech
ACG a ACT. Patii k nejzajimavéjsim, jelikoz hraji velkou roli v mnoha lidskych
degenerativnich chorobach (syndrom fragilniho X, Huntingtonova choroba, myoticka
dystrofie, bulbospinalni muskularni atrofie a dédi¢na rakovina tlustého stieva) (Toth et
al., 2000). Nejcastéjsimi tetranukleotidovymi repeticemi jsou ty, které obsahuji G a C
baze. U pentanukleotidovych repetic jsou casté sekvence AAAAC nebo AAAAT.
Hexanukleotidové repetice jsou druhym nejrozsifenéj$im typem repetic v exonech po
trinukleotidovych repeticich. U primatd, rostlin a kvasinek jsou bohaté na A a T baze.
Nejcast€jsi repetici je AACCCT, shodna s telomerovym motivem (T6th et al., 2000).

Mikrosatelity jsou klasifikovany podle typu repetitivni jednotky, jako Uplné,
neuplné, pirerusené nebo slozené. V uplném (perfect) mikrosatelitu neni repetitivni
sekvence  prerusena  jinou  bazi, ktera do  motivu  nepatfti  (napf.
TATATATATATATATA), zatimco v neuplném (imperfect) mikrosatelitu se nachazi
baze navic, ktera opakujici se jednotky preruSuje (napi. TATATATACTATATA).
V piipadé preruSseného mikrosatelitu se v opakované sekvenci nachazi mala odliSna
sekvence, ktera neodpovida repetitivnimu motivu (napt.
TATATACGTGTATATATATA). Naopak sloZzeny mikrosatelit obsahuje dvé sousedni
odlisné opakujici se sekvence (napi. TATATATATAGTGTGTGTGT) (Oliveira et al.,
2006).

Diky jejich vysoké mutabilit¢é maji mikrosatelity vyznamnou roli v evoluci

genomu utvafenim a zachovavanim kvantitativni genetické variace (T6th et al., 2000).

3.6.2 Muta¢ni mechanismy u mikrosateliti

Mikrosatelity jsou v nékterych piipadech az extrémné nestabilni (Ramel, 1997).
Jsou povazovany za polymorfni markery, protoZze snadno podl€¢haji spontdnnim
mutacim, ¢imZ ztraceji nebo ziskavaji uréity pocet repetitivnich jednotek. Mezi dva
zakladni muta¢ni mechanismy patii replikaéni sklouznuti DNA polymerazy a

interchromozomalni vymeéna (Buschiazzo et Gemmel, 2006).
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Sklouznuti DNA polymerdzy je hlavnim mechanismem, diky kterému se
mikrosatelity stavaji variabilnimi. DNA polymeraza pfti replikaci sklouzne, coz vede k
tomu, ze se ob¢ vlakna vzajemné posunou a poté chybné spoji (Buschiazzo et Gemmel,
2006). Pii nasledujici replikaci dojde k inzerci nebo deleci repetitivnich jednotek
(Ellegren, 2004). K sklouznuti mtze dojit také pii opravach DNA (Ramel, 1997).
Vétsina téchto sklouznuti ma za nasledek 63-65 % bodovych mutaci (Buschiazzo et
Gemmel, 2006).

Druhy  mechanismus mutaci, interchromozomalni vyména, spociva
v rekombinaci nebo v nerovnomérném crossing overu. Kazdy z nich muze zpusobit
zkraceni nebo rozSiteni kopii zdkladniho motivu. Pisobeni rekombinace méa daleko
vétsi vliv na variabilitu minisatelitd nez mikrosatelitd (Buschiazzo et Gemmel, 2006).

PtedevS§im na CG bohaté trinukleotidy a CA dinukleotidové repetice vykazuji
vysokou nestabilitu a jsou variabiln€j$i nez ostatni typy repetic. Divod neni znam

(Ramel, 1994).

3.7 Hledani novych mikrosatelitovych lokust

Existuji dva zptsoby, jakymi lze najit nové mikrosatelitové lokusy. Bud’ je lze
ziskat de novo, kdy se izoluji z genomové knihovny daného druhu (Zane et al., 2002)
nebo metodou cross-species PCR, kdy jsou mikrosatelity ziskavany pomoci PCR reakce
S pouzitim primeri od pfibuznych druht (Primmer et al., 2005).

U hledani mikrosateliti de novo je kvalitn¢ izolovana DNA zkoumaného druhu
nastipana na fragmenty restrik¢nimi enzymy nebo ultrazvukem (Zane et al., 2002).
Nejcastéji byvaji pouzity restrikéni enzymy Rsal a BstUl (Glenn et Schable, 2005).
Vybér restrikéniho enzymu zavisi na pozadovanych délkach fragmenti DNA a na typu
konct restrik¢nich fragmentt, které mohou byt lepivé nebo tupé. Fragmentovana DNA
je poté rozdélena podle velikosti pomoci gelové elektroforézy. Pouzity jsou malé
fragmenty o velikosti 300-700 bp, které jsou vlozeny do plazmidového vektoru bud’
ptimo nebo po spojeni se specifickymi adaptory. V tomto kroku mize dojit k ziskani
nizkého poctu rekombinantd, nebo k nezZddoucimu vytvofeni spojli mezi restrikénimi
fragmenty. Plazmid je poté vlozen do kompetentnich bakterialnich bunék. Tato
transformace poskytuje tisice rekombinantnich klontl, které jsou nasledné provérovany,
zda-li obsahuji sekvenci mikrosatelitt. Ttidéni pozitivnich kloni je provedeno
prostiednictvim Southern blotu a nasledné hybridizace se znacenou probou. Pozitivni

klony jsou namnozeny a sekvenovany. Primery jsou navrzeny podle jedine¢nych
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sekvenci, které dany mikrosatelit ohranicuji. Tento zplsob hledani mikrosatelitovych
lokusti je pomérné drahy a ¢asove naro¢ny (Zane et al., 2002).

Cross-species PCR amplifikace neni technikou tak ¢asoveé naro¢nou jako izolace
mikrosatelitt de novo. Je i pomérné levnéj$i, a proto daleko vice vyuZzivangjsi.
Mikrosatelitové lokusy nejsou hledany piimo v DNA daného druhu. Pro cross-species
PCR jsou pouzity primery od fylogeneticky piibuznych druhd, u kterych ohranicuji jiz
nalezené polymorfni mikrosatelitové lokusy. Tato metoda zkousi, jestli se mikrosatelity
nalezené u pifibuznych druhi budou nachazet v genomu ndmi studované¢ho druhu, a

pokud ano, zda budou polymorfni (Primmer et al., 2005).

3.8 Vyuziti mikrosateliti

Mikrosatelity jsou nejrozsifenéjSimi aplikovanymi molekularnimi markery
pouzivanymi V genetickych studiich. Pouzivaji se u paternitnich testi (Oliveira et al.,
2006), pro identifikaci pohlavi a osob, k urceni biologické historie populaci (Chambers
et McAvoy, 2000). Slouzi také k pfesnéjsimu mapovani genomu, jelikoz se vyskytuji ve
vétsim poctu alelickych forem na rozdil od dvou alel u RFLP (Brown, 2007). Jsou tedy
cenné pi1 konstrukci map eukaryotickych chromozoml o vysoké hustoté. Divodem
takového rozsahu aplikaci mikrosatelitii je to, ze jsou kodominantni a mnohoalelové,
jejich analyza je vysoce reprodukovatelna s velkou rozliSovaci schopnosti (Oliveira et

al., 2006).

3.8.1 Vyuziti mikrosatelita pri studiu paternity

Mikrosatelity jsou molekularni markery s vysokym alelovym polymorfismem.
Jsou somaticky stabilni, vysoce variabilni a kodominantni. Diky vysokému poctu alel a
jejich kodominanci se daji tyto markery dobie vyuzit pro uréovani paternity. Frekvence
vzniku mutaci je tak vysoka, aby alelovy polymorfismus zlstal zachovan. Data ziskana
studiem mikrosateliti slouzi K zjiStovani ptibuzenskych vztahtt mezi jedinci rtznych

ptacich druhti. Zjist'uji se takto mimoparova mlad’ata a vnitrodruhovy hnizdni parazitizmus.

3.8.2 Vyuziti mikrosatelita v ornitologii

Cross-species PCR amplifikace mikrosatelitovych lokust je technika nejvice
studovna u ptaka (Primmer et al., 2005). Poprvé byla vyzkousena na 48 rtznych
druzich ptakli pomoci primerti odvozenych od vlaStovky obecné a lejska ¢ernohlavého

(Primmer et al., 1996).
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Pfestoze jsou mikrosatelity nejpouzivanéjSimi markery ve studiu populacni
biologie a genetiky, jeden z limitujicich faktorti jejich aplikace je nedostatek
,univerzalnich PCR primert, které by mohly uspésné amplifikovat mikrosatelity u
vétsiny druhil. Urcity stupen amplifikace mikrosatelitd stejnymi primery je mozny mezi
blizce ptibuznymi druhy (Primmer et al., 2005). Technika cross-species PCR vyuziva
primert donorovych druht, ze kterych byly mikrosatelity izolovany. Tyto primery jsou
zkouseny a studovany u piibuznych cilovych druhi. Cim jsou druhy mezi sebou méné
ptibuzné, tim se moznost nalezeni stejného mikrosatelitového lokusu u cilového druhu
snizuje (Primmer et al., 1996). Nevyhodou je také to, Ze se mikrosatelity v genomu
ptaku vyskytuji daleko mén¢, nezZ v genomu savca (Primmer et al., 1997).

Cross-species amplifikace je tak uspé$na, Ze rizné evoluéné genetické studie

byly provadény jedin¢€ za pomoci této techniky (Primmer et al., 2005).

3.8.3 Studium polymorfnich mikrosateliti u pelikania

Mikrosatelitové lokusy byly navrzeny pro dva druhy pelikani: pelikdna bilého
(Pelecanus onocrotalus) a pelikana severoamerického (Pelecanus erythrorhynchos).
Izolovany byly de novo z genomické DNA jedince daného druhu.

Bylo studovano celkem 46 jedinci pelikana bilého: 23 z Namibie a 23
Z populace zijici v jizni Africe. Pro tohoto pelikdna bylo popsano 10 mikrosatelitovych
lokust: PEL086, PEL149, PEL175, PEL185, PEL188, PEL190, PEL207, PEL221,
PEL265 a PEL304. Pocet alel se pohyboval vrozmezi od 2 do 19. Pozorovana
heterozygotnost méla hodnotu od 0,261 do 0,913. 8 z téchto lokust bylo polymorfnich u
piibuznych druhi pelikani: pelikana hnédého (Pelecanus occidentalis), pelikana
severoamerického (Pelecanus erythrorhynchos) a pelikana skvrnozobého (Pelecanus
philippensis) (de Ponte Machado et al., 2009). Pelikan bily je v Africe Siroce
rozsitenym druhem. Na jihu tohoto kontinentu hnizdi ve tfech rtiznych oblastech a tvrdi
se, ze nedochazi ke kifizeni mezi zdpadnimi a vychodnimi populacemi, nekteré studie
tuto teorii ovSem vyvraceji. Nalezené mikrosatelitové lokusy mohou byt proto vyuZzity
ke studiu fylogeografie, coz je disciplina, ktera pomoci molekularnich markeri studuje
pfibuznost mezi jedinci na ur€itém uzemi, mohou slouzit také pro urceni stupné
genového toku mezi koloniemi, stejné tak mohou zkoumat dopad efektu hrdla lahve (de

Ponte Machado et al., 2009).
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Pro pelikdna severoamerického bylo izolovano a charakteritovano 9
polymorfnich mikrosatelitovych lokust: PeEr 01, PeEr 02, PeEr 03, PeEr 04, PeEr 05,
PeEr 06, PeEr 07, PeEr 08 a PeEr 09. Tyto lokusy byly testovany na 23 jedincich
z vychodni a zapadni populace Severni Ameriky. Pocet alel se pohyboval od 2 do 8,
pozorovand heterozygotnost od 0,217 do 0,957. Pelikan severoamericky je nejveétSim
ptakem Severni Ameriky zijicim V koloniich. Hnizdi pfevazné na ostrovech a na zapad¢
Skalistych hor. Tento pelikan byl diive ohrozen vyhynutim, nicméné ochranarské usili
bylo uspésné a pocty pelikdnli se na mnoha mistech obnovily. V roce 2004 vytvarel
nejvetsi kolonii vodnich ptakl na pobiezi jezera v Severni Dakoté. Nalezené genetické
markery mohou byt vyuzity jak ke studiu historie, ekologie a populacni struktury
pelikana severoamerického, tak k jeho ochrané, aby zdstal i nadale symbolem
severoamerického zapadu (Hickman et al., 2008).

Polymorfni mikrosatelitové lokusy u pelikdnli jsou popsany v nékolika
bakalarskych a diplomovych pracich studenti oboru Molekularni a bunécna biologie
Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

Poprvé se studiem polymorfnich lokusi zabyvala bakalafska prace Ranochova
(2006), ktera teoreticky navrhla pouziti polymorfnich mikrosateliti odvozenych z DNA
od n¢kolika druhti volavek a kormoranii. Diplomova prace Ranochova (2008) pokracuje
v praktickém hledani mikrosatelitdi pro pelikana afrického (P. rufescens), pelikana
bilého (Pelecanus onocrotalus) a pelikana kadetavého (P. crispus) pomoci metody
cross-species PCR s vyuzitim primert odvozenych z DNA zastupct fadu veslonozi,
brodivi a potapky. U pelikana afrického bylo nalezeno po 1 polymorfnim mikrosatelitu
odvozeném z DNA kormorana velkého (Phalacrocorax carbo), volavky velké (Ardea
herodias), ibise rudého (Eudocimus ruber) anesyta lesniho (Mycteria americana).
U pelikana bilého bylo nalezeno po 1 polymorfnim lokusu odvozeném z DNA
kormorana velkého, ibise rudého a nesyta lesniho a 4 polymorfni lokusy odvozené
od volavky velké. Pro pelikana kadetavého bylo nalezeno po 1 polymorfnim lokusu
odvozeném z DNA volavky velké a nesyta lesniho.

Bakalarskd prace Mikulova (2008) nalezla 5 polymorfnich mikosateliti pro
pelikana skvrnozobého (Pelecanus philippensis): po 1 odvozeném z DNA kormorana
velkého, ibise rudého a kormorana galapazského (Phalacrocorax harissi) a 2 odvozené
z DNA volavky velké. Na tuto bakalarskou praci navazuje diplomova prace Mikulova
(2010), kde byly nalezeny polymorfni lokusy pro pelikdna afrického, bilého,

kadetavého a skvrnozobého. U pelikana afrického a kadefavého bylo nalezeno 9, u
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pelikana bilého 39 polymorfnich mikrosatelitovych lokust a u pelikdna skvrnozobého
bylo nalezeno celkem 31 polymorfnich mikrosatelitovych lokust, v¢. bakalatské prace
(Mikulova, 2008). U pelikana afrického byl nalezen 1 polymorfni lokus odvozeny
z DNA kormorana galapazského, 2 od ibise japonského (Nipponia nippon), po 3 od
pelikana severoamerického (Pelecanus erythrorhynchos) a pelikana bilého. U pelikana
kadetavého bylo nalezeno po 1 polymorfnim produktu odvozeném z DNA ibise
japonského a plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber), 3 od pelikana bilého a 4
od pelikana severoamerického. Pro pelikana bilého bylo nalezeno po 1 polymorfnim
mikrosatelitu odvozeném z DNA tucnaka krouzkového (Pygoscelis adeliae), tereje
modronohého (Sula nebouxii) a alkounka drobného (Aethia pygmaea), po 2 odvozenych
od kormorana galapazského a volavky zlutozobé (Egretta eulophotes), po 3 od
plamenaka karibského, ¢apa bilého (Ciconia ciconia), kvakose noc¢niho (Nycticorax
nycticorax) a kolpika malého (Platalea minor), po 4 od ibise japonského, fregatky
obecné (Fregata minor) a kormorana usatého (Phalacrocorax auritus) a nakonec 8
odvozenych od pelikana severoamerického. Pro pelikana skvrnozobého bylo nalezeno
po 1 polymorfnim mikrosatelitu odvozeném z DNA ibise rudého, kormorana
galapazského, tu¢naka krouzkového a alkounka drobného, po 2 odvozenych od volavky
velké, plamendka karibského, kvakose no¢niho, kolpika malé¢ho, volavky zlutozobé a
kormorana uSatého, 3 odvozené od fregatky malé, 5 od pelikana bilého a nakonec 7 od
pelikana severoamerického.

Bakalarska prace Chmelafova (2010) se zabyvala hledanim polymorfnich
mikrosatelitti u pelikana kadefavého. Bylo jich nalezeno 11. Po 1 odvozeném z DNA
volavky zlutozobé, alkounka drobného, kormoréana usatého, ibise japonského, pelikana
bilého a tereje modronohého, 2 odvozené od fregatky malé a 3 od plamenaka rizového
(Phoenicopterus roseus).

Bakalafskd prace Dvotakovd (2010) nalezla celkem 27 polymorfnich
mikrosatelitovych lokust pro pelikana afrického. Po 1 odvozeném z DNA volavky
zlutozobé, alkounka drobného, ¢apa bilého, fregatky obecné, ibise japonského a kolpika
malého, po 5 odvozenych od kormorana uSatého a plamenaka rizového, po 2 od
kvako$e noc¢niho, pelikana bilého, tereje modronohého a tereje Cervenonohého (Sula
sula) a nakonec 3 polymorfni mikrosatelity odvozené od tereje guanového (Sula

variegata).
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3.8.3.1 PCR reakce

PCR reakce (polymerase chain reaction) je citliva a v molekularni biologii ¢asto
pouzivana technika, ktera umoznuje rychlé a snadné namnozeni daného tisecku DNA in
vitro bez jakéhokoliv klonovani ve vektorech, coz je jeji obrovskou vyhodou. Principem
PCR je cyklicky se opakujici syntéza novych fetézcli vybranych usekit DNA pfii
katalyze enzymem DNA polymerazou.

Aby PCR reakce probchla, musi reakéni smes obsahovat kromé¢ DNA
polymerazy jeden par primert, 2’-deoxyribonukleosid-5’-trifosfaty (AINTPS), hofe¢naté
ionty Mgz+, pufr a deionizovanou vodu. DNA polymeraza musi byt termostabilni, aby
pi1 vysokych teplotach nezdenaturovala. Pro PCR se proto pouziva napi. termostabilni
Taq DNA polymeraza, izolovana z bakterie Thermus aquaticus. Hofetnaté ionty Mg?*
pusobi jako kofaktor, tvoii rozpustny komplex s ANTPs, ktery rozpoznava DNA
polymeraza, interaguji také s primery a s templatovou DNA. VSechny zminéné slozky
musi byt pfitomny v pfesné stanoveném mnozstvi a koncentraci, aby se pfedeslo vzniku
nespecifickych produktd. PCR reakéni smés se pfidd k vyizolované dvouvliknoveé
DNA, kterd je rozpuSténa v deionizované vodé. Reakce probiha v piistroji zvaném
termocyklér, ve kterém dochdzi k automatickému stiidani teplot.

PCR reakce ma v zasad¢ tii hlavni kroky, ve kterych probihaji odlisné déje
S jinymi naroky na teplotu. Prvnim krokem reakce je predenaturace dvouvlaknové DNA
pusobenim vysoké teploty 94-97 °C po dobu 2-5 min. Poté se smés ochladi na teplotu
46-69 °C (teplotu annealingu) po dobu 30-60 s, pii které dochazi k hybridizaci primera
na specifickd mista templatové DNA. Tato mista ohraniuji usek, ktery chceme
namnoZit a studovat. Primery se vazou na protilehla vldkna denaturované DNA tak, ze
jejich 3’konce sméiuji proti sobé. Tietim krokem je zvySeni teploty na 72 °C, kdy se
aktivuje DNA polymeraza, ktera s vyuzitim energie z ANTPS za¢ne protismérné
syntetizovat nova vldkna ve sméru 5°-3 na matricovych fetézcich. Poté je teplota opét
zvySena na 94-97 °C. Dojde k denaturaci, ktera nasledujici cykly probihd pouze po dobu
15-45 s, protoze Taq DNA polymeraza ma polocas stability pii 95 °C, 40 min. Tyto tii
kroky se cyklicky opakuji 25-35x. Timto postupnym opakovanim dojde
k exponencionalnimu namnozeni, kdy je vytvofena az miliarda kopii hledaného useku

DNA.
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3.8.3.2 Elektroforeticka separace PCR produktu

Elektroforéza je obecné charakterizovana jako Separacni, elektromigracni
analytickd metoda, kterd slouzi k déleni molekul s elektrickym nabojem podle jejich
molekulovych hmotnosti.

Produkty PCR jsou molekulami DNA nesoucimi zaporny naboj, proto putuji
ve stejnosmérném elektrickém poli od katody k anod¢. Dé¢leni molekul probiha v gelu,
vV trojrozmérném makromolekularnim sité¢. Molekuly s niz§im poctem part bazi se
pohybuji v gelu rychleji nez molekuly s vy$§im poctem part bazi. Pro elektroforetickou
separaci PCR produktu mohou byt pouZzity agar6zové nebo polyakrylamidové gely.
Vizualizace produktu je ruzna. Maze byt pouzit dusi¢nan stiibrny, ethidium bromid,

SYBR green nebo jina fluorescencni barviva.

3.8.4 Problémy pri hodnoceni vysledkii

Pouziti mikrosateliti pro determinaci paternity ma také své nevyhody.
Problémem muZe byt vyskyt nulovych alel, stutter bandi nebo homoplazie alel, které

stézuji hodnoceni vysledkl elektroforetické separace PCR produktt.

3.8.4.1 Nulové alely

Prvni nevyhodou pouziti mikrosateliti v genetickych analyzach je pfitomnost
nulovych alel. Nulové alela je definovéna jako jakékoliv alela mikrosatelitového lokusu,
ktera neni technikou PCR amplifikovana, coz zpisobi, Ze se dana alela nezobrazi na
gelu (Dakin et Avise, 2004). Za moznou piiinu je povazovana mutace v mistech
ptiléhajicich k mikrosatelitovému lokusu, nebo-li flanking regions, na ktera se vazou
primery. Jde obvykle o usek blizky 3 konci primeru (Chapuis et Estoup, 2007). Kvuli
mutaci primery nehybridizuji a dany mikrosatelitovy lokus neni amplifikovan. Dalsi
moznou pri¢inou vzniku nulovych alel je odlisnd amplifikace alel, které jsou riazné
velké. Kratsi alely mohou byt amplifikovany intenzivnéni, nez alely delsi (Dakin et
Avise, 2004).

Nulové alely mohou zpisobit nespravné vylouceni potencionalniho otce. Je-li
otec heterozygot pro nulovou alelu, na gelu se jevi jako homozygot, jelikoz nulova alela
neni amplifikovana. Mladé pak miize byt vyhodnoceno jako nepiibuzné. Aby se
pfedeslo nespravnému vylouceni rodiCe, testuje se vice mikrosatelitovych lokusi

(Dakin et Avise, 2004).
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Dnes jsou vyuzivany pocitaové simulace pro studovani evolu¢ni dynamiky
nulovych alel, které odhaduji jejich frekvenci a genetickou vzdalenost (Chapuis et
Estoup, 2006). Nulova alela se da dokazat tak, ze se nasekvenuje PCR produkt
hledaného lokusu u nékterych amplifikujicich alel a upravi se sekvence nenasedajiciho
primeru, ktery se posune o né¢kolik nukleotidii vedle mutace. S takto upravenym parem
primert PCR reakce prob¢hne normalné, vSechny alely se spravné amplifikuji a tento

mikrosatelit se d4 pouzit pro determinaci paternity.

3.8.4.2 Stutter bandy

Stutter bandy doprovazeji hlavni produkty PCR amplifikace jako né€kolik pod
sebou uspotadanych prouzki, které piipominaji standard molekulové hmotnosti.
Nejvyraznéjsi band je piesnou kopii originalni alely, dalsi bandy jsou slabsi a pocet
jejich repetic je mensi, nez u hlavni alely (Luty et al., 1990).

Diivodem vzniku stutter bandi je sklouznuti DNA polymerazy pii syntéze
komplementarniho fetézce v oblasti repetice v pribéhu PCR reakce. Pravdépodobnost
posunuti DNA se zvySuje se snizujici se jednotkou repetice. Z toho vyplyva, Ze se
stutter bandy vyskytuji hlavné u sekvenci s niz§im poctem repetic. Nejvice se jich
nachazi u dinukleotidovych repetic, méné u trinukleotidovych a jest¢ méné u
tetranukleotidovych (Daniels et al., 1998).

Vyskyt stutter bandi mize byt problematicky pii hodnoceni gelu, kdy se tyto
bandy mohou splést s originalni alelou nebo ji prekryt (Walsh et al., 1996). Prilis velky
pocet stutter bandi u mikrosatelitového lokusu muize byt divodem toho, Ze se tento
mikrosatelit nedd pouzit pro determinaci paternity, piestoze je polymorfni. Nelze u n¢j
urdit piesny pocet alel. ReSenim miZe byt pouZiti jiného druhu termostabilni DNA

polymerazy, ktera by vyskyt stutter bandii eliminovala.

3.8.4.3 Alelova homoplazie

Homoplazie je jev, kdy diky mutacim vznikaji stejné velké alely s identickou
sekvenci motivu u rtiznych taxonil a populaci, které nejsou odvozené od spolecného
predka, ale vznikly konvergenci. Jejich pivod se tedy 1i8i (Scribner et Pearse, 2000;
Estoup et al., 2002).
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4 Material a metody

4.1 Material

DNA byla izolovana z krve 6 nepiibuznych jedinct pelikana bilého (Pelecanus
onocrotalus) a 6 neptibuznych jedinct pelikana skvrnozobého (Pelecanus philippensis)
ze ZOO Dvur Kralové nad Labem, kde jsou tito vzacni ptaci spésné chovani. Krev
byla odebréna pracovniky ZOO z tarzalni Zily a umisténa v lyzaénim Queen’s puftu.
DNA byla zkrve ziskana pomoci fenol-chloroformové izolace s predpisobenim
proteinazou K. Ttidenni izolace byla provedena vedoucim prace RNDr. Petrem

Nadvornikem, Ph.D.

4.2 PCR amplifikace hledanych mikrosatelitovych lokusi

SloZeni PCR reaké¢ni smési pro 6 vzorkii:

Deionizovana voda 41,9 ul
Storage Buffer A 10x 6,3 ul
Roztok MgCl, (25 nmol/l) 3,75 ul
Roztok dNTPs (20 mmol/l) 0,65 ul
Primer F (10 umol/1) 3,1ul
Primer R (10 pmol/1) 3,1ul
Taq polymeraza (5 U/ul) 1ul

Po napipetovani vSech slozek do 1,5ml mikrozkumavky jsem tyto
mikrozkumavky zvortexovala a zcentrifugovala. DNA o koncentraci 10-50 pg/ml jsem
napipetovala do PCR zkumavek (strip1). Ke kazdému z Sesti vzorkit DNA 0 objemu 1
ul jsem ptidala 9 pl z PCR mixu. Stripy jsem zvortexovala, zcentrigugovala a umistila
do termocykléru.

Casovy a teplotni profil termocykléru:

94 °C 5 minut

94 °C 30s
35 cykla 50 °C 30s
72 °C 30s

72 °C 7 minut
10 °C neomezené
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Pfi prvnich testech jsem teplotu annealingu nastavila na 50 °C. Mikrosatelity,
které po elektroforetické separaci vypadaly monomorfn€, jsem dale netestovala. U
mikrosateliti, které se zdaly byt polymorfni, jsem teplotu postupné¢ zvySovala, u
nékterych az na 69 °C, aby produkt byl co nejspecifictéjsi a dal se z n¢j odecist presny
pocet alel a genotypy vSech 6 testovanych jedinct. Pokud pfi annealing teploté 50 °C
nebyl elektroforetickou separaci ziskan zadny produkt, teplotu jsem snizila na 48 °C
popiipadé na 46 °C. Pokud ani vtomto piipadé nebyla amplifikace uspésna,

mikrosatelit jsem oznacila jako bez produktu.

4.2.1 Hledani polymorfnich mikrosatelitovych lokusii pomoci cross-

species amplifikace u pelikana bilého a skvrnozobého

Polymorfni mikrosatelitové lokusy jsem hledala pomoci techniky cross-species
amplifikace, kdy jsem do PCR smési pfidavala primery odvozené z DNA piibuznych
druhi ptaka. Tyto PCR mixy jsem nasledné ptidala k DNA pelikana bilého i pelikana
skvrnozobého. Testovala jsem, jestli tyto cCross-species primery, jejichz sekvence
ohranicovala polymorfni mikrosatelitovy lokus u ptibuznych druht ptdkt, budou
amplifikovat mikrosatelitové lokusy u pelikana bilého i skvrnozobého. Primery
pochéazely z DNA ptibuznych druhti z fadu brodivi, veslonozi, plamendci a z méné

piibuznych druht z fadu vrubozobi (viz Tabulka 1).

Tabulka 1: Piehled testovanych mikrosatelitovych lokust u pelikana bilého a

skvrnozobého. Sloupce tabulky uvadéji: tad; zdrojovy druh, ze kterého byl
mikrosatelitovy lokus izolovan; nazev mikrosatelitového lokusu; autora a rok publikace.
., ., Mikrosatelitovy Autor, rok
Rad Zdrojovy druh lokus oublikace
Cap bily CC1, CC3, CC7, Segelbacher,
(Ciconia ciconia) | CC9, CC 10, CC13 osobni sdéleni
Brodivi
(Ciconiiformes) Volavka Er21, Er22, Er23,
dervenava Er24, Er31, Er41, Hill et al., 2010
(Egretta Ee42, Er4d3, Erd4,
rufescens) Er45, Erd6, Ersl
Plamenak
Plamenaci karibsky .
(Phoenicopteriformes) | (Phoenicopterus | Prup7, Prup8, Prup9 Kapil etal., 2010
ruber)
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Tabulka 1: Pokradovani.

v, ., Mikrosatelitovy Autor, rok
Rad Zdrojovy druh lokus ' publikace
Plamenak
(Phé(s;}lgzl;}t[erus Prupl13 Preston, 2005
ruber)
PrA2, PrA3, PrA9,
PrA102, PrA103,
PrA104, PrA105,
PrA110, PrA111,
PrAl113, PrB1, PrB2,
Plamenaci PrB3, PrB102,

(Phoenicopteriformes)

Plamenak rizovy

PrB105, PrB110,

(Phoenicopterus PrC1, PrC6, PrC12, Geraci et al.,
roseus) PrC101, PrC109, 2010
PrCi117, PrC122,
PrD3, PrD4, PrD5,
PrD7, PrD9, PrD10,
PrD12, PrD102,
PrD105, PrD108,
PrD117, PrD121,
PrD126, PrD139
N , | P3A3, P3A4, P3C1,
Faetg‘;‘ Zl‘tﬁoz"by P3D7, P3F3, P3F5, | Humeau et al.,
(Iep‘;"fru‘s’)” P3F7, P3G12, P3H10, | 2010
PAF2, PAG1
Phaari0O1, Phaari02,
Phaari03, Phaari05, Barlow et al
i Phaari06, Phaari08, N
Veslonozi Kormoréan Phaarill, Phaaril2, 2010
(Pelecaniformes) chocholaty | Phaaril4, Phaaril6
(Phalacrocorax
aristotelis)

PhaariO4, Phaari07,
Phaari09, Phaaril3,
Phaaril5, Phaaril7

Barlow, osobni
sdéleni

Kormoran usaty
(Phalacrocorax
auritus)

Dcco-01,Dcco-02,
Dcco-03,Dcco-04,
Dcco-05, Dcco-06,
Dcco-07, Dcco-08

Mercer et al.,
2010
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Tabulka 1: Pokragovani.

v, . Mikrosatelitovy Autor, rok
Rad Zdrojovy druh lokus y publikace
Ss1b-16, Ss1b-51,
Ss1b-57, Ss1b-98,
Terei Ss1b-106, Ss1b-142,
“erven rjl he Ss2b-2, Ss2b-35, Morris-Pocock et
C?SEfa‘;ufa)y Ss2b-48, Ss2b-71, al., 2010
Ss2b-88, Ss2b-92,
Ss2b-110, Ss2b-138,
Ss2b-153
Veslonozi
(Pelecaniformes) SV2A-2, Sv2A-26,
Terej guanovy SV2A-47,5v2A-50, Taylor et al
. Sv2A-53, Sv2A-95, N
(Sula variegata) SV2B-152, SV2B-27, 2010
Sv2B-138
) Sn2A-36, Sn2A-90
Terej modronohy ey P Taylor et al.,
(Sula nebouxii) Sn2A-123, Sn2B-68, 2010

Sn2B-83, Sn2B-100

Vrubozobi
(Anseriformes)

Kachna divoka

APHO7, APHO9

Maak et al., 2000

(Anas
platyrhynchos) | APH08, APH12,
APH13, APH16 Maak et al., 2003
Kachnice
lalognaté (Biziura | BIm1, BIm10, Bim12 | Sudy et Mulder,
2005
lobata)

Kajka motska Paulus et
(Somateria Smol0 Tiedmann,
mollissima) 2003

PiZzmovka velkda | CmAATL16, Stai et Hughes
(Cairina CmMAAT35, 5003 ghes,
moschata) CmAAT38
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4.2.2 Zpracovani PCR produktii

Tento postup je optimalizovan pro pouziti vyhtivané sekvenacni elektroforetické

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

tloustkou gelu 0, 4 mm.

1.

Velké sklo jsem z obou stran omyla destilovanou vodou a vydrhla kartacem,
osusila a oSetfila 96% ethanolem na plose, kterd se bude dotykat gelu.
V digestoti jsem na tuto plochu nanesla ptipravek pro odpuzovani vody ze skel a
nechala pét minut pusobit. Poté jsem sklo oplachla destilovanou vodou ze
stfi¢ky a nakonec osusila.

Mensi sklo jsem pod tekouci vodou s pouzitim saponatu vydrhla kartacem
Z obou stran, osusila a plochu, ktera se bude dotykat gelu, jsem oSetiila 96%
ethanolem. V digestofi jsem na tuto plochu skla nanesla molekularni lepidlo,
které jsem piipravila v 1,5ml mikrozkumavce smichanim 1 ml roztoku 0,5%
kyseliny octové v 96% ethanolu s 3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu.
Papirovym ubrouskem jsem lepidlo rozetiela a nechala ho 5 minut pisobit, aby
zaschlo. Nakonec jsem plochu skla ¢tytikrat oplachla 96% ethanolem a pokazdé
osusila papirovym ru¢nikem.

Velké sklo jsem polozila na polystyrenovou desku oSetfenou plochou vzhiru a
na néj po stranach umistila 0,4 mm silné spacery. Mal¢ sklo jsem oSetfenou
plochou doli polozila na velké sklo a obé sepnula po obou stranach dvéma
Klipsy.

Gel jsem pftipravila v kadince smichanim 60 ml 6% roztoku akrylamid : N,N’-
methylenbisakrylamid 19 : 1, 40 ul N, N, N’, N” - tetramethylethylendiaminu a
400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného. Po promichéni v kadince jsem
roztok zacala postupné nalévat mezi skla a zaroven na né¢ poklepavala, dokud se
cely prostor mezi skly nevyplnil.

V misté, kde se nalival gel, jsem vlozila rovnou stranou hiebinek asi 0,7 cm
hluboko, aby se vytvofila rovna hrana gelu pro pozdé€jsi aplikaci hiebinku.
V misté hiebinku jsem skla sepnula ¢tyfmi klipsy a gel nechala minimalné
hodinu polymerizovat.

Po utuhnuti gelu jsem klipsy odstranila a skla dikladné¢ omyla kartacem od

zbytkll polyakrylamidu. Osusila jsem je papirovym ru¢nikem a pevné upevnila
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10.

11.

pomoci Sroubli do elektroforetické komtrky tak, aby se krat§i sklo
dotykalo hlinikové desky a hrana s hiebinkem smétovala nahoru. Nakonec jsem
utadhla uzaveér na strang, aby neodtékal puft.

Katodovy i1 anodovy prostor jsem zalila 0,5 x TBE pufrem, vytahla hiebinek a
mezeru mezi skly vy¢istila proudem pufru z injekéni stiikacky. Uzaviela jsem
katodovy i anodovy prostor, piipojila elektrody a na zdroji stejnosmérného
elektrického proudu nastavila hodnotu vykonu 90 W, pfiCemz hodnoty
elektrického napéti i proudu jsem nastavila na maximalni hodnotu: 3000 /150
mA. Gel jsem za téchto podminek nechala nahtivat asi 30 minut na teplotu 50
°C. Béhem nahtivani gelu jsem zkumavky se vzorky zcentrifugovala a
Vv digestofi Smichala s 5 pl nandseciho pufru.

Po vypnuti zdroje a odpojeni elektrod jsem prostor mezi skly opét vycistila
proudem vody ze stiikacky. Vzorky jsem dala zdenaturovat na 3-5 minut
do termocykléru. Mezitim jsem mezi skla vlozila hiebinek maximaln¢ 1 mm
hluboko do gelu. Na konci denaturace jsem vzorky okamzité vlozila do ledové
tfiste, aby se zabranilo jejich renaturaci.

Do mezer mezi zoubky hiebinku jsem osmikanalovou pipetou nanesla 2 ul
vzorkl. Po napipetovani vSech vzorkd jsem uzavicla katodovy prostor, zapojila
elektrody a na zdroji stejnosmérného elektrického proudu nastavila hodnotu
vykonu 70 W, hodnoty napéti i proudu ziistaly nastaveny stejné jak u
predehfivani gelu.

Béhem elektroforetického déleni vzorkiu jsem pripravila tyto roztoky: 800 ml
roztoku 10% kyseliny octové (fix/stop roztok), 800 ml roztoku 1% HNOs3, 800
ml roztoku 0,1% roztoku AgNO3 a 800 ml 3% roztoku Na,COj3 (vyvojka), ktery
jsem umistila do chladnicky, aby se vychladil na teplotu nizsi nez 10 °C.

Po uplynuti ¢asu elektroforetického dé¢leni vzorki jsem vypnula zdroj
stejnosmérného elektrického proudu, odpojila obé elektrody a Sroubem na pravé
strané elektroforetické komurky oteviela kandlek, aby pufr z katodové ¢asti
pretekl do sbérného prostoru. Povolila jsem Srouby a skla s gelem vyjmula
z elektroforetické komurky a polozila na misku vodorovné malym sklem vzhtru.
Z prostoru mezi skly jsem vytahla spacery a pomoci noze malé sklo oddélila od
velkého a vlozila na tiepacku do fotomisky gelem vzhiru, kde jsem ho zalila

fix/stop roztokem a nechala ptsobit 20 minut.

34



12.

13.

14.

15.

16.

17.

4.3

Po uplynuti dvaceti minut jsem fix/stop roztok slila zpatky do Erlenmayerovy
banky a sklo tiikrat promyla 1 az 1,5 litru destilované vody. Sklo jsem opét dala
do fotomisky na tfepacku a zalila 1% roztokem HNO3. Po péti minutach jsem
roztok kyseliny vylila do dfezu a sklo ctyfikrat promyla 1 a z 1,5 litry
destilované vody.

Sklo s gelem jsem umistila do druhé fotomisky a zalila 0,1% roztokem AgNOs,
do né&jz jsem tésn¢ pied pouzitim piidala 1,2 ml formaldehydu pro odstranéni
nespecifického pozadi. Tento roztok jsem nechala pisobit na sklo s gelem 30
minut.

Po 30 minutach jsem stiibro slila zpatky do lahve a sklo s gelem ponoftila na pét
vtetin do misky s destilovanou vodou, aby se oplachl piebyteény dusi¢nan
sttibrny. Poté jsem sklo umistila na tfepacku do fotomisky urcené pro
vyvolavani a zalila vyvojkou (800 ml vychlazeného 3% roztoku Na,COs, do
kterého se jsem tésné pred vyvolavanim ptidala 1,2 ml formaldehydu a 160 pl
1% roztoku Na,S,03).

Diky vyvojce se postupné zacaly objevovat hnédocerné stiibrem obarvené
prouzky PCR produkti. Az byly dostatecné zietelné, vyvijeni zbarveni jsem
zastavila fix/stop roztokem, ktery pusobil na gel asi 2 minuty, dokud se
v podob¢ bublinek nevyloucil COx.

Roztok jsem slila a sklo s gelem ponofila na 2 minuty do deionizované vody.
Nakonec jsem sklo dala do susarny, kde byl gel pti 90 °C za 20 minut ususen.
Nakonec bylo sklo vyhodnoceno na negatoskopu, kde byly uréeny polymorfni
mikrosatelity a pocet jejich alel.

Sklo bylo neskenovano a poté s jiz nepotiebnym gelem ponofeno na nékolik
desitek minut aZ nékolik hodin do roztoku NaOH o koncentraci 1 mol/l, kde se

gel kompletné odlepil. Sklo tak mohlo byt pouzito znovu.

Pouzité chemikalie

= Akrylamid (Serva)

= aTaq DNA polymeraza (5U/ul), M1241 (Promega)

=  Bromfenolova modr (Serva)

= Deionizovana voda

= Deoxyribonukleosid trifosfaty (100 mmol/l, 400 pl kazdého), U1240

(Promega)
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Dusi¢nan sttibrny (Lachema)

Ethanol — 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
Ethylendiaminotetraoctan sodny (Na,EDTA) (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 dusi¢na — 65% roztok (Lachema)

Kyselina octova — ledova (Lachema)

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

N-lauroylsarkosin (Sigma)

N,N’- methylenbisakrylamid (Serva)

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

Peroxodisiran amonny (Serva)

Proteinaza K (Sigma)

Clear Vue, Rain Repellent (Turtle WAX)

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

Xylenova modrf (Xylencyanol FF) (AppliChem)
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4.4 Pouzité roztoky

Zasobni roztok 6% akrylamidu:

= 420 g mocoviny

484 ml deionizované vody
50 ml 10 x TBE
150 ml zasobniho 40% roztoku akrylamid : N, N’- methylenbisakrylamid 19:1

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

Zasobni roztok 10x TBE pufru:
= 108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)

55 g kyseliny borité H3BO3
40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

= rozpustit v 800 ml deionizované vody

doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Roztok 10% peroxodisiranu amonného (NH;),S;Os:
= ] g (NH4)25208
= rozpustit v 10 ml deionizované vody

= ychovavat v chladnicce

Roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu:
= 1 ml0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu
= 3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

Polyakrylamidovy 6% gel:
= 60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
= 40 ulN, N, N’, N’- tetramethylethylendiaminu
= 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NH4)2S,0s

NanasSeci pufr pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu:
= 0,125 g bromfenolové modie
= 0,125 g xylenové modie

= 25 ml deionizované vody
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= 100 ml formamidu

Fix/stop roztok:
= 800 ml deionizované vody

= 88 ml ledové kyseliny octové

Roztok 1% kyseliny dusi¢né HNOs:
= 800 ml deionizované vody

= 12 ml 65% HNO3

Roztok 0,1% dusi¢nanu stfibrného AgNO3;:
= (0,89 AgNO;
= objem doplnit deionizovanou vodou na 800 ml

= pied pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu

Vyvojka:
= 800 ml deionizované vody
= 24 g uhli¢itanu sodného Na,COs3
= umistit do chladnicky, aby se vychladil na teplotu nizsi nez 10 °C
= pied pouzitim piidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu
sodného Na,S,03

Roztok hydroxidu sodného NaOH 1 mol/l:
= 40 g hydroxidu sodné¢ho
= rozpustit v 800 ml deionizované vody

= doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Queen’s pufr:
= 10 ml zésobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,8
2 ml zasobniho roztoku NaCl (5 mol/l)

2,92 g ethylendiaminotetraoctové kyseliny (EDTA)

10 g N-lauroylsarkosinu

= rozpustit v 900 ml deionizované vody

pH upravit na 7,5
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= doplnit deionizovanou vodou na 1 |

TE pufr:
= 10 ml z&sobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,0
= 200 pl zdsobniho roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
= rozpustit v 900 ml deionizované vody

= doplnit deionizovanou vodou na 1 | a zfiltrovat

4.5 Laboratorni pristroje

= Elektroforeticky zdroj ECPS 3000/150 (Pharmacia)

= Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

= Chladnicka kombinovana (Whirlpool)

= Laboratorni vahy MARKS G22, Elektronic (Belengineering)

= Magneticka michacka MR Hei-Standard (Heidolph)

=  Mikropipety Finnpipette 0,5 az 10 pl (osmikanalovd) a 0,3 ul az 1 ml
(Labsystems)

= Mikropipety Nichpipet EX 0,5 pl az 1 ml (Nichiryo)

= Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific Ltd)

= Negatoskop NEGAL (Maneko)

= Sekvenacni elektroforeticka komurka S2 (Whatman Biometra)

= Susarna HS 1228 (Chirana)

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

=  Termocyklér PTC 100-96 VHB (MJ Scientific)

=  Termocyklér XP Thermal Cycler (BIOER technology)

= Ttepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

= Vortex MS2 (Ika)

= Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)

=  Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)
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5 Vysledky
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6 Diskuze
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[ Zavér

Ve své bakalaiské praci jsem hledala polymorfni mikrosatelitové lokusy pro
pelikana bilého a skvrnozobého pomoci cross-species amplifikace testovanim primert
odvozenych z DNA ptibuznych druhti ptakti z fadu veslonozi, plamenaci, brodivi a
vrubozobi.

Pro pelikdna bilého jsem nasla 20 polymorfnich mikrosatelitovych lokust.
Z tadu veslonozi byly 3 odvozené z DNA tereje modronohého (Sula nebouxii), 1
odvozeny z DNA tereje guanového (Sula variegata), 4 odvozené z DNA tereje
cervenonohého (Sula sula), 3 odvozené z DNA kormorana chocholatého, 1 odvozeny
z DNA kormorana uSatého a 1 z DNA faetona Zlutozobého. Déle jsem testovala fad
plamenaci, kde jsem nalezla 4 mikrosatelity odvozené z DNA plamenaka rtZzového
(Phoenicopterus roseus). Z fadu brodivi byl odvozen 1 mikrosatelit z DNA ¢apa bilého
(Ciconia ciconia) a 2 odvozené z DNA volavky Cervenavé (Egretta rufescens). 19
z nich navrhuji jako markery pro determinaci paternity. Pouze 1 mikrosatelit byl
nehodnotitelny, piestoze polymorfismus vykazoval. Navrhuji proto pouziti jiné DNA
polymerazy, napt. Pfu polymerazy, ktera by mohla poskytnout lepsi vysledky.

Pro pelikdna skvrnozobého jsem nalezla 9 polymorfnich mikrosatelitovych
lokusu. Zitadu veslonozi jsem naSla 2 mikrosatelity odvozené z DNA tereje
modronohého (Sula nebouxii), 1 odvozeny z DNA tereje Cervenonohého (Sula sula), 1
odvozeny z DNA kormorana usatého (Phalacrocorax auritus) a 1 z DNA faetona
zlutozobého (Phaethon lepturus). Z fadu plamenaci jsem nalezla 2 mikrosatelity
odvozené z DNA plamenaka rizového a 2 odvozené z DNA ¢apa bilého (Ciconia
ciconia). 7 z téchto mikrosatelitd navrhuji jako markery pro determinaci paternity.
Zbylé 2 jsou sice polymorfni, ale nehodnotitelé. Proto navrhuji pouzit jinou DNA
polymerézu.

Amplifikace primert odvozenych z fddu vrubozobi nebyla Uspé$nd u zadného

Z pelikant.
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8 Seznam zkratek

A
bp

C
DNA
dNTPs
EPP

LINEs
PCR
RFLP

SINEs
SSR
STR

Ta
te
VNTR

adenin

par bazi (base pair)

cytozin

deoxyribonukleova kyselina

2’-deoxyribonukleosid-5 "-trifosfaty

mimoparova paternita (extra-pair paternity)

guanin

pozorovana heterozygotnost (observed heterozygosity)

dlouhé rozptylené repetice (long interspersed elements)
polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
délkovy polymorfismus restrikénich fragmentd (restriction fragment
lenght polymorphism)

kratka rozptylena repetice (short interspersed elements)

repetice jednoduchych sekvenci (simple sequence repeats)

kratké tandemové repetice(short tandem repeats)

tymin

teplota annealingu

¢as separace PCR produktu Vv 6% polyakrylamidovém gelu
variabilni po¢et tandemovych repetici (variable number of tandem

repeats)
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