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Souhrn 

  Hledání mikrosatelitových lokusů de novo je časově i finančně náročné. 

Doposud byly v rámci rodu pelikán mikrosatelity odvozeny de novo pouze od pelikána 

bílého (Pelecanus onocrotalus) a pelikána severoamerického (P. erythrorhynchos). Tato 

diplomová práce je zaměřena na cross-species PCR amplifikaci u pelikána bílého a 

pelikána skvrnozobého (P. philippensis). K nalezení polymorfních lokusů u daných 

dvou druhů pelikánů byly použity mikrosatelitové lokusy odvozené od příbuzných 

druhů ptáků. První skupinou mikrosatelitů zvolených pro testování v rámci této práce 

byly lokusy, které poskytly polymorfní produkt u daných druhů pelikánů v rámci 

předchozího výzkumu v Laboratoři populační genetiky na Katedře buněčné biologie a 

genetiky PřF UPOL zahrnující bakalářskou práci Buržáková (2011) a diplomové práce 

Ranochová (2008) a Mikulová (2010). Další skupinou byly mikrosatelitové lokusy 

v předchozích pracích označené u daných druhů za monomorfní, ale které poskytly 

polymorfní produkt u některého z ostatních druhů pelikánů. Poslední skupinu pak 

tvořily mikrosatelity odvozené de novo od čápa východního (Ciconia boyciana) a 

volavky rusohlavé (Bubulcus ibis), které byly v této práci u pelikánů testovány poprvé. 

V průběhu této práce bylo nalezeno, ověřeno a charakterizováno celkem 82 párů 

primerů amplifikujících 84 polymorfních lokusů u pelikána bílého. Z těchto 82 párů 

primerů poskytujících polymorfní produkt bylo 10 párů primerů odvozeno de novo od 

pelikána bílého a v rámci této práce byly zjišteny jejich genotypy kvůli analýze vazby 

s ostatními charakterizovanými polymorfními lokusy. U pelikána skvrnozobého jsem 

pak nalezla 18 polymorfních mikrosatelitových lokusů. U všech těchto lokusů byly 

zjišteny alelové konstituce u většího počtu jedinců a následně byly charakterizovány 

s pomocí statistických programů. Na základě získaných dat byly stanoveny sady 

mikrosatelitových lokusů, které by bylo možno využít k ověření paternity u těchto dvou 

druhů pelikánů a pro populačně-genetické studie. Byly nalezeny také lokusy vázané na 

pohlaví, z nichž jeden lokus je univerzálním pohlavním markerem pro všechny doposud 

zkoumané druhy pelikánů. 



 

Summary 

 Searching for microsatellite loci de novo is time and money consuming process. 

So far, de novo microsatellites were derived only from the Great White Pelican 

(Pelecanus onocrotalus) and American White Pelican (P. erythrorhynchos). This thesis 

is focused on cross-species PCR amplification in Great White Pelican and Spot-billed 

Pelican. Microsatellites originally derived from DNA of closely related species were 

used to test polymorphism in these two pelican species. Microsatellites, that were 

previously found to by polymorphic in DNA of these two pelican species during the 

research in Laboratory of Population Genetics at the Department of Cellular Biology 

and Genetics including bachelor thesis Buržáková (2011) and master thesis Ranochová 

(2008) and Mikulová (2010), were tested as first. Then, microsatellite loci previously 

marked as non-polymorphic but that amplified polymorphic product in other species of 

Pelecanidae family, were tested once again. At last, microsatellites derived from 

Oriental Stork (Ciconia boyciana) and Cattle Egret (Bubulcus ibis), which were not 

tested before in Pelecanidae family, were tested for polymorphism. During this thesis, 

totally 82 polymorphic primer pairs amplifying 84 microsatellite loci were found and 

characterized in Great White Pelican, 18 polymorphic loci in Spot-billed Pelican 

respectively. Ten of 82 polymorphic primer pairs found in Great White Pelican were 

originally derived from this species and genotyped during this thesis to analyze linkage 

of the loci. Genotyping was conducted for all of these polymorphic loci in higher 

number of individuals and all of these loci were characterized using statistical programs. 

Based on obtained data, sets of microsatellite loci were selected to be used for paternity 

confirmation and population studies. Sex-linked loci were also found and one of them 

that seems to be universal marker for sex determination for all pelican species tested so 

far. 
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1 Úvod 

 Mikrosatelity jsou tandemové repetitivní sekvence DNA vyskytující se u 

prokaryotních i eukaryotních organizmů, a to v kódujících i nekódujících oblastech. 

Díky vysokému stupni polymorfizmu nacházejí své uplatnění při ověřování paternity, 

při populačně-genetických či fylogenetických studiích, ale i v medicíně a při forenzních 

analýzách. 

 Tato diplomová práce se zabývá hledáním polymorfních cross-species 

mikrosatelitových lokusů u pelikána bílého (P. onocrotalus) a u pelikána skvrnozobého 

(P. philippensis) a navazuje na předchozí výzkum v Laboratoři populační genetiky na 

Katedře buněčné biologie a genetiky PřF UPOL. K tomuto účelu budou použity 

primery, které již u daných druhů pelikánů byly prohlášeny za polymorfní 

v předchozích bakalářských a diplomových pracích. Dále pak budou retestovány lokusy 

označené v minulosti u zmíněných druhů monomorfní, ale poskytly polymorfní produkt 

u alespoň jednoho z dalších druhů pelikánů. Poslední skupinou testovaných primerů 

budou lokusy, které byly odvozeny de novo od čápa východního (Ciconia boyciana) a 

volavky rusohlavé (Bubulcus ibis), ale u pelikánů dosud nebyly testovány. 

 U všech nalezených polymorfních lokusů budou zjištěny alelové konstituce u 21 

nepříbuzných jedinců pelikána bílého, resp. u 17 jedinců pelikána skvrnozobého 

tvořících chovnou skupinu. Následně budou tyto lokusy charakterizovány pomocí 

statistických programů Cervus a Genepop. 
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2 Cíle práce 

 

1. Vypracování rešerše na téma diplomové práce. 

 

2. Shromáždění dostupných literárních zdrojů. 

 

3. PCR amplifikace a charakteristika polymorfních mikrosatelitových lokusů na DNA 

nepříbuzných jedinců pelikána bílého a pelikána skvrnozobého; jedná se o lokusy 

označené jako polymorfní v diplomových pracích Adély Ranochové a Veroniky 

Mikulové a v bakalářské práci Kateřiny Buržákové. 
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3 Literární p řehled 

 

3.1 Fylogenetické vztahy řádu veslonohých (Pelecaniformes) 

 Řád veslonohých (Pelecaniformes) bývá v současné době dělen na dva podřády 

– Phaethonthes a Pelecani (del Hoyo et al, 1992). První zmíněný podřád je tvořen 

jedinou čeledí faetonovitých (Phaethontidae), druhý pak pěti čeleděmi – anhingovití 

(Anhingidae), fregatkovití (Fregatidae), kormoránovití (Phalacrocoracidae), pelikánovití 

(Pelecanidae) a terejovití (Sulidae). 

 Veslonozí byli až donedávna bez pochybností považováni za monofyletickou 

skupinu (Cracraft, 1985). Toto tvrzení bylo založeno na morfologických a 

anatomických znacích společných všem šesti čeledím, a to hlavně na noze se všemi 

čtyřmi prsty spojenými plovací blanou (tzv. veslovací noha) a na přítomnosti hrdelního 

vaku. Fylogenetické studie předpokládaly, že je nepravděpodobné, aby se tyto znaky 

v průběhu evoluce vyvinuly více než jednou. Kromě monofyletičnosti této skupiny byly 

zkoumány také fylogenetické vztahy v rámci veslonohých i příbuzenské vztahy 

s ostatními řády skupiny Neoaves. Za blízké přibuzné jsou považováni trubkonosí 

(Procellariiformes) a brodiví (Ciconiiformes), i když jediným důkazem dlouho byla jen 

morfologická podobnost fregatek a albatrosů. Velmi diskutovanou otázkou je neustále 

příbuznost čeledi pelikánovitých konkrétně se dvěma zástupci řádu brodiví, a to 

s člunozobcem africkým (Balaeniceps rex) a kladivoušem africkým (Scopus umbretta).  

 Cracraft (1985) provedl numerickou kladistickou analýzu pro ověření 

monofyletičnosti řádu veslonohých (výsledek analýzy zobrazen na Obr. č. 1). K tomuto 

účelu použil 52 morfologických znaků, z nichž 12 vyhodnotil jako synapomorfie 

skupiny veslonohých a prohlásil tak tento řád za monofyletickou skupinu. Na základě 

výsledků kladistické analýzy také prohlásil faetonovité za sesterskou skupinu ostatních 

čeledí, které rozdělil na dvě vývojové větve, kde fregatkovití tvoří první větev, ostatní 4 

čeledi pak větev druhou. Zároveň prohlásil řád trubkonosí za nejbližší příbuzné 

veslonohým a na základě výsledků své analýzy zamítl jakýkoliv fylogenetický vztah 

mezi pelikány a člunozobcem africkým, který by měl podle některých autorů zaujímat 

místo blízko čeledi pelikánovitých.  

 

 



 

 10 

Obr. č. 1: Fylogenetické vztahy řádu veslonohých podle Cracraft (1985). 

 

 První fylogenetická analýza založená na molekulárních datech byla práce Sibley 

et Ahlquist (1990). Autoři v této publikaci využili data získaná DNA-DNA hybridizací 

k porovnání genomů veslonohých s hlavními skupinami žijících ptáků. Největším 

rozdílem mezi výsledky morfologických studií a DNA-DNA hybridizace byla 

příbuznost pelikánovitých s člunozobcem africkým, a to bližší než s ostatními zástupci 

řádu veslonozí. Fregatky byly na základě výsledků DNA-DNA hybridizace zařazeny do 

skupiny s řádem trubkonosí a kormoránovití, terejovití a anhingovití vytvořili 

samostatnou vývojovou větev. Faetoni byli postaveni úplně mimo ostatní skupiny (viz 

Obr. č. 2). Tato práce však bývá často kritizována kvůli chybám v metodickém přístupu 

(Ericson et al., 2006). 

 

Obr. č. 2: Fylogenetické vztahy řádu veslonohých podle Sibley et Ahlquist (1990) 
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 Hedges et Sibley (1994) analyzovali mitochondriální geny pro 12S rRNA a 16S 

rRNA u celkem 16 druhů ptáků z různých řádů a čeledí. Výsledky ukázaly podobné 

údaje jako DNA-DNA hybridizace, tedy že pelikánovití jsou nejblíže příbuzní 

člunozobci africkému a že kormoránovití a terejovití jsou samostatnou vývojovou větví. 

Rozdíl byl naopak v tom, že čeleď fregatkovitých vytvořila společnou vývojovou větev 

s kondory a faetoni byli zařazeni do společné skupiny s kormorány a tereji. Výsledky 

jsou uvedeny na obr. č. 3. 

 

Obr. č. 3: Fylogenetické vztahy řádu veslonohých podle Hedges et Sibley (1994) 

 

 Ericson et al. (2006) provedli analýzu DNA získané od 87 ptačích druhů 

spadajících do 75 skupin. Na základě sekvenčních dat pěti jaderných genů a 

Bayesiánské analýzy prohlásili za monofyletickou skupinu fregatkovité, kormoránovité, 

anhingovité a terejovité. Faetonovití pak byli postaveni zcela mimo ostatní veslonohé a 

pelikánovití do skupiny společně s člunozobci a kladivouši (viz obr. č. 4). 

 

Obr. č. 4: Fylogenetické vztahy řádu veslonohých podle Ericson et al. (2006) 
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 Hackett et al. (2008) využili pro studium evolučních vztahů skupiny Neoaves 

32 kb dlouhou sekvenci z celkem 19 lokusů nukleární DNA. Z výsledků allignmentu 

uvedených na obr. č. 5 odvodili příbuznost mezi řádem veslonohých a brodivých, mezi 

jejichž zástupci došlo k promíchání v rámci jedné fylogenetické větve. Nejbližšími 

příbuznými těchto dvou řádů jsou pak trubkonosí. I tato práce potvrdila na základě 

molekulárně biologických dat příbuznost čeledi pelikánovitých s člunozobci a 

kladivouši. 

 

Obr. č. 5: Fylogenetické vztahy řádu veslonohých podle Hackett et al. (2008). 

 

 Paśko et al. (2011) osekvenovali části tří evolučně nezávislých genů (gen pro 

28S rDNA, ornithin dekarboxylázu a β-fibrinogen), a to u 47 druhů z 29 rodin 

náležejících do skupiny létavých ptáků (Neognathae). Z těchto sekvencí odvodili 

fylogenetické vztahy v rámci testovaných druhů. Výsledky analýzy (viz obr. č. 6) jsou 

podobné jako výsledky předchozích studií založených na molekulárních datech, hlavně 

příbuznost pelikánů s člunozobci a kladivouši a monofyletičnost větve terejovitých a 

anhingovitých. Fregatkovití jsou v kladogramu postaveni jako samostatná skupina a 

faetonovití spadají do skupiny Metaves, narozdíl od ostatních čeledí náležejících mezi 

Neoaves. 
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Obr. č. 6: Fylogenetické vztahy řádu veslonohých podle Paśko et al. (2011). 

 

 Fylogenetické vztahy v rámci řádu veslonozí zůstávají dosud neobjasněné, na 

základě molekulárně biologických dat je lze však prohlásit za polyfyletickou skupinu, 

s blízkou příbuzností pelikánů k člunozobci a kladivouši. Zároveň pak lze říci, že 

nejbližšími příbuznými veslonohých jsou řády trubkonosí a brodiví. 

 

3.2 Čeleď pelikánovití  

 Čeleď pelikánovití je zastoupena jediným rodem pelikán (Pelecanus) se sedmi 

až osmi druhy (Brown et al., 1982, Howard et Moore, 1994). Jako osmý druh býval 

někdy zmiňován pelikán růžový (P. roseus) vyskytující se v jihovýchodní Asii. Tento 

druh je však v současnosti slučován s pelikánem bílým (P. onocrotalus), u něhož byla 

zaznamenána velká variabilita zbarvení i velikosti na jednotlivých lokalitách (del Hoyo 

et al., 1992). Od roku 2007 je uváděn jako samostatný druh pelikán chilský (P. thagus) 

žijící v oblasti Chile a Peru, dříve řazený jako poddruh pelikána hnědého (P. 

occidentalis) (Anonymous, 2012a). 

 Podle způsobu získávání potravy a hnízdního stanoviště lze poměrně snadno 

rozdělit tuto čeleď do tří skupin (del Hoyo et al., 1992). První skupinu tvoří pelikán 

bílý, pelikán kadeřavý (P. crispus), pelikán australský (P. conspicillatus) a pelikán 

severoamerický (P. erythrorhynchos). Tyto čtyři druhy preferují lov ve skupinách a 

hnízdí na zemi zpravidla ve velkých hejnech. Do druhé skupiny náleží pelikán africký 

(P. rufescens) a pelikán skvrnozobý (P. philippensis), kteří hnízdí na stromech a loví 
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solitérně. Do poslední skupiny pak patří pelikán hnědý a pelikán chilský jakožto jediné 

druhy pelikánů, které se při lovu potápějí. Na základě molekulárně biologické analýzy 

mitochondriálních jaderných genů byli pelikáni rozděleni rovněž do tří skupin 

(Kennedy et al., 2013). První skupinu tvoří pelikáni tzv. Starého světa, kam patří 

pelikán skvrnozobý, kadeřavý, africký a australský. Do další skupiny spadá pelikán 

hnědý, chilský a severoamerický. Samostatnou fylogenetickou větev pak tvoří pelikán 

bílý, se slabou vazbou na skupinu pelikánů Starého světa.  

 Morfologicky se jedná o mohutné ptáky patřící mezi jedny z nejtěžších létavých 

ptáků (del Hoyo et al., 1992). Největším z pelikánovitých je pelikán kadeřavý s délkou 

těla až 180 cm, rozpětím křídel 345 cm a váhou přibližně 13 kg. Nejmenším pelikánem 

je naopak pelikán hnědý mající maximálně 114 cm na délku, s rozpětím křídel 200 cm a 

hmotností okolo 4 kg. Samci bývají většinou větší než samice, mladší jedinci jsou 

obvykle těžší. Pravděpodobně nejcharakterističtějším znakem pelikánů je jejich ostře 

zakončený dlouhý zobák dosahující délky až 47 cm u pelikána bílého. Dolní čelist je 

vysoce roztažitelná s obrovským kožním vakem schopným pojmout téměř 14 litrů vody. 

Křídla pelikánů jsou rovná a dlouhá. Opeření je zpravidla bílé, někdy se šedými nebo 

růžovými oblastmi, často s černými či tmavými letkami. Výjimkou je pelikán hnědý 

mající hnědé peří a světlejší krk, jeho zbarvení se však mění v závislosti na ročním 

období.  

 Výskyt zástupců této čeledi je omezen na pobřežní oblasti s mělkou vodou kvůli 

dostatku potravy (del Hoyo et al., 1992). Většina druhů preferuje sladkovodní plochy, 

mohou být však viděni i u lagun a zátok, pelikán hnědý je pak jediným výhradně 

mořským druhem. Jejich potravou jsou ryby, i když pelikán hnědý nepohrdne ani 

zbytky a mršinami z okolí rybářských lodí (Schreiber, 1994). Vetšinou se jedná o 

společenské ptáky, a to během lovu, hnízdění i letu, s výjimkou pelikána skvrnozobého 

a afrického, kteří loví solitérně. Lov zabírá zpravidla minimum času, více než 21 hodin 

denně tráví pelikáni odpočinkem a péčí o peří (del Hoyo, 1992). 

 Let je pro pelikány obtížnou činností díky jejich poměrně velké tělesné 

hmotnosti (del Hoyo et al., 1992). Při vzletu z vodní hladiny se odrážejí dolními 

končetinami za současného rychlého mávání křídly. Pro delší trasy jsou pelikáni 

v tropických oblastech nuceni využívat teplých vzdušných proudů vyskytujících se ve 

dne kolem pobřeží, díky nimž jsou schopni cestovat i 24 hodin bez přestávky a urazit 

vzdálenost až 500 km denně. Maximální zjištěná rychlost letu pelikánů je 56 km/hod.  
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 Pro hnízdění pelikánů musí být splněny dva základní předpoklady (del Hoyo et 

al., 1992) – hnízdní lokalita musí být z dosahu pozemních predátorů a dostupnost 

dostatečného množství potravy pro celou hnízdní kolonii. Doba hnízdění je omezena 

také teplotou, evropské a severoamerické druhy pelikánů proto hnízdí jen od jara do 

září, kdežto tropické druhy celoročně. Pelikání tvoří na hnízdištích rozsáhlé kolonie, 

kdy u druhů hnízdících na zemi byla zaznamenána hustota i 1 hnízdo/m2. Kolonie 

bývají často smíšené s kormorány či se zástupci řádu brodivých. Pelikáni kladou 

zpravidla 1-6 vajec, na jejichž inkubaci se podílejí oba rodiče. Líhnutí mláďat nastává 

po 30-36 dnech, mláďata se líhnou holá a plně opeřená jsou po 10-12 týdnech. Krmení 

se účastní oba rodiče, výjimkou nebývá ani agresivita mezi sourozenci. V úspěšné 

kolonii připadá průměrně jedno odchované mládě na pár. Přestože dospělí pelikáni 

nejsou schopni vydávat zvuky, hnízdní kolonie bývají velice hlučné. Tento hluk bývá 

způsoben především hladovými mláďaty, částečně však také dospělými jedinci při 

ochraně jejich území či při svolávání mláďat. 

 Podle IUCN (International Union for Conservation of Nature) byly na červenou 

listinu zapsány tři druhy pelikánů: pelikán skvrnozobý, hnědý a kadeřavý (Anonymous, 

2012b). Z toho u pelikána skvrnozobého a kadeřavého byl zaznamenán pokles počtu 

volně žijících jedinců. Hlavním problémem, který pelikány ohrožuje, je bezpochyby 

lidská aktivita a rozšiřování zemědělských oblastí (del Hoyo et al., 1992). Mnohá 

obvyklá hnízdiště pelikánů jsou také ohrožena kolísáním hladiny vody a jejich 

zaplavováním či vyrušováním ze strany turistů. Pro pelikány je tak stále složitější najít 

bezpečné a klidné hnízdiště. Severoamerické druhy byly znatelně postiženy působením 

DDT v 70. letech 20. století. Díky ochraně se však počty jedinců vracejí k původním 

hodnotám. V jižní Evropě jsou pelikáni výrazně ohroženi rybáři, kteří je obviňují ze 

snížení výnosu rybolovu, který je v této oblasti pro mnohé rybáře jediným způsobem 

obživy. V 90. letech bylo v Turecku zničeno několik kolonií pelikána kadeřavého 

přesto, že hlavním důvodem poklesu zisků z rybolovu byl nekontrolovaný lov. Ochrana 

pelikánů je tedy v této době zaměřena hlavně na osvětu místních obyvatel a ochranu a 

obnovu hnízdišť zatížených lidskou činností. 
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Obr. č. 7: Pelikán bílý (Pelecanus onocrotalus) vzlétající z hladiny jezera Puiu. 

(Foto: Zdeněk Chmelař ©) 

 

 

3.3 Mikrosatelity 

 Mikrosatelity, známé také jako SSRs (Simple Sequence Repeats) nebo STRs 

(Short Tandem Repeats), jsou tandemově repetitivní sekvence DNA o délce základní 

jednotky repetice 1-6 bp (Buschiazzo et Gemmell, 2006), respektive 1-9 bp (Bhargava 

et Fuentes, 2010). 

 SSR markery se vyskytují v kódujících i nekódujících oblastech genomu, a to u 

eukaryotních i prokaryotních organizmů (Tóth et al., 2000). Mohou vznikat záměnou 

nukleotidu či insercí/delecí několika bp (de novo mikrosatelity) nebo aktivitou 

mobilních elementů (tzv. adoptované mikrosatelity) (Buschiazzo et Gemmell, 2006). Při 

obou těchto procesech vzniká nejprve protomikrosatelit o délce 3-4 jednotek repetice a 

tato sekvence je následně prodlužována či zkracována během replikace sklouznutím 

DNA polymerázy či rekombinací. Tím vzniká vysoký stupeň polymorfizmu typický pro 

mikrosatelitové lokusy, který je jejich hlavní výhodou.  

 Kromě velkého počtu alel patří mezi výhody SSRs snadný postup analýzy, její 

relativně nízká finanční náročnost a jednoduchá reprodukovatelnost mezi laboratořemi 

(Bhargava et Fuentes, 2010). Kombinace těchto vlastností dělá z mikrosatelitů hojně 

využívané markery nejen v populační genetice, ale také v medicínských výzkumech a 

při forenzních analýzách. 
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3.3.1 Hledání mikrosatelitových lokusů 

 Postup izolace mikrosatelitů de novo je obvykle založen na konstrukci parciální 

genomické knihovny, jejím screeningu hybridizací se sondami obsahujícími repetice, 

sekvenování pozitivních klonů, syntéze specifických primerů a optimalizaci podmínek 

PCR (Zane et al., 2002).  

 Tento postup práce je však časově náročný a získá se při něm jen malý podíl 

mikrosatelitových lokusů, a to přibližně 0,04-12 % pozitivních klonů (Zane et al., 

2002). Proto jsou kvůli usnadnění práce i zvýšení efektivity vymýšleny alternativní 

metody. Ty mohou být založeny na PCR amplifikaci s náhodně zvolenými primery 

(RAPD primery) a následné hybridizaci PCR produktů se sondami obsahujícími 

mikrosatelitové repetice nebo na konstrukci primární knihovny s ssDNA a syntéze 

dsDNA se specifickými primery. I tyto alternativní přístupy však mají své nevýhody, ať 

stále relativně nízkou výtěžnost, či obtížný postup u druhů s malým obsahem 

repetitivních sekvencí v genomu, kam se řadí i ptáci (Primmer et al., 1997). Z těchto 

důvodů se často přistupuje ke cross-species PCR amplifikaci. 

 Cross-species PCR amplifikace je metoda hledání mikrosatelitových lokusů 

s pomocí primerů, které byly již v minulosti odvozeny od jiných příbuzných druhů 

(Primmer et al., 1996). Pravděpodobnost úspěšné PCR amplifikace přitom stoupá 

s klesající fylogenetickou vzdáleností zdrojového a testovaného druhu (Primmer et al., 

2005). Dalšími faktory ovlivňujícími úspěšnost cross-species PCR amplifikace jsou 

celková délka mikrosatelitu u zdrojového druhu a teplota annealingu, kdy vyšší 

úspěšnost amplifikace byla zaznamenána u delších mikrosatelitových repetic a při 

snížení teploty annealingu. 

  

3.3.2 Analýza mikrosatelitů 

 Tradičně je postup analýzy mikrosatelitových lokusů založen na PCR reakci 

s použitím specifických primerů a následné elektroforetické separaci. V posledních 

letech je přitom kladen důraz na vývoj postupů kombinujících multiplex PCR a 

následnou detekci pomocí kapilární elektroforézy, jejichž cílem je snížení finančních 

nákladů a časové náročnosti analýzy mikrosatelitových lokusů (Guichoux et al., 2011).  

 Využití multiplex PCR při analýze SSR lokusů je podmíněno několika faktory, a 

to při navrhování multiplex PCR, tak i v jejím průběhu (Guichoux et al., 2011). Při 

použití stejného fluorescenčního značení je nezbytné, aby primery použité pro 
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amplifikaci produkovaly rozdílně dlouhé amplikony. Zároveň pak všechny tyto primery 

musí mít stejnou teplotu annealingu, čehož je možné dosáhnout přidáním několika 

nukleotidů k sekvenci primerů a tím dojde k přiblížení procentuálnímu zastoupení GC 

k 50 %. K PCR amplifikaci musí být také zvoleny takové mikrosatelitové lokusy mající 

minimální výskyt stutter bandů, nulových alel či tzv. split peaks způsobených 

nerovnoměrným přidáváním jednoho nukleotidu (zpravidla adeninu) ke 3` konci PCR 

produktu Taq DNA polymerázou.  

 Důležitou roli při multiplex PCR hraje koncentrace templátové DNA (Guichoux 

et al., 2011). Malé množství templátu může vyústit ve slabou PCR amplifikaci nebo 

v přednostní amplifikaci jedné alely (tzv. allele dropout), příliš velké množství 

templátové DNA naopak vede ke zvýšené tvorbě stutter bandů, neúplné adenylaci PCR 

produktů a příliš vysokému fluorescenčnímu signálu, který se tak stává neměřitelným. 

Běhěm multiplex PCR se mohou také objevit problémy s nerovnoměrnou amplifikací 

testovaných mikrosatelitových lokusů, které mohou být odstraněny zvýšením 

koncentrace primerů u méně amplifikovaných lokusů či naopak snížením koncentrace 

primerů u nejsilnějsích lokusů.  

 

3.4 Mikrosatelity u pelikánovitých 

 V rámci čeledi pelikánovitých byly doposud hledány mikrosatelitové markery de 

novo pouze u dvou druhů, a to u pelikána severoamerického a u pelikána bílého. Daleko 

důkladnější studie pak byly u pelikánovitých provedeny s využitím cross-species PCR 

amplifikace s mikrosatelitovými primery odvozenými od blízce příbuzných druhů. 

 

3.4.1 Mikrosatelitové lokusy odvozené de novo 

 Hickman et al. (2008) nalezli u pelikána severoamerického celkem 9 

mikrosatelitových lokusů a navrhli pro tyto lokusy PCR primery. Následně provedli 

screening a optimalizaci podmínek PCR amplifikace u 23 jedinců tohoto druhu, u 

kterých nalezli 2 až 8 alel na lokus a pozorovaná heterozygotnost se pohybovala 

v rozmezí 0,217-0,957. 

 De Ponte Machado et al. (2009) publikovali 10 mikrosatelitových lokusů 

odvozených od pelikána bílého. Po navržení primerů byly tyto lokusy charakterizovány 

s pomocí DNA 23 jedinců náležejících do dvou různých populací. V rámci této skupiny 
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se počet alel pohyboval v rozmezí 2-19 alel na lokus a pozorovaná heterozygotnost 

dosahovala hodnot 0,261-0,913. Dva z nalezených lokusů přitom neodpovídaly Hardy-

Weinbergovu zákonu, ovšem v obou případech se tato odchylka týkala pouze jedné ze 

dvou studovaných populací. 

 

3.4.2 Cross-species PCR amplifikace 

 De Ponte Machado et al. (2009) po odvození 10 mikrosatelitových lokusů od 

pelikána bílého otestovali navržené páry primerů u dalších tří druhů pelikánů – u dvou 

jedinců pelikána severoamerického, pěti jedinců pelikána hnědého a u jednoho jedince 

pelikána afrického. Kromě lokusů PEL086 a PEL185 u pelikána afrického, které se 

neamplifikovaly, poskytovaly všechny mikrosatelitové páry primerů produkty s 1-7 

alelami na lokus. 

 Reudink et al. (2011) využili ke zkoumání genetické struktury populace a 

genového toku u pelikána severoamerického 10 mikrosatelitových lokusů. Jednalo se o 

7 lokusů (PeEr01, PeEr02, PeEr03, PeEr04, PeEr06, PeEr08 a PeEr09) původně 

izolované přímo z DNA pelikána severoamerického (Hickman et al., 2008) a o 3 lokusy 

(PEL086, PEL149 a PEL304) odvozené od pelikána bílého (de Ponte Machado et al., 

2009). Studie probíhala na 333 jedincích z celkem 19 kolonií, počet alel se pohyboval 

v případě mikrosatelitů odvozených od pelikána severoamerického v rozmezí 4-13 alel 

na lokus, u lokusů odvozených od pelikána bílého pak v rozmezí 7-19 alel na lokus.  

 Jeyasingham et al. (2013) publikovali výzkum zaměřený na studium genového 

toku u pelikána chilského. Pro účely své práce využili kromě 838 bp dlouhého 

segmentu mitochondriální DNA také 7 párů primerů izolovaných ve dvou případech 

z DNA pelikána bílého (PEL149 a PEL185) a ve zbývajících pěti od pelikána 

severoamerického (PeEr02, PeEr03, PeEr05, PeEr07 a PeEr09). U 83 jedinců nalezli 

v průměru 12 alel na lokus, rozmezí alel pak bylo 4 až 26 alel na lokus. U lokusu 

PeEr05 pak autoři uvádějí vysokou pravděpodobnost výskytu nulových alel. 

 

 Poměrně rozsáhlé studie založené na mezidruhové PCR amplifikaci pak byly 

zpracovány v rámci bakalářských a diplomových prací v Laboratoři populační genetiky 

na Katedře buněčné biologie a genetiky Přírodovědecké fakulty Univerzity Palackého 

v Olomouci. Mikrosatelitové lokusy pro tyto práce byly vybírány na základě vyšší 
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úspěšnosti PCR amplifikace u lokusů odvozených od blízce příbuzných druhů ptáků 

(Primmer et al., 2005).  

 Ranochová (2008) se ve své diplomové práci zaměřila na identifikaci 

polymorfních mikrosatelitových lokusů u tří druhů pelikánů: pelikána afrického, 

kadeřavého a bílého. K tomuto účelu využila celkem 62 párů primerů získaných od 

příbuzných druhů ptáků – 6 od kolpíka růžového (Ajaja ajaja), 17 od volavky velké 

(Ardea herodias), 10 od ibise rudého (Eudocimus ruber), 7 lokusů odvozených od 

kormorána velkého (Phalacrocorax carbo), 7 od potápky rudokrké (Podiceps 

grisegena) a 15 od nesyta lesního (Mycteria americana). Z těchto 62 mikrosatelitových 

lokusů byly u sedmi jedinců pelikána afrického polymorfní 4 lokusy se 2-6 alelami na 

lokus (Ah536, PcT1, Eru03 a Wsµ20), u šesti jedinců pelikána kadeřavého 2 lokusy se 

4, resp. 2 alelami (Ah536 a Wsµ20) a u pěti jedinců pelikána bílého 7 lokusů se 2-5 

alelami na lokus (Ah210, Ah211, Ah536, Ah630, Eru03, PcT1 a Wsµ20). U pelikána 

bílého autorka navíc otestovala dalších 35 párů primerů odvozených od zástupců řádu 

pěvců, z nichž dva páry primerů neposkytovaly žádný produkt a všechny ostatní lokusy 

byly označeny za monomorfní. 

 Mikulová (2008) v rámci své bakalářské práce hledala polymorfní 

mikrosatelitové lokusy u pelikána skvrnozobého. K tomuto účelu použila celkem 70 

párů primerů odvozených z DNA zástupců čeledí volavkovitých (Ardeidae), čápovitých 

(Ciconiidae), kormoránovitých, potápkovitých (Podicipedidae) a ibisovitých 

(Threskiornithidae), které otestovala na šesti nepříbuzných jedincích zkoumaného 

druhu. Nalezla celkem 5 polymorfních lokusů (Ah536, Ah630, Eru09, PcT1 a PhB11) 

se 2-4 alelami na lokus. 

 Dvořáková (2010) zacílila svou bakalářskou práci na nalezení polymorfních 

mikrosatelitů u pelikána afrického, které by bylo možno využít k testování paternity. 

K tomu použila 221 párů primerů odvozených od zástupců řádů veslonozí, brodiví, 

plameňáci (Phoenicopteriformes), potáplice (Gaviiformes), vrubozobí (Anseriformes), 

dlouhokřídlí (Charadriiformes) a tučnáci (Sphenisciformes). Z testovaných párů primerů 

poskytlo celkem 27 párů polymorfní produkt s rozmezím 2-5 alel na lokus.  

 Souběžně s předchozí prací probíhala také bakalářská práce zaměřená na hledání 

polymorfních lokusů u pelikána kadeřavého (Chmelařová, 2010). Z celkových 223 

testovaných párů primerů použitých ke cross-species PCR amplifikaci bylo 11 

polymorfních s průměrným počtem alel 2,64 na lokus, které vytvořily sestavu markerů 

využitelných ke studiím paternity a struktury populací pelikána kadeřavého.  
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 Diplomová práce Veroniky Mikulové (2010) testovala na DNA pelikána 

skvrnozobého, bílého, afrického a kadeřavého 58 párů primerů odvozených od 

pelikánovitých, ibisovitých, kormoránovitých a od zebu indického (Bos indicus), u 

pelikána skvrnozobého a bílého pak dalších 126 párů primerů izolovaných z DNA ptáků 

ze skupiny dlouhokřídlých, tučňákovitých, terejovitých, fregatkovitých, čápovitých, 

ibisovitých, plameňákovitých, potáplicovitých a volavkovitých a u pelikána bílého také 

13 párů primerů odvozených od zástupců řádu veslonozí. U pelikána afrického a 

kadeřavého pak autorka nalezla shodně 9 polymorfních lokusů a u pelikána bílého 

celkem 49 polymorfních lokusů. U pelikána skvrnozobého pak objevila 31 

polymorfních mikrosatelitů (viz Tab. č. 1), u kterých byly zjištěny alelové konstituce u 

6 dospělců a jejich 11 mláďat a vypočítány charakteristiky pro nalezené lokusy. Na 

základě výsledků pak ověřila paternitu v rámci zmíněné chovné skupiny 17 jedinců 

pelikána skvrnozobého. 

 

Tab. č. 1: Polymorfní mikrosatelitové lokusy nalezené u pelikána skvrnozobého 

v diplomové práci Mikulová (2010). Ve sloupcích tabulky je uvedena čeleď, zdrojový 

druh a název mikrosatelitového lokusu. 

Čeleď Zdrojový druh MS 
kormorán galapážský  
(Phalacrocorax harissi) 

PhB11 
kormoránovití 
(Phalacrocoracidae) kormorán ušatý 

(P. auritus) 
COR 17, COR 41 

pelikán bílý  
(Pelecanus onocrotalus) 

PEL149, PEL175, PEL190,  
PEL221, PEL304 

pelikánovití  
(Pelecanidae) pelikán severoamerický  

(P. erythrorhynchos) 

PeEr 02, PeEr 03, PeEr 04, 
PeEr 05, PeEr 06, PeEr 08, 
PeEr 09 

kvakoš noční  
(Nycticorax nycticorax) 

nycti26, nycti62 

volavka velká 
(Ardea herodias) 

Ah 536, Ah 630 
volavkovití 
(Ardeidae) 

volavka žlutozobá  
(Egretta eulophotes) 

Ae01, Ae30 

kolpík malý  
(Platalea minor) 

PM2-28, PM3-31 
ibisovití 
(Threskiornithidae) ibis rudý  

(Eudocimus ruber) 
Eru09 

plameňákovití 
(Phaenicopteridae) 

plameňák karibský 
(Phoenicopterus ruber) 

Pruµ4, Pruµ6 

alkovití  
(Alcidae) 

alkounek drobný 
(Aethia pygmaea) 

Apy06 

tučňákovití 
(Spheniscidae) 

tučnák kroužkový  
(Pygoscelis adeliae) 

AM13 
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 Buržáková (2011) hledala během své bakalářské práce polymorfní mikrosatelity 

u pelikána bílého a pelikána skvrnozobého. Otestovala celkem 137 párů primerů 

odvozených od čeledí volavkovitých, čápovitých, plameňákovitých, faetonovitých, 

kormoránovitých a terejovitých a od zástupců řádu vrubozobí u šesti jedinců obou 

zmíněných druhů, a nalezla tak 20 polymorfních mikrosatelitů u pelikána bílého a 9 

lokusů u pelikána skvrnozobého. Z tohoto počtu byly celkem tři polymorfní produkty 

nehodnotitelné (1 u pelikána bílého a 2 u pelikána skvrnozobého) z důvodu velkého 

počtu stutter bandů. Počet alel se pohyboval v rozmezí 2-6 alel na lokus a pozorovaná 

heterozygotnost 0-0,83. 

 Nejnovější dokončenou prací s tímto zaměřením byla diplomová práce Anny 

Chmelařové z roku 2012. Autorka se zabývala hledáním a charakteristikou 

polymorfních mikrosatelitových markerů u chovné skupiny 41 jedinců pelikána 

kadeřavého a u 12 nepříbuzných jedinců pelikána afrického. Celkem nalezla 51 

polymorfních lokusů u pelikána afrického se 2-11 alelami na lokus a 24 polymorfních 

lokusů u pelikána kadeřavého s počtem alel v rozmezí 2-8 alel na lokus (seznam 

nalezených polymorfních lokusů je uveden v Tab. č. 2 a 3). U nalezených polymorfních 

lokusů stanovila alelové konstituce a následně tyto lokusy charakterizovala. Z hlediska 

úspěšnosti PCR amplifikace se u obou druhů nejlépe amplifikovaly primery odvozené 

od řádů veslonozí, brodiví a plameňáci. U několika lokusů také autorka na základě 

genotypizační analýzy predikovala přítomnost nulových alel, a to u lokusů Ah 536, 

PEL185 a WSµ 20. Nalezla také 2 lokusy vázané na pohlaví (Eru03 a Sn2A-36). 

V závěru práce pak autorka ověřila příbuzenské vztahy v chovné skupině 41 jedinců 

pelikána kadeřavého ze ZOO Dvůr Králové nad Labem, a. s. 

 

Tab. č. 2: Polymorfní mikrosatelitové lokusy nalezené u pelikána afrického 

v diplomové práci Chmelařová (2012). Ve sloupcích tabulky je uvedena čeleď, 

zdrojový druh a název mikrosatelitového lokusu. 

 Čeleď Zdrojový druh MS 

faetonovití 
(Phaethontidae) 

faeton žlutozobý  
(Phaethon lepturus) 

P3F7 

kormorán velký  
(Phalacrocorax aristotelis) 

Phaari09 

kormorán galapážský  
(P. harissi) 

PhB11 
kormoránovití 
(Phalacrocoracidae) 

kormorán ušatý 
(P. auritus) 

COR 17, COR 19, COR 26, 
COR 41, COR 47 

fregatkovití  
(Fregatidae) 

fregatka obecná  
(Fregata minor) 

Fmin13 
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Tab. č. 2: Pokračování. 

Čeleď Zdrojový druh MS 
terej modronohý 
(Sula nebouxii) 

Sn2A-36, Sn2B-83 

terej červenonohý 
(S. sula) 

Ss1b-16, Ss1b-106, Ss2b-48 
terejovití  
(Sulidae) 

terej guánový 
(S. variagata) 

Sv2A-26, Sv2A-47, Sv2B-27 

pelikán bílý  
(Pelecanus onocrotalus) 

PEL149, PEL185, PEL190, 
PEL221, PEL265, PEL304 pelikánovití  

(Pelecanidae) pelikán severoamerický  
(P. erythrorhynchos) 

PeEr 02, PeEr 03, PeEr 04, 
PeEr 06, PeEr 08, PeEr 09 

kvakoš noční  
(Nycticorax nycticorax) 

nycti26, nycti41, nycti62 

volavka velká 
(Ardea herodias) 

Ah 536, Ah 630 

volavka žlutozobá  
(Egretta eulophotes) 

Ae26 

volavkovití 
(Ardeidae) 

volavka červenavá 
(E. rufescens) 

Er44 

kolpík malý  
(Platalea minor) 

PM2-28, PM3-31 

ibis rudý  
(Eudocimus ruber) 

Eru03 
ibisovití 
(Threskiornithidae) 

ibis čínský 
(Nipponia nippon) 

Nn01, Nn04 

čápovití 
(Ciconiidae) 

čáp bílý 
(Ciconia ciconia) 

CC9 

čápovití 
(Ciconiidae) 

nesyt lesní 
(Mycteria americana) 

Wsµ 20 

plameňákovití 
(Phaenicopteridae) 

plameňák růžový 
(Phoenicopterus roseus) 

PrA2, PrA110, PrB1, PrD7, 
PrD117 

alkovití  
(Alcidae) 

alkounek drobný 
(Aethia pygmaea) 

Apy06 

kachnovití  
(Anatidae) 

kachna divoká 
(Anas platyrhynchos) 

APH12 

 

Tab. č. 3: Polymorfní mikrosatelitové lokusy nalezené u pelikána kadeřavého 

v diplomové práci Chmelařová (2012). Ve sloupcích tabulky je uvedena čeleď, 

zdrojový druh a název mikrosatelitového lokusu. 

 Čeleď Zdrojový druh MS 
COR 17, COR 41 kormoránovití 

(Phalacrocoracidae) 
kormorán ušatý 
(P. auritus) Dcco06 

fregatkovití 
(Fregatidae) 

fregatka obecná  
(Fregata minor) 

Fmin08, Fmin13, Fmin14 

terejovití  
(Sulidae) 

terej modronohý 
(Sula nebouxii) 

Sn2A-36 

pelikán bílý  
(Pelecanus onocrotalus) 

PEL185, PEL265, PEL304 
pelikánovití  
(Pelecanidae) pelikán severoamerický  

(P. erythrorhynchos) 
PeEr 02, PeEr 03, PeEr 04 

volavka velká 
(Ardea herodias) 

Ah 536 
volavkovití 
(Ardeidae) volavka žlutozobá  

(Egretta eulophotes) 
Ae42 
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Tab. č. 3: Pokračování. 

 Čeleď Zdrojový druh MS 
ibis rudý  
(Eudocimus ruber) 

Eru03 
ibisovití 
(Threskiornithidae) ibis čínský 

(Nipponia nippon) 
Nn01, Nn04 

čápovití 
(Ciconiidae) 

čáp bílý 
(Ciconia ciconia) 

CC9 

čápovití 
(Ciconiidae) 

nesyt lesní 
(Mycteria americana) 

Wsµ 20 

plameňákovití 
(Phaenicopteridae) 

plameňák růžový 
(Phoenicopterus roseus) 

PrA2, PrA110, PrD7 

alkovití  
(Alcidae) 

alkounek drobný 
(Aethia pygmaea) 

Apy06 

 

3.4.3 Nově objevené mikrosatelity potenciálně vhodné ke cross-species PCR 

amplifikaci u pelikánů 

 V průběhu této diplomové práce byly publikovány nově nalezené 

mikrosatelitové lokusy u dvou příbuzných druhů čeledi pelikánovitých. 

 U čápa východního (Ciconia boyciana) z řádu brodivých bylo nalezeno 8 

mikrosatelitových lokusů (Wang et al., 2011). Počet alel se pohyboval v rozmezí 2-8 

alel na lokus u 23 jedinců zdrojového druhu a pozorovaná heterozygotnost dosahovala 

hodnot 0-0,857. Autoři uvádějí možnost využití sedmi z těchto lokusů v populačních 

studiích týkajících se čápa východního, s vyloučením lokusu Cbo235. U tohoto lokusu 

sice nalezli u daných 23 jedinců 2 alely, ovšem všichni jedinci byli pro tento lokus 

homozygotní (pozorovaná heterozygotnost byla nulová). Detekovali také vysokou 

pravděpodobnost výskytu nulových alel u dvou lokusů (Cbo133 a Cbo235). 

 Campanini et al. (2012) publikovali 11 polymorfních mikrosatelitových lokusů 

izolovaných z DNA volavky rusohlavé (Bubulcus ibis). Počet alel byl 2-4 alely na lokus 

u 35 jedinců z jihovýchodní Brazílie. Pomocí programu Micro-Checker nebyly u 

žádného lokusu detekovány nulové alely. Autoři predikovali využití těchto lokusů při 

studiu struktury populace volavky rusohlavé jakožto invazního druhu na americkém 

kontinentu.  
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4 Materiál a metodika 

 

4.1 Biologický materiál 

 Pro hledání polymorfních mikrosatelitových lokusů a jejich charakterizaci u 

pelikána bílého (Pelecanus onocrotalus) byly využity vzorky krve získané od 21 

nepříbuzných jedinců, kteří pocházeli z pěti zoologických zahrad v České republice 

(ZOO Jihlava, ZOO Lešná, ZOO Liberec, ZOO Plzeň a ZOO Praha). U pelikána 

skvrnozobého (P. philippensis) bylo ke stejnému účelu využito 17 jedinců tvořících 

chovnou skupinu ze ZOO Dvůr Králové nad Labem, která byla tvořena celkem šesti 

dospělými jedinci a jejich 11 mláďaty. 

 Od všech testovaných jedinců bylo odebráno 20-100 µl krve z tarzální žíly a 

smícháno s 1 ml Queen’s pufru. Takto odebrané vzorky byly uchovány v chladničce při 

4 °C a použity k izolaci genomické DNA. 

   

4.2 Izolace genomické DNA z ptačí krve 

 Postup byl převzat podle Maniatis et al. (1982) a upraven pro podmínky 

Laboratoře populační genetiky na Katedře buněčné biologie a genetiky PřF UPOL. 

1. Napipetovat 500 µl krve v Queen’s pufru do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml. 

2. Přidat 100 µl roztoku proteinázy K (10 mg/ml), překlápěním promíchat, 

připipetovat 100 µl 10% roztoku SDS a za stálého překlápění inkubovat do 

následujícího dne v termostatu při 37 °C. 

3. Po ukončení inkubace přidat ke směsi 300 µl chloroformu a 300 µl fenolu, 

zvortexovat a zcentrifugovat (2000 g, 2 min). Ustřiženou špičkou odebrat vrchní 

fázi do nové mikrozkumavky. 

4. K odebranému vzorku přidat 600 µl chloroformu, zvortexovat a zcentrifugovat 

(2000 g, 2 min) a opět odebrat vrchní fázi ustřiženou špičkou. Tento krok 

zopakovat ještě jednou.  

5. K odebranému vzorku připipetovat 150 µl vychlazeného octanu sodného 

(3 mol/l) a mikrozkumavky vyplnit izopropanolem. Promíchat překlápěním a 

uložit na minimálně 2 hodiny do –20 °C. 
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6. Mikrozkumavky zcentrifugovat (13000 g, 30 min). Opatrně slít izopropanol a 

napipetovat 1 ml vychlazeného 70% ethanolu. 

7. Centrifugovat 15 minut při 13000 g/min. 

8. Opatrně slít ethanol a obsah mikrozkumavky vysušit v termobloku (přibližně 

1 hodinu při 55 °C). 

9. Rozpouštět přes noc za neustálého překlápění v termostatu při 40 °C. 

10. Po stanovení koncentrace DNA zamrazit v –20 °C, před opětovným použitím 

nutno opakovat krok 9. 

 

4.3 Mikrosatelitové lokusy použité ke cross-species PCR amplifikaci u 

pelikána bílého a pelikána skvrnozobého 

 V rámci této diplomové práce byly použity mikrosatelitové primery, které byly 

již v minulosti u daného druhu polymorfní, dále pak primery, které byly polymorfní u 

pelikána kadeřavého (P. crispus) nebo pelikána afrického (P. rufescens). Všechny tyto 

mikrosatelitové lokusy byly vybrány na základě předchozích bakalařských či 

diplomových prací zpracovaných v rámci Laboratoře populační genetiky na Katedře 

buněčné biologie a genetiky PřF UP (Ranochová, 2008; Buržáková, 2010; Mikulová, 

2010; Chmelařová, 2012). Dále byly použity primery, které byly odvozeny de novo od 

příbuzných druhů ptáků v průběhu této diplomové práce a u pelikánů prozatím nebyly 

testovány. Všechny páry primerů použité ke cross-species PCR amplifikaci u pelikána 

bílého a skvnozobého jsou uvedeny v Tab. č. 4 a 5. 

  

Tab. č. 4: Mikrosatelitové lokusy testované u pelikána bílého. Ve sloupcích tabulky 

je uvedena vždy čeleď, původní zdrojový druh, název mikrosatelitového lokusu a 

zdrojová publikace. 

Čeleď Zdrojový druh MS Literární zdroj 
faetonovití 
(Phaetontidae) 

faeton žlutozobý  
(Phaethon lepturus) 

P3F7, P3G12 Humeau et al., 2010 

kormorán velký 
(Phalacrocorax carbo) 

PcT 1 Piertney et al., 1998 

Phaari03, Phaari16 Barlow et al., 2010 
kormorán chocholatý 
(P. aristotelis) Phaari04, Phaari09 

Barlow, osobní 
sdělení 

kormoránovití 
(Phalacrocoracidae) 

kormorán galapážský 
 (P. harissi) 

PhB2, PhB11 Duffie et al., 2008 
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Tab. č. 4: Pokračování 1. 

Čeleď Zdrojový druh MS Autor 
COR 03, COR 15,  
COR 17, COR 19, 
COR 26, COR 28, 
COR 30, COR 31, 
COR 41, COR 47 

Fike et al., 2009 kormoránovití 
(Phalacrocoracidae) 

kormorán ušatý 
(P. auritus) 

Dcco06 Mercer et al., 2010 

fregatkovití 
(Fregatidae) 

fregatka obecná  
(Fregata minor) 

Fmin08, Fmin12, 
Fmin13, Fmin14, 
Fmin16 

Dearborn et al., 2008 

BOOB-RM4-C03 Faircloth et al., 2009 
terej modronohý 
(Sula nebouxii) Sn2A-36, Sn2B-83, 

Sn2B-100 
Taylor et al., 2010 

terej červenonohý 
(S. sula) 

Ss1b-16, Ss1b-98, 
Ss1b-106, Ss2b-48, 
Ss2b-153 

Morris-Pocock et al., 
2010 

terejovití  
(Sulidae) 

terej guánový 
(S. variagata) 

Sv2A-26, Sv2A-47, 
Sv2B-27 

Taylor et al., 2010 

pelikán bílý 
(Pelecanus onocrotalus) 

PEL086, PEL149, 
PEL175, PEL185, 
PEL188, PEL190, 
PEL207, PEL221, 
PEL265, PEL304 

de Ponte Machado et 
al., 2009 

pelikánovití 
(Pelecanidae) 

pelikán severoamerický  
(P. erythrorhynchos) 

PeEr 01, PeEr 02,  
PeEr 03, PeEr 04, 
PeEr 05, PeEr 06, 
PeEr 08, PeEr 09 

Hickman et al., 2008 

kvakoš noční  
(Nycticorax nycticorax) 

nycti22, nycti26, 
nycti41, nycti62, 
nycti68 

Chang et al., 2009 

volavka velká  
(Ardea herodias) 

Ah 210, Ah 211, 
Ah 536, Ah 630 

McGuire et Noor, 
2002 

volavka žlutozobá  
(Egretta eulophotes) 

Ae01, Ae26, 
Ae30, Ae42 

Huang et al., 2009 

volavka červenavá 
(E. rufescens) 

Er21, Er44 Hill et Green, 2011 

volavkovití  
(Ardeidae) 

volavka rusohlavá  
(Bubulcus ibis) 

Bi01, Bi08, Bi13, 
Bi15, Bi18, Bi20,  
Bi22, Bi26, Bi28,  
Bi29, Bi30 

Campanini et al., 
2012 

kolpík růžový 
(Ajaja ajaja) 

Aaju SEX 
Sawyer, osobní 
sděĺení 

kolpík malý 
(Platalea minor) 

PM1-17, PM2-28, 
PM3-13, PM3-31 

Yeung et al., 2009 

ibis rudý 
(Eudocimus ruber) 

Eru03, Eru09 Santos et al., 2006 

Nn01, Nn04, Nn21 He et al., 2006 

ibisovití 
(Threskiornithidae) 

ibis čínský 
(Nipponia nippon) NnEB12 Ji et al., 2004 

Cc01, Cc05, Cc07 Shephard et al., 2009 
čáp bílý 
(Ciconia ciconia) CC1, CC3, CC9 

Segelbacher, osobní 
sdělení čápovití 

(Ciconiidae) 
čáp východní 
(C. boyciana) 

Cbo102, Cbo108, 
Cbo109, Cbo121, 
Cbo133, Cbo151, 
Cbo168, Cbo235 

Wang et al., 2011 
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Tab. č. 4: Pokračování 2. 

Čeleď Zdrojový druh MS Autor 

čápovití 
(Ciconiidae) 

nesyt lesní 
(Mycteria americana) 

Wsµ 20 
Tomasulo-
Seccomandi et al., 
2003 

plameňák růžový 
(Phoenicopterus roseus) 

PrA2, PrA110, PrB1, 
PrD7, PrD117, PrD139 

Geraci et al., 2010 
plameňákovití 
(Phaenicopteridae) plameňák karibský 

(P. ruber) 
Pruµ1, Pruµ4, 
Pruµ5, Pruµ6 

Kapil et al., 2005 

alkovití  
(Alcidae) 

alkounek drobný 
(Aethia pygmaea) 

Apy06 Dawson et al., 2005 

kachnovití  
(Anatidae) 

kachna divoká 
(Anas platyrhynchos) 

APH12 Maak et al., 2003 

tučňákovití 
(Spheniscidae) 

tučnák kroužkový  
(Pygoscelis adeliae) 

AM13 Roeder et al., 2001 

 

Tab. č. 5: Mikrosatelitové lokusy testované u pelikána skvrnozobého. Ve sloupcích 

tabulky je uvedena vždy čeleď, původní zdrojový druh, název mikrosatelitového lokusu 

a zdrojová publikace. 

Čeleď Zdrojový druh MS Autor 
faetonovití 
(Phaetontidae) 

faeton žlutozobý 
 (Phaethon lepturus) 

P3F7, P3G12 Humeau et al., 2010 

kormorán velký 
(Phalacrocorax carbo) 

PcT 1 Piertney et al., 1998 

Phaari03, Phaari16 Barlow et al., 2010 
kormorán chocholatý  
(P. aristotelis) Phaari04, Phaari09 

Barlow, osobní 
sdělení 

kormorán galapážský  
(P. harissi) 

PhB2 Duffie et al., 2008 

COR 03, COR 15, 
COR 19, COR 26, 
COR 28, COR 30, 
COR 31,COR 47 

Fike et al., 2009 

kormoránovití 
(Phalacrocoracidae) 

kormorán ušatý  
(P. auritus) 

Dcco06 Mercer et al., 2010 
fregatkovití 
(Fregatidae) 

fregatka obecná  
(Fregata minor) 

Fmin16 Dearborn et al., 2008 

BOOB-RM4-C03 Faircloth et al., 2009 
terej modronohý 
(Sula nebouxii) Sn2A-36, Sn2B-83, 

Sn2B-100 
Taylor et al., 2010 

terej červenonohý  
(S. sula) 

Ss1b-16, Ss1b-98, 
Ss1b-106, Ss2b-153 

Morris-Pocock et al., 
2010 

terejovití  
(Sulidae) 

terej guánový  
(S. variagata) 

Sv2A-26, Sv2A-47, 
Sv2B-27 

Taylor et al., 2010 

pelikán bílý  
(Pelecanus onocrotalus) 

PEL086, PEL185, 
PEL188, PEL207, 
PEL265 

de Ponte Machado et 
al., 2009 pelikánovití 

(Pelecanidae) 
pelikán severoamerický  
(P. erythrorhynchos) 

PeEr 01 Hickman et al., 2008 

kvakoš noční  
(Nycticorax nycticorax) 

nycti22, nycti41, 
nycti68 

Chang et al., 2009 

volavka velká  
(Ardea herodias) 

Ah 210 
McGuire et Noor, 
2002 

volavkovití  
(Ardeidae) 

volavka žlutozobá  
(Egretta eulophotes) 

Ae26, Ae42 Huang et al., 2009 
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Tab. č. 5: Pokračování. 

Čeleď Zdrojový druh MS Autor 
volavka červenavá  
(E. rufescens) 

Er21, Er44 Hill et Green, 2011 

volavkovití 
(Ardeidae) volavka rusohlavá  

(Bubulcus ibis) 

Bi01, Bi08, Bi13, 
Bi15, Bi18, Bi20,  
Bi22, Bi26, Bi28,  
Bi29, Bi30 

Campanini et al., 
2012 

kolpík růžový  
(Ajaja ajaja) 

Aaju SEX 
Sawyer, osobní 
sdělení 

kolpík malý  
(Platalea minor) 

PM1-17, PM3-13 Yeung et al., 2009 

ibis rudý  
(Eudocimus ruber) 

Eru03 Santos et al., 2006 

Nn01, Nn04 He et al., 2006 

ibisovití 
(Threskiornithidae) 

ibis čínský  
(Nipponia nippon) NnEB12 Ji et al., 2004 

 
nesyt lesní  
(Mycteria americana) 

Wsµ 20 
Tomasulo-
Seccomandi et al., 
2003 

Cc01, Cc05, Cc07 Shephard et al., 2009 
čáp bílý  
(Ciconia ciconia) CC1, CC3, CC9 

Segelbacher, osobní 
sdělení čápovití  

(Ciconiidae) 
čáp východní  
(C. boyciana) 

Cbo102, Cbo108, 
Cbo109, Cbo121, 
Cbo133, Cbo151, 
Cbo168, Cbo235 

Wang et al., 2011 

plameňák růžový  
(Phoenicopterus roseus) 

PrA2, PrA110, PrB1, 
PrD7, PrD117, PrD139 

Geraci et al., 2010 
plameňákovití 
(Phaenicopteridae) plameňák karibský  

(P. ruber) 
Pruµ1, Pruµ5 Kapil et al., 2005 

kachnovití (Anatidae) 
kachna divoká  
(Anas platyrhynchos) 

APH12 Maak et al., 2003 

 

4.4 PCR  

 Všechny složky PCR směsi rozmrazit, zvortexovat, zcentrifugovat a napipetovat 

do 1,5ml mikrozkumavky podle následujícího rozpisu (podle potřeby přepočítat na 

počet testovaných vzorků): 

 

Složení PCR směsi pro 6 vzorků: 

 deionizovaná voda 42,50 µl 

 reaction buffer A 10x 6,30 µl 

 MgCl2 [25 mmol/l] 3,75 µl 

 dNTPs [20 µmol/l] 0,65 µl 

 primer R [10 µmol/l] 3,10 µl 

 primer F [10 µmol/l] 3,10 µl 

 aTaq DNA polymeráza [5 U/µl] 1,00 µl 
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 Do PCR zkumavek napipetovat 1 µl DNA o koncentraci 5-25 ng/µl a do každé 

pak připipetovat 9 µl PCR směsi. PCR zkumavky zvortexovat, zcentrifugovat a vložit 

do termocykléru naprogramovaného podle schématu: 

 

Časový a teplotní profil PCR reakce 

 5 min 94 °C   

 30 s 94 °C   

 30 s  teplota annealingu (viz Tab. č. 6 a 7)  35 x  

 30 s 72 °C    

 5 min 72 °C  

 

4.5 Postup analýzy PCR produktů 

 Tento postup byl optimalizován pro použití vyhřívané sekvenační 

elektroforetické komůrky S2 Whatman Biometra.  

 

Příprava 6% polyakrylamidového gelu 

1. Větší sklo omýt destilovanou vodou, osušit papírovým ručníkem a 1krát přetřít 

96% ethanolem. Ošetřit přípravkem na odpuzovaní vody ze skel automobilů a 

1krát přetřít deionizovanou vodou. 

2. Menší sklo umýt detergentem a deionizovanou vodou, osušit papírovým 

ručníkem a 1krát přetřít 96% ethanolem. Do mikrozkumavky napipetovat 1 ml 

0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu a 3 µl 3-methakryloxypropyltrimethoxy-

silanu, protřepat a aplikovat na sklo. Důkladně rozetřít, nechat schnout 5 minut a 

poté 4krát přetřít 96% ethanolem. 

3. Na okraje většího skla položit spacery, na ně položit menší sklo a obě skla 

k sobě připevnit klipsy.  

4. V kádince připravit 6% polyakrylamidový gel smícháním 60 ml 6% zásobního 

roztoku akrylamidu, 400 µl 10% peroxodisíranu amonného (APS) a 40 µl 

N,N,N‘,N‘-tetramethylethylendiaminu (TEMED). Gel promíchat a nalít mezi 

skla. Do mezery mezi skly vložit hřebínek rovnou stranou a skla k sobě 

připevnit klipsy.  

5. Gel nechat polymerovat minimálně 60 minut. 
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Elektroforetická separace PCR produktů 

6. Po ztuhnutí gelu odstranit klipsy, skla důkladně umýt, osušit a vložit do 

elektroforetické komůrky menším sklem k hliníkové desce. 

7. Katodový i anodový prostor zalít 0,5x TBE pufrem, vytáhnout hřebínek a 

vzniklý prostor mezi skly důkladně propláchnout pufrem pomocí stříkačky. 

8. Připojit elektrody a nastavit zdroj stejnosměrného proudu na tyto limitní 

hodnoty: 150 mA, 3000 V a 90 W. Za těchto podmínek předehřívat gel přibližně 

30 minut. 

9. Ke vzorkům přidat 5 µl nanášecího pufru a denaturovat v termocykléru 3-5 

minut při 94 °C. Po uplynutí doby ihned přemístit na led. 

10. Odpojit elektrody a do mezery mezi skly vložit hřebínek tak, aby zoubky byly 

přibližně 1 mm v gelu. Do takto vzniklých jamek nanést 2 µl vzorků. 

11. Nastavit limitní hodnotu výkonu na 70 W a nechat vzorky separovat podle 

potřeby (1 až 4 hodiny). 

 

Vizualizace elektroforetogramu 

12. Po skončení separace PCR produktů odpustit pufr z katodového prostoru a skla 

na vodorovné ploše s pomocí nože oddělit od sebe.  

13. Menší sklo s gelem přesunout do fotomisky a zalít fix/stop roztokem. Třepat na 

třepačce 20 minut, poté fix/stop roztok slít zpět do baňky a fotomisku s gelem 

3krát promýt deionizovanou vodou. 

14. Gel zalít 1% roztokem kyseliny dusičné, třepat 4-5 minut a poté 4krát promýt 

deionizovanou vodou. 

15. Gel přesunout do 0,1% roztoku dusičnanu stříbrného s 1,2 ml formaldehydu a 

třepat 30 minut. Poté krátce opláchnout deionizovanou vodou. 

16. Do vychlazeného 3% roztoku uhličitanu sodného přidat 1,2 ml formaldehydu a 

160 µl 1% roztoku thiosíranu sodného. Tento roztok nalít na gel a nechat 

protřepávat do doby než dojde k vizualizaci bandů. Poté reakci zastavit přilitím 

uschovaného fix/stop roztoku. 

17. Gel přesunout do fotomisky s deionizovanou vodou a poté usušit v sušárně 

(přibližně 60 minut při 60 °C). Gel vyhodnotit na negatoskopu. 

18. Po vyhodnocení gel vložit do roztoku hydroxidu sodného na několik desítek 

minut až hodin a poté sklo omýt detergentem a deionizovanou vodou. 
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4.6 Statistické zpracování experimentálních dat 

 Po odečtení alelových konstitucí z elektroforetogramu byla všechna získaná data 

vyhodnocena pomocí populačně-genetických statistických programů.  

 Prvním použitým programem byla verze programu Cervus 3.0.3 (Kalinowski et 

al., 2007), s jehož pomocí byly nalezené polymorfní lokusy popsány následujícími 

charakteristikami: očekávaná a pozorovaná heterozygotnost, vypovídací hodnota 

mikrosatelitu, výskyt nulových alel a zda lokus odpovídá Hardy-Weinbergově 

rovnováze. Program také udává hodnoty spolehlivosti mikrosatelitových lokusů při 

analýze paternity a při populačních studiích. Pomocí webové verze programu Genepop 

4.1 (Rousset, 2008) pak bylo zjištěno, zda-li nejsou nalezené lokusy ve vazbě. 

 

4.7 Vybavení laboratoře 

• Elektroforetický zdroj EV232 (Consort) 

• Hybridizační pec HB-2D (Techne) 

• Chladnička kombinovaná (Whirlpool) 

• Laboratorní váhy Mark S622 (BEL Engineering) 

• Magnetická míchačka MR Hei-Combi (Heidolph) 

• Mikropipety Finnpipette – 0,5 až 10 µl (osmikanálová) a 0,3 µl až 1 ml 

(ThermoLabsystems) 

• Mikropipety Nichpipet EX 0,5 µl až 1 ml (Nichiryo) 

• Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific Ltd) 

• Negatoskop NEGA1 (Maneko) 

• Sekvenační elektroforetická komůrka S2 (Whatman Biometra) 

• Sušárna CAT 8050 (Contherm) 

• Temperovaný blok Dry-block DB-2D (Labnet International) 

• Termocyklér GenePro (BIOER technology) 

• Termocyklér PTC 100-96 VHB (MJ Research) 

• Termocyklér XP Thermal Cycler (BIOER technology) 

• Třepačka Orbit 1 900 (Labnet International) 

• Vortex MS2 (Ika) 

• Výrobník deionizované a ultračisté vody typ 02 (AquaOsmotic) 

• Výrobník ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac) 
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4.8 Seznam použitých chemikálií 

• Akrylamid (AppliChem) 

• aTaq DNA polymeráza (5U/µl), M1241 (Promega) 

• Bromfenolová modř (Serva) 

• Clear Vue, Rain Repellent (Turtle WAX) 

• dNTPs (100 mmol/l, 400 µl každého), U1240 (Promega) 

• Deionizovaná voda 

• Dusičnan stříbrný (Sigma) 

• Ethanol – 96% roztok (Lihovar Vrbátky) 

• Ethylendiaminotetraoctan sodný (Na2EDTA) (Lachema) 

• Ethylendiaminotetraoctová kyselina (Lachema) 

• Fenol (Sigma) 

• Formaldehyd (Lachema) 

• Formamid (Lachema) 

• Hydroxid sodný (Lachema) 

• Chlorid sodný (Lachema) 

• Chloroform (Lachema) 

• Izopropanol (Lachema)  

• Kyselina boritá (Lachema) 

• Kyselina chlorovodíková (Lachema) 

• Kyselina dusičná – 65% roztok (Lachema) 

• Kyselina octová – ledová (Lachema) 

• Laurylsíran sodný (SDS) (Lachhema) 

• 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva) 

• Močovina (Lachema) 

• N-lauroylsarkosin (Sigma) 

• N,N´-methylenbisakrylamid (AppliChem) 

• N, N, N´, N´-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Serva) 

• Octan sodný (Lachema) 

• Peroxodisíran amonný (Serva) 

• Proteináza K (10 mg/ml) (Sigma) 

• Thiosíran sodný (Lachema) 
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• Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem) 

• Uhličitan sodný (Lachema) 

• Xylenová modř (Xylencyanol FF) (AppliChem) 

 

4.9 Seznam použitých roztoků 

Dusičnan stříbrný  (0,1% roztok) 

800 ml deionizované vody 

0,8 g dusičnanu stříbrného 

- před použitím přidat 1,2 ml formaldehydu 

 

Fix/Stop roztok 

800 ml deionizované vody 

88 ml ledové kyseliny octové 

 

Hydroxid sodný (1 mol/l, roztok) 

40 g hydroxidu sodného 

- doplnit deionizovanou vodou do 1 l 

 

Kyselina dusičná (1% roztok) 

800 ml deionizované vody 

12 ml 65% kyseliny dusičné 

 

Molekulární lepidlo 

 1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu 

 3 µl 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu 

 

Nanášecí pufr 

0,125 g bromfenolové modře 

0,125 g xylenové modře 

25 ml deionizované vody 

100 ml formamidu 
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Peroxodisíran amonný (10% roztok) 

1 g peroxodisíranu amonného 

- rozpustit v 10 ml deionizované vody, uchovávát v chladničce 

 

Polyakrylamidový 6% gel 

 60 ml 6% zásobního roztoku akrylamidu 

 40 µl N, N, N´, N´- tetramethylethylendiaminu 

 400 µl 10% roztoku peroxodisíranu amonného (NH4)2S2O8 

 

Queen´s pufr 

10 ml zásobního roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,8 

2 ml zásobního roztoku NaCl (5 mol/l) 

2,92 g ethylendiaminotetraoctové kyseliny (EDTA) 

10 g N-lauroylsarkosinu 

- rozpustit v 900 ml deionizované vody, pH upravit na 7,5 a doplnit 

deionizovanou vodou na 1 l 

 

TBE pufr  (zásobní roztok 10x) 

108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris) 

55 g kyseliny borité H3BO3 

40 ml roztoku Na2EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0 

- doplnit deionizovanou vodou na 1 l 

 

Vývojka 

800 ml deionizované vody 

24 g uhličitanu sodného Na2CO3 

- vychladit na teplotu nižší než 10 °C 

- před použitím přidat 1,2 ml formaldehydu a 160 µl 1% roztoku thiosíranu 

sodného Na2S2O3 
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Zásobní 40% roztok akrylamidu : N,N´- methylenbisakrylamidu 19 : 1  

380 g akrylamidu 

20 g N,N´- methylenbisakrylamidu  

- rozpustit v 500 ml deionizované vody, objem doplnit na 1 l a uložit v temné 

lahvi v chladničce 

 

Zásobní 6% roztok akrylamidu  

420 g močoviny 

484 ml deionizované vody 

50 ml 10 x TBE 

150 ml 40% zásobního roztoku akrylamid : N, N´- methylenbisakrylamid 19:1 

- po rozpuštění všech složek zfiltrovat a uložit v temné lahvi v chladničce 
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5 Výsledky 

 V rámci experimentální části své diplomové práce jsem se zabývala hledáním a 

charakteristikou polymorfních mikrosatelitových lokusů u pelikána bílého (Pelecanus 

onocrotalus) a pelikána skvrnozobého (P. philippensis).  

 Mým prvním úkolem bylo otestovat mikrosatelitové páry primerů, které byly 

určeny jako polymorfní u 6 jedinců zmíněných druhů v předchozích pracích 

dokončených v Laboratoři populační genetiky na Katedře buněčné biologie a genetiky 

PřF UPOL. U pelikána bílého se jednalo o celkem 75 lokusů odvozených od ptáků 

z řádů veslonozí (Pelecaniformes), brodiví (Ciconiiformes), plameňáci 

(Phoenicopteriformes), dlouhokřídlí (Charadriiformes), tučnáci (Sphenisciformes) a 

vrubozobí (Anseriformes). Z těchto 75 mikrosatelitových lokusů bylo sedm nalezeno 

v rámci diplomové práce Adély Ranochové (2008), 49 v diplomové práci Veroniky 

Mikulové (2010) a 20 v průběhu bakalářské práce Kateřiny Buržákové (2010). U 

pelikána skvrnozobého to pak bylo sedm lokusů odvozených od zástupců řádů 

veslonozí, brodiví a plameňáci. Podmínky PCR amplifikace a čas separace v 6% 

polyakrylamidovém gelu za denaturačních podmínek jsem u každého lokusu při prvním 

testování ponechala na podmínkách uvedených v bakalářské či diplomové práci, 

v rámci které byly u daného druhu označeny jako polymorfní. Při neúspěšnosti PCR 

amplifikace či při špatné hodnotitelnosti elektroforetogramu jsem výše zmíněné 

podmínky upravila tak, aby byly optimální pro hodnocení PCR produktu po 

elektroforetické separaci. Výsledkem tohoto testování bylo: 

- nalezení jednoho monomorfního mikrosatelitu u pelikána bílého (Ah 211) 

původně označeného za polymorfní v práci Ranochová (2008) 

- nalezení 3 monomorfních mikrosatelitů u pelikána bílého (Fmin12, Nn21 a 

nycti68) původně označených za polymorfní v práci Mikulová (2010) 

- nalezení jednoho monomorfního mikrosatelitu u pelikána skvrnozobého 

(P3G12) původně označeného za polymorfní v práci Buržáková (2011) 

 Druhým krokem pak bylo otestování mikrosatelitových lokusů, které byly 

v předchozích pracích zabývajících se mnou zkoumanými druhy pelikánů označeny u 

daných druhů jako monomorfní, ale zároveň poskytovaly polymorfní produkt u 

některého z jiných druhů pelikánů. Jednalo se celkem o 25 párů primerů u pelikána 

bílého a o 58 lokusů u pelikána skvrnozobého. Společně s takto zvolenými lokusy jsem 

u obou druhů pelikánů testovala primery odvozené od volavky rusohlavé (Bubulcus 
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ibis) a od čápa východního (Ciconia boyciana). Všechny zvolené lokusy jsem u obou 

druhů testovala na DNA šesti nepříbuzných jedinců. Jako počáteční teplotu annealingu 

(dále Ta) jsem u těchto lokusů zvolila 50 °C a čas separace 90 minut. Podle potřeby 

jsem pak tyto podmínky upravila, a to snížením Ta v případě, že pár primerů neposkytl 

žádný PCR produkt nebo byl PCR produkt přítomen v nízké koncentraci, naopak 

zvýšením Ta při příliš velkém množství PCR produktu nebo při jeho špatné 

hodnotitelnosti. Čas separace jsem upravila tak, aby jednotlivé alely daného lokusu byly 

od sebe dobře odlišitelné. Ve výsledku se pak hodnoty Ta pohybovaly v rozmezí 44-

68 °C a hodnoty času separace od 90 do 240 minut. Na základě tohoto testování jsem 

objevila: 

- 11 polymorfních lokusů označených původně za monomorfní u pelikána bílého  

- 4 polymorfní lokusy u pelikána bílého, které dříve nebyly testovány (Cbo102, 

Cbo108, Cbo109 a Cbo168) 

- 11 polymorfních lokusů označených původně za monomorfní u pelikána 

skvrnozobého 

- 1 polymorfní lokus u pelikána skvrnozobého, který dříve nebyl testován (Bi30) 

 V průběhu práce jsem u některých mikrosatelitových lokusů musela změnit 

koncentraci MgCl2 v PCR reakční směsi. U lokusů, které poskytovaly příliš silný PCR 

produkt a u nichž již nebylo možné zvýšit Ta, nebo při nadměrném výskytu stutter 

bandů, jsem snížila koncentraci MgCl2 na ½ nebo ¾ původní koncentrace (z původní 

koncentrace 1,6 mmol/l na 0,8 mmol/l, respektive 1,2 mmol/l). Naopak u lokusů s příliš 

slabým PCR produktem nebo u lokusů bez produktu jsem zvýšila koncentraci MgCl2 na 

1,5x nebo 2x vyšší (na 2,4 mmol/l, respektive 3,2 mmol/l). I přes snížení koncentrace 

MgCl2 se mi u některých polymorfních mikrosatelitů nepodařilo získat PCR produkt, 

který by byl po elektroforetické separaci hodnotitelný. Jednalo se o lokusy APH12, 

COR 17, COR 28, Dcco06, PcT1, PeEr 01 a PhB2 u pelikána bílého a o lokus PeEr 01 u 

pelikána skvrnozobého. 

 U všech nalezených polymorfních mikrosatelitových lokusů jsem u obou druhů 

pelikánů zjistila alelové konstituce u většího počtu jedinců, a to u 21 nepříbuzných 

jedinců pelikána bílého, respektive u chovné skupiny 17 jedinců pelikána 

skvrnozobého. Na základě získaných dat byly dané lokusy charakterizovány pomocí 

programu Cervus 3.0.3 a tím byly získány hodnoty očekávané a pozorované 

heterozygotnosti, vypovídací hodnota mikrosatelitu a frekvence nulových alel, které 

jsou uvedeny v Tab. č. 6 a 7. 
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Tab. č. 6: Charakteristika 82 polymorfních mikrosatelitů (84 lokusů) nalezených u 21 jedinců pelikána bílého. Ve sloupcích tabulky je 

uveden název lokusu, jeho Accession number (Acc. no.) v databázi GenBank, zdrojový druh, sekvence primerů, teplota annealingu (Ta), čas 

separace (ts), počet alel (k), pozorovaná (Hobs) a očekávaná (Hexp) heterozygotnost, informativní hodnota mikrosatelitu (PIC) a pravděpodobnost 

výskytu nulových alel (F (Null)) Kromě lokusů označených ND (nehodnotitelné) nebo ** (signifikantní odchylka od Hardy-Weinbergovy 

rovnováhy na hladině významnosti 1 %) odpovídají ostatní lokusy Hardy-Weinbergově rovnováze. 

Název lokusu 
(Acc. no.) 

Zdrojový druh Sekvence primerů (5`-3`) Jednotka 
repetice 

Ta 

[°C] 
ts  
[min] 

k Hobs Hexp PIC F (Null) 
[%] 

P3F7 
(HM638071) 

F: TCTCGTGAGTAGAGTTTGCCAG 
R: GCCAGCATCAATAACAGAAGTG 

CA 66 180 6 0,714 0,743 0,677 1,42 

P3G12 
(HM638070) 

Phaethon lepturus 
F: ACCAGAGACAGGAATGCAAGAT 
R: GAACCACATTTGCTCAGTGCT 

AC 52 180 3 0,286 0,401 0,358 13,82 

Phaari03 
(GU296115) 

F: GCAGTAAAATGCGTTGATGG 
R: TCAATCTATTACAGGAATCACCTAATG 

TG 60 180 2 0,143 0,438 0,336 49,90 

Phaari04 
(GU296116) 

F: GGTGCTCAAGAGGGAAACAA 
R: GCTAGCATGCATGAACCAAA 

GT 65 150 3 0,429 0,484 0,424 7,57 

Phaari16 
(GU296127) 

Phalacrocorax  
aristotelis 

F: TTCTGCAAGGTACTGATGTGC 
R: TGCTTTGTATCTCAGGTCTACCC 

ATCT 59 90 2 0,286 0,372 0,297 11,89 

PhB11 
(EU16512) 

Phalacrocorax  
harissi 

F: TGGCATGGTTTAGTGTTG 
R: GTCCCTCCCTTTCTACTTAG 

GGAT 55 90 7 0,619 0,774 0,720 9,68 

COR 15 
(FJ477904) 

F: CACCCTTCACAGGTCAGTCA 
R: ACGGGGCTTGAACACTTTT 

AC 62 150 3 0,467 0,627 0,530 13,8 

COR 26 
(FJ477911) 

F: CACAGCAGTTCAGCATCAGTC 
R: CGGGATGAAAAGAAACCTAGAG 

GT 55 90 2 0,842 0,501 0,369 - 

COR 30 
(FJ477913) 

F: ACGAAGTGAGCGTGTGAGTG 
R: CAGCTGTTGAACACAAGCAAC 

GT 63## 270 9 0,810 0,864 0,825 2,07 

COR 31 
(FJ477914) 

Phalacrocorax 
 auritus 

F: TTGTTTCATTGACCTGGCTTC 
R: GCTGCCACTCTCCATATTCC 

GT 64 150 2 0,048 
0,048 
ND 

0,045 - 

Fmin08 
(EU700042) 

F: TTGCAGTTTCAGAGCCAAAG 
R: AAGGTGTGGCATTTCTGGAC 

CA 50 90 2 0,524 0,512 0,375 - 

Fmin13 
(EU700047) 

Fregata minor 
F: CGCATAACTAGAAGGTTGTG 
R: CAAAATGCCTGGAAATCTGC 

AAAG 61 120 4 0,667 0,542 0,462 - 

## ¾x MgCl2 
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Tab. č. 6: Pokračování 1. 

Název lokusu 
(Acc. no.) 

Zdrojový druh Sekvence primerů Jednotka 
repetice 

Ta 
[°C] 

ts  
[min] 

k Hobs Hexp PIC F (Null) 
[%] 

Fmin14 
(EU700048) 

F: ATGCTTGTGCAAATCAATGC 
R: TCACGTTGAAATCCCTTTCC 

AAAG 51 165 18 0,857 
0,944 
ND 

0,917 3,44 

Fmin16 
(EU700050) 

Fregata minor 
F: TTTCCAAGTCCCACATCACC 
R: GCAGGAACCTCAAAATCTGG 

AAAG 60 120 2 0,143 
0,220 
ND 

0,199 19,52 

Sn2A-36 
(GU167935) 

F:AATGTGTTCTTGACTTTGACA  
R:TTTTTCATCCACATCAAAGC 

TC 60 120 2 0,517 0,418 0,325 - 

Sn2B-83 
(GU167926) 

F:TCTGTTAACCAGAGGAAGGA 
R:GAAAGAGGGGTCAGAGAAAT 

CA 53 90 2 0,429 0,396 0,312 - 

Sn2B-100 
(GU167936) 

F:CATCCTTTCACTATCTTTGTTTG 
R:GACTCTATTGCAGTGGTTCC 

CA 48 180 3 0,524 0,408 0,336 - 

BOOB-RM4-C03 
(FJ587442) 

Sula nebouxii 

F: TGGTCAAACAGTAACATGACAAGGAC 
R: GTTTCCAGTAACAACCACTCAGTTCAGG 

AAAG 45 180 5 0,474 0,755 0,699 19,93 

Ss1b-98 
(GU175423) 

F:TTATCCCTTTGCTTTGCTTT 
R:TGGGAATGACGAAGGTAAAT 

GT 53# 180 4 0,333 0,692 0,614 33,77 

Ss1B-106 
(GU175429) 

F:GTGCACATGGGTCAACTTTA 
R:CCCAACTTCCCAGTTACATC 

AG 66 120 5 0,571 0,630 0,545 4,46 

Ss2b-48 
(GU175420) 

F:TTTTCAGCCTTGTTATTCAGC 
R:GTAGTCATTAACAGGATCAGGA 

CA 63 90 3 0,476 0,528 0,405 4,39 

Ss2b-153 
(GU175424) 

Sula sula 

F:TCAAGACCTGTTTGATGGTG 
R:AGAAATGTGCCATGCTTCTC 

TG 64 180 2 0,571 0,418 0,325 - 

Sv2A-26 
(GU167932) 

F:GCACACCTAGCTCCAAATAC 
R:TCATCCATCATATTCCTGCT 

TC 64 150 2 0,048 
0,048 
ND 

0,045 - 

48 180 2 0,429 
0,345 
ND 

0,280 - 
Sv2B-27* 
(GU167938) 

Sula variegata 
F:AGAGTTGTATAAATGTGGGCTA 
R:AGCTGTCCTGTTAAACATCAA 

CA 
48 180 2 0,333 0,396 0,312 11,89 

PEL086 
(FJ159156) 

F:CAGATCCTGGGCTTTCAGAG 
R:AAAACCCTCCCAAGAAATGG 

TATC 58 135 9 0,762 0,864 0,825 5,11 

PEL149 
(FJ159157) 

Pelecanus 
onocrotalus F:TGAGGGAGGCAAATTTCATT 

R:AAGGAAGATGCCCTGGATTT 
CCTT 54 240 14 0,952 

0,934 
ND 

0,905 - 

# ½x MgCl2, 
$ 2x MgCl2, 

* pár primerů amplifikoval dva lokusy 
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Tab. č. 6: Pokračování 2. 

Název lokusu 
(Acc. no.) 

Zdrojový druh Sekvence primerů Jednotka 
repetice 

Ta 
[°C] 

ts  
[min] 

k Hobs Hexp PIC F (Null) 
[%] 

PEL175 
(FJ159158) 

F:GGTGCTTCCCTTGGAAAAAT 
R:TGGCCTCTGTATTGAGGGATA 

AG 65$ 180 5 0,714 0,772 0,710 3,02 

PEL185 
(FJ159159) 

F:CAGGAAAAGATTAAGAGAGAGAGTGC 
R:ACGCCCTGTTCCTTTCAGAT 

TTCC 48 150 14 0,905 
0,928 
ND 

0,898 - 

PEL188 
(FJ159160) 

F:TTTTAGATCCCCGAGGGAAG 
R:ACAGGCCAGTGTTCTCCTTG 

TA/CA 64 180 5 0,524 0,650 0,569 10,82 

PEL190 
(FJ159161) 

F:TTGTTCTGCTTTAAGTGCCAAA 
R:TGCAATACATAAAAAGTCATTCACC 

TG/TA 58 195 3 0,238 0,424 0,368 25,79 

PEL207 
(FJ159162) 

F:TGGGTCTGAGTCAAACTCTTCA 
R:CCCTGCAGTCCTATGGAAAG 

TTG 65 180 3 0,143 
0,138 
ND 

0,130 - 

PEL221 
(FJ159163) 

F:TGTGTTGATCTTCACTGTGCTTT 
R:TCCCTGAACTAGTGAACCCTAAGC 

TAC/TGC 64 120 7 0,857 0,808 0,758 - 

PEL265 
(FJ159164) 

F:TGCTGTGCACTCCATATTCC 
R:CATCAGAGCTTTATCTTGCCTTC 

TTG 58 120 4 0,619 0,598 0,539 - 

PEL304 
(FJ159165) 

Pelecanus 
onocrotalus 

F:TGGGAAAGGTATGGTGTGAAG 
R:CCAGGACCCTGAACTCTGTC 

ACT 64 180 8 0,667 0,801 0,754 8,48 

PeEr 02 
(EU391162) 

F:AGATCCATGGCATTGTGCTG 
R:AGTCCCTCCTGGAATGTGG 

CTT 50 210 11 0,857 0,855 0,815 - 

PeEr 03 
(EU391163) 

F:GCACAGCTGGTTTGTAACTTTTC 
R:GTGCCCTTCAATTAGGAGTCAG 

ATCT 50 165 9 0,476 0,840 0,798 27,25 

PeEr 04 
(EU391164) 

F:ACCACTTTTGCAGGGAAATC 
R:TTCCAAATCTGCCAGCACG 

AGAT 52 120 6 0,810 0,733 0,679 - 

PeEr 05 
(EU391165) 

F:GCAGGAAACTTCCATGTGGC 
R:TGCAGTCTTTGAGTTTCAGTC 

AAC 68# 180 4 0,333 0,515 0,432 22,89 

PeEr 06 
(EU391166) 

F:CCGTTGAGTTAATTTGGAAGAGC 
R:GGTGTATGCCAAAGTCCTGC 

AG 48 180 2 0,429 0,470 0,354 3,45 

PeEr 08 
(EU391168) 

F:GTCCCAGGTCTTCCCCTTC 
R:CCTTCCCTGTAATAGCTTTTGGG 

AC 67 180 2 0,048 
0,048 
ND 

0,45 - 

PeEr 09 
(EU391169) 

Pelecanus 
erythrorhynchos 

F:ACAGCTGATGTGAGAAAACAGAC 
R:TCTTTCCCATTCTAAATGAACCAG 

AGAT 53 120 2 0,143 0,438 0,336 49,90 

# ½x MgCl2 
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Tab. č. 6: Pokračování 3. 

Název lokusu 
(Acc. no.) 

Zdrojový druh Sekvence primerů Jednotka 
repetice 

Ta 
[°C] 

ts  
[min] 

k Hobs Hexp PIC F (Null) 
[%] 

nycti22 
(EU582028) 

F:TTTACTGAAAGCAGAAGTTGGTCCA 
R:CCAGGAGTAAGAATCGACTTCAGAA 

TG/AG 63 150 6 0,524 0,653 0,598 11,50 

nycti26 
(EU582032) 

F:CTTGAATCATGCTGTCTGTGTCTTG 
R:AGTCTTTTGAGGGGAAATCTATGCA 

AG 63 150 2 0,048 
0,136 
ND 

0,124 44,36 

nycti41 
(EU582035) 

F:AACTGATTTCTCACACTTACTAGGC 
R:GCTTGAATTCGTATTGCTCTGT 

CA/TA 64 150 5 0,619 0,618 0,556 0,55 

nycti62 
(EU582033) 

Nycticorax 
nycticorax 

F:CACACAGTAACAGGCATGCAGTAAA 
R: GCTTGCTTTTGTTATCTTCTGCCTC 

CA 66 150 2 0,381 
0,316 
ND 

0,261 - 

Ae01 
(FJ900138) 

F:CATCTTGCAGCCTCTAGCAACT 
R:AGTACACTTCTCCACCAGCAGC 

CTAT/ 
CTAC 48 150 2 0,286 

0,251 
ND 

0,215 - 

Ae26 
(FJ900145) 

F:TACAGCTGGGTATTGGACCTGA 
R:AGAGGCCATTTTCAAAGAAGGTG 

ATGG 64 120 8 0,810 0,816 0,767 - 

Ae42 
(FJ900153) 

Egretta 
eulophotes 

F:AGCAGCAAGGGAAGCAAGACT 
R:AGCCAAGGTCACTGACAAACAG 

ATCC 55 180 5 0,190 
0,697 

** 
0,625 55,84 

Er21 
(HM368080) 

F:AGGAAGAGGAGAGGTGAGGT 
R:CCAAGAGCACTTTTCTATCAAG 

GT/GC 65 150 2 0,381 0,418 0,325 3,45 

Er44 
(HM368086) 

Egretta rufescens 
F:GAGGGCGAGAACTTGAGG 
R:CAAAGCAACAAAACATTCAGC 

TAGG/ 
TAGA 

60 120 2 0,095 
0,093 
ND 

0,087 - 

Ah 210 
(AF447937) 

F:ACGGGAACGTTTCAAAAATTTAAGATGTG 
R:ACGTTTCTATGGCTCAGAAACTGG 

CA 58 120 4 0,762 0,633 0,544 - 

Ah 536 
(AF447976) 

F: CCCTGGTTTAGATCACATGATGGAG 
R: CTGGGCAACCTGTTCCATCT 

AC 58 90 5 0,381 0,546 0,488 16,96 

Ah 630 
(AF447985) 

Ardea herodias 

F: TCCTCCTTCACAATGCTACTTGC 
R: CGGCAGGCAGTATTATTTCAGTGG 

TC 58 90 5 0,810 0,750 0,692 - 

PM1-17 
(FJ185828) 

F:CTGCAGAGTTGCTCGTGCTG 
R:CCTCCTTCTGGTCCCTCCCG 

AAAG 52 165 22 0,810 
0,957 
ND 

0,931 7,11 

PM2-28 
(FJ185833) 

F:GCAGAAGAAACAAGTCTCCAAGG, 
R:TCTCTAGTCCAAGAAGCAGCTTC 

AAAG 48 135 5 0,286 0,551 0,495 31,04 

PM3-13 
(FJ185845) 

Platalea minor 

F:CTGGTTTAATGCAGGGGTTTG 
R:AAGCAGAAGTCTGTTTCGGTGC 

CA 51 180 2 0,476 0,511 0,374 2,33 
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Tab. č. 6: Pokračování 4. 

Název lokusu 
(Acc. no.) 

Zdrojový druh Sekvence primerů Jednotka 
repetice 

Ta 
[°C] 

ts  
[min] 

k Hobs Hexp PIC F (Null) 
[%] 

50 180 6 0,381 0,455 0,346 7,69 
PM3-31* 
(FJ185848) 

Platalea minor 
F: GGAAACATCCTCTCTGACCGTG 
R:GTGGGCTCTGTACAACGCTTGGC 

CA 
60 240 2 0,190 0,751 0,689 58,48 

Eru03 
(DQ098108) 

Eudocimus ruber 
F:GGGAAGAGCATTAAAAAGG 
R:AGCCTGGAAGTAGCATTTGG 

AG 55 180 4 0,333 0,593 0,505 27,94 

Nn01 
(neuveden) 

F:TCAGATAACATTTGTGGGATTG 
R:AGGGCTAGGTTTGGCATT 

CA 52 180 6 0,429 0,657 0,605 22,53 

Nn04 
(neuveden) 

F:GTTTCTTCTGTGCCATCC 
R:ATGCCTTGCATTATTGCTT 

CA 59 165 3 0,048 
0,361 
ND 

0,315 75,76 

NnEB 12 
(AJ699411) 

Nipponia nippon 
 

F:TGTTAGAAGCCAGATCCAAGT 
R:AATGTTTGCCTCTATAGATTT 

CA 48 90 2 0,095 
0,093 
ND 

0,087 - 

Cc01 
(FJ440852) 

F:TTCTTGCATTTGCTCCAGTG 
R:CACAAACATCAGCAAGGACAG 

TTCT 65 150 2 0,238 
0,345 
ND 

0,280 17,16 

Cc05 
(FJ440856) 

F:GGAGGAATTTCAGCAATGGA 
R:TGGGAAACCAGGAAACTGTC 

CA 60 150 2 0,429 0,396 0,312 - 

Cc07 
(FJ440858) 

F:GCATGAAAATGCATAGAGCAGA 
R:CCACCGTTATGATCCTTTGG 

AAAG 50 165 3 0,476 0,455 0,398 - 

CC1 
(EU637577) 

F:AAAACACCCTTCAGCCATTG 
R:AGCCAGTTTTGGTTCATTCG CA 65 90 3 0,286 

0,257 
ND 

0,229 - 

CC3 
(neuveden) 

F:CCAGTACTGTCCCCAAGAGG 
R:GGAACCCAAATGCACAACAC neuvedena 50 180 5 0,550 0,756 0,698 14,16 

CC9 
(EU637576) 

Ciconia ciconia 

F:TGACCATGCCAGTACTCAGG 
R:AGCACCTACGGACAGGACTC 

TG 63 150 4 0,571 0,530 0,482 - 

Cbo102 
(HM120201) 

F:AGCAGCTAAATAACCAG 
R:AGAGATTGTCCCCGAGATAC 

GT 56 90 4 0,619 0,593 0,530 - 

Cbo108 
(HM120202) 

F:CCCAGGTCACAAATTATACG 
R:GAGCCTCACAAAGTTCCCTG 

AT/GT 59 120 2 0,095 
0,316 
ND 

0,261 52,69 

Cbo109 
(HM120203) 

Ciconia boyciana 

F:GTGGTGTAGTCCAGTTTATG 
R:ATAACACATGAATGACCTGG 

GT 50 165 2 0,063 0,466 0,349 75,64 

* pár primerů amplifikoval dva lokusy 
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Tab. č. 6: Pokračování 5. 

Název lokusu 
(Acc. no.) 

Zdrojový druh Sekvence primerů Jednotka 
repetice 

Ta 
[°C] 

ts  
[min] 

k Hobs Hexp PIC F (Null) 
[%] 

Cbo168 
(HM120207) 

Ciconia boyciana 
F:GGGTGCAGTTGAATTAGAC 
R:AATATTTTGGTTTGGTAAAC 

AC 57 135 2 0,476 0,418 0,325 - 

Wsµ 20 
(AY268100) 

Mycteria 
americana 

F:CGGGCCTTTATCTATC 
R:ACAGTACCAAACCATTCA 

AGAT 44 90 7 0,400 0,759 0,702 29,82 

PrA2 
(GF101815) 

F:TGGTAATTCATTGAGCTTCTG 
R:TCTGTGGCTCTGTGATATGTAC 

GT 58 120 2 0,381 0,418 0,325 3,45 

PrA110 
(GF101835) 

F:AATGCAACTTAGGACAAACAAG 
R:GAACAAACCCTTTAACATTGTG 

CA 64 180 8 0,762 0,810 0,760 1,13 

PrB1 
(GF101818) 

F:CAATCTGGCTGCTGTAAATAG 
R:GCAACCTCACTTTTGGAAG 

TC 55 150 5 0,143 0,640 0,577 62,00 

PrD7 
(GF101827) 

F:AGAGCTGTTCAGTTGGAAGAC 
R:TCTTACAACATTGGCAGTATGA 

TAGA 64 180 8 0,762 0,784 0,732 - 

PrD139 
(GF101850) 

Phoenicopterus 
roseus 

F:GCATTGGCTGTAGAGAACTTC¨ 
R:ATAGGCTTTTTCAGTCAACTCC 

ATCT 55 90 2 0,095 
0,093 
ND 

0,087 - 

Pruµ1 
(GQ221667) 

F:TGTGGCAGCTTAAGACGTGA 
R:AGTCCCGAGTCAGCTGGTTT 

GCA 50 90 4 0,667 0,624 0,541 - 

Pruµ5 
(GQ219789) 

F:CACCAGCCTGTTAGGAGT 
R:ATGTTCTTCGGTTGCTGAGG 

ACA/ 
GCA 

54 90 2 0,238 0,396 0,312 23,77 

Pruµ6 
(GQ219790) 

Phoenicopterus 
ruber 

F:GGTGTGAAGTTGGCCTGAGT 
R:CCCAGGCTCATTAGTTCAGC 

GCT 50 180 2 0,571 0,511 0,374 - 

Apy06 
(AJ391218) 

Aethia pygmaea 
F:CCAAAGTCTAAGGACAGGC  
R:ATCTATTTAACGTACATAGAGTTTATC 

GATA/ 
GACA 

62$ 180 13 0,905 
0,877 
ND 

0,840 - 

AM13 
(AF131243) 

Pygoscelis adeliae 
F:TTTTCCCATCTCTCTCCTG 
R:CAGTTTTCAACAATCCTTCC 

GT/GC 59 90 2 0,619 0,494 0,366 - 

$ 2x MgCl2 
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Tab. č. 7: Charakteristika 18 polymorfních mikrosatelitů nalezených u 17 jedinců pelikána skvrnozobého. Ve sloupcích tabulky je uveden 

název lokusu, jeho Accession number (Acc. no.) v databázi GenBank, zdrojový druh, sekvence primerů, teplota annealingu (Ta), čas separace (ts), 

počet alel (Na), pozorovaná (Hobs) a očekávaná (Hexp) heterozygotnost, informativní hodnota mikrosatelitu (PIC) a pravděpodobnost výskytu 

nulových alel (F (Null)). Kromě lokusů označených ND (nehodnotitelné), nebo * (signifikantní odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnováhy na 

hladině významnosti 5 %) odpovídají ostatní lokusy Hardy-Weinbergově rovnováze. 

Název lokusu 
(Acc. no.) Zdrojový druh 

Sekvence primerů (5`-3`) Jednotka 
repetice 

Ta 

[°C] 
ts  
[min] 

k Hobs Hexp PIC F (Null) 
[%] 

Phaari03 
(GU296115) 

Phalacrocorax 
aristotelis 

F: GCAGTAAAATGCGTTGATGG 
R: TCAATCTATTACAGGAATCACCTAATG 

TG 61 180 2 0,059 
0,059 
ND 

0,055 - 

COR 26 
(FJ477911) 

F: CACAGCAGTTCAGCATCAGTC 
R: CGGGATGAAAAGAAACCTAGAG 

GT 54 90 2 0,118 
0,114 
ND 

0,105 - 

COR 31 
(FJ477914) 

Phalacrocorax 
auritus F: TTGTTTCATTGACCTGGCTTC 

R: GCTGCCACTCTCCATATTCC 
GT 61 180 2 0,471 0,471 0,352 - 

PcT 1 
(Y12768) 

Phalacrocorax 
carbo 

F:CCTCGTAAACTCCTAAATCTGG 
R: GAAGCCTAGAAACTCACAAGC 

CTTT 64 90 2 0,824 0,513 0,374 - 

Fmin16 
(EU700050) 

Fregata minor 
F: TTTCCAAGTCCCACATCACC 
R: GCAGGAACCTCAAAATCTGG 

AAAG 44 90 4 0,706 0,677 0,598 - 

Sn2A-36 
(GU167935) 

Sula nebouxii 
F:AATGTGTTCTTGACTTTGACA  
R:TTTTTCATCCACATCAAAGC 

TC 56 90 2 0,471 
0,371 
ND 

0,295 - 

Sn2B-100 
(GU167936) 

F:CATCCTTTCACTATCTTTGTTTG 
R:GACTCTATTGCAGTGGTTCC 

CA 56 180 2 0,000 
0,214 
ND 

0,186 93,52 

Ss1B-106 
(GU175429) 

Sula sula 
 F:GTGCACATGGGTCAACTTTA 

R:CCCAACTTCCCAGTTACATC 
AG 59 90 2 0,588 0,428 0,329 - 

nycti22 
(EU582028) 

Nycticorax 
nycticorax 

F:TTTACTGAAAGCAGAAGTTGGTCCA 
R:CCAGGAGTAAGAATCGACTTCAGAA 

TG/AG 50 120 2 0,118 
0,114 
ND 

0,105 - 

Ae26 
(FJ900145) 

F:TACAGCTGGGTATTGGACCTGA 
R:AGAGGCCATTTTCAAAGAAGGTG 

ATGG 46 90 4 0,882 0,620 0,520 - 

Ae42 
(FJ900153) 

Egretta eulophotes 
F:AGCAGCAAGGGAAGCAAGACT 
R:AGCCAAGGTCACTGACAAACAG 

ATCC 65 90 2 0,647 0,487 0,361 - 

Bi30 
(neuveden) 

Bubulcus ibis 
F:ACCTTAGCAAACCCCCTC 
R:GAGCGGGATGAGCATCA 

GT 46 90 3 0,294 
0,266 
ND 

0,236 - 
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Tab. č. 7: Pokračování. 

Název lokusu 
(Acc. no.) 

Zdrojový druh Sekvence primerů (5`-3`) Jednotka 
repetice 

Ta 

[°C] 
ts  
[min] 

k Hobs Hexp PIC F (Null) 
[%] 

Eru03 
(DQ098108) 

Eudocimus ruber 
F:GGGAAGAGCATTAAAAAGG 
R:AGCCTGGAAGTAGCATTTGG 

AG 61 180 3 0,412 0,649 0,551 21,39 

Nn01 
(neuveden) 

Nipponia nippon 
F:TCAGATAACATTTGTGGGATTG 
R:AGGGCTAGGTTTGGCATT 

CA 56 90 2 0,471 0,428 0,329 - 

CC9 
(EU637576) 

Ciconia ciconia 
F:TGACCATGCCAGTACTCAGG 
R:AGCACCTACGGACAGGACTC 

TG 59 90 2 0,059 
0,508 

* 
0,372 78,67 

PrA2 
(GF101815) 

F:TGGTAATTCATTGAGCTTCTG 
R:TCTGTGGCTCTGTGATATGTAC 

GT 50 90 2 0,176 
0,166 
ND 

0,148 - 

PrA110 
(GF101835) 

F:AATGCAACTTAGGACAAACAAG 
R:GAACAAACCCTTTAACATTGTG 

CA 63 180 3 0,824 0,522 0,405 - 

PrD7 
(GF101827) 

Phoenicopterus 
roseus 

 
F:AGAGCTGTTCAGTTGGAAGAC 
R:TCTTACAACATTGGCAGTATGA 

TAGA 63 180 6 0,941 0,795 0,736 - 
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 U pelikána bílého jsem nalezla 82 párů primerů poskytujících polymorfní 

produkt, z nichž dva páry amplifikovaly po dvou lokusech, tj. 84 polymorfních lokusů. 

Z těchto 82 párů primerů poskytujících polymorfní produkt bylo 10 odvozeno od 

pelikána bílého (PEL086 až PEL304) a v rámci této diplomové práce byly u 21 jedinců 

pelikána bílého získány jejich genotypy kvůli ověření charakteristik těchto lokusů a 

kvůli ověření vazby s ostatními charakterizovanými polymorfními lokusy nalezenými u 

pelikána bílého.  

 Průměrný počet alel na lokus je u celkových 84 polymorfních lokusů 

charakterizovaných u 21 nepřibuzných jedinců pelikána bílého 4,63, průměrná 

očekávaná heterozygotnost 0,5371 a průměrná vypovídací hodnota lokusu (PIC) 

0,4732. Pokud by byly při populačně-genetických studiích použity všechny nalezené 

polymorfní lokusy, pak pravděpodobnost, že dva náhodně zvolení jedinci budou mít 

stejnou konstituci alel na všech lokusech, je 8,15x10-55. Pravděpodobnost, že dvě 

náhodně zvolená mláďata budou mít stejnou alelovou konstituci na všech nalezených 

lokusech, je pak 6,74x10-23. Výstup analýzy programu Cervus 3.0.3 pro 84 

polymorfních lokusů nalezených u pelikána bílého je uveden v Příloze č. 1. 

 Mnou nalezených 18 polymorfních mikrosatelitů u pelikána skvrnozobého má 

v průměru 2,61 alel na lokus, průměrnou očekávanou heterozygotnost 0,4112 a 

průměrnou hodnotu PIC 0,3364. Pravděpodobnost, že dva náhodně zvolení jedinci 

budou mít shodnou alelovou konstituci na všech 18 polymorfních lokusech, je 8x10-8 a 

pravděpodobnost, že dvě náhodně zvolená mláďata budou mít stejnou alelovou 

konstituci na všech nalezených lokusech, je pak 4,0534x10-4. Výstup analýzy programu 

Cervus 3.0.3 pro 18 lokusů nalezených u pelikána skvrnozobého v rámci této diplomové 

práce je uveden v Příloze č. 2. 

 U mnohých mikrosatelitů detekoval program Cervus 3.0.3 přítomnost nulových 

alel (viz Tab. č. 6 a 7) a u některých jsem pozorovala jejich přítomnost na 

elektroforetogramu. Konkrétně se jednalo o lokusy BOOB-RM4-C03, Cbo109, CC3, 

COR 26 a WSµ 20 u pelikána bílého. U zmíněných lokusů se vyskytovali jedinci 

homozygotní pro nulovou alelu. V programu Cervus 3.0.3 přitom nelze zadat nulovou 

alelu a program tak považuje tyto jedince za jedince bez stanoveného genotypu, proto je 

u těchto lokusů uveden nižší počet testovaných jedinců (16 až 20). 

  S využitím webové verze programu Genepop 4.1 jsem analyzovala, jestli 

nalezené polymorfní lokusy nejsou ve vazbě. Nalezla jsem tak u pelikána bílého jeden 

pár mikrosatelitů (Fmin13 a Phaari03), u kterých program stanovil poměrně 
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jednoznačnou genetickou vazbu mezi těmito lokusy. U pelikána skvrnozobého pak na 

hranici vazby byl pár mikrosatelitových lokusů CC9 a Sn2A-36. Při eventuálním použití 

těchto lokusů při populačně-genetických studiích by tak nebylo vhodné používat oba 

tyto lokusy pro jednu studii. 

  

 Z 82 párů primerů poskytujících polymorfní produkt (84 polymorfních lokusů), 

které jsem objevila u pelikána bílého, vykazovaly 4 lokusy na základě alelové 

konstituce možnost vazby na pohlaví. U lokusu Sn2A-36 a Eru03 se mi tuto vazbu 

podařilo prokázat z genotypizační analýzy 21 nepříbuzných jedinců, jejichž DNA jsem 

používala v průběhu celé diplomové práce. U dalších dvou lokusů (PeEr 05 a PeEr 09) 

jsem k ověření vazby na pohlaví použila DNA dalších 20 nepříbuzných jedinců 

pelikána bílého. U lokusu PeEr 05 jsem zjistila vazbu na pohlaví, která byla potvrzena 

odpovídajícími genotypy u všech z celkových 41 jedinců. U lokusu PeEr 09 jsem 

zjistila, že není pohlavně vázaný. U pelikána skvrnozobého pak z nalezených 18 

polymorfních lokusů byly dva lokusy vázané na pohlaví (Sn2A-36 a Eru03). 

 Z nalezených lokusů vázaných na pohlaví vykazovaly lokusy Eru03 (u pelikána 

bílého i skvrnozobého) a PeEr 05 (u pelikána bílého) vazbu na pohlavní chromozóm Z. 

Při genotypizační analýze byly všechny samice kvůli přítomnosti jediného chromozómu 

Z hemizygotní, jevily se tedy na daném lokusu jako homozygotní, samci pak byli 

homozygotní nebo heterozygotní. U dvoualelového lokusu Sn2A-36 pak byla situace 

opačná, kdy všichni samci byli homozygotní pro delší alelu, samice pak vykazovaly 

heterozygotní konstituci alel. Na základě konstituce alel lokusu Sn2A-36 jsem následně 

ověřila u obou druhů pelikánů pohlaví testovaných jedinců, u kterých bylo pohlaví 

stanoveno pracovníky zoologických zahrad. U jedinců, kde nebylo pohlaví určeno, jsem 

jej odečetla podle konstituce alel tohoto lokusu. 

 

 Z objevených 82 párů primerů poskytujících polymorfní produkt u pelikána 

bílého bylo 40 (48,78 %) párů primerů odvozeno od zástupců řádu veslonozí a tvoří tak 

největší podíl z nalezených polymorfních párů primerů. Z toho dva (2,44 %) byly 

odvozeny od ptáků z čeledi faetonovitých (Phaethontidae), 8 (9,76 %) od zástupců č. 

kormoránovitých (Phalacrocoracidae), 17 (20,73 %) od zástupců č. pelikánovitých 

(Pelecanidae) (včetně 10 mikrosatelitů odvozených od pelikána bílého), čtyři (4,88 %) 

od ptáků z č. fregatkovitých (Fregatidae) a 9 (10,98 %) od ptáků z č. terejovitých 

(Sulidae). Druhou nejpočetnější skupinu párů primerů poskytujících polymorfní produkt 
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tvoří mikrosatelity odvozené od zástupců řádu brodiví (32 mikrosatelitů, tj. 39,02 %), 

z toho 11 (13,41 %) bylo odvozeno od zástupců čeledi čápovitých (Ciconiidae), 13 

(15,85 %) od ptáků z č. volavkovitých (Ardeidae) a 8 (9,76 %) od ptáků z č. ibisovitých 

(Threskiornithidae). Zbývající nalezené páry primerů poskytující polymorfní produkt 

byly izolovány od zástupců řádu plameňáci (8 mikrosatelitů, tj. 9,76 %), dlouhokřídlí 

(jeden mikrosatelit, tj. 1,22 %) a tučňáci (jeden mikrosatelit, tj. 1,22 %). Procentuální 

rozdělení párů primerů poskytujících polymorfní produkt je zobrazeno v Grafu č. 1. 

 

Graf č. 1: Rozložení 82 párů primerů poskytujících polymorfní produkt 

nalezených u pelikána bílého podle zdrojových řádů. V odstínech žluté a oranžové je 

znázorněn řád veslonozí, v odstínech modré řád brodiví, zeleně řád plameňáci, hnědě 

řád dlouhokřídlí a bíle řád tučňáci. 

 

 

 U pelikána skvrnozobého jsem nalezla celkem 18 polymorfních mikrosatelitů, 

z nichž největší podíl zaujímaly mikrosatelity odvozené od zástupců řádu veslonozí 

(8 mikrosatelitů, tj. 44,44 %). Z těchto 8 lokusů byly čtyři lokusy (22,22 %) odvozeny 

od ptáků z čeledi kormoránovitých, jeden lokus (5,56 %) od zástupců č. fregatkovitých 

a tři lokusy (16,67 %) od ptáků z čeledi terejovitých. Druhou nejpočetnější skupinou 

byly lokusy odvozené od ptáků z řádu brodiví (7 lokusů, tj. 38,89 %), z nichž čtyři 

(22,22 %) byly odvozeny od zástupců č. volavkovitých, dva (11,11 %) od zástupců č. 
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ibisovitých a jeden (5,56 %) od ptáků z č. čápovitých. Zbývající tři lokusy (16,67 %) 

byly odvozeny od zástupců řádu plameňáci. Procentuální rozdělení mikrosatelitových 

lokusů je pro názornost zobrazeno v Grafu č. 2. 

 

Graf č. 2: Rozložení 18 polymorfních mikrosatelitových lokusů nalezených u 

pelikána skvrnozobého v rámci této diplomové práce podle zdrojových řádů. 

V odstínech žluté a oranžové je znázorněn řád veslonozí, v odstínech modré řád brodiví, 

zeleně řád plameňáci, hnědě řád dlouhokřídlí a bíle řád tučňáci. 

 

 

 Důležitou vlastností mikrosatelitových lokusů při výběru markerů pro 

populačně-genetické studie je jejich hodnotitelnost po elektroforetické separaci. Pro 

ukázku uvádím fotografie (Obr. 8 až 12) některých mikrosatelitových lokusů. Jedinci 

jsou označeni arabskými čísly, alely pak římskými. 

 

Obr. č. 8: Tříalelový mikrosatelitový lokus Ss2b-48 u 21 jedinců pelikána bílého.  
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Obr. č. 9: Osmialelový mikrosatelitový lokus PrA110 u 21 jedinců pelikána bílého. 

 

 

Obr. č. 10: Sedmialelový mikrosatelitový lokus PEL221 u 21 jedinců pelikána 

bílého. 

 

 

Obr. č. 11: Na pohlaví závislý tříalelový mikrosatelitový lokus Eru03 u 17 jedinců 

pelikána skvrnozobého. Lokus je vázaný na chromozóm Z, samice (jedinci 2, 4, 6, 7, 

8, 11, 13 a 17) jsou hemizygotní a samci heterozygotní nebo homozygotní. 
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Obr. č. 12: Tříalelový mikrosatelitový lokus Bi30 u 17 jedinců pelikána 

skvrnozobého. Genotyp jedince 1 byl odečten z jiného elektroforetogramu. 

 

 

 Na základě výsledků genotypizační analýzy a hodnotitelnosti PCR produktů po 

rozdělení v 6% polyakrylamidovém gelu jsem u pelikána bílého a skvrnozobého 

stanovila sady mikrosatelitových lokusů, které by bylo možné využít k testování 

paternity u těchto dvou druhů. 

 U pelikána bílého jsem zvolila 6 mikrosatelitových lokusů – Ae26, Apy06, 

Fmin14, PEL149, PrA110 a PrD7. Těchto šest mikrosatelitů má v průměru 11,5 alely na 

lokus, průměrnou očekávanou heterozygotnost 0,8608 a průměrnou vypovídací hodnotu 

0,8201. Pravděpodobnost, že bude mládě přiřazeno špatnému rodiči v případě, že 

neznáme druhého rodiče, je 0,057 % a v případě, že přiřazujeme mládě rodičovskému 

páru, 3,08x10-6 %. Pravděpodobnost, že dva jedinci v populaci budou mít stejnou 

konstituci alel na všech šesti lokusech je 2,8x10-9 a pravděpodobnost, že dvě mláďata 

budou mít stejný genotyp na všech těchto lokusech je 0,15 %. U tří z těchto šesti lokusů 

(Apy06, Fmin14 a PEL149) nebyl program Cervus 3.0.3 schopen určit, jestli jsou tyto 

lokusy v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnováhou (v Tab. č. 8 označeny jako ND), 

což bylo pravděpodobně způsobeno vysokým počtem alel a poměrně velkými rozdíly 

v jejich frekvencích. U dvou z těchto lokusů (Fmin14 a PrA110) byla detekována 

pravděpodobnost výskytu nulových alel. Vzhledem k počtu alel u daných lokusů je však 

tato pravděpodobnost relativně nízká. Výstup z programu Cervus 3.0.3 pro daných šest 

lokusů je uveden v Tab. č. 8. 
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Tab. č. 8: Výstup z analýzy programu Cervus 3.0.3 pro sadu 6 polymorfních 

mikrosatelitových lokusů vhodných pro testování paternity u pelikána bílého. Ve 

sloupcích tabulky je uveden název lokusu, počet alel (k), počet testovaných jedinců (N), 

pozorovaná (Hobs) a očekávaná (Hexp) heterozygotnost, vypovídací hodnota 

mikrosatelitu (PIC), soulad s Hardy-Weinbergovou rovnováhou (NS v souladu s HW, 

ND nehodnotitelné) a pravděpodobnost výskytu nulových alel (F (Null)). 

Lokus k N Hobs Hexp PIC HW F (Null) 
Ae26 8 21 0,810 0,816 0,767 NS -0,0072 
Apy06 13 21 0,905 0,877 0,840 ND -0,0293 
Fmin14 18 21 0,857 0,944 0,917 ND +0,0344 
PEL149 14 21 0,952 0,934 0,905 ND -0,0234 
PrA110 8 21 0,762 0,810 0,760 NS +0,0113 
PrD7 8 21 0,762 0,784 0,732 NS -0,0017 

 

Průměrný počet alel na lokus: 11,50 
Průměrná očekávaná heterozygotnost: 0,8608 
Průměrná vypovídací hodnota lokusu (PIC): 0,8201 
Pravděpodobnost, že mládě bude přiřazeno nesprávnému rodiči (1. rodič): 0,00768864 
Pravděpodobnost, že mládě bude přiřazeno nesprávnému rodiči (2. rodič): 0,00057481 
Pravděpodobnost, že mládě bude přiřazeno nesprávnému páru: 0,00000308 
Pravděpodobnost, že by 2 náhodní jedinci měli stejnou alelovou konstituci   
na všech mikrosatelitových lokusech: 2,80x10-9 

Pravděpodobnost, že by 2 náhodná mláďata měla stejnou alelovou konstituci   
na všech mikrosatelitových lokusech: 0,00154631 

 

 U pelikána skvrnozobého jsem vybrala sadu sedmi mikrosatelitů – PhB11, 

PEL221, PEL304, Fmin13, Fmin14, Fmin16 a PrD7. Z těchto sedmi mikrosatelitů bylo 

pět nalezeno v rámci diplomové práce Mikulová (2010) a dva byly charakterizovány 

v rámci této diplomové práce. Průměrný počet alel je u zmíněných sedmi lokusů 5,29, 

průměrná očekávaná heterozygotnost 0,7173 a průměrná vypovídací hodnota 0,6490. 

Pravděpodobnost, že bude mládě přiřazeno špatnému rodiči v případě, že neznáme 

druhého rodiče, je 1,28 % a v případě, že přiřazujeme mládě rodičovskému páru, 

0,066 %. Pravděpodobnost, že dva jedinci z populace budou mít stejný genotyp na 

všech sedmi lokusech je 8,5x10-7 a pravděpodobnost, že dvě mláďata budou mít stejnou 

konstituci alel na všech sedmi lokusech, je 0,299 %. Tyto hodnoty mohou být však 

zkreslené příbuzností 17 jedinců, na kterých byla provedena genotypizační analýza. 

Výstup z programu Cervus 3.0.3 pro daných sedm lokusů je uveden v Tab. č. 9. 
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Tab. č. 9: Výstup z analýzy programu Cervus 3.0.3 pro sadu 7 polymorfních 

mikrosatelitových lokusů vhodných pro testování paternity u pelikána 

skvrnozobého. Ve sloupcích tabulky je uveden název lokusu, počet alel (k), počet 

testovaných jedinců (N), pozorovaná (Hobs) a očekávaná (Hexp) heterozygotnost, 

vypovídací hodnota mikrosatelitu (PIC) a pravděpodobnost výskytu nulových alel (F 

(Null)). Všechny lokusy jsou v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnováhou. 

Lokus k N Hobs Hexp PIC HW F (Null) 
PhB11 4 17 0,706 0,701 0,631 NS -0,0319 
PEL221 6 17 0,647 0,656 0,588 NS +0,0157 
PEL304 5 17 0,824 0,677 0,600 NS -0,1267 
Fmin13 4 17 0,882 0,727 0,652 NS -0,1142 
Fmin14 8 17 0,824 0,788 0,739 NS -0,0313 
Fmin16 4 17 0,706 0,677 0,598 NS -0,0270 
PrD7 6 17 0,941 0,795 0,736 NS -0,1007 

 
 
Průměrný počet alel na lokus: 5,29 
Průměrná očekávaná heterozygotnost: 0,7173 
Průměrná vypovídací hodnota lokusu (PIC): 0,6490 
Pravděpodobnost, že mládě bude přiřazeno nesprávnému rodiči (1. rodič): 0,08971250 
Pravděpodobnost, že mládě bude přiřazeno nesprávnému rodiči (2. rodič): 0,01280005 
Pravděpodobnost, že mládě bude přiřazeno nesprávnému páru: 0,00065951 
Pravděpodobnost, že by 2 náhodní jedinci měli stejnou alelovou konstituci  
na všech mikrosatelitových lokusech: 0,00000085 
Pravděpodobnost, že by 2 náhodná mláďata měla stejnou alelovou konstituci  
na všech mikrosatelitových lokusech: 0,00299323 

 

 Pokud by byla analýza s využitím uvedených sedmi lokusů „příliš“ přesná, pak 

by bylo možné z analýzy paternity vypustit lokus PEL221, u kterého program Cervus 

3.0.3 detekoval možnost výskytu nulových alel. V tom případě by zbývajících šest 

lokusů mělo následující charakteristiky: průměrný počet alel na lokus 5,17, průměrná 

očekávaná heterozygotnost 0,7276 a průměrná vypovídací hodnota lokusu 0,6592. 

Pravděpodobnost, že bude mládě přiřazeno špatnému rodiči v případě, že neznámé 

druhého rodiče, by byla 2,13 % a v případě, že známe rodičovský pár, 0,16 %. 

Pravděpodobnost, že dva jedinci v populaci budou mít stejnou konstituci alel na všech 

šesti lokusech je 4,7x10-6 a pravděpodobnost, že dvě mláďata stejného rodičovského 

páru budou mít stejný genotyp na všech těchto lokusech je 0,63 %. Tato čísla mohou 

být zkreslená příbuzností jedinců použitých ke genotypizační analýze. Při použití tohoto 

souboru mikrosatelitových lokusů na skupinu nepříbuzných jedinců lze předpokládat, že 

dojde k úpravě výše uvedených hodnot a pravděpodobnost správného určení paternity 

bude vyšší. 
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6 Diskuze 

 Hledáním a využitím polymorfních cross-species mikrosatelitů v rámci čeledi 

pelikánovitých se doposud zabývaly pouze tři zahraniční publikace (de Ponte Machado 

et al. (2009), Reudink et al. (2011) a Jeyasingham et al. (2013)). Rozsáhlejší studie pak 

byly provedeny v rámci Laboratoře populační genetiky na Katedře buněčné biologie a 

genetiky PřF UPOL, a to v rámci čtyř bakalářských prací (Mikulová (2008), Dvořáková 

(2010), Chmelařová (2010) a Buržáková (2011)) a tří diplomových prací (Ranochová 

(2008), Mikulová (2010) a Chmelařová (2012)).  

 Ve své diplomové práci jsem se zabývala hledáním polymorfních cross-species 

mikrosatelitů u pelikána bílého (Pelecanus onocrotalus) a pelikána skvrnozobého (P. 

philippensis) a jejich charakterizací. U pelikána bílého jsem charakterizovala celkem 

82 polymorfních mikrosatelitů (z toho dva páry primerů aplifikovaly po dvou 

polymorfních lokusech), z nichž 67 mikrosatelitů bylo objeveno v rámci předchozích 

prací v Laboratoři populační genetiky, 11 jsem nalezla retestováním lokusů původně 

považovaných za monomorfní a čtyři lokusy, které jsem objevila otestováním párů 

primeru odvozených od příbuzných druhů ptáků v průběhu této diplomové práce a které 

nebyly u pelikána bílého doposud testovány. Z těchto 82 párů primerů bylo 10 

odvozeno od pelikána bílého (de Ponte Machado et al., 2009) a v rámci této diplomové 

práce byly získány jejich genotypy od 21 nepříbuzných jedinců kvůli ověření 

charakteristik uvedených ve zdrojové publikaci a kvůli zjištění případné vazby mezi 

těmito lokusy a ostatními polymorfními lokusy charakterizovanými v průběhu této 

diplomové práce. 

 U pelikána skvrnozobého jsem charakterizovala 18 polymorfních mikrosatelitů, 

z nichž 6 bylo publikováno již v bakalářské práci Buržáková (2011), 11 lokusů jsem 

objevila retestováním lokusů původně považovaných u tohoto druhu za monomorfní a 

zbývající jeden lokus, který dosud nebyl testován a byl odvozen v průběhu této 

diplomové práce. 

  

Polymorfní cross-species mikrosatelity nalezené retestováním u pelikána bílého 

 Lokus Ae01 byl odvozen od volavky žlutozobé (Egretta eulophotes) a autoři 

uvádějí u 20 jedinců 5 alel při Ta 56 °C (Huang et al., 2009). V diplomové práci 

Mikulová (2010) jej autorka označila u pelikána bílého za monomorfní. Po retestování 

jsem u něj nalezla při teplotě (dále Ta) 48 °C a času separace (dále ts) 150 minut 2 alely.  
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 Lokusy CC3 a CC9 byly odvozeny od čápa bílého (Ciconia ciconia) 

(Segelbacher, osobní sdělení). V diplomové práci Mikulová (2010) autorka oba tyto 

mikrosatelity prohlásila za monomorfní. Během retestování však oba tyto 

mikrosatelitové lokusy poskytly polymorfní produkt. Lokus CC3 měl u 20 jedinců 5 alel 

při Ta 50 °C a ts 180 minut. U jednoho jedince jsem zjistila přitomnost nulové alely 

v homozygotním stavu. Lokus CC9 poskytl při Ta 63 °C a ts 150 minut 4 alely. 

 Fike et al. (2009) publikovali mikrosatelitové lokusy odvozené od kormorána 

ušatého (Phalacrocorax auritus), včetně lokusu COR 26. U tohoto lokusu uvádějí autoři 

2 alely u 31 jedinců kormorána ušatého. Po otestování jsem u něj nalezla při Ta 55 °C a 

ts 90 minut 2 alely. Mikulová (2010) tento lokus u pelikána bílého prohlásila za 

monomorfní. 

 Dalším lokusem, který jsem nalezla tímto způsobem, byl lokus Fmin08 

odvozený od fregatky obecné (Fregata minor) (Dearborn et al., 2008). U 23 jedinců 

zdrojového druhu byly pozorovány 2 alely při Ta 55 °C. Mikulová (2010) uvádí u 

tohoto lokusu monomorfní produkt u pelikána bílého. Během retestování jsem u něj 

nalezla 2 alely při Ta 50 °C a ts 90 minut. 

 Mikrosatelitové lokusy nycti26 a nycti62 byly u pelikána bílého považovány za 

monomorfní (Mikulová, 2010). Při opětovném otestovány jsem u obou lokusů nalezla 

2 alely při Ta 63 °C, respektive 65 °C, a ts 150 minut. Tyto mikrosatelitové lokusy byly 

odvozeny z DNA kvakoše nočního (Nycticorax nycticorax) se 6, resp. 7, alelami na 

lokus při Ta 55 °C (Chang et al., 2009). 

 Lokus P3G12 byl izolován z DNA faetona žlutozobého (Phaethon lepturus) 

(Humeau et al., 2010). U pelikána bílého byl považován za monomorfní (Buržáková, 

2011). Během retestování jsem u něj objevila 3 alely při Ta 52 °C a ts 180 minut. U 

zdrojového druhu pak autoři uvádějí 3 alely u 55 jedinců (Humeau et al., 2010). 

 Yeung et al. (2009) publikovali u kolpíka malého (Platalea minor) 

23 mikrosatelitových lokusů včetně lokusu PM3-31. U tohoto lokusu nalezli 7 alel u 20 

jedinců zdrojového druhu. U pelikána bílého byl považován za monomorfní (Mikulová, 

2010). Během retestování poskytoval pár primerů navržený pro tento lokus dva 

polymorfní lokusy. U prvního lokusu jsem pozorovala 6 alel při podmínkách Ta 50 °C a 

ts 180 min, u druhého pak při Ta 60 °C a ts 240 min 2 alely. 

 Buržáková (2011) prohlásila ve své bakalářské práci mikrosatelitový lokus PrB1 

u pelikána bílého za monomorfní. Při opětovném otestování jsem však nalezla 5 alel u 

21 jedinců při Ta 55 °C a ts 150 min. Lokus byl původně odvozen od plameňáka 
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růžového (Phoenicopterus roseus), u něhož bylo nalezeno 7 alel u 28 jedinců (Geraci et 

al., 2010). 

 Mikrosatelitový lokus Sv2B-27 byl odvozen od tereje guánového (Sula 

variagata), u něhož bylo nalezeno 6 alel u 27 jedinců. Buržáková (2011) v průběhu své 

bakalářské práce zahrnula tento lokus u pelikána bílého do skupiny monomorfních 

mikrosatelitů. Při opětovném testování pár primerů navržený pro tento lokus 

amplifikoval 2 polymorfní lokusy při Ta 48 °C a ts 180 min. Oba tyto lokusy měly 2 

alely. 

 

Polymorfní cross-species mikrosatelity nalezené retestováním u pelikána 

skvrnozobého 

 Huang et al. (2009) publikovali celkem 18 mikrosatelitových lokusů 

odvozených z DNA volavky žlutozobé. Dva z těchto lokusů (Ae26 a Ae42) byly u 

pelikána skvrnozobého prohlášeny v diplomové práci Mikulová (2010) za monomorfní. 

Při opětovném testování jsem u obou těchto lokusů získala polymorfní produkt. 

V případě lokusu Ae26 jsem nalezla 4 alely (Ta 46 °C, ts 90 minut). U lokusu Ae42 jsem 

nalezla při Ta 65 °C a ts 90 min 2 alely. U 20 jedinců zdrojového druhu bylo nalezeno u 

prvního zmíněného lokusu 5 alel při Ta 58 °C, u druhého pak 2 alely při stejné teplotě 

annealingu (Huang et al., 2009). 

 Mikrosatelitové lokusy COR 26 a COR 31 byly izolovány z DNA kormorána 

ušatého (Fike et al., 2009). U zdrojového druhu autoři objevili u obou zmíněných 

lokusů u 31 jedinců 2 alely. Veronika Mikulová ve své diplomové práci z roku 2010 

prohlásila oba tyto lokusy za monomorfní. Během retestování jsem u pelikána 

skvrnozobého objevila u těchto lokusů shodně po 2 alelách při Ta 54 °C a ts 90 min, 

respektive při Ta 61 °C a ts 180 min.  

 U ibise rudého bylo popsáno 10 mikrosatelitových lokusů včetně lokusu Eru03 

(Santos et al., 2006). Tento lokus prohlásila za monomorfní u pelikána skvrnozobého již 

ve své bakalářské práci Mikulová (2008). Při opětovném otestování jsem u tohoto 

lokusu nalezla 3 alely při Ta 61 °C a ts 180 min. Lokus navíc vykazoval vazbu na 

pohlaví, konkrétně na chromozóm Z. U zdrojového druhu publikovali autoři 9 alel při 

Ta 53 °C (Santos et al., 2006). 

 Dearborn et al. (2008) ve své práci informovali o nově objevených 

mikrosatelitech u fregatky obecné. Mezi těmito lokusy byl i lokus Fmin16 se 4 alelami 

při Ta 55 °C u 23 jedinců. Ten byl v průběhu diplomové práce Mikulová (2010) zařazen 
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u pelikána skvrnozobého mezi monomorfní mikrosatelitové lokusy. Po opětovném 

otestování jsem u tohoto lokusu objevila 4 alely při Ta 44 °C a ts 90 min. 

 Dalším lokusem, který jsem objevila během retestování, byl lokus Nn01 

odvozený od ibise čínského (Nipponia nippon) (He et al., 2006). U zdrojového druhu 

bylo nalezeno 5 alel při Ta 58 °C. V průběhu své diplomové práce jsem u tohoto 

mikrosatelitového lokusu pozorovala 2 alely při Ta 56 °C a ts 90 min. Jako monomorfní 

byl tento lokus popsán v diplomové práci Mikulová (2010).  

 Mikrosatelitový lokus nycti22 byl odvozen od kvakoše nočního, u něhož autoři 

uvádějí 5 alel při Ta 55 °C (Chang et al., 2009). Původně byl tento lokus u pelikána 

skvrnozobého považován za monomorfní (Mikulová, 2010), po opětovném otestování 

jsem ale nalezla 2 alely při Ta 50 °C a ts 120 min. 

 Piertney et al. (1998) publikovali ve své práci 7 mikrosatelitových lokusů 

odvozených od kormorána velkého (Phalacrocorax carbo). Jeden z těchto lokusů, lokus 

PcT 1, byl původně u pelikána skvrnozobého určen jako polymorfní se 2 alelami při Ta 

59 °C a ts 120 min (Mikulová, 2008). Autorka na tuto práci navázala v rámci své 

diplomové práce, v průběhu které prohlásila lokus PcT 1 za monomorfní. Při 

opětovném otestování jsem u tohoto lokusu objevila 2 alely při Ta 64 °C a ts 90 min. U 

zdrojového druhu bylo popsáno 44 alel při Ta 55 °C (Piertney et al., 1998). 

 Mikrosatelitový lokus Phaari03 byl odvozen od kormorána chocholatého (P. 

aristotelis) (Barlow et al., 2010). Autoři u zdrojového druhu publikovali 7 alel u 

7 jedinců. Buržáková (2011) ve své bakalářské práci prohlásila tento lokus u pelikána 

skvrnozobého za monomorfní. Během retestování jsem u tohoto lokusu však objevila 

2 alely při Ta 61 °C a ts 180 min. 

 Geraci et al. (2010) popsali u plameňáka růžového celkem 37 polymorfních 

mikrosatelitových lokusů. Mezi tyto lokusy patřil i lokus PrA2, u něhož autoři 

publikovali 6 alel u 28 jedinců. V bakalářské práci Buržáková (2011) byl lokus označen 

jako monomorfní. Po retestování jsem u něj nalezla 2 alely při Ta 50 °C a ts 90 min.  

  

Cross-species PCR amplifikace nově objevených mikrosatelitů 

 Wang et al. (2011) publikovali 8 de novo izolovaných mikrosatelitů u čápa 

východního (Ciconia boyciana) a nalezli u nich 2-8 alel na lokus. U 21 jedinců pelikána 

bílého poskytly 4 z těchto lokusů polymorfní produkt (Cbo102, Cbo108, Cbo109 a 

Cbo168) se 2-4 alelami na lokus. U pelikána skvrnozobého neposkytl žádný z párů 

primerů polymorfní produkt. 
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 Campanini et al. (2012) ve své práci popsali 11 mikrosatelitových lokusů 

izolovaných z DNA volavky rusohlavé (Bubulcus ibis) se 2-4 alelami na lokus. Při PCR 

s páry primerů navrženými pro tyto lokusy jsem u pelikána bílého nezískala žádný 

polymorfní produkt. U pelikána skvrnozobého byl polymorfní jediný lokus, a to Bi30, u 

kterého jsem nalezla 3 alely při Ta 46 °C a ts 90 min. 

 

Cross-species mikrosatelitové lokusy vázané na pohlaví nalezené u pelikánů 

 Chmelařová (2012) v rámci své diplomové práce objevila dva lokusy s možností 

vazby na pohlaví u pelikána kadeřavého a jeden lokus u pelikána afrického. V průběhu 

své diplomové práce jsem na základě genotypizační analýzy nalezla celkem tři lokusy 

vázané na pohlavní chromozómy u pelikána bílého a a dva lokusy u pelikána 

skvrnozobého. 

 Lokus Sn2A-36 byl původně odvozen od tereje modronohého (Sula nebouxii) 

(Taylor et al., 2010). Tento mikrosatelitový lokus byl polymorfní u všech 4 výše 

zmíněných druhů pelikánů a u všech druhů měl shodně 2 alely. U těchto 4 druhů 

pelikánů vykazoval také vazbu na pohlaví, přičemž všechny samice jsou heterozygotní 

a samci homozygotní pro delší alelu. Jedná se tak o spolehlivý marker pro zjišťování 

pohlaví u pelikánů. 

 Mikrosatelitový lokus Eru03, odvozený původně od ibise rudého (Santos et al., 

2006), poskytoval polymorfní produkt u všech zmíněných druhů pelikánů. U pelikána 

afrického a kadeřavého amplifikoval tento pár primerů dvě alely (Chmelařová, 2012), u 

pelikána skvrnozobého 3 alely a u pelikána bílého 4 alely. U tří z těchto druhů, u 

pelikána bílého, skvrnozobého a kadeřavého, vykazoval tento lokus vazbu na 

chromozóm Z. U pelikána afrického byla vazba na chromozóm Z vysoce 

pravděpodobná (Chmelařová, 2012). Z testovaných 12 jedinců pelikána afrického měl 

pouze jeden jedinec heterozygotní konstituci alel, ostatní pak byli homozygoti. Pro 

ověření vazby na pohlaví u pelikána afrického by bylo nutné provést genotypizační 

analýzu na větším počtu jedinců s vyrovnanější frekvencí výskytu jednotlivých alel. 

 U pelikána bílého jsem objevila vazbu na pohlaví, konkrétně na chromozóm Z, 

také u lokusu PeEr05. Tento lokus byl původně odvozen od pelikána severoamerického 

(Pelecanus erythrorhynchos), u kterého autoři uvádějí 3 alely (Hickman et al., 2008). 

Původní publikace se o vazbě na pohlaví u zdrojového druhu nezmiňuje. U pelikána 

bílého jsem vazbu na pohlaví ověřila na DNA celkem 41 jedinců, přičemž všechny 

samice byly hemizygotní, samci pak heterozygotní nebo homozygotní. U pelikána 
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afrického a pelikána kadeřavého byl tento lokus monomorfní (Chmelařová, 2012). 

Mikulová (2010) objevila u pelikána skvrnozobého 2 alely bez možnosti stanovit vazbu 

na pohlaví. Při kontrole alelových konstitucí u 17 jedinců tvořících chovnou skupinu, se 

kterými pracovala autorka v rámci práce Mikulová (2010), jsem zjistila, že alela II se 

vyskytovala pouze u samice PP-64. Vzhledem k tomu, že tato samice uhynula bez 

potomstva a že všechny vzorky v Laboratoři populační genetiky pocházejí z téže 

chovné skupiny, jsem nebyla schopna ověřit vazbu na pohlaví u tohoto lokusu. Jedinou 

možností, jak ověřit u lokusu PeEr05 vazbu na pohlaví u pelikána skvrnozobého, je 

získání DNA jedinců mimo danou chovnou skupinu a zvýšení stupně polymorfizmu 

zkoumaného souboru jedinců. U pelikána chilského (Pelecanus thagus) byl 

mikrosatelitový lokus PeEr05 polymorfní, ovšem s vysokou pravděpodobností výskytu 

nulových alel (Jeyesingham et al., 2013). Tento fakt by mohl vypovídat o vazbě na 

pohlaví u pelikána chilského, autoři se však touto otázkou nezabývali. 

 

PCR amplifikace primerů odvozených od pelikána bílého u 21 jedinců 

 De Ponte Machado et al. (2009) odvodili z DNA pelikána bílého 10 

mikrosatelitových lokusů, které charakterizovali na 46 jedincích ze dvou afrických 

populací (23 jedinců z každé populace). Počet alel se u těchto dvou populací pohyboval 

v rozmezí 2-19, respektive 2-12, pozorovaná heterozygotnost v rozmezí 0,261-0,913, 

respektive 0,261-0,826, a očekávaná heterozygotnost v rozmezí 0,232-0,947, respektive 

0,232-0,857. U dvou lokusů (PEL185 a PEL221) pozorovali autoři výrazný odklon od 

Hardy-Weinbergovy rovnováhy, ale vždy jen u jedné ze dvou testovaných populací. U 

jedné z populací byla vysoká pravděpodobnost výskytu nulových alel u dvou lokusů 

(PEL185 a PEL190). 

 Na základě genotypizační analýzy, kterou jsem provedla v rámci této diplomové 

práce, jsem získala charakterisky těchto mikrosatelitů u skupiny, která by mohla být 

považována za třetí populaci. Počet alel u této skupiny jedinců se pohyboval v rozmezí 

3-14 a pozorovaná a očekávaná heterozygotnost v intervalu 0,143-0,952, respektive 

0,138-0,934. U tří lokusů (PEL149, PEL185 a PEL207) nebyl program Cervus 3.0.3 

schopen určit, zda odpovídají Hardy-Weinbergově rovnováze. U dvou lokusů (PEL188 

a PEL190) jsem zjistila relativně vysokou pravděpodobnost výskytu nulových alel. U 

žádného z těchto lokusů program Genepop 4.1 nezjistil vazbu s některým z ostatních 

polymorfních mikrosatelitových lokusů charakterizovaných v této diplomové práci. 

Srovnání výsledků zdrojové publikace a této diplomové práce je uvedeno v Tab. č. 10. 
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Tab. č. 10: Charakteristika mikrosatelitových lokusů odvozených od pelikána 

bílého podle de Ponte Machado et al. (2009) a této diplomové práce. V tabulce jsou 

u každého lokusu uvedeny následující charakteristiky: počet jedinců (n), počet alel (k), 

pozorovaná (Hobs) a očekávaná (Hexp) heterozygotnost. 

 de Ponte Machado et al. (2009) tato diplomová práce 
 n1 = 23 n2 = 23 n = 21 

MS k Hobs Hexp k Hobs Hexp k Hobs Hexp 
PEL086 11 0,889 0,857 9 0,826 0,836 9 0,762 0,864 
PEL149 19 0,913 0,947 12 0,870 0,860 14 0,952 0,934 
PEL175 6 0,826 0,775 7 0,826 0,796 5 0,714 0,772 
PEL185 15 0,913 0,925 12 0,565 0,857 14 0,905 0,928 
PEL188 4 0,783 0,710 4 0,739 0,650 5 0,524 0,650 
PEL190 4 0,650 0,676 4 0,381 0,591 3 0,238 0,424 
PEL207 2 0,261 0,232 2 0,261 0,232 3 0,143 0,138 
PEL221 12 0,909 0,773 9 0,870 0,742 7 0,857 0,808 
PEL265 5 0,609 0,680 4 0,478 0,699 4 0,619 0,598 
PEL304 11 0,783 0,836 7 0,739 0,788 8 0,667 0,801 

 

Polymorfní cross-species mikrosatelity u pelikána skvrnozobého 

 V rámci své diplomové práce jsem objevila 18 polymorfních mikrosatelitů u 

pelikána skvrnozobého. V průběhu diplomové práce Mikulová (2010) však autorka 

nalezla dalších 31 polymorfních lokusů, u kterých zjistila alelové konstituce u stejných 

17 jedinců, kteří jsem použila ke genotypizační analýze v průběhu své diplomové práce. 

Seznam zmíněných 31 polymorfních mikrosatelitů je uveden v kapitole 3 Tab. č. 1. Při 

analýze celkových 49 polymorfních mikrosatelitů nalezených u pelikána skvrnozobého 

programem Cervus 3.0.3 jsem získala následující data: průměrný počet alel na lokus 

3,18, průměrná očekávaná heterozygotnost 0,4669 a průměrná hodnota PIC 0,3946. 

Pravděpodobnost stejné alelové konstituce u všech 49 lokusů u dvou náhodně 

vybraných jedinců je 5,63x10-24 a u dvou mláďat 1,92x10-11. Výstup z analýzy 

genotypizačních programem Cervus 3.0.3 dat všech 49 polymorfních mikrosatelitů 

nalezených u pelikána skvrnozobého je uveden v Příloze č. 3. 

 Po sečtení polymorfních mikrosatelitových lokusů nalezených v průběhu 

diplomové práce Mikulová (2010) a lokusů, které jsem nalezla v rámci této diplomové 

práce, se změní zastoupení mikrosatelitových lokusů podle řádů od jejichž zástupců 

byly odvozeny. Více než polovinu z celkových polymorfních lokusů budou tvořit 

mikrosatelity odvozené od zástupců řádu veslonozí (Pelecaniformes) (28 lokusů, tj. 

57,14 %). Z toho 9 lokusů (18,37 %) bylo odvozeno od čeledi kormoránovitých 

(Phalacrocoracidae), 12 lokusů (24,49 %) od č. pelikánovitých (Pelecanidae), 4 lokusy 

(8,16 %) od č. fregatkovitých (Fregatidae) a zbývající 3 lokusy (6,12 %) od 
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č. terejovitých (Sulidae). Celkem 16 lokusů (32,65 %) bylo odvozeno od řádu brodiví 

(Ciconiiformes), přičemž 10 z těchto lokusů (20,40 %) pochází od č. volavkovitých 

(Ardeidae), 5 lokusů (10,20 %) od č. ibisovitých (Threskiornithidae) a jeden lokus od 

č. čápovitých (Ciconiidae). Zbývající mikrosatelitové lokusy byly získány od zástupců 

řádu plameňáci (Phoenicopteriformes) (3 lokusy, tj. 6,12 %) a po jednom lokusu 

(2,04 %) od řádů dlouhokřídlí (Charadriiformes) a tučňáci (Sphenisciformes). Podíly 

mikrosatelitových lokusů jsou pro názornost zobrazeny v Grafu č. 3. 

 

Graf č. 3: Rozložení celkových 49 polymorfních mikrosatelitových lokusů 

nalezených u pelikána skvrnozobého podle zdrojových řádů. V odstínech žluté a 

oranžové je znázorněn řád veslonozí, v odstínech modré řád brodiví, zeleně řád 

plameňáci, hnědě řád dlouhokřídlí a bíle řád tučňáci. V menších koláčových grafech je 

ve stejných barvách znázorněno rozložení polymofních mikrosatelitových lokusů u 

dalších tří druhů pelikánů (pelikána bílého, afrického a kadeřavého). 
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Rozložení polymorfních cross-species mikrosatelitů u pelikánů 

 Ve své diplomové práci jsem se zabývala hledáním polymorfních cross-species 

mikrosatelitových lokusů u pelikána bílého a pelikána skvrnozobého. Diplomová práce 

Chmelařová (2012) pak byla zaměřena na hledání polymorfních cross-species 

mikrosatelitových lokusů u pelikána afrického (P. rufescens) a pelikána kadeřavého 

(P. crispus). V obou těchto pracích byly k testování použity páry primerů odvozené od 

zástupců řádů veslonozí, brodiví, plameňáci, tučňáci a dlouhokřídlí a vrubozobí 

(Anseriformes).  

 Po srovnání rozdělení polymorfních lokusů u všech 4 druhů pelikánů podle řádů, 

od jejichž zástupců byly dané lokusy odvozeny, je zřejmé, že i při různém počtu 

nalezených polymorfních mikrosatelitů zůstává procentuální zastoupení jednotlivých 

řádů poměrně stálé (viz Graf č. 4). Největší podíl u všech druhů zaujímají mikrosatelity 

odvozené od řádu veslonozí (od 48,78 % u pelikána bílého do 57,14 % u pelikána 

skvrnozobého). Druhou nejpočetnější skupinu pak u všech srovnávaných druhů 

pelikánů tvoří mikrosatelitové lokusy izolované z DNA zástupců řádu brodiví a třetí 

mikrosatelity od ptáků z řádu plameňáci. Nejméně zastoupenými řády jsou řády 

dlouhokřídlí (po jednom lokusu u každého ze 4 druhů pelikánů), tučňáci (po jednom 

lokusu u pelikána bílého a skvrnozobého) a vrubozobí (jeden lokus u pelikána 

afrického). 

 

Graf. č. 4: Srovnání procentuálního zastoupení polymorfních mikrosatelitových 

lokusů u čtyř druhů pelikánů. Na ose y uveden podíl mikrosatelitů [%], na ose x 

zdrojové řády.  
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Úspěšnost cross-species PCR amplifikace u pelikánů a jejich fylogeneze 

 U pelikána bílého a skvrnozobého bylo v rámci diplomových a bakalářských 

prací v rámci Laboratoře populační genetiky doposud otestováno celkem 397 párů 

primerů (Ranochová, 2008, Mikulová, 2010, Buržáková, 2011). Tyto páry primerů byly 

odvozeny od řádů veslonozí (153 lokusů), brodiví (169 lokusů), plameňáci (47 lokusů), 

dlouhokřídlí (2 lokusy), tučňáci (1 lokus), vrubozobí (13 lokusů), potáplice 

(Gaviiformes) (7 lokusů), potápky (Podicipediformes) (7 lokusů) a sudokopytníci 

(Artiodactyla) (1 lokus). 

 V průběhu své diplomové práce jsem u pelikána bílého charakterizovala 82 párů 

primerů amplifikujících 84 polymofních lokusů. Úspěšnost cross-species PCR 

amplifikace tedy byla u pelikána bílého 20,6 %. Nejvyšší úspěšnost, a to 26,1 % (40 

párů primerů), jsem přitom pozorovala u primerů odvozených od řádu veslonozí. 

Následoval pak řád brodiví s úspěšností 18,9 % (32 párů primerů) a řád plameňáci (17,0 

%, resp. 8 párů primerů). Po jednom polymorfním lokusu pak amplifikovaly páry 

primerů odvozené od dlouhokřídlých a tučňáků. 

 U pelikána skvrnozobého bylo doposud objeveno 49 polymorfních lokusů (31 

bylo nalezeno v rámci práce Mikulová (2010) a 18 jsem charakterizovala v průběhu této 

diplomové práce). Úspěšnost cross-species PCR amplifikace je tedy u pelikána 

skvrnozobého 12,2 %. Nejvyšší úspěšnost byla zaznamenána s použitím primerů 

odvozených od řádu veslonozí (18,3 %, 28 párů primerů). Dalším v pořadí z hlediska 

úspěšnosti byl u pelikána skvrnozobého řád brodiví s 9,5 % (16 párů primerů). S páry 

primerů odvozenými od řádu plameňáci byly získány 3 polymorfní lokusy, úspěšnost 

byla tedy 6,4 %. Po jednom páru primerů poskytujících polymorfní produkt bylo 

získáno také s použitím párů primerů odvozených od řádů dlouhokřídlí a tučňáci. 

 Chmelařová (2012) v průběhu své diplomové práce otestovala 388 párů primerů 

u pelikána afrického a pelikána kadeřavého. Ze zmíněných 4 druhů pelikánů byla 

nejúspěšnějsí cross-speecies PCR amplifikace zaznamenána u pelikána bílého (82 párů 

primerů poskytujících polymorfní produkt). Nejnižsí úspěšnost pak byla zaznamenána u 

pelikána kadeřavého, u něhož bylo nalezeno pouze 23 polymorfních mikrosatelitů 

(Chmelařová, 2012). Lze tak soudit, že nejdéle se se společným předkem čeledi 

pelikánovitých vyvíjel pelikán bílý. Jako první se naopak v průběhu vývoje oddělil 

pelikán kadeřavý. 

 U všech 4 druhů pelikánů byla cross-species PCR amplifikace nejúspěšnější 

s primery odvozenými od zástupců řádu veslonozí. U pelikána afrického a kadeřavého 
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byla vyšší procentuální úspěšnost cross-species PCR amplifikace s použitím primerů 

navržených na základě lokusů odvozených od řádu plameňáci (10,6 % u pelikána 

afrického, respektive 6,4 % u kadeřavého) než od řádu brodiví (9,5 % u pelikána 

afrického, respektive 4,4 % u kadeřavého). U pelikána bílého a skvrnozobého jsem 

pozorovala přesný opak, tedy vyšší úspěšnost cross-species PCR amplifikace u 

mikrosatelitů odvozených od řádu brodiví (18,9 % u pelikána bílého, respektive 9,5 % u 

skvrnozobého) než u mikrosatelitů odvozených od řádu plameňáci (17,02 % u pelikána 

bílého, respektive 6,4 % u skvrnozobého). Fylogenetické studie založené na studiu 

molekulárních dat do bližší příbuznosti s čeledí pelikánovitých staví řád brodiví než řád 

plameňáci (Hedges et Sibley, 1994; Ericson et al., 2006; Hackett et al., 2008; Paśko et 

al., 2011). Na základě úspěšnosti cross-species PCR amplifikace u 4 druhů pelikánů lze 

konstatovat, že příbuznost pelikánovitých s brodivými a plameňáky je relativně 

srovnatelná. Pro přesnější výsledky by tak bylo nutné zjistit úspěšnost PCR amplifikace 

u dalších 4 druhů pelikánů, které doposud nebyly v Laboratoři populační genetiky na 

Katedře buněčné biologie a genetiky PřF UPOL studovány. 

  

Mikrosatelitové lokusy, které jsou polymorfní u více druhů pelikánů 

 Mikulová (2010) ve své diplomové práci hledala polymorfní mikrosatelitové 

lokusy u 4 druhů pelikánů – u pelikána bílého, skvrnozobého, afrického a kadeřavého. 

Následně porovnala nalezené polymorfní lokusy u těchto druhů pelikánů a sestavila 

přehled mikrosatelitů polymorfních u minimálně tří druhů pelikánů. Tento přehled byl 

doplněn o polymorfní mikrosatelity nalezené u pelikána afrického a kadeřavého během 

retestování (Chmelařová, 2012).  

 Ve své diplomové práci jsem po retestování mikrosatelitů původně 

považovaných za monomorfní a testování nově odvozených mikrosatelitů od řádu 

brodiví u pelikána bílého objevila 15 nových polymorfních mikrosatelitů a u pelikána 

skvrnozobého 12 polymorfních mikrosatelitů. V Tab. č. 12 uvádím přehled 

mikrosatelitových lokusů polymorfních u minimálně tří druhů pelikánů po doplnění 

polymorfních mikrosatelitů nalezených v rámci této diplomové práce u pelikána bílého 

a skvrnozobého. 

 V rámci prací Mikulová (2010) a Chmelařová (2012) a v rámci této diplomové 

práce bylo u 4 pelikánů nalezeno celkem 97 párů primerů, které poskytovaly polymorfní 

produkt u alespoň jednoho z testovaných druhů pelikánů, z toho 3 páry amplifikovaly u 

jednoho z druhů pelikánů dva lokusy (PM3-31 a Sv2B-27 u pelikána bílého a COR 41 u 
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pelikána kadeřavého). Z těchto 97 párů primerů bylo 14 polymorfních u všech 4 druhů 

pelikánů. Celkem 23 párů primerů poskytlo polymorfní produkt u tří druhů pelikánů. Při 

populačně-genetických studiích u některého z dalších čtyř druhů pelikánů, u kterých 

nebyly hledány cross-species polymorfní mikrosatelity v rámci Laboratoře populační 

genetiky na Katedře buněčné biologie a genetiky PřF UPOL, je tak relativně vysoká 

pravděpodobnost úspěšnosti cross-species PCR amplifikace u těchto lokusů. Tyto 

lokusy jsou uvedeny v Tab. č. 11 včetně charakteristik získaných programem Cervus 

3.0.3 u daných druhů. Z celkových 97 polymorfních lokusů nalezených u pelikánů pak 

bylo 20 párů primerů poskytujících polymorfní produkt u dvou druhů pelikánů. 

Zbývajících 40 párů primerů se amplifikovalo polymorfní produkt pouze u jednoho ze 

zkoumaných druhů. Rozložení párů primerů poskytujících polymorfní produkt mezi 

jednotlivé druhy pelikánů je uvedeno na Obr. č. 13. Na obrázku nejsou znázorněny 

údaje o mikrosatelitových lokusech společných pelikánu bílému a kadeřavému a 

pelikánu skvrnozobému a africkému kvůli absenci polí společných daným dvěma 

druhům. Pro pelikána bílého a kadeřavého přitom nebyl nalezen žádný pár primerů 

amplifikující polymorfní produkt pouze u těchto dvou druhů pelikánů, u pelikána 

skvrnozobého a afrického byl pak nalezen jeden polymorfní lokus společný těmto 

druhům. 

  

Obr. č. 13: Rozložení 97 párů primerů poskytujících polymorfní produkt mezi 4 

druhy pelikánů. Čísla představují počet polymorfních párů primerů společných 

druhům překrývajícím se plochou, na které je číslo uvedeno.  
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Tab. č. 11: Přehled mikrosatelitů polymorfních u minimálně tří druhů pelikánů. Ve sloupcích tabulky je uveden název mikrosatelitů a 

výsledek cross-species PCR amplifikace u pelikána bílého, pelikána skvrnozobého, pelikána afrického a pelikána kadeřavého. U každého druhu 

je uveden počet testovaných jedinců (n), počet alel (k), kde číslo znamená počet nalezených alel, MM monomorfní lokus, pozorovaná (Hobs) a 

očekávaná (Hexp) heterozygotnost a pravděpodobnost výskytu nulových alel (F (Null)). Kromě lokusů označených # (nehodnotitelné), * 

(signifikantní odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnováhy na hladině významnosti 5 %), ** (signifikantní odchylka od Hardy-Weinbergovy 

rovnováhy na hladině významnosti 1 %) nebo ## (signifikantní odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnováhy na hladině významnosti 0,1 %) 

odpovídají ostatní lokusy Hardy-Weinbergově rovnováze. 

 pelikán bílý pelikán skvrnozobý pelikán africký pelikán kadeřavý 
 n=21 n=17 n=12 n=41 
MS k Hobs Hexp F (Null) k Hobs Hexp F (Null) k Hobs Hexp F (Null) k Hobs Hexp F (Null)  
Ah536 5 0,381 0,546 16,69 %  4 0,588 0,561 - 5 0,500 0,795 21,05 % 2 0,610 0,429 - 
Apy06 13 0,905 0,877# - 3 0,882 0,627 - 4 0,917 0,658 - 2 0,122 0,116# - 
CC9 4 0.571 0.530 - 2 0,059 0,508* 78,67 % 2 0,667 0,464 - 2 0,439 0,482 4,03 % 
Eru03 4 0,333 0,593 27,94 % 3 0,412 0,649 21,39 % 2 0,083 0,083# - 2 0,220 0,476## 36,35 % 
Fmin13 4 0.667 0.542 - 4 0,882 0,727 - 4 0,583 0,486 - 6 0,902 0,799 - 
Nn01 6 0,429 0,657 22,53 % 2 0,471 0,428 - 5 0,750 0,725 - 2 0,195 0,397 33,60 % 
PeEr 02 11 0,857 0,855 - 4 0,588 0,508 - 7 0,833 0,819 - 5 0,780 0,794 0,36 % 
PeEr 03 9 0,476 0,840 27,25 % 4 0,118 0,223# 44,20 % 5 0,583 0,670 5,68 % 3 0,512 0,566 4,35 % 
PeEr 04 6 0,810 0,733 - 3 0,353 0,471 10,32 % 6 0,500 0,442# - 2 0,317 0,270 - 
PEL304 8 0,667 0,801 8,48 % 5 0,824 0,677 - 5 0,833 0,721 - 3 0,366 0,410 5,87 % 
PrA2 2 0,381 0,418 3,45 % 2 0,176 0,166 - 3 0,583 0,620 2,44 % 2 0,098 0,094# - 
PrA110 8 0,762 0,810 1,13 % 3 0,824 0,522 - 7 0,583 0,736 10,75 % 3 0,805 0,554## - 
PrD7 8 0,762 0,784 - 6 0,941 0,795 - 5 0,833 0,779 - 4 0,805 0,734 - 
Sn2A-36 2 0,571 0,511 - 2 0,471 0,371# - 2 0,583 0,431 - 2 0,585 0,419 - 
Ae26 8 0,810 0,816 - 4 0,882 0,620 - 4 0,667 0,707 - MM - - - 
Ah630 5 0,810 0,750 - 2 0,353 0,499 15,70 % 3 0,583 0,518 - MM - - - 
COR 26 2 0,842 0,501 - 2 0,118 0,114# - 3 0,583 0,627 2,13 % MM - - - 
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Tab. č. 12: Pokračování. 

 pelikán bílý pelikán skvrnozobý pelikán africký pelikán kadeřavý 
  n=21 n=17 n=12 n=41 
MS k Hobs Hexp F (Null) k Hobs Hexp F (Null) k Hobs Hexp F (Null) k Hobs Hexp F (Null) 
nycti26 2 0,619 0,618# 44,36 % 2 0,412 0,337# - 2 0,333 0,391# 5,88 % MM - - - 
nycti62 2 0,381 0,316# - 3 0,529 0,426 - 4 0,667 0,601 - MM - - - 
PeEr 06 2 0,429 0,470 3,45 % 3 0,647 0,585 - 2 0,583 0,489 - MM - - - 
PeEr 08 2 0,048 0,048# - 2 0,471 0,428 - 3 0,417 0,420# 1,87 % MM - - - 
PeEr 09 2 0,143 0,438 49,90 % 2 0,529 0,451 - 3 0,167 0,163# - MM - - - 
PEL149 14 0,952 0,934# - 5 0,214 0,635 48,66 % 11 1,000 0,931# - MM - - - 
PEL190 3 0,238 0,424 25,79 % 2 0,353 0,299# - 2 0,667 0,507 - MM - - - 
PEL221 7 0,857 0,808 - 6 0,647 0,656 1,57 % 5 0,583 0,652 - MM - - - 
PhB11 7 0,619 0,774 9,68 % 4 0,706 0,701 - 5 0,750 0,786 0,47 % MM - - - 
PM2-28 5 0,286 0,551 31,04 % 3 0,765 0,658 - 4 0,667 0,620 - MM - - - 

PM3-31 2+6$ 
0,381/ 
0,190 

0,455/ 
0,751** 

7,69 % 
58,48 % 

3 0,647 0,572 - 4 0,333 0,471 18,15 % MM - - - 

Ss1b-106 5 0,571 0,630 4,46 % 2 0,588 0,428 - 2 0,417 0,344# - MM - - - 
Ae42 5 0,190 0,697** 55,84 % 2 0,647 0,487 - MM - - - 2 0,585 0,482 - 
Fmin08 2 0,524 0,512 - 2 0,588 0,499 - MM - - - 2 0,341 0,287 - 
Fmin14 18 0,857 0,944# 3,44 % 8 0,824 0,788 - MM - - - 8 0,878 0,825 - 
Nn04 3 0,048 0,361# 75,76 % MM - - - 3 0,333 0,489 16,48 % 2 0,390 0,347 - 
PEL185 14 0,905 0,928# - MM - - - 7 0,250 0,892# N 2 0,098 0,094# - 
PEL265 4 0,619 0,598 - MM - - - 2 0,500 0,464 - 2 0,317 0,270 - 
Wsµ20 7 0,400 0,759 29,82 % MM - - - 3 0,000 0,659 N 2 0,390 0,318 - 

COR 41 MM - - - 6 0,765 0,768 - 4 0,667 0,612 - 2+2$ 
0,122/ 
0,244 

0,116#/ 
0,217# 

- 

$pár primerů amplifikoval dva lokusy, N výpočet nebylo možné provést 
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Další mikrosatelitové lokusy potenciálně vhodné ke cross-species PCR amplifikaci 

u pelikánů 

 Kromě mikrosatelitových lokusů použitých ke cross-species PCR amplifikaci 

v průběhu této diplomové práce a předchozích prací zpracovaných v rámci Laboratoře 

populační genetiky na Katedře buněčné biologie a genetiky PřF UPOL byly v minulosti 

odvozeny další primery od příbuzných druhů ptáků, které by byly potenciálně vhodné 

ke cross-species PCR amplifikaci u pelikánů. 

 Humple (2009) v rámci svého studia na Sonoma State University izolovala 11 

mikrosatelitů z DNA potápky západní (Aechmophorus occidentalis). U 16 jedinců 

zdrojového druhu nalezla 2-8 alel na lokus. Pozorovaná heterozygotnost dosahovala 

hodnot v rozmezí 0,498-0,822 a očekávaná heterozygotnost 0,188-0,875. Nalezených 

11 lokusů využila ke studiu migrace potápky západní. 

 Riordan et al. (2012) odvodili mikrosatelitové lokusy od kormorána 

tasmánského (Phalacrocorax fuscescens). Objevili 7 mikrosatelitových lokusů, které 

byly charakterizovány u 42 jedinců zdrojového druhu. Počet alel se u těchto lokusů 

pohyboval v rozmezí 2-14, pozorovaná heterozygotnost v rozmezí 0,088-0,895 a 

očekávaná heterozygotnost v rozmezí 0,275-0,876. U 4 z nalezených lokusů detekovali 

přítomnost nulových alel s pravděpodobností v rozmezí 2,64-50,67 %. 

 Kromě těchto konkrétních mikrosatelitových lokusů by bylo zajímavé využít ke 

cross-species PCR amplifikaci u pelikánů páry primerů odvozené od zástupců řádů 

trubkonosí a tučňáci. Trubkonosí jsou na základě molekulárně-genetických dat společně 

s řádem brodiví považováni za nejbližší příbuzné řádu veslonozí (Ericson et al., 2006; 

Hackett et al., 2008). Řád tučňáci bývá při fylogenetických uváděn jako příbuzný řádů 

veslonohých, brodivých a trubkonosých. Kromě tohoto faktu pak u dvou ze čtyř druhů 

pelikánů zkoumaných v rámci výzkumu Laboratoře populační genetiky na Katedře 

buněčné biologie a genetiky PřF UPOL, a to u pelikána bílého a skvrnozobého, 

poskytoval pár primerů odvozený od tučňáka kroužkového (Pygoscelis adeliae) 

polymorfní produkt se dvěma alelami.  
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7  Závěr 

 V průběhu své diplomové práce jsem hledala polymorfní mikrosatelitové lokusy 

u pelikána bílého (Pelecanus onocrotalus) a pelikána skvrnozobého (P. philippensis) 

s pomocí cross-species PCR amplifikace s využitím primerů odvozených od příbuzných 

skupin ptáků. 

 V první fázi jsem testovala lokusy, které byly u daných druhů pelikánů 

prohlášeny za polymorfní v bakalářské práci Buržáková (2011) a v diplomových 

pracích Ranochová (2008) a Mikulová (2010). Dále jsem vybrala mikrosatelitové 

lokusy, které byly původně u mnou zkoumaných druhů pelikánů prohlášeny za 

monomorfní, poskytly však polymorfní produkt u některého z ostatních druhů pelikánů. 

Posledním krokem byla cross-species PCR amplifikace s využitím párů primerů 

odvozených de novo od čápa východního (Ciconia boyciana) a volavky rusohlavé 

(Bubulcus ibis), které byly publikovány v průběhu této diplomové práce a doposud u 

pelikánů nebyly testovány. 

 Nalezla jsem celkem 82 párů primerů amplifikujících 84 polymorfních lokusů u 

pelikána bílého a 18 polymorfních lokusů u pelikána skvrnozobého. Z 82 párů primerů 

poskytujících polymorfní produkt u pelikána bílého bylo 10 původně odvozeno od 

tohoto druhu a v rámci této práce jsem oveřila charakteristiky u 21 nepříbuzných 

jedinců a zjistila, že tyto lokusy nejsou ve vazbě s žádným z ostatních polymorfních 

lokusů charakterizovaných v průběhu této diplomové práce. Po provedení genotypizační 

analýzy u 21 nepříbuzných jedinců pelikána bílého a chovné skupiny 17 jedinců 

pelikána skvrnozobého jsem všechny tyto lokusy charakterizovala pomocí programu 

Cervus a ověřila vazbu mezi lokusy s využitím webové verze programu Genepop. Na 

základě získaných charakteristik polymorfních mikrosatelitů jsem stanovila sadu 6 

lokusů u pelikána bílého, respektive 7 lokusů u pelikána skvrnozobého, které by bylo 

možno využít k ověřování paternity u těchto druhů. Nalezla jsem také 3 lokusy vázané 

na pohlaví u pelikána bílého, z toho 2 lokusy vykazovaly vazbu na pohlaví i u pelikána 

skvrnozobého. Lokus Sn2A-36 je pak univerzálním pohlavním markerem u všech druhů 

pelikánů doposud zkoumaných v rámci Laboratoře populační genetiky na Katedře 

buněčné biologie a genetiky PřF UPOL. 
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8 Seznam použitých zkratek 

A adenin 

bp pár bází (base pair) 

C cytozin 

DNA deoxyribonukleová kyselina 

dNTP směs deoxyribonukleosid trifosfátů 

Hexp očekávaná heterozygotnost (expected heterozygosity) 

Hobs pozorovaná heterozygotnost (observed heterozygosity) 

G guanin 

PCR polymerázová řetězová reakce (polymerase chain reaction) 

PIC  vypovídací hodnota mikrosatelitu (polymorphism information content) 

SSRs repetice jednoduchých sekvencí (simple sequence repeats) 

STRs krátké tandemové repetice (short tandem repeats) 

T thymin 

Ta  teplota annealingu 

ts čas separace v 6% polyakryamidovém gelu 
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10  Přílohy 

 
Příloha č. 1: Výstup z analýzy programu Cervus 3.0.3 pro 84 polymorfních 

mikrosatelitových lokusů nalezených u 21 nepříbuzných jedinců pelikána bílého. 

Lokus k N Hobs Hexp PIC HW F (Null) 
Ae01 2 21 0,286 0,251 0,215 ND -0,0733 
Ae26 8 21 0,810 0,816 0,767 NS -0,0072 
Ae42 5 21 0,190 0,697 0,625 ** +0,5584 

Ah 210 4 21 0,762 0,633 0,544 NS -0,1075 
Ah 536 5 21 0,381 0,546 0,488 NS +0,1696 
Ah 630 5 21 0,810 0,750 0,692 NS -0,0485 
AM13 2 21 0,619 0,494 0,366 NS -0,1246 
Apy06 13 21 0,905 0,877 0,840 ND -0,0293 

BOOB-RM4-C03 5 19 0,474 0,755 0,699 NS +0,1993 
Cbo102 4 21 0,619 0,593 0,530 NS -0,009 
Cbo108 2 21 0,095 0,316 0,261 ND +0,5269 
Cbo109 2 16 0,063 0,466 0,349 NS +0,7564 
Cbo168 2 21 0,476 0,418 0,325 NS -0,0769 
Cc01 2 21 0,238 0,345 0,280 ND +0,1716 
Cc05 2 21 0,429 0,396 0,312 NS -0,0515 
Cc07 3 21 0,476 0,455 0,398 NS -0,0574 
CC1 3 21 0,286 0,257 0,229 ND -0,0714 
CC3 5 20 0,550 0,756 0,698 NS +0,1416 
CC9 4 21 0,571 0,530 0,482 NS -0,0897 

COR 15 3 21 0,476 0,627 0,530 NS +0,1380 
COR 26 2 19 0,842 0,501 0,369 NS -0,2666 
COR 30 9 21 0,810 0,864 0,825 NS +0,0207 
COR 31 2 21 0,048 0,048 0,045 ND -0,0046 

Er21 2 21 0,381 0,418 0,325 NS +0,0345 
Er44 2 21 0,095 0,093 0,087 ND -0,0152 
Eru03 4 21 0,333 0,593 0,505 NS +0,2794 

Fmin08 2 21 0,524 0,512 0,375 NS -0,0233 
Fmin13 4 21 0,667 0,542 0,462 NS -0,1465 
Fmin14 18 21 0,857 0,944 0,917 ND +0,0344 
Fmin16 3 21 0,143 0,220 0,199 ND +0,1952 
nycti22 6 21 0,524 0,653 0,598 NS +0,1150 
nycti26 2 21 0,048 0,136 0,124 ND +0,4436 
nycti41 5 21 0,619 0,618 0,556 NS -0,0055 
nycti62 2 21 0,381 0,316 0,261 ND -0,1036 
Nn01 6 21 0,429 0,657 0,605 NS +0,2253 
Nn04 3 21 0,048 0,361 0,315 ND +0,7576 

NnEB12 2 21 0,095 0,093 0,087 ND -0,0152 
P3F7 5 21 0,714 0,743 0,677 NS +0,0142 

P3G12 3 21 0,286 0,401 0,358 NS +0,1382 
PeEr 02 11 21 0,857 0,855 0,815 NS -0,0185 
PeEr 03 9 21 0,476 0,840 0,798 NS +0,2725 
PeEr 04 6 21 0,810 0,733 0,679 NS -0,0708 
PeEr 05 4 21 0,333 0,515 0,432 NS +0,2289 
PeEr 06 2 21 0,429 0,470 0,354 NS +0,0345 
PeEr 08 2 21 0,048 0,048 0,045 ND -0,0046 
PeEr 09 2 21 0,143 0,438 0,336 NS +0,4990 
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Lokus k N Hobs Hexp PIC HW F (Null) 
PEL086 9 21 0,762 0,864 0,825 NS +0,0511 
PEL149 14 21 0,952 0,934 0,905 ND -0,0234 
PEL175 5 21 0,714 0,772 0,710 NS +0,0302 
PEL185 14 21 0,905 0,928 0,898 NS -0,0010 
PEL188 5 21 0,524 0,650 0,569 NS +0,1082 
PEL190 3 21 0,238 0,424 0,368 NS +0,2579 
PEL207 3 21 0,143 0,138 0,130 ND -0,0279 
PEL221 7 21 0,857 0,808 0,758 NS -0,0406 
PEL265 4 21 0,619 0,598 0,538 NS -0,0057 
PEL304 8 21 0,667 0,801 0,754 NS +0,0848 
Phaari03 2 21 0,143 0,438 0,336 NS +0,4990 
Phaari04 3 21 0,429 0,484 0,424 NS +0,0757 
Phaari16 2 21 0,286 0,372 0,297 NS +0,1189 
PhB11 7 21 0,619 0,774 0,720 NS +0,0968 
PM1-17 22 21 0,810 0,957 0,931 ND +0,0711 
PM2-28 5 21 0,286 0,551 0,495 NS +0,3104 
PM3-13 2 21 0,476 0,511 0,374 NS +0,0233 

PM3-31A 2 21 0,381 0,455 0,346 NS +0,0769 
PM3-31B 6 21 0,190 0,751 0,689 **  +0,5848 

PrA2 2 21 0,381 0,418 0,325 NS +0,0345 
PrA110 8 21 0,762 0,810 0,760 NS +0,0113 
PrB1 5 21 0,143 0,640 0,577 NS +0,6200 
PrD7 8 21 0,762 0,784 0,732 NS -0,0017 

PrD139 2 21 0,095 0,093 0,087 ND -0,0152 
Pruµ1 4 21 0,667 0,624 0,541 NS -0,0489 
Pruµ5 2 21 0,238 0,396 0,312 NS +0,2377 
Pruµ6 2 21 0,571 0,511 0,374 NS -0,0678 

Sn2A-36 2 21 0,571 0,418 0,325 NS -0,1664 
Sn2B-83 2 21 0,429 0,396 0,312 NS -0,0515 
Sn2B-100 3 21 0,524 0,408 0,336 NS -0,1459 
Ss1b-98 4 21 0,333 0,692 0,614 NS +0,3377 
Ss1b-106 5 21 0,571 0,630 0,545 NS +0,0446 
Ss2b-48 3 21 0,476 0,528 0,405 NS +0,0439 

Ss2B-153 2 21 0,571 0,418 0,325 NS -0,1664 
Sv2A-26 2 21 0,048 0,048 0,045 ND -0,0046 

Sv2B-27A 2 21 0,429 0,345 0,280 ND -0,1189 
Sv2B-27B 2 21 0,333 0,396 0,312 NS +0,0740 
Wsµ 20 7 20 0,400 0,759 0,702 NS +0,2982 

 

Průměrný počet alel na lokus: 4,63 
Průměrná očekávaná heterozygotnost: 0,5371 
Průměrná vypovídací hodnota lokusu (PIC): 0,4732 
Pravděpodobnost, že mládě bude přiřazeno nesprávnému rodiči (1. rodič): 2,59E-0010 
Pravděpodobnost, že mládě bude přiřazeno nesprávnému rodiči (2. rodič): 1,74 x10-17 
Pravděpodobnost, že mládě bude přiřazeno nesprávnému páru: 4,17 x10-29 
Pravděpodobnost, že by 2 náhodní jedinci měli stejnou alelovou konstituci  
na všech mikrosatelitových lokusech: 8,15 x10-55 
Pravděpodobnost, že by 2 náhodná mláďata měla stejnou alelovou konstituci  
na všech mikrosatelitových lokusech: 6,74 x10-23 
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Příloha č. 2: Výstup z analýzy programu Cervus 3.0.3 pro 18 polymorfních 

mikrosatelitových lokusů nalezených u 17 jedinců pelikána skvrnozobého v rámci 

této diplomové práce. 

Lokus k N Hobs Hexp PIC HW F (Null) 
Ae26 4 17 0,822 0,620 0,520 NS -0,2012 
Ae42 2 17 0,647 0,487 0,361 NS -0,1561 
Bi30 3 17 0,294 0,266 0,236 ND -0,0736 
CC9 2 17 0,059 0,508 0,372 * +0,7867 

COR 26 2 17 0,118 0,114 0,105 ND -0,0213 
COR 31 2 17 0,471 0,471 0,352 NS -0,0149 
Eru03 3 17 0,412 0,649 0,551 NS +0,2139 

Fmin16 4 17 0,706 0,677 0,598 NS -0,0270 
Nn01 2 17 0,471 0,428 0,329 NS -0,0625 

nycti22 2 17 0,118 0,114 0,105 ND -0,0213 
PcT1 2 17 0,824 0,513 0,374 NS -0,2461 

Phaari03 2 17 0,059 0,059 0,055 ND -0,0067 
PrA2 2 17 0,176 0,166 0,148 ND -0,0388 

PrA110 3 17 0,824 0,522 0,405 NS -0,2482 
PrD7 6 17 0,941 0,795 0,736 NS -0,1007 

Sn2A-36 2 17 0,471 0,371 0,295 ND -0,1326 
Sn2B-100 2 17 0,000 0,214 0,186 ND +0,9352 
Ss1b-106 2 17 0,588 0,428 0,329 NS -0,1722 

 

Průměrný počet alel na lokus: 2,61 
Průměrná očekávaná heterozygotnost: 0,4112 
Průměrná vypovídací hodnota lokusu (PIC): 0,3364 
Pravděpodobnost, že mládě bude přiřazeno nesprávnému rodiči (1. rodič): 0,11920664 
Pravděpodobnost, že mládě bude přiřazeno nesprávnému rodiči (2. rodič): 0,01623982 
Pravděpodobnost, že mládě bude přiřazeno nesprávnému páru: 0,00109218 
Pravděpodobnost, že by 2 náhodní jedinci měli stejnou alelovou konstituci  
na všech mikrosatelitových lokusech: 0,00000008 
Pravděpodobnost, že by 2 náhodná mláďata měla stejnou alelovou konstituci  
na všech mikrosatelitových lokusech: 0,00040534 
 

Příloha č. 3: Výstup z analýzy programu Cervus 3.0.3 pro celkových 49 

polymorfních mikrosatelitových lokusů nalezených u 17 jedinců pelikána 

skvrnozobého. Z těchto polymofních lokusů bylo 31 nalezeno v rámci diplomové práce 

Mikulová (2010) a 18 bylo charakterizováno v rámci této diplomové práce. 

Lokus k N Hobs Hexp PIC HW F (Null) 
Ah 536 4 17 0,588 0,561 0,469 NS -0,0276 
Ah 630 2 17 0,353 0,499 0,367 NS +0,1570 
Eru09 3 17 0,118 0,116 0,109 ND -0,0208 
PhB11 4 17 0,706 0,701 0,631 NS -0,0319 
Pruµ4 2 17 0,353 0,299 0,248 ND -0,0947 
Pruµ6 2 17 0,353 0,299 0,248 ND -0,0947 

PeEr 02 4 17 0,588 0,508 0,419 NS -0,1055 
PeEr 03 4 17 0,118 0,223 0,208 ND +0,4420 
PeEr 04 3 17 0,353 0,471 0,411 NS +0,1032 
PeEr 05 2 17 0,000 0,114 0,105 ND +0,7803 
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Lokus k N Hobs Hexp PIC HW F (Null) 
PeEr 06 3 17 0,647 0,585 0,504 NS -0,0449 
PeEr 08 2 17 0,471 0,428 0,329 NS -0,0625 
PeEr 09 2 17 0,529 0,451 0,342 NS -0,0948 
PEL149 5 17 0,214 0,635 0,571 NS +0,4866 
PEL175 4 17 0,706 0,556 0,447 NS -0,1375 
PEL190 2 17 0,353 0,299 0,248 ND -0,0947 
PEL221 6 17 0,647 0,656 0,588 NS +0,0157 
PEL304 5 17 0,824 0,677 0,600 NS -0,1267 
nycti26 2 17 0,412 0,337 0,274 ND -0,1135 
nycti62 3 17 0,529 0,426 0,364 NS -0,1429 
PM2-28 3 17 0,765 0,658 0,567 NS -0,1080 
PM3-31 3 17 0,647 0,572 0,471 NS -0,0923 
AM13 2 17 0,059 0,059 0,055 ND -0,0067 
Apy06 3 17 0,882 0,627 0,541 NS -0,2046 
Fmin08 2 17 0,588 0,499 0,367 NS -0,0968 
Fmin13 4 17 0,882 0,727 0,652 NS -0,1142 
Fmin14 8 17 0,824 0,788 0,739 NS -0,0313 
Ae01 4 17 0,647 0,544 0,458 NS -0,0908 
Ae30 7 17 0,412 0,749 0,686 NS +0,2817 

COR 17 3 17 0,588 0,643 0,554 NS +0,0175 
COR 41 6 17 0,765 0,768 0,708 NS -0,0027 

Ae26 4 17 0,822 0,620 0,520 NS -0,2012 
Ae42 2 17 0,647 0,487 0,361 NS -0,1561 
Bi30 3 17 0,294 0,266 0,236 ND -0,0736 
CC9 2 17 0,059 0,508 0,372 ** +0,7867 

COR 26 2 17 0,118 0,114 0,105 ND -0,0213 
COR 31 2 17 0,471 0,471 0,352 NS -0,0149 
Eru03 3 17 0,412 0,649 0,551 NS +0,2139 

Fmin16 4 17 0,706 0,677 0,598 NS -0,0270 
Nn01 2 17 0,471 0,428 0,329 NS -0,0625 

nycti22 2 17 0,118 0,114 0,105 ND -0,0213 
PcT1 2 17 0,824 0,513 0,374 NS -0,2461 

Phaari03 2 17 0,059 0,059 0,055 ND -0,0067 
PrA2 2 17 0,176 0,166 0,148 ND -0,0388 

PrA110 3 17 0,824 0,522 0,405 NS -0,2482 
PrD7 6 17 0,941 0,795 0,736 NS -0,1007 

Sn2A-36 2 17 0,471 0,371 0,295 ND -0,1326 
Sn2B-100 2 17 0,000 0,214 0,186 ND +0,9352 
Ss1b-106 2 17 0,588 0,428 0,329 NS -0,1722 

 

Průměrný počet alel na lokus: 3,18 
Průměrná očekávaná heterozygotnost: 0,4669 
Průměrná vypovídací hodnota lokusu (PIC): 0,3946 
Pravděpodobnost, že mládě bude přiřazeno nesprávnému rodiči (1. rodič): 0,00066133 
Pravděpodobnost, že mládě bude přiřazeno nesprávnému rodiči (2. rodič): 0,00000061 
Pravděpodobnost, že mládě bude přiřazeno nesprávnému páru: 3,84 x10-11 
Pravděpodobnost, že by 2 náhodní jedinci měli stejnou alelovou konstituci  
na všech mikrosatelitových lokusech: 5,63 x10-24 
Pravděpodobnost, že by 2 náhodná mláďata měla stejnou alelovou konstituci  
na všech mikrosatelitových lokusech: 1,x10-11 
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Seznam zkratek použitých v přílohách: 
k .................. počet alel 
HObs............. pozorovaná heterozygotnost 
HExp ............. očekávaná heterozygotnost 
PIC.............. vypovídací hodnota lokusu 
HW.............. soulad či odklon od Hardy-Weinbergovy rovnováhy  

NS lokus v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnováhou  
ND soulad s Hardy-Weinbergovou rovnováhou nebyl hodnotitelný 
* signifikantní odklon od Hardy-Weinbergovy rovnováhy na hladině významnosti 5 % 
** signifikantní odklon od Hardy-Weinbergovy rovnováhy na hladině významnosti 1 % 

F (Null) ....... pravděpodobnost výskytu nulových alel 

 

 


