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Souhrn

Hledani mikrosatelitovych lokis de novo je ¢asow i finanéné néraneé.
Doposud byly v ramci rodu pelikan mikrosatelity odenyde novo pouze od pelikdna
bilého Pelecanus onocrotalus) a pelikdna severoamerickéh@ érythrorhynchos). Tato
diplomova prace je zatitena nacross-species PCR amplifikaci u pelikana bilého a
pelikdna skvrnozobéhoP( philippensis). K nalezeni polymorfnich lokisu danych
dvou druti pelikani byly pouzity mikrosatelitové lokusy odvozené otibpznych
druhi ptaki. Prvni skupinou mikrosatelitzvolenych pro testovani v ramci této prace
byly lokusy, které poskytly polymorfni produkt u rdeh drulii pelikami v ramci
piedchoziho vyzkumu v Laboratgopulani genetiky na Katge buré¢né biologie a
genetiky PF UPOL zahrnujici bakaitékou praci Burzkova (2011) a diplomové préce
Ranochova (2008) a Mikulova (2010). DalSi skupirmyy mikrosatelitové lokusy
v predchozich pracich ozéené u danych drdhza monomorfni, ale které poskytly
polymorfni produkt u &kterého z ostatnich drihpelikdni. Posledni skupinu pak
tvorily mikrosatelity odvozenéde novo od ¢apa vychodniho Giconia boyciana) a
volavky rusohlavéBubulcus ibis), které byly v této praci u pelikértestovany poprvé.
V prab¢hu této prace bylo nalezeno, és®no a charakterizovano celkem 82 tpar
primeri amplifikujicich 84 polymorfnich lokusu pelikana bilého. Zéthto 82 pai
primert poskytujicich polymorfni produkt bylo 10 @éprimeri odvozenaode novo od
pelikana bilého a v ramci této prace byly zjiStggjich genotypy kuli analyze vazby
s ostatnimi charakterizovanymi polymorfnimi lokudy.pelikdna skvrnozobého jsem
pak nalezla 18 polymorfnich mikrosatelitovych lokus) vSech &chto lokusi byly
zjiSteny alelové konstituce wtgiho pdtu jedindi a nasled& byly charakterizovany
s pomoci statistickych progrdm Na zaklad ziskanych dat byly stanoveny sady
mikrosatelitovych lokus, které by bylo mozno vyuzit k ékeni paternity uéchto dvou
druhi pelikani a pro populéné-genetické studie. Byly nalezeny také lokusy vazame
pohlavi, z nichz jeden lokus je univerzalnim pohiav markerem pro vSechny doposud

zkoumané druhy pelikdin



Summary

Searching for microsatellite loci de novo is tiared money consuming process.
So far, de novo microsatellites were derived onignt the Great White Pelican
(Pelecanus onocrotalus) and American White Pelica®.(erythrorhynchos). This thesis
is focused on cross-species PCR amplification ieaG¥White Pelican and Spot-billed
Pelican. Microsatellites originally derived from BNof closely related species were
used to test polymorphism in these two pelican isgedMicrosatellites, that were
previously found to by polymorphic in DNA of thes®&o pelican species during the
research in Laboratory of Population Genetics atDepartment of Cellular Biology
and Genetics including bachelor thesis Burzako@d 12 and master thesis Ranochova
(2008) and Mikulova (2010), were tested as firdtef, microsatellite loci previously
marked as non-polymorphic but that amplified polypiac product in other species of
Pelecanidae family, were tested once again. At lastrosatellites derived from
Oriental Stork Ciconia boyciana) and Cattle EgretBubulcus ibis), which were not
tested before in Pelecanidae family, were testeg@dbymorphism. During this thesis,
totally 82 polymorphic primer pairs amplifying 84iarosatellite loci were found and
characterized in Great White Pelican, 18 polymarpluici in Spot-billed Pelican
respectively. Ten of 82 polymorphic primer pairsirid in Great White Pelican were
originally derived from this species and genotygdedng this thesis to analyze linkage
of the loci. Genotyping was conducted for all oédd polymorphic loci in higher
number of individuals and all of these loci werau@tterized using statistical programs.
Based on obtained data, sets of microsatellitei@ce selected to be used for paternity
confirmation and population studies. Sex-linked lwere also found and one of them
that seems to be universal marker for sex detetromé#or all pelican species tested so

far.
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1 Uvod

Mikrosatelity jsou tandemoveé repetitivni sekvenD®A vyskytujici se u
prokaryotnich i eukaryotnich organigma to v kddujicich i nekddujicich oblastech.
Diky vysokému stupni polymorfizmu nachazeji svéatm#ni pri ovérovani paternity,
pii populané-genetickyckei fylogenetickych studiich, ale i v mediéia @i forenznich
analyzach.

Tato diplomova prace se zabyva hledanim polymoinfnéross-species
mikrosatelitovych lokus u pelikana biléhoR. onocrotalus) a u pelikana skvrnozobého
(P. philippensis) a navazuje naipdchozi vyzkum v Laboratiopopula&ni genetiky na
Katede buré¢né biologie a genetiky iIF UPOL. K tomuto Gelu budou pouzity
primery, které jiz u danych drah pelikami byly prohlaseny za polymorfni
v pfedchozich bakatdkych a diplomovych pracich. Dale pak budou retestg lokusy
oznaené v minulosti u zmiémych druli monomorfni, ale poskytly polymorfni produkt
u alespé jednoho z dalSich drihpelikani. Posledni skupinou testovanych prifher
budou lokusy, které byly odvozem novo od ¢apa vychodnihoGiconia boyciana) a
volavky rusohlavéBubulcus ibis), ale u pelikaf dosud nebyly testovany.

U vSech nalezenych polymorfnich lokusudou zji&ny alelové konstituce u 21
negibuznych jedind pelikana bilého, resp. u 17 jedingelikana skvrnozobého
tvoricich chovnou skupinu. Nasletiroudou tyto lokusy charakterizovany pomoci

statistickych prograinCervus a Genepop.



2 Cile prace

1. Vypracovani reSerSe na téma diplomové prace.
2. Shromé&zdni dostupnych literarnich zdioj

3. PCR amplifikace a charakteristika polymorfnich rogatelitovych lokus na DNA
nepibuznych jeding pelikana bilého a pelikana skvrnozobého; jedné sekusy
ozna&ené jako polymorfni v diplomovych pracich Adély Rahové a Veroniky

Mikulové a v bakalgské praci Katény Burzakove.



3 Literarni p ehled

3.1 Fylogenetické vztahyradu veslonohych (Pelecaniformes)

R4&d veslonohych (Pelecaniformes) byva vissmé dob délen na dva paddy
— Phaethonthes a Pelecani (del Hayaal, 1992). Prvni zminy podad je tvden
jedinou ¢eledi faetonovitych (Phaethontidae), druhy pak pelectmi — anhingoviti
(Anhingidae), fregatkoviti (Fregatidae), kormoranio(Phalacrocoracidae), pelikanoviti
(Pelecanidae) a terejoviti (Sulidae).

Veslonozi byli az donedavna bez pochybnosti poxéaxioza monofyletickou
skupinu (Cracraft, 1985). Toto tvrzeni bylo zaloZema morfologickych a
anatomickych znacich spéleych vSem Sestteledim, a to hlawhna noze se vSemi
¢tyfmi prsty spojenymi plovaci blanou (tzv. veslovacha) a na itomnosti hrdelniho
vaku. Fylogenetické studiergrpokladaly, Ze je nepragmbdobné, aby se tyto znaky
v prab¢hu evoluce vyvinuly vice nez jednou. Krémmonofylettnosti této skupiny byly
zkoumany také fylogenetické vztahy v ramci veslgmmbh i piibuzenské vztahy
s ostatnimirady skupiny Neoaves. Za blizk&ilpuzné jsou povazovani trubkonosi
(Procellariiformes) a brodivi (Ciconiiformes), i Ydjedinym dikazem dlouho byla jen
morfologickd podobnost fregatek a albatrog¥elmi diskutovanou otédzkou je neustale
piibuznost ¢eledi pelikanovitych konkréth se d¥ma zastupcitadu brodivi, a to
s ¢lunozobcem africkymBalaenicepsrex) a kladivouSem africkymStopus umbr etta).

Cracraft (1985) provedl numerickou kladistickou agau pro o¥feni
monofyleténostifadu veslonohych (vysledek analyzy zobrazen na ©Hr. K tomuto
Gcelu pouzil 52 morfologickych znék z nichz 12 vyhodnotil jako synapomorfie
skupiny veslonohych a prohlasil tak terftml za monofyletickou skupinu. Na zakiad
vysledii kladistické analyzy také prohlésil faetonovitésesterskou skupinu ostatnich
celedi, které rozdil na dw vyvojové wtve, kde fregatkoviti tvid prvni &tev, ostatni 4
veslonohym a na zakladvysledki své analyzy zamitl jakykoliv fylogeneticky vztah
mezi pelikany a&lunozobcem africkym, ktery by ¢hpodle rekterych autai zaujimat
misto blizkoceledi pelikanovitych.



Obr. ¢&. 1: Fylogenetické vztahyadu veslonohych podle Cracraft (1985).
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Prvni fylogeneticka analyza zaloZzena na molekitardatech byla prace Sibley
et Ahlquist (1990). Autdi v této publikaci vyuzili data ziskana DNA-DNA hybizaci

k porovnani genofh veslonohych s hlavnimi skupinami Zijicich piakNejwtSim

rozdilem mezi vysledky morfologickych studii a DNMNA hybridizace byla

piibuznost pelikanovitych 8unozobcem africkym, a to blizSi nez s ostatninsitz@ci

fadu veslonozi. Fregatky byly na zaklagsledki DNA-DNA hybridizace zéazeny do

skupiny s radem trubkonosi a kormoranoviti, terejoviti a agbinti vytvarili

samostatnou vyvojovougtev. Faetoni byli postaveni a@mmimo ostatni skupiny (viz

Obr. ¢. 2). Tato prace vSak bywasto kritizovana kidi chybam v metodickémifstupu

(Ericsonet al., 2006).

Obr. ¢&. 2: Fylogenetické vztahyadu veslonohych podle Siblegt Ahlquist (1990)
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Hedgesat Sibley (1994) analyzovali mitochondrialni geny @2S rRNA a 16S
rRNA u celkem 16 druln ptdki z miznychiadi a ¢eledi. Vysledky ukazaly podobné
Udaje jako DNA-DNA hybridizace, tedy Ze pelikandvisou nejblize fbuzni
¢lunozobci africkému a Ze kormoranoviti a terejo)tiu samostatnou vyvojovogtvi.
Rozdil byl naopak v tom, zZ&led’ fregatkovitych vytvéila spol&nou vyvojovou ¥tev
s kondory a faetoni byli ¥azeni do spolé skupiny s kormorany a tereji. Vysledky

jsou uvedeny na obé&. 3.

Obr. ¢&. 3: Fylogenetické vztahyadu veslonohych podle Hedgest Sibley (1994)
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Ericson et al. (2006) provedli analyzu DNA ziskané od 87 ¢pth druhi
spadajicich do 75 skupin. Na zalkladekvewknich dat pti jadernych gea a
Bayesianské analyzy prohlasili za monofyletickoupku fregatkovité, kormoranovité,
anhingovité a terejovité. Faetonoviti pak byli pe&ni zcela mimo ostatni veslonohé a

pelikanoviti do skupiny spateé¢ sclunozobci a kladivousi (viz obé. 4).

Obr. ¢&. 4: Fylogenetické vztahyadu veslonohych podle Ericsort al. (2006)
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Hackettet al. (2008) vyuzili pro studium evodmich vztali skupiny Neoaves
32 kb dlouhou sekvenci z celkem 19 lokusuklearni DNA. Z vysledk allignmentu
uvedenych na obt. 5 odvodili gibuznost meztadem veslonohych a brodivych, mezi
jejichz zastupci doSlo k promichani v ramci jedyédenetické wtve. NejblizSimi
piibuznymi €chto dvouiadi jsou pak trubkonosi. | tato prace potvrdila naladk
molekulargé biologickych dat fbuznost ¢eledi pelikdnovitych s¢lunozobcei a
kladivousi.

Obr. €. 5: Fylogenetické vztahyadu veslonohych podle Hacketét al. (2008).

anhingy
E kormorani

terejove
fregatlky
| E—

| volawtik
thizowe

T emens

Kadiveusd
pelikani
tapi
albatros
“_‘ buffiatci
— buffiact
tutfact
potaplice

Pa&ko et al. (2011) osekvenovaliasti ti evolwné nezavislych gein (gen pro
28S rDNA, ornithin dekarboxylazu @-fibrinogen), a to u 47 drahz 29 rodin
nalezejicich do skupiny létavych ptaKNeognathae). Zéthto sekvenci odvodili
fylogenetické vztahy v ramci testovanych diuNysledky analyzy (viz obr. 6) jsou
podobné jako vysledkyipdchozich studii zaloZzenych na molekularnich datelevrs
piibuznost pelikah s ¢lunozobci a kladivouSi a monofylétiost \&tve terejovitych a
anhingovitych. Fregatkoviti jsou v kladogramu pesta jako samostatnd skupina a
faetonoviti spadaji do skupiny Metaves, narozdilosthtnichceledi nalezejicich mezi

Neoaves.
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Obr. ¢&. 6: Fylogenetické vztahyadu veslonohych podle P&o et al. (2011).
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Fylogenetické vztahy v raméadu veslonozi istavaji dosud neobjasme, na
zaklad molekular biologickych dat je Ize vSak prohlasit za polyfidkou skupinu,
s blizkou pibuznosti pelikaih k ¢lunozobci a kladivouSi. Zarowepak lzefici, ze

nejblizSimi gibuznymi veslonohych jsatady trubkonosi a brodivi.

3.2 Celed’ pelikanoviti

Celed pelikanoviti je zastoupena jedinym rodem pelikBaldcanus) se sedmi
az osmi druhy (Browret al., 1982, Howardet Moore, 1994). Jako osmy druh byval
n¢kdy zminovan pelikan izovy (P. roseus) vyskytujici se v jihovychodni Asii. Tento
druh je vSak v satasnosti sltovan s pelikanem bilymP( onocrotalus), u nthoz byla
zaznamenana velka variabilita zbarveni i velikastijednotlivych lokalitach (del Hoyo
et al., 1992). Od roku 2007 je uvéd jako samostatny druh pelikan chilsi. {hagus)
Zijici v oblasti Chile a Peru, iive tfazeny jako poddruh pelikdna ddeho P.
occidentalis) (Anonymous, 2012a).

Podle zfisobu ziskavani potravy a hnizdniho stangvige pongrné snadno
rozclit tuto celed’ do i skupin (del Hoyoet al., 1992). Prvni skupinu t¥b pelikan
bily, pelikdn kadgavy (P. crispus), pelikan australskyR. conspicillatus) a pelikan
severoamerickyR. erythrorhynchos). Tyto ¢tyii druhy preferuji lov ve skupinach a
hnizdi na zemi zpravidla ve velkych hejnech. Dohdrgkupiny nalezi pelikan africky

(P. rufescens) a pelikan skvrnozobyP philippensis), kterfi hnizdi na stromech a lovi
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solitéerre. Do posledni skupiny pak gapelikan hidy a pelikan chilsky jakoZto jediné
druhy pelikard, které se p lovu potagji. Na zaklad molekular biologické analyzy
mitochondrialnich jadernych génbyli pelikani rozéleni rovréz do ti skupin
(Kennedyet al., 2013). Prvni skupinu t¥d pelikani tzv. Starého s$ta, kam pai
pelikAn skvrnozoby, kadavy, africky a australsky. Do dalSi skupiny spaddikan
hnedy, chilsky a severoamericky. Samostatnou fylogeketl wtev pak tvaéi pelikan
bily, se slabou vazbou na skupinu pelik&tarého sita.

Morfologicky se jedna o mohutné ptaky ipeit mezi jedny z nejfSich Iétavych
ptédki (del Hoyoet al., 1992). Nej¢tSim z pelikdnovitych je pelikan kaigey s délkou
téla az 180 cm, rozpim kiidel 345 cm a vahouriplizné 13 kg. Nejmensim pelikdnem
je naopak pelikan Ry majici maximala 114 cm na délku, s roZpm kiidel 200 cm a
hmotnosti okolo 4 kg. Samci byvajitginou ¥tSi nez samice, mladsi jedinci jsou
obvykle €zSi. Pravépodobré nejcharakteristtéjSim znakem pelikan je jejich oste
zakorteny dlouhy zobak dosahujici délky az 47 cm u pabkhilého. Dolnielist je
vysoce roztazitelna s obrovskym koznim vakem schoppojmout ténsi 14 litra vody.
Kiidla pelikari jsou rovna a dlouha. Ofni je zpravidla bilé, akdy se Sedymi nebo
razovymi oblastmi,éasto s¢ernymi ¢i tmavymi letkami. Vyjimkou je pelikan ey
majici hrédé pei a swtlejSi krk, jeho zbarveni se vSakém v zavislosti na r&nim
obdobi.

Vyskyt zastupt tétoceledi je omezen na ptd¥ni oblasti s glkou vodou kli
dostatku potravy (del Hoyet al., 1992). \&tSina druli preferuje sladkovodni plochy,
mohou byt vSak viéhi i u lagun a zatok, pelikan bdy je pak jedinym vyhradn
moiskym druhem. Jejich potravou jsou ryby, i kdyZz k@ hrédy nepohrdne ani
zbytky a mrSinami z okoli ryligkych lodi (Schreiber, 1994). VetSinou se jedna o
spole&enské ptaky, a tochem lovu, hnizéhi i letu, s vyjimkou pelikana skvrnozobého
a afrického, ktd lovi solitérrgé. Lov zabird zpravidla minimurasu, vice nez 21 hodin
denre travi pelikani odpdinkem a péi o pei (del Hoyo, 1992).

Let je pro pelikany obtiznowinnosti diky jejich porérné velké €lesné
hmotnosti (del Hoyoet al., 1992). B vzletu z vodni hladiny se odrazeji dolnimi
konc¢etinami za sotasného rychlého mavaniti#tly. Pro delSi trasy jsou pelikani
v tropickych oblastech nuceni vyuzivat teplych Vaugch proud vyskytujicich se ve
dne kolem potezi, diky nimZ jsou schopni cestovat i 24 hodin pestavky a urazit

vzdalenost az 500 km dehrMaximalni zjis&€na rychlost letu pelik&nje 56 km/hod.
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Pro hnizéni pelikdmi musi byt splany dva zakladni fedpoklady (del Hoyet
al., 1992) — hnizdni lokalita musi byt z dosahu pazieim predatar a dostupnost
dostaténého mnozstvi potravy pro celou hnizdni kolonii.oBchnizéni je omezena
také teplotou, evropské a severoamerické druhykd@liproto hnizdi jen od jara do
z&i, kdezto tropické druhy celafne. Pelikani tvéi na hnizdistich rozsahlé kolonie,
kdy u drutii hnizdicich na zemi byla zaznamenana hustota iizdbamf. Kolonie
byvaji ¢casto smiSené s kormorary se zastupcitadu brodivych. Pelikani kladou
zpravidla 1-6 vajec, na jejichZz inkubaci se poditgja rodte. Lihnuti mld@’at nastava
po 30-36 dnech, mifata se lihnou hol4 a @ropeena jsou po 10-12 tydnech. Krmeni
se Wastni oba rode, vyjimkou nebyva ani agresivita mezi sourozeMilspsSné
kolonii pripada ptimérné jedno odchované mlédna par. RestoZze dospi pelikani
nejsou schopni vydavat zvuky, hnizdni kolonie bywvajlice hlkné. Tento hluk byva
zpisoben pedevsim hladovymi miBaty, ¢asté&né vSak také dosiymi jedinci pi
ochrark jejich Uzemii pti svolavani mi&at.

Podle IUCN [nternational Union for Conservation of Nature) byly na¢ervenou
listinu zapsanyit druhy pelikar: pelikan skvrnozoby, iy a kadéavy (Anonymous,
2012b). Z toho u pelikana skvrnozobého a kadého byl zaznamenan poklescpp
volné Zijicich jedind. Hlavnim problémem, ktery pelikdny ohroZuje, jezfechyby
lidska aktivita a roz$ovani zemdélskych oblasti (del Hoycet al., 1992). Mnoha
obvykla hnizdi&t pelikdni jsou také ohroZzena kolisanim hladiny vody a jejich
zaplavovaninti vyrusovanim ze strany turistPro pelikany je tak stale sloggi najit
bezpe&né a klidné hnizdi&t Severoamerické druhy byly znat&lpostizeny fisobenim
DDT v 70. letech 20. stoleti. Diky ochkase vSak péty jedinai vraceji k givodnim
hodnotam. V jizni Evrop jsou pelikani vyrazé ohrozeni ryb#, ktefi je obviuji ze
snizeni vynosu rybolovu, ktery je v této oblast pnnohé rybge jedinym zgsobem
obZivy. V 90. letech bylo v Turecku z®no rekolik kolonii pelikdna kadi@vého
piesto, Ze hlavnimiovodem poklesu ziskz rybolovu byl nekontrolovany lov. Ochrana
pelikani je tedy v této dobzantiena hlavl na os¥tu mistnich obyvatel a ochranu a

obnovu hnizdig zatizenych lidskodinnosti.
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Obr. ¢. 7: Pelikan bily (Pelecanus onocrotalus) vzlétajici z hladiny jezera Puiu.
(Foto: Zdewk Chmela ©)

3.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity, zndmé také jako SSRsinfBle Sequence Repeats) nebo STRs
(Short Tandem Repeats), jsou tandemay repetitivni sekvence DNA o délce zakladni
jednotky repetice 1-6 bp (BuschiazebGemmell, 2006), respektive 1-9 bp (Bhargava
et Fuentes, 2010).

SSR markery se vyskytuji v kddujicich i nekddajicoblastech genomu, a to u
eukaryotnich i prokaryotnich organignfToth et al., 2000). Mohou vznikat zamou
nukleotidu ¢i inserci/deleci &kolika bp @e novo mikrosatelity) nebo aktivitou
mobilnich elemerit (tzv. adoptované mikrosatelity) (Buschiaat@semmell, 2006). #
obou &chto procesech vznika nejprve protomikrosatelietwel 3-4 jednotek repetice a
tato sekvence je nasletiprodiuzovanati zkracovana &hem replikace sklouznutim
DNA polymeréazyci rekombinaci. Tim vznika vysoky stupeolymorfizmu typicky pro
mikrosatelitové lokusy, ktery je jejich hlavni vydhau.

Kromé velkého pdétu alel pati mezi vyhody SSRs snadny postup analyzy, jeji
relativré nizk& finagni nar@nost a jednoducha reprodukovatelnost mezi labiwato
(Bhargavaet Fuentes, 2010). Kombinac&chto vlastnosti ¢#a z mikrosatelii hojng
vyuzivané markery nejen v poptia genetice, ale také v medicinskych vyzkumech a

pii forenznich analyzach.
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3.3.1 Hledani mikrosatelitovych lokusi

Postup izolace mikrosatalitle novo je obvykle zaloZzen na konstrukci parcialni
genomické knihovny, jejinscreeningu hybridizaci se sondami obsahujicimi repetice,
sekvenovani pozitivnich klan syntéze specifickych primem optimalizaci podminek
PCR (Zanet al., 2002).

Tento postup prace je vSakso¥ nara@ny a ziska seipném jen maly podil
mikrosatelitovych lokus, a to giblizn¢ 0,04-12 % pozitivnich klah (Zaneet al.,
2002). Proto jsou ki usnadrni prace i zvySeni efektivity vymySleny alternafivn
metody. Ty mohou byt zaloZzeny na PCR amplifikaciahod® zvolenymi primery
(RAPD primery) a nasledné hybridizaci PCR produlse sondami obsahujicimi
mikrosatelitové repetice nebo na konstrukci primhdmihovny s ssDNA a syntéze
dsDNA se specifickymi primery. | tyto alternativpiiistupy vSak maji své nevyhody, a
stale relativd nizkou vy&znost, ¢i obtizny postup u drdh s malym obsahem
repetitivnich sekvenci v genomu, kamiadi i ptaci (Primmeet al., 1997). Z &chto
diuvoda secasto gistupuje kecross-species PCR amplifikaci.

Cross-species PCR amplifikace je metoda hledani mikrosatelitdwylokusi
s pomoci primar, které byly jiz v minulosti odvozeny od jinychiipuznych druf
(Primmer et al., 1996). Prav&podobnost usfggné PCR amplifikace fjpom stoupa
s klesajici fylogenetickou vzdalenosti zdrojovéhtestovaného druhu (Primmetral.,
2005). DalSimi faktory ovliiujicimi UsgsSnostcross-species PCR amplifikace jsou
celkovad délka mikrosatelitu u zdrojového druhu ald& annealingu, kdy vysSi
uspsnost amplifikace byla zaznamenana u delSich maketitovych repetic a ip

snizeni teplotynnealingu.

3.3.2 Analyza mikrosatelitt

Tradicné je postup analyzy mikrosatelitovych lokugalozen na PCR reakci
s pouzitim specifickych priméra nasledné elektroforetické separaci. V poslednich
letech je pitom kladen draz na vyvoj postup kombinujicich multiplex PCR a
naslednou detekci pomoci kapilarni elektroforésyjicz cilem je snizeni fin&nich
nékladi a¢asoveé narénosti analyzy mikrosatelitovych lokiugGuichouxet al., 2011).
Vyuziti multiplex PCR g analyze SSR lokusje podmirno rekolika faktory, a
to pri navrhovani multiplex PCR, tak i v jejimgiéhu (Guichouxet al., 2011). B

pouziti stejného fluorescémiho zna&eni je nezbytné, aby primery pouzité pro
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amplifikaci produkovaly rozdikhdlouhé amplikony. Zarowepak vSechny tyto primery
musi mit stejnou teplotannealingu, ¢ehoz je mozné dosahnoutiganim rékolika
nukleotidi k sekvenci primdr a tim dojde k pblizeni procentualnimu zastoupeni GC
k 50 %. K PCR amplifikaci musi byt také zvolenydak& mikrosatelitové lokusy majici
minimalni vyskyt stutter band:iz, nulovych alel ¢i tzv. split peaks zpisobenych
nerovnomdrnym gridavanim jednoho nukleotidu (zpravidla adeninu)3kekonci PCR
produktuTaq DNA polymerazou.

Dulezitou roli @i multiplex PCR hraje koncentrace templatové DNAIEBoux
et al., 2011). Malé mnoZstvi templatutie vyustit ve slabou PCR amplifikaci nebo
v prednostni amplifikaci jedné alely (tzvallele dropout), prilis velké mnoZstvi
templatové DNA naopak vede ke zvySené téathtter band:z, neuplné adenylaci PCR
produkti a @ilis vysokému fluoresceénimu signalu, ktery se tak stava rgielnym.
Beéhém multiplex PCR se mohou také objevit problémy soweomeérnou amplifikaci
testovanych mikrosatelitovych lokiys které mohou byt odstrany zvySenim
koncentrace priméru mére amplifikovanych lokus ¢i naopak snizenim koncentrace

primeri u nejsilréjsich lokus.

3.4 Mikrosatelity u pelikanovitych

V ramciceledi pelikanovitych byly doposud hledany mikrotitieé markeryde
novo pouze u dvou druh a to u pelikana severoamerického a u pelikarénbilDaleko
dukladrejSi studie pak byly u pelikanovitych provedeny sifigim cross-species PCR
amplifikace s mikrosatelitovymi primery odvozenyad blizce pibuznych drub.

3.4.1 Mikrosatelitové lokusy odvozené&le novo

Hickman et al. (2008) nalezli u pelikhna severoamerického celkém
mikrosatelitovych lokus a navrhli pro tyto lokusy PCR primery. Naslédorovedli
screening a optimalizaci podminek PCR amplifikace u 23 jediriohoto druhu, u
kterych nalezli 2 az 8 alel na lokus a pozorovaefertwzygotnost se pohybovala
v rozmezi 0,217-0,957.

De Ponte Machadat al. (2009) publikovali 10 mikrosatelitovych lokius
odvozenych od pelikana bilého. Po navrzeni printgty tyto lokusy charakterizovany

s pomoci DNA 23 jedincnéleZejicich do dvouiznych populaci. V rdmci této skupiny
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se pa&et alel pohyboval v rozmezi 2-19 alel na lokus agoovana heterozygotnost
dosahovala hodnot 0,261-0,913. Dva z nalezenyahsiogiitom neodpovidaly Hardy-
Weinbergovu zakonu, ovSem v obotigadech se tato odchylka tykala pouze jedné ze

dvou studovanych populaci.

3.4.2 Cross-species PCR amplifikace

De Ponte Machadet al. (2009) po odvozeni 10 mikrosatelitovych lokusd
pelikana bilého otestovali navrzené pary primerdalSichiti druhi pelikani — u dvou
jedinai pelikana severoamerickéhastipjedinal pelikana hadého a u jednoho jedince
pelikana afrického. Kromlokusi PELO86 a PEL185 u pelikana afrického, které se
neamplifikovaly, poskytovaly vSechny mikrosateliéoypéary primek produkty s 1-7
alelami na lokus.

Reudink et al. (2011) vyuzili ke zkoumani genetické strukturypptace a
genového toku u pelikana severoamerického 10 maket®ovych lokus. Jednalo se o
7 lokugi (PeEr01, PeEr02, PeEr03, PeEr04, PeEr06, PeEr@®Ea09) pvodns
izolované pimo z DNA pelikana severoamerického (Hickneal., 2008) a o 3 lokusy
(PELO86, PEL149 a PEL304) odvozené od pelikanahbiléle Ponte Machads al.,
2009). Studie probihala na 333 jedincich z celk&kdlonii, p&et alel se pohyboval
v pripad® mikrosatelitt odvozenych od pelikdna severoamerického v rozddd alel
na lokus, u lokus odvozenych od pelikana bilého pak v rozmezi 71&Pre lokus.

Jeyasinghanet al. (2013) publikovali vyzkum zadéiieny na studium genoveého
toku u pelikana chilského. Procely své prace vyuzili kroegn 838 bp dlouhého
segmentu mitochondrialni DNA také 7 pgvrimert izolovanych ve dvou fijpadech
z DNA pelikdna bilého (PEL149 a PEL185) a ve zbipah mti od pelikana
severoamerického (PeEr02, PeEr03, PeEr05, PeERAE&9). U 83 jedinc nalezli
v praméru 12 alel na lokus, rozmezi alel pak bylo 4 aza®# na lokus. U lokusu

PeEr05 pak autouvadtji vysokou pravdpodobnost vyskytu nulovych alel.

Pontrné rozséhlé studie zaloZzené na mezidruhové PCR akaglifpak byly
zpracovany v ramci bakakkych a diplomovych praci v Laborétpopulani genetiky
na Katede burgcné biologie a genetikyiRodowdecké fakulty Univerzity Palackého

v Olomouci. Mikrosatelitové lokusy pro tyto pracgly vybirdny na zékla#l vyssi
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aspsSnosti PCR amplifikace u lokisodvozenych od blizceripuznych drufi ptaki
(Primmeret al., 2005).

Ranochova (2008) se ve své diplomové praci ¢tden na identifikaci
polymorfnich mikrosatelitovych lokids u ti druhi pelikani: pelikana afrického,
kadgavého a bilého. K tomutoc¢élu vyuZzila celkem 62 parprimert ziskanych od
piibuznych drub ptadki — 6 od kolpika kZového Ajaja ajaja), 17 od volavky velké
(Ardea herodias), 10 od ibise rudéhoE(docimus ruber), 7 lokusi odvozenych od
kormorana velkého Rhalacrocorax carbo), 7 od potapky rudokrkée Podiceps
grisegena) a 15 od nesyta lesnihidycteria americana). Z tchto 62 mikrosatelitovych
lokusa byly u sedmi jedint pelikdna afrického polymorfni 4 lokusy se 2-6 atei na
lokus (Ah536, PcT1, Eru03 a \W20), u Sesti jedint pelikana kadi@vého 2 lokusy se
4, resp. 2 alelami (Ah536 a \W20) a u pti jedinal pelikana bilého 7 lokusse 2-5
alelami na lokus (Ah210, Ah211, Ah536, Ah630, EruP8T1 a Wg20). U pelikana
bilého autorka navic otestovala dalSich 351 gaimerti odvozenych od zastupd¢adu
pévcu, z nichz dva pary primémeposkytovaly zadny produkt a vSechny ostatnidgku
byly ozna&eny za monomorfni.

Mikulovd (2008) v ramci své bakdatké prace hledala polymorfni
mikrosatelitové lokusy u pelikana skvrnozobého.dftito &elu pouzila celkem 70
pari primett odvozenych z DNA zastup&eledi volavkovitych (Ardeidaegapovitych
(Ciconiidae), kormoranovitych, potapkovitych (Podedidae) a ibisovitych
(Threskiornithidae), které otestovala na Sestififenych jedincich zkoumaného
druhu. Nalezla celkem 5 polymorfnich lokugAh536, Ah630, Eru09, PcT1 a PhB11)
se 2-4 alelami na lokus.

Dvordkova (2010) zacilila svou bak#ou praci na nalezeni polymorfnich
mikrosateliti u pelikana afrického, které by bylo mozno vyuZzitektovani paternity.
K tomu pouzila 221 péar primeri odvozenych od zastupdadi veslonozi, brodivi,
plameaiaci (Phoenicopteriformes), potdplice (Gaviiformeg)ybozobi (Anseriformes),
dlouhokidli (Charadriiformes) a tinaci (Sphenisciformes). Z testovanychipgrimeri
poskytlo celkem 27 pérpolymorfni produkt s rozmezim 2-5 alel na lokus.

Soul#zre s predchozi praci probihala také bakaki prace za#tiena na hledani
polymorfnich lokug u pelikdna kadavého (Chmeilmvé, 2010). Z celkovych 223
testovanych pdr primeti pouzitych ke cross-species PCR amplifikaci bylo 11
polymorfnich s pimérnym paitem alel 2,64 na lokus, které vyhilg sestavu marker

vyuzitelnych ke studiim paternity a struktury pamilpelikana kadavého.
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Diplomova prace Veroniky Mikulové (2010) testovaie DNA pelikana
skvrnozobého, bilého, afrického a k#alesho 58 pdr primemi odvozenych od
pelikanovitych, ibisovitych, kormoranovitych a oelw indického Bos indicus), u
pelikana skvrnozobého a bilého pak dalSich 126 pamert izolovanych z DNA ptak
ze skupiny dlouhaidlych, twnakovitych, terejovitych, fregatkovitychéapovitych,
ibisovitych, plameéékovitych, potaplicovitych a volavkovitych a u p&lna bilého také
13 paf primeii odvozenych od zastupcradu veslonozi. U pelikana afrického a
kadgavého pak autorka nalezla shed®d polymorfnich lokus a u pelikana bilého
celkem 49 polymorfnich lokds U pelikdna skvrnozobého pak objevila 31
polymorfnich mikrosatelit (viz Tab.¢. 1), u kterych byly zji$ny alelové konstituce u
6 dosglcu a jejich 11 ml&at a vypgitany charakteristiky pro nalezené lokusy. Na
zaklad vysledki pak ovtila paternitu v ramci zmimé chovné skupiny 17 jedific

pelikdna skvrnozobého.

Tab. ¢. 1: Polymorfni mikrosatelitové lokusy nalezené u @likana skvrnozobého

v diplomové praci Mikulova (2010).Ve sloupcich tabulky je uvedeialed, zdrojovy

druh a nazev mikrosatelitového lokusu.

pelikanoviti
(Pelecanidae)

Celed Zdrojovy druh MS
kormoran galapazsky PhB11
kormoranoviti (Phalacrocorax harissi)
(Phalacrocoracidae) kormorén usaty COR 17, COR 41
(P. auritus)
pelikan bily PEL149, PEL175, PEL190,
(Pelecanus onocrotal us) PEL221, PEL304

pelikan severoamericky
(P. erythrorhynchos)

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

kvako$ neni
(Nycticorax nycticorax)

nycti26, nycti62

volavkoviti volavka velka
(Ardeidae) (Ardea herodias) Ah 536, Ah 630
volavka Zlutozoba
(Egretta eulophotes) Ae01, Ae30
kolpik maly
ibisoviti (Platalea minor) PM2-28, PM3-31
(Threskiornithidae) | ibis rudy
(Eudocimus ruber) Eru09
plameiakoviti plameiak karibsky
(Phaenicopteridae) | (Phoenicopterus ruber) Prup4, Prupé
alkoviti alkounek drobny ADVO6
(Alcidae) (Aethia pygmaea) Py
tucnékoviti tuénak krouzkovy AM13
(Spheniscidae) (Pygoscelis adelia€)
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Burzédkova (2011) hledalalhem své bakatgké prace polymorfni mikrosatelity
u pelikana bilého a pelikdna skvrnozobého. Otetdoealkem 137 pdr primeia
odvozenych odceledi volavkovitych, ¢apovitych, plam#&akovitych, faetonovitych,
kormoranovitych a terejovitych a od zastiip@du vrubozobi u Sesti jediincobou
zmirénych drulii, a nalezla tak 20 polymorfnich mikrosatilit pelikdna bilého a 9
lokusi u pelikdna skvrnozobého. Z tohoto¢po byly celkem i polymorfni produkty
nehodnotitelné (1 u pelikana bilého a 2 u pelikakarnozobého) z idrodu velkého
poctu stutter bandi. Patet alel se pohyboval v rozmezi 2-6 alel na lokymaorovana
heterozygotnost 0-0,83.

NejnowjsSi dokortenou praci s timto zaffenim byla diplomova prace Anny
Chmel&dové z roku 2012. Autorka se zabyvala hledanim araditeristikou
polymorfnich mikrosatelitovych markieru chovné skupiny 41 jedinc pelikana
kadgavého a u 12 néfpuznych jeding pelikdna afrického. Celkem nalezla 51
polymorfnich lokug u pelikana afrického se 2-11 alelami na lokus gp@¥morfnich
lokusi u pelikdna kadavého s p&tem alel v rozmezi 2-8 alel na lokus (sezham
nalezenych polymorfnich lokiige uveden v Taks. 2 a 3). U nalezenych polymorfnich
lokusi stanovila alelové konstituce a nasledyto lokusy charakterizovala. Z hlediska
uspesSnosti PCR amplifikace se u obou diutejlépe amplifikovaly primery odvozené
od radi veslonozi, brodivi a plaméci. U rekolika lokugi také autorka na zaklad
genotypizéni analyzy predikovalaiftomnost nulovych alel, a to u lokusAh 536,
PEL185 a W& 20. Nalezla také 2 lokusy vazané na pohlavi (Era0Sn2A-36).
V zawru prace pak autorka &fla pribuzenské vztahy v chovné skupidl jeding

pelikana kadi&veho ze ZOO D Kralové nad Labem, a. s.

Tab. ¢. 2. Polymorfni mikrosatelitové lokusy nalezené u g@likana afrického
v diplomové praci Chmelatova (2012). Ve sloupcich tabulky je uvedenéeled,

zdrojovy druh a nazev mikrosatelitoveho lokusu.

Celed Zdrojovy druh MS
faetonoviti faeton Zlutozoby P3E7
(Phaethontidae) (Phaethon lepturus)
kormoran velky .
(Phalacrocorax aristotelis) Phaari09
kormoranoviti kormoran galapazsky PhB11
(Phalacrocoracidae) | (P. harissi)
kormoran uSaty COR 17, COR 19, COR 26,
(P. auritus) COR 41, COR 47
fregatkoviti fregatka obecna .
(Fregatidae) (Fregata minor) Fminl3
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Tab. ¢. 2: Pokra&ovani.

(Pelecanidae)

Celad Zdrojovy druh MS
terej modronohy ) )
(Sula nebouxii) Sn2A-36, Sn2B-83
terejoviti terejcervenonohy ) ) )
(Sulidae) (S sula) Ss1b-16, Ss1b-106, Ss2b-48
terej guanovy SV2A-26, SV2A-47, Sv2B-27
(S variagata)
pelikan bily PEL149, PEL185, PEL190,
pelikanoviti (Pelecanus onocrotal us) PEL221, PEL265, PEL304

pelikan severoamericky
(P. erythrorhynchos)

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

kvako$ néni
(Nycticorax nycticorax)

nycti26, nycti41, nycti62

volavka velka

Ah 536, Ah 630

volavkoviti (Ardea herodias)
(Ardeidae) volavka Zlutozoba Ae26
(Egretta eulophotes)
volavkacervenava Era4
(E. rufescens)
kolpik maly
(Platalea minor) PM2-28, PM3-31
ibisoviti ibis rudy
(Threskiornithidae) | (Eudocimus ruber) Eru03
ibis einsky NNO1, Nn04
(Nipponia nippon)
capoviti ¢ap bily cco
(Ciconiidae) (Ciconia ciconia)
capoviti nesyt lesni
(Ciconiidae) (Mycteria americana) Wsit 20
plameidkoviti plameidk izovy PrA2, PrAl10, PrB1, PrD7,
(Phaenicopteridae) | (Phoenicopterus roseus) PrD117
alkoviti alkounek drobny ADVO6
(Alcidae) (Aethia pygmaea) Py
kachnoviti kachna divoka
(Anatidae) (Anas platyrhynchos) APH12

Tab. €. 3: Polymorfni mikrosatelitové lokusy nalezené u g@likana kaderavého

v diplomové praci Chmelarova (2012). Ve sloupcich tabulky je uvedengled,

zdrojovy druh a ndzev mikrosatelitového lokusu.

(Pelecanidae)

Celed Zdrojovy druh MS
kormoranoviti kormoréan uSaty COR 17, COR 41
(Phalacrocoracidae) | (P. auritus) Dcco06
fregatkc_wm fregatka obecna Fmin08, Fmin13, Fminl4
(Fregatidae) (Fregata minor)
terejoviti terej modronohy )
(Sulidae) (Sula nebouxii) Sn2A-36

pelikan bily

pelikanoviti (Pelecanus onocrotal us) PEL185, PEL265, PEL304

pelikan severoamericky
(P. erythrorhynchos)

PeEr 02, PeEr 03, PeEr 04

volavkoviti
(Ardeidae)

volavka velka
(Ardea herodias)

Ah 536

volavka Zlutozoba
(Egretta eulophotes)

Ae4?2
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Tab. ¢. 3: Pokra&ovani.

Celed Zdrojovy druh MS
ibis rudy
ibisoviti (Eudocimus ruber) Eru03
(Threskiornithidae) ibis cinsky NROL, Nn04
(Nipponia nippon)
capoviti ¢ap bily cCo9
(Ciconiidae) (Ciconia ciconia)
capoviti nesyt lesni
(Ciconiidae) (Mycteria americana) Wsi 20
plameiakoviti plameidk izovy
(Phaenicopteridae) | (Phoenicopterus roseus) PrA2, PrA110, Prb7
alkoviti alkounek drobny ADVOG
(Alcidae) (Aethia pygmaea) Py

3.4.3 Nowvé objevené mikrosatelity potencial@ vhodné ke cross-species PCR
amplifikaci u pelikana

V prabéhu této diplomové prace byly publikovany ®govnalezené
mikrosatelitové lokusy u dvouibuznych drubi celedi pelikanovitych.

U ¢apa vychodniho Giconia boyciana) z fadu brodivych bylo nalezeno 8
mikrosatelitovych lokus (Wanget al., 2011). P¢et alel se pohyboval v rozmezi 2-8
alel na lokus u 23 jedificzdrojového druhu a pozorovana heterozygotnosthibvsda
hodnot 0-0,857. Auid uvadtji moznost vyuziti sedmi z¢hto lokusi v popul&nich
studiich tykajicich séapa vychodniho, s vyléenim lokusu Cbo235. U tohoto lokusu
sice nalezli u danych 23 jedin@ alely, ovSem vSichni jedinci byli pro tento Ieku
homozygotni (pozorovanad heterozygotnost byla nyloiZetekovali také vysokou
pravdpodobnost vyskytu nulovych alel u dvou loky€bo133 a Cbo235).

Campaniniet al. (2012) publikovali 11 polymorfnich mikrosatelitgh lokusi
izolovanych z DNA volavky rusohlav@(bulcusibis). Paiet alel byl 2-4 alely na lokus
u 35 jediné@ z jihovychodni Brazilie. Pomoci programu Micro-Cker nebyly u
Zzadného lokusu detekovany nulové alely. Aupwedikovali vyuZziti &chto lokusi pri
studiu struktury populace volavky rusohlavé jako#teazniho druhu na americkém

kontinentu.
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4 Material a metodika

4.1 Biologicky material

Pro hledani polymorfnich mikrosatelitovych lokua jejich charakterizaci u
pelikana bilého Relecanus onocrotalus) byly vyuzity vzorky krve ziskané od 21
negibuznych jeding, ktefi pochéazeli z @i zoologickych zahrad Geské republice
(ZOO Jihlava, ZOO LeSna, ZOO Liberec, ZOO BRIz ZOO Praha). U pelikana
skvrnozobého K. philippensis) bylo ke stejnému delu vyuZzito 17 jeding tvoricich
chovnou skupinu ze ZOO Dw Kralové nad Labem, ktera byla tema celkem Sesti
dosglymi jedinci a jejich 11 mldaty.

Od vSech testovanych jedindylo odebrano 20-100 pl krve z tarzalni Zily a
smichano s 1 ml Queen’s pufru. Takto odebrané yzbyky uchovany v chladice gi

4 °C a pouzity k izolaci genomické DNA.

4.2 Izolace genomické DNA z ptéi krve

Postup byl pevzat podle Maniatiset al. (1982) a upraven pro podminky
Laboratde popul&ni genetiky na Katage burgéné biologie a genetikyiP UPOL.

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

2. Pridat 100 pl roztoku proteinazy K (10 mg/ml)fegla@nim promichat,
pripipetovat 100 pl 10% roztoku SDS a za stalébeklapsni inkubovat do
nasledujiciho dne v termostatti 7 °C.

3. Po ukoreni inkubace iidat ke snisi 300 pl chloroformu a 300 pl fenolu,
zvortexovat a zcentrifugovat (2000 g, 2 min).fi¥&nou Spikou odebrat vrchni
fazi do nové mikrozkumavky.

4. K odebranému vzorkuifat 600 pl chloroformu, zvortexovat a zcentrifugbv
(2000 g, 2 min) a ajt odebrat vrchni fazi uskenou Spikou. Tento krok
zopakovat jestjednou.

5. K odebranému vzorku fipipetovat 150 pl vychlazeného octanu sodného
(3 mol/l) a mikrozkumavky vyplnit izopropanolem. damichat pekla@nim a

ulozit na minimalg 2 hodiny do —20 °C.
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6. Mikrozkumavky zcentrifugovat (13000 g, 30 min). @pa& slit izopropanol a
napipetovat 1 ml vychlazeného 70% ethanolu.

7. Centrifugovat 15 minutijp 13000 g/min.

8. Opatrre slit ethanol a obsah mikrozkumavky vysusit v teoioku (priblizné
1 hodinu pi 55 °C).

9. Rozpousit pres noc za neustaléhéeglani v termostatu ip 40 °C.

10.Po stanoveni koncentrace DNA zamrazit v —20 “ed p@tovnym pouzitim

nutno opakovat krok 9.

4.3 Mikrosatelitové lokusy pouZzité kecross-species PCR amplifikaci u
pelikana bileho a pelikana skvrnozobého

V rdmci této diplomové prace byly pouzity mikrasd@abvé primery, které byly
jiz v minulosti u daného druhu polymorfni, dale pakmery, které byly polymorfni u
pelikana kad&aveho P. crispus) nebo pelikana africkéhd?( rufescens). VSechny tyto
mikrosatelitové lokusy byly vybrany na zaktadpredchozich bakatakych ¢i
diplomovych praci zpracovanych v ramci Laboratpopul&ni genetiky na Katee
burg¢né biologie a genetikyiP UP (Ranochova, 2008; Burzakova, 2010; Mikulova,
2010; Chmelsova, 2012). Déale byly pouzity primery, které bylgvozenyde novo od
piibuznych drub ptaki v pribéhu této diplomové prace a u pelikdprozatim nebyly
testovany. VSechny pary primiepouzité kecross-species PCR amplifikaci u pelikdna
bilého a skvnozobého jsou uvedeny v Tall a 5.

Tab. ¢. 4: Mikrosatelitové lokusy testované u pelikana bého. Ve sloupcich tabulky
je uvedena vzdyeled, pavodni zdrojovy druh, nazev mikrosatelitového lokusu

zdrojové publikace.

Celed Zdrojovy druh MS Literarni zdroj
faetonoviti faeton Zlutozoby
(Phaetontidae) (Phaethon lepturus) P3F7,P3G12 Humeasal., 2010
kormoran velky .
(Phalacrocorax carbo) PcT 1 Piertneyt al., 1998

Phaari03, Phaaril6 Barlostal., 2010

kormoranoviti kormoran chocholaty Barl bni
(Phalacrocoracidae) | (P. aristotelis) PhaariO4, Phaari09 sgérlgr\ll:'h osobni
kormoran galapazsky PhB2, PhB11 Duffiet al., 2008

(P. hariss))
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Tab. ¢. 4: Pokra&ovani 1.

(Phalacrocoracidae)

(P. auritus)

Celed’ Zdrojovy druh MS Autor
COR 03, COR 15,
COR 17, COR 19,
kormoréanoviti kormoran uSaty COR 26, COR 28, Fikeet al., 2009

COR 30, COR 31,
COR 41, COR 47

Dcco06

Merceet al., 2010

Fmin08, Fmin12,

(Pelecanidae)

Z:er%at:t‘i)(;’:'e) Z:erga;'g ;?f(fr')’a Fminl3, Fmin14, Dearborret al., 2008
9 €9 Fminl6
terej modronohy BOOB-RM4-C03 Fairclotlet al., 2009
(Sula nebouxii) 223@:?865”25'83’ Tayloret al., 2010
terejoviti . . Ss1b-16, Ss1b-98, :
(Sulidae) gi{ﬁg"enon‘)hy Ss1b-106, Ss2b-48, | heoi0o T cocet A
Ss2b-153
terej guanovy Sv2A-26, Sv2A-47,
(S variagata) Sv2B-27 Tayloretal., 2010
PEL086, PEL149,
pelikan bily ﬁgﬁgg* Egﬁgg' de Ponte Machadet
elikénovit (Pelecanus onocrotal us) PEL207. PEL221. al., 2009

PEL265, PEL304

pelikan severoamericky
(P. erythrorhynchos)

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

Hickmanet al., 2008

kvako$ naéni
(Nycticorax nycticorax)

nycti22, nycti26,
nycti4l, nycti62,
nycti6g

Changet al., 2009

volavka velka
(Ardea herodias)

Ah 210, Ah 211,
Ah 536, Ah 630

McGuireet Noor,
2002

¢ap vychodni
(C. boyciana)

. volavka Zlutozoba Ae01, Ae26,

\(/Aolz\éli(ggg)l (Egretta eulophote§) Ae30, Ae4d?2 Huanget al., 2009
volavkacervenava Er21, Erd4 Hillet Green, 2011
(E. rufescens)

BiO1, Bi08, Bil13,
volavka rusohlava Bil5, Bi18, Bi20, Campaniniet al.,
(Bubulcusibis) Bi22, Bi26, Bi28, 2012
Bi29, Bi30

kolpik rizovy . Sawyer, osobni
(Ajaja ajaja) Aadju SEX scslent
kolpik maly PM1-17, PM2-28,

ibisoviti (Platalea minor) PM3-13, PM3-31 Yeungetal., 2009

(Threskiornithidae) | ibis rudy Eru03, Eru09 Santag al., 2006
(Eudocimus ruber)
ibis ¢insky Nn01, Nn04, Nn21 Het al., 2006
(Nipponia nippon) NnEB12 Jiet al., 2004
NP Cc01, Cc05, Cc07 Shepheatdal., 2009
¢ap bily i
(Ciconia ciconia) CC1, CC3, CC9 Segelk,Jacher, osobnj

capoviti ScElent

(Ciconiidae) Cbo0102, Cbo108,

Cbo109, Cbo121,
Cbo133, Cbol51,
Cbo168, Cbho235

Wanget al., 2011
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Tab. &. 4: Pokra&ovani 2.

Celed’ Zdrojovy druh MS Autor
capoviti nesyt lesni Tomasulo-
povitl yLe . Wsu 20 Seccomandét al.,
(Ciconiidae) (Mycteria americana) 2003
plameidk izovy PrA2, PrA110, PrB1, .
plameidkoviti (Phoenicopterus roseus) PrD7, PrD117, PrD13 )Geramet al., 2010

(Phaémcopte”dae) B PrunS. Prone. Kapil et al., 2005
?xt(:)i\(ljlge)_ ?,Lke(t)tlei gepl;gr:%gg Apy06 Dawsoret al., 2005
5‘1‘3233!'_5 I((/ilrfgsn agtly\//r%l;ichos) APH12 Maaket al., 2003
(Spheniscidae) | (Pygoscelisadeiog AMI13 Roederetal, 2001

Tab. ¢. 5: Mikrosatelitové lokusy testované u pelikana skrnozobého.Ve sloupcich

tabulky je uvedena vzdieled’, pavodni zdrojovy druh, nazev mikrosatelitového lokusu

a zdrojova publikace.

Celed’ Zdrojovy druh MS Autor
faetonoviti faeton Zlutozoby
(Phaetontidae) (Phaethon lepturus) P3F7, P3G12 Humea al., 2010
kormoran velky .
(Phalacrocorax carbo) PcT 1 Piertneyt al., 1998
. . Phaari03, Phaaril6 Barlostal., 2010
kormoran chocholaty Barl bt
(P. aritotelis) Phaari04, Phaari09 ariow, osobnl
skleni
kormoranoviti kormoran galapazsky

(Phalacrocoracidae)

(P. harissi)

PhB2

Duffieet al., 2008

kormoran usaty
(P. auritus)

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

Fikeetal., 2009

Dcco06

Merceet al., 2010

fregatkoviti fregatka obecna Fmin16 Dearboret al., 2008
(Fregatidae) (Fregata minor)
terej modronohy BOOB-RM4-C03 Fairclotlet al., 2009
- Sn2A-36, Sn2B-83
Sula neb ’ '
terejovit (Sula nebouxii) Sn2B-100 Tayloretal., 2010
(Sulidae) terej¢ervenonohy Ss1b-16, Ss1b-98, Morris-Pococket al .,
(S sula) Ss1b-106, Ss2b-153 | 2010
terej guanovy Sv2A-26, SV2A-47,
(S variagata) Sv2B-27 Tayloretal., 2010
pelikan bily PELO86, PEL185, de Ponte Machadet
pelikanoviti (Pelecanus onocrotal us) PEL188, PEL207, al., 2009

(Pelecanidae)

PEL265

pelikdn severoamericky

(P. erythrorhynchos) PeEr 01 Hickmaet al., 2008

kvako$ néni nycti22, nycti41,

(Nycticorax nycticorax) nycti68 Changet al., 2009
volavkoviti volavka velka AN 210 McGuireet Noor,
(Ardeidae) (Ardea herodias) 2002

volavka Zlutozoba Ae26, Aed2 Huangt al., 2009

(Egretta eulophotes)
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Tab. &. 5. Pokra&ovani.

Celed’ Zdrojovy druh MS Autor
volavkacervenava Er21, Er44 Hillet Green, 2011
(E. rufescens)
volavkoviti BiO1, Bi08, Bi13,
(Ardeidae) volavka rusohlava Bil5, Bi18, Bi20, Campaniniet al.,
(Bubulcusibis) Bi22, Bi26, Bi28, 2012
Bi29, Bi30
kolpik rizovy . Sawyer, osobni
(Ajaja ajaja) Agju SEX scsleni
kolpik maly
ibisoviti (Platalea minor) PM1-17, PM3-13 Yeungt al., 2009
(Threskiornithidae) | ibis rudy Eru03 Santost al., 2006
(Eudocimus ruber)
ibis ¢insky NnO1, Nn04 Heet al., 2006
(Nipponia nippon) NnEB12 Jiet al., 2004
nesyt lesni Tomasulo-
ytie : Wsp 20 Seccomandét al.,
(Mycteria americana) 2003
A il Cc01, Cc05, Cc07 Shephagdal ., 2009
¢ap bily Segelbach b
(Ciconia ciconia) CC1, CC3, CC9 evge Dacher, osobn
capoviti skleni
(Clcon”dae) Cb0102, Cb0108,
¢ap vychodni Cbo109, Cbo121, Wanaet al. 2011
(C. boyciana) Cbo133, Chol51, getal,
Cbo168, Cho235
plameidk izovy PrA2, PrAl110, PrB1, .
plameiakoviti (Phoenicopterus roseus) PrD7, PrD117, PrD13 )Geramet al., 2010
(Phaenicopteridae) plameidk karibsky .
(P. ruber) Prupl, Prup5 Kapit al., 2005
kachnoviti (Anatidae) kachna divoka APH12 Maaket al., 2003
(Anas platyrhynchos)

4.4 PCR

VSechny slozky PCR s¥mi rozmrazit, zvortexovat, zcentrifugovat a napipet
do 1,5ml mikrozkumavky podle nasledujiciho rozp{godle poteby gepcaitat na

pocet testovanych vzotR:

SloZeni PCR sisi pro 6 vzork:

deionizovanavoda_ ... 42,50 pul
reaction buffer A10x_ .. ... 6,30 pul
MgCl, 25 mmol/}] 3,75 ul
dNTPs [20 umol/l) . . 0,65 pl
primer R [0 umol/].__ .. ... ... 3,10 pul
primer F[L0 umol/l] .. ... ... 3,10 pl
alTag DNA polymeraza [5 U/ul]__ 1,00 pl
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Do PCR zkumavek napipetovat 1 pul DNA o koncentta2b ng/pl a do kazdé

pak gipipetovat 9 pl PCR s#si. PCR zkumavky zvortexovat, zcentrifugovat a itloz

do termocykléru naprogramovaného podle schématu:

Casovy a teplotni profil PCR reakce

sSmin___ 94 °C
30S 94 °C
30s ... teplotaannealingu (viz Tab.¢. 6 a 7) 35 x
30S. 72 °C
5 min 72 °C

4.5 Postup analyzy PCR produkfi

Tento postup byl optimalizovan pro pouziti vigané sekveriai

elektroforetické korirky S2 Whatman Biometra.

Priprava 6% polyakrylamidového gelu

1.

V¢étSi sklo omyt destilovanou vodou, osusit papirowynikem a 1krat fetit
96% ethanolem. O&#t piipravkem na odpuzovani vody ze skel autoniohil
1krét prettit deionizovanou vodou.

MensSi sklo umyt detergentem a deionizovanou vodosysSit papirovym
rucnikem a 1krat fetiit 96% ethanolem. Do mikrozkumavky napipetovat 1 ml
0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu a 3 pl 3-metylakypropyltrimethoxy-
silanu, protepat a aplikovat na sklo.iRladns rozetit, nechat schnout 5 minut a
poté 4krat petiit 96% ethanolem.

Na okraje ¥tSiho skla polozit spacery, n& polozit menSi sklo a @bskla

k sokE pripevnit klipsy.

V kédince pipravit 6% polyakrylamidovy gel smichanim 60 ml &#sobniho
roztoku akrylamidu, 400 pl 10% peroxodisiranu anmédn (APS) a 40 ul
N,N,N‘,N‘-tetramethylethylendiaminu (TEMED). Gel @nichat a nalit mezi
skla. Do mezery mezi skly vioZitiébinek rovnou stranou a skla k &ob
pripevnit klipsy.

Gel nechat polymerovat minim&®0 minut.
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Elektroforetickd separace PCR produkt

6. Po ztuhnuti gelu odstranit klipsy, sklaikthdré umyt, osusit a vlozZit do
elektroforetické kortirky mensim sklem k hlinikoveé desce.

7. Katodovy i anodovy prostor zalit 0,5x TBE pufremytahnout kebinek a
vznikly prostor mezi skly ikladné proplachnout pufrem pomociiacky.

8. Pxipojit elektrody a nastavit zdroj stejnodmého proudu na tyto limitni
hodnoty: 150 mA, 3000 V a 90 W. Z&hto podminek fedeltivat gel giblizné
30 minut.

9. Ke vzorkim pridat 5 pl nandSeciho pufru a denaturovat v termeécyk3-5
minut @i 94 °C. Po uplynuti doby ihnedgmistit na led.

10.Odpojit elektrody a do mezery mezi skly vloziehinek tak, aby zoubky byly
priblizné 1 mm v gelu. Do takto vzniklych jamek nanést 2/zorki.

11.Nastavit limitni hodnotu vykonu na 70 W a nechabrky separovat podle
potreby (1 az 4 hodiny).

Vizualizace elektroforetogramu

12.Po sko®eni separace PCR prodiakidpustit pufr z katodového prostoru a skla
na vodorovné ploSe s pomoci noZe @tidd sebe.

13.MenSsi sklo s gelemipsunout do fotomisky a zalit fix/stop roztokeniiefat na
trepace 20 minut, poté fix/stop roztok slit&pdo baiky a fotomisku s gelem
3krat promyt deionizovanou vodou.

14.Gel zalit 1% roztokem kyseliny ddsie, tepat 4-5 minut a poté 4krat promyt
deionizovanou vodou.

15.Gel pesunout do 0,1% roztoku dasanu stibrného s 1,2 ml formaldehydu a
trepat 30 minut. Poté kratce oplachnout deionizovamaiou.

16.Do vychlazeného 3% roztoku witanu sodnéhoifdat 1,2 ml formaldehydu a
160 ul 1% roztoku thiosiranu sodného. Tento roatekit na gel a nechat
protrepavat do doby nez dojde k vizualizaci banéoté reakci zastavifiptim
uschovaného fix/stop roztoku.

17.Gel presunout do fotomisky s deionizovanou vodou a patdSiti v suSarh
(priblizné 60 minut @i 60 °C). Gel vyhodnotit na negatoskopu.

18.Po vyhodnoceni gel vlozit do roztoku hydroxidu séhim na &kolik desitek

minut aZz hodin a poté sklo omyt detergentem a dsieanou vodou.
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4.6 Statistické zpracovani experimentalnich dat

Po odeéteni alelovych konstituci z elektroforetogramu byd@chna ziskané data
vyhodnocena pomoci popul&-genetickych statistickych program

Prvnim pouzitym programem byla verze programu C&13.0.3 (Kalinowsket
al., 2007), s jehoz pomoci byly nalezené polymorfikuby popsany nasledujicimi
charakteristikami: &ekdvana a pozorovana heterozygotnost, vypovidadndia
mikrosatelitu, vyskyt nulovych alel a zda lokus odjgéa Hardy-Weinbergayv
rovnovaze. Program také udava hodnoty spolehlivioskirosatelitovych lokus pri
analyze paternity arppopulanich studiich. Pomoci webové verze programu Genepop

4.1 (Rousset, 2008) pak bylo z§8b, zda-li nejsou nalezené lokusy ve vazb

4.7 Vybaveni laboratore

» Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

» Hybridizatni pec HB-2D (Techne)

e Chladntka kombinovana (Whirlpool)

» Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)

* Magneticka mich&ka MR Hei-Combi (Heidolph)

* Mikropipety Finnpipette — 0,5 az 10 pl (osmikandpwa 0,3 pl az 1 ml
(ThermoLabsystems)

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

e Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific Ltd)

* Negatoskop NEGA1 (Maneko)

» Sekvenani elektroforeticka korirka S2 (Whatman Biometra)

e SuSarna CAT 8050 (Contherm)

* Temperovany blok Dry-block DB-2D (Labnet Internaiad)

» Termocyklér GenePro (BIOER technology)

e Termocyklér PTC 100-96 VHB (MJ Research)

» Termocyklér XP Thermal Cycler (BIOER technology)

» Tiepaka Orbit 1 900 (Labnet International)

*  Vortex MS2 (lka)

* Vyrobnik deionizované a ult¢ssté vody typ 02 (AquaOsmaotic)

» Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)
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4.8 Seznam pouzitych chemikalii

Akrylamid (AppliChem)

araq DNA polymeraza (5Uil), M1241 (Promega)
Bromfenolova moti(Serva)

Clear Vue, Rain Repellent (Turtle WAX)

dNTPs (100 mmol/l, 400l kazdého), U1240 (Promega)
Deionizovana voda

Dusicnan stibrny (Sigma)

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

Formaldehyd (Lachema)

Formamid (Lachema)

Hydroxid sodny (Lachema)

Chlorid sodny (Lachema)

Chloroform (Lachema)

Izopropanol (Lachema)

Kyselina borita (Lachema)

Kyselina chlorovodikova (Lachema)

Kyselina dusina — 65% roztok (Lachema)

Kyselina octova — ledova (Lachema)

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

N-lauroylsarkosin (Sigma)
N,N"-methylenbisakrylamid (AppliChem)

N, N, N°, N’-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Sajv
Octan sodny (Lachema)

Peroxodisiran amonny (Serva)

Proteinaza K (10 mg/ml) (Sigma)

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

» Xylenova mod (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.9 Seznam pouzitych roztoki

Dusiénan stiribrny (0,1% roztok)
800 ml deionizované vody
0,8 g dusinanu stibrného
- pred pouzitim gidat 1,2 ml formaldehydu

Fix/Stop roztok
800 ml deionizované vody

88 ml ledoveé kyseliny octové

Hydroxid sodny (1 mol/l, roztok)
40 g hydroxidu sodného

- doplnit deionizovanou vodou do 1 |

Kyselina dusina (1% roztok)
800 ml deionizované vody
12 ml 65% kyseliny dugne

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

3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

NanaSeci pufr
0,125 g bromfenolové maoel
0,125 g xylenové mad
25 ml deionizované vody

100 ml formamidu



Peroxodisiran amonny(10% roztok)
1 g peroxodisiranu amonného

- rozpustit v 10 ml deionizované vody, uchovavéhladntce

Polyakrylamidovy 6% gel
60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
40 ul N, N, N”, N’- tetramethylethylendiaminu
400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného JhHi0g

Queen’s pufr
10 ml zasobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,8
2 ml zasobniho roztoku NaCl (5 mol/l)
2,92 g ethylendiaminotetraoctové kyseliny (EDTA)
10 g N-lauroylsarkosinu
- rozpustit v 900 ml deionizované vody, pH uprawvia 7,5 a doplnit

deionizovanou vodou na 1 |

TBE pufr (zdsobni roztok 10x)
108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
55 g kyseliny borité EBO;
40 ml roztoku NgEDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

- doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Vyvojka
800 ml deionizované vody
24 g uhlgitanu sodného N&EO;
- vychladit na teplotu niz8i nez 10 °C
- pred pouzitim pdat 1,2 ml formaldehydu a 160 1% roztoku thiosiranu
sodného Ng5,0;
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Z&sobni 40% roztok akrylamidu : N,N"- methylenbisakylamidu 19 : 1
380 g akrylamidu
20 g N,N’- methylenbisakrylamidu
- rozpustit v 500 ml deionizované vody, objem dapia 1 | a ulozit v temné

lahvi v chladnéce

Zasobni 6% roztok akrylamidu
420 g m@oviny
484 ml deionizované vody
50 ml 10 x TBE
150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamid : N, N”- Inyé&gnbisakrylamid 19:1

- po rozpus&ini vSech slozek zfiltrovat a ulozit v temné lahwahtadniéce
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7 Zaver

V prab¢hu své diplomové prace jsem hledala polymorfni osktelitové lokusy
u pelikana biléhoRelecanus onocrotalus) a pelikana skvrnozobéh®.(philippensis)

s pomocicross-species PCR amplifikace s vyuzitim primé&iodvozenych odifbuznych
skupin ptak.

V prvni fazi jsem testovala lokusy, které byly wangich drufi pelikani
prohlaSeny za polymorfni v bak&d&é praci Burzadkova (2011) a v diplomovych
pracich Ranochova (2008) a Mikulovd (2010). Dalemsvybrala mikrosatelitové
lokusy, které byly fivodre u mnou zkoumanych drahpelikdni prohlaSeny za
monomorfni, poskytly vSak polymorfni produkt &kierého z ostatnich drttpelikarn.
Poslednim krokem bylaross-species PCR amplifikace s vyuzitim parprimefi
odvozenychde novo od ¢apa vychodniho Giconia boyciana) a volavky rusohlavé
(Bubulcus ibis), které byly publikovany v gibé¢hu této diplomové prace a doposud u
pelikani nebyly testovany.

Nalezla jsem celkem 82 giaprimerti amplifikujicich 84 polymorfnich lokusu
pelikdna bilého a 18 polymorfnich loKus pelikdna skvrnozobého. Z 82 parimeri
poskytujicich polymorfni produkt u pelikana bilébglo 10 pivodrg odvozeno od
tohoto druhu a v ramci této prace jsem idaecharakteristiky u 21 néfbuznych
jedinai a zjistila, Ze tyto lokusy nejsou ve v&zb zadnym z ostatnich polymorfnich
lokusi charakterizovanych v fibéhu této diplomové prace. Po provedeni genotyjpiza
analyzy u 21 negbuznych jeding pelikana bilého a chovné skupiny 17 jedinc
pelikana skvrnozobého jsem vSechny tyto lokusy aktarizovala pomoci programu
Cervus a otfila vazbu mezi lokusy s vyuzitim webové verze paogu Genepop. Na
zaklad ziskanych charakteristik polymorfnich mikrosateljsem stanovila sadu 6
lokusi u pelikdna bilého, respektive 7 lokus pelikana skvrnozobého, které by bylo
mozZno vyuZit k o¥fovani paternity uéchto druti. Nalezla jsem také 3 lokusy vazané
na pohlavi u pelikana bilého, z toho 2 lokusy vykesty vazbu na pohlavi i u pelikana
skvrnozobého. Lokus Sn2A-36 je pak univerzalnimlgatim markerem u vSech driuh
pelikhmi doposud zkoumanych v ramci Laboratgpopuléni genetiky na Kateae
burng¢né biologie a genetikyiP UPOL.
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8 Seznam pouzitych zkratek

adenin

par bazilfase pair)

cytozin

deoxyribonukleova kyselina

snés deoxyribonukleosid trifosfat

oc¢ekavana heterozygotnosikpected heter ozygosity)

pozorovana heterozygotnosbéerved heterozygosity)
guanin

polymerazovéetizova reakcepolymerase chain reaction)
vypovidaci hodnota mikrosatelifpo{ymor phism information content)
repetice jednoduchych sekvenichigke sequence repeats)
kratké tandemové repetichaig tandem repeats)

thymin

teplotaannealingu

¢as separace v 6% polyakryamidovém gelu
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