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1 Uvod

Mikrosatelity jsou kratke sekvence DNA sestavené z tandemové se opakujicich
jednotek obvykle dlouhych do deseti nukleotidi. Diky jejich variabilit¢ v poctu
opakovani patfi k nejpopularnéj$im a nejuniverzalngj§im genetickym markerdm.
Mikrosatelity jsou kodominantni, vysoce polymorfni a snadno detekovatelné, coz jsou
vlastnosti, na zakladé kterych se vyuzivaji pro studium genetické struktury populaci nebo
testovani paternity. V popula¢ni genetice se dale pouzivaji k uréeni Urovné ptibuzenského
vztahu nebo k detekci rozdili mezi blizce piibuznymi druhy.

Mikrosatelity je mozné ziskat tfemi zptsoby: izolaci de novo, identifikaci in silico
nebo cross-species testovanim. De novo mikrosatelity pro pelikany byly popsany pouze
u dvou druhti (pelikdna severoamerického a bilého). Cross-species testovanim
mikrosatelith pavodné nalezenych u zastupcii kladu Aequorlitornithes se na Katedre
buné&né biologie a genetiky Univerzity Palackého v Olomouci vénuje Laboratof
populacni genetiky. V této diplomové praci navazu na vysledky své bakalatrské prace
(Kremlovd, 2019), ve které jsem prostiednictvim cross-species testovani
hledala polymorfni lokusy u pelikana bilého (Pelecanus onocrotalus). Tyto vybrané
lokusy zanalyzuji u 21 jedinct tohoto druhu a charakterizuji za pouziti populacné

genetickych programii Cervus a Genepop.



2 Cile prace

1. Vypracovani reSersSe na téma diplomové prace.

2. Shromazdéni dostupnych literarnich zdroju.

3. Amplifikace a charakteristika vybranych mikrosatelitnich lokust na DNA 21
nepiibuznych jedincii pelikana bilého; jedna se o mikrosatelity oznacené jako polymorfni

v mé bakalatské praci (Kremlova, 2019).



3 Literarni prehled

3.1 Vyvojové vztahy mezi ¢eledémi iadu Pelecaniformes

Fylogeneticky vyvoj tadu Pelecaniformes je intenzivné studovan jiz nékolik
desetileti, av§ak s postupem novych poznatkii se mnohokrat ménil a pravdépodobné ani
dnes$ni znalosti ohledné systému a fylogeneze jednotlivych ¢eledi tohoto fadu nejsou
definitivni (Cracraft et al., 1986; Prum et al., 2015 a Kuhl et al., 2020).

Tradi¢n¢ se do fadu Pelecaniformes, diive ¢esky nazyvaného jako tad veslonozi,
z divodu ptitomnosti veslovaci nohy, fadilo Sest Celedi (anhingoviti, faetonoviti,
fregatkoviti, kormoranoviti, pelikanoviti a terejoviti) (Lanham et al., 1947). Na zaklad¢
pouziti riznych typua metod (morfologickych, anatomickych, oologickych,
osteologickych, etologickych a v neposledni fadé i molekularnich) dochazelo s postupem
Casu k vy¢lenéni vétsiny ¢eledi spadajicich do tohoto tadu (faetonovitych, fregatkovitych,
anhingovitych, kormoranovitych i terejovitych). Mezi blizké ptibuzné tomuto fadu patii
fady trubkonosi (Procellariiformes) a ¢api (Ciconiiformes).

Dnes se do fadu Pelecaniformes fadi pouze jedna puvodni celed’, pelik&noviti.
Nektefi systematici zahrnuji do tohoto fadu také kladivouse a ¢lunozobce (dfive zastupci
fadu brodivi, Ciconiiformes) (Prum et al., 2015), jini dokonce rozsifuji tento fad
o0 volavky a ibisy (Kuhl et al., 2020).

Vétsina vyfazenych Celedi, diive spadajicich do fadu Pelecaniformes, je nyni
soudasti fadu Suliformes (Sesky nazev tohoto fadu vsak jesté neni vytvoien). Celed
faetonoviti nyni spada do fadu faetoni (Phaethontiformes), jehoz sesterskym fadem je fad
slunatci (Eurypygiformes), do kterého se tadi dva druhy: slunatec nadherny (jediny
zastupce Celedi slunatcoviti) a kagu chocholaty (jediny zastupce ¢eledi kaguoviti) (Kuhl
et al., 2020). O ptibuzenském vztahu dvou morfologicky odlisnych celedi, factonoviti
(Phaethontidae) a slunatcoviti (Eurypygidae), informovali jako prvni McCormack et al.
(2013), ti vSak do své studie nezahrnuli kagu, ale urc€ili, Ze miize taktéZ nést urcitou
podobnost s faetony. Faetonoviti jsou mof$ti ptaci s prevazné bilym zbarvenim, kratkyma
nohama a protahlym stfednim ocasnim pefim. Slunatci Ziji v nizinnych a podhorskych
lesich Jizni Ameriky a jejich pefi je krypticky zbarvené do Sedo-hnédo-Cerna. Kagu je
suchozemsky ptak zijici na ostrové Nova Kaledonie a svym vzhledem ¢asteéné ptipominé
faetona i slunatce (McCormack et al., 2013). Diive byli zastupci obou zminénych fadu

umisténi v rdmci fylogenetického stromu na riznych mistech. Faetoni byli diive soucasti



fadu Pelecaniformes a kagu se slunatcem se fadili do fadu kratkok#idli (Gruiformes)
(Livezey et Zusi, 2007).

Spravnost fylogenetickych stromu se odvijela od po¢tu analyzovanych znaki
a jejich promén béhem evoluce. V piipadé molekularnich dat se jejich spolehlivost
stanovila na zaklad¢ toho, zda se jednalo o intronové ¢i exonové sekvence, kolik bazi se
porovnavalo a také kolik zastupcl, respektive zastupci z rtznych celedi, bylo
analyzovano. Analyzou velkého poctu ptacich ¢eledi, ale pouze vybranych molekularnich
sekvenci, se zabyvali napiiklad Ericson et al. (2006), Hackett et al. (2008) nebo Prum et
al. (2015). Naopak Jarvis et al. (2014) nebo Suh et al. (2015) se zabyvali analyzou
omezen¢ho poctu ptacich genomi a jejich vysledky tak limituji pohled do hlubsich
evolucnich vztahti mezi pta¢imi ¢eledémi. Rozdilné sestaveni fylogenetického stromu
tiidy ptéci zavisi také na poméru pouzitych koédujicich nebo nekddujicich sekvenci
jaderného genomu nebo na pouziti genomu mitochondridlniho, pouzité metodice
a softwaru, pomoci kterého se ziskana data zpracovavaji (Hackett et al., 2008; Jarvis et
al., 2014; Prum et al., 2015; Reddy et al., 2017).

Lanham et al. (1947) provedli fylogenetickou analyzu zalozenou pfedevsim na
podobnostech v kosterni stavbé ptakd a dosli k zavéru, ze tad Pelecaniformes je
monofyletickou skupinou rozdélenou do tfi podiadi (viz Obrazek ¢&. 1). Fregatkovité
(Fregatidae) a faetonovité (Phaethontidae) oznadili jako sesterské skupiny k linii slozené
ze vSech zbyvajicich Celedi. Tuto linii dale rozdélili na dvé skupiny, prvni tvorila celed’
pelikanoviti (Pelecanidae) a Cryphornitidae (dnes jiz vyhynula ¢eled’), druhou skupinu
tvorily cCeled¢ terejoviti (Sulidae), kormorénoviti (Phalacrocoracidae), anhingoviti

(Anhingidae) a dvé vyhynulé celedé - Pelagornithidae a Elopterygidae.

Faetonoviti

Fregatkoviti

Pelikanoviti

m—)-

Cryphornitidae

Terejoviti

Anhingoviti

|

|
1 |
1 |
1 Pelagornithidae t |
H  Elopterygidae + |
1 |
1 |
1 |

Kormoranoviti

Obrézek €. 1: Vyvojové vztahy mezi podiady (fialové) a celedémi (modie) Fadu
Pelecaniformes v¢etné zahrnuti nékolika vyhynulych ¢eledi oznacenych f (podle Lanham
etal., 1947).



Autofi ve své analyze shrnuli hlavni anatomické znaky tadu Pelecaniformes
anasledné poukézali na rozdily oddé€lujici faetonovité a fregatkovité od zbyvajicich
Celedi tohoto fadu (Lanham et al., 1947). Wetmore (1960) souhlasil s rozdélenim
pelikand, tereji, kormoranti a anhing, rozpor vsak nastal, pokud $lo o fylogenetické
umisténi fregatek a faetont. Zatimco Lanham et al. (1947) je chapali jako samostatné
podiady, Wetmore (1960) je spojil do jednoho podiadu. Faetoni a fregatky maji sice
zachovanou totipalpickou nohu, kterou lze povazovat za zakladni znak, avSak v jinych
ohledech (vnitini anatomie) jsou od ostatnich zastupcti fadu Pelecaniformes odlisni
natolik, Ze je Wetmore (1960) spojil do jedné spole¢né vétve.

Cracraft etal. (1985) analyzovali v fadu Pelecaniformes 52 znakt a dosli k zavéru,
ze 12 z nich je synapomorfnich, ¢imz potvrdili monofylii tohoto fadu. Na zaklad¢ téchto
synapomorfii rozdélili fad Pelecaniformes na dva sesterské podiady (viz Obrazek ¢. 2):
Phaethontes, zahrnujici faetonovité a Steganopodes, ktery je rozdélen do dvou vétvi.
Prvni vétev tvoii fregatkoviti a druhou pak pelik&noviti, terejoviti, kormoranoviti

vvvvvv

Pelecaniformes jsou fregatkoviti s faetonovitymi nejblizsimi celedémi, byla vyvracena
a za nejpiibuznéjsi celedé byli oznaceni kormoranoviti s anhingovitymi.

Sesterskym taxonem k tadu Pelecaniformes je podle Cracraft et al. (1985) rad
trubkonosi (Procellariiformes), autofi dokonce vyloucili jakykoliv vztah Pelecaniformes
s fadem Ciconiiformes (dfive fad brodivi). Na zakladé podobnosti v chovani pii krmeni
zkoumali také piibuznost zastupct Ffadu Pelecaniformes s c¢lunozobcem africkym
(Balaeniceps rex), nakonec vsak dosli k zavéru, ze se jedna pouze o konvergenci, nikoli

0 piibuzensky vztah.

Anhingoviti

Kormoranoviti
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Obréazek €. 2: Vyvojové vztahy mezi podiady (fialoveé) a celedémi (modie) Fadu
Pelecaniformes, fadem trubkonosi a ¢eledi ¢lunozobcoviti (podle Cracraft et al., 1985).



Monofylie fadu Pelecaniformes byla zajisténa jednim typickym znakem, a to
totipalpickou nohou jedincii neboli nohou se ¢tyfmi prsty spojenymi plovaci blanou.
O tom, zda je tento fad monofyleticky, v8ak pochybovalo mnoho systematikti, napf.:
Sibley et Ahlquist (1990), kteti na zakladé DNA-DNA hybridizace usoudili, ze
fregatkoviti jsou ptibuznéjsi zastupcim z fadu trubkonosi. Rozhodli se proto seskupit 29
¢eledi do jednoho komplexniho fadu nazvaného ,,Ciconiiformes®. Rod ¢lunozobec (ptak
podobny ¢apovi) oznacili jako nejpiibuzné;jsi rod k rodu pelikan a oba tyto rody seskupili
do spole¢né cCeledé pelikanoviti. Zavérem uvedli, ze totipalpicka noha se v minulosti
mohla vyvinout vice neZ jednou, nebo naopak byla u nékterych zastupcu tohoto
komplexniho tadu ztracena. Alternativni hypotézu o tom, Zze tad Pelecaniformes je
polyfyleticky, podpofili také Hedges et Sibley (1994), kteii poskytli dikazy na zakladé
porovnani sekvenci mitochondrialnich genti 12S rRNA a 16S rRNA pochazejicich od 16
druht ptaka s totipalpickou nohou. Polyfyletismus fadu Pelecaniformes vSak vétSina
systematikti odmitla, a proto byly vsechny celedi tohoto fadu nakonec vzdy fazeny
pospolu.

Zarazenim 169 druht ptakt do fylogenetického stromu se zabyvali Hackett et al.
(2008), ktefi z 19 nezavislych lokust setadili pfiblizné 32 kbp dlouhou sekvenci jaderné
DNA, na zaklad¢ které mimo jiné vy¢lenili z fadu Pelecaniformes ¢eled’ faetonoviti, ktera
tvofila jednu z tradi¢nich Celedi tohoto fadu. Dale vytvotili ,,smésny* fad, ve kterém
seskupili zbyvajici ¢eledi tradi¢nich Pelecaniformes (ptaci s totipalpickou nohou)
a Ciconiiformes (¢api a jejich ptibuzni), Dickinson et Remsen (2013) ovSem nazyvaji
tento fad jako Pelecaniformes, ale uvédomuji si jeho polyfyletismus. A spole¢né s fady
trubkonosi (Procellariiformes), tuénaci (Sphenisciformes) a potaplice (Gaviiformes) jej
zatadili do kladu vodnich ptaka (viz Obrazek €. 3). Takovéto seskupeni vodnich a na vodu
vazanych ptakt pozdgji nazvali Mayer et al. (2010) Aequornithes a Dickinson et Remsen,
(2013) jej poté upravili na Aequornithia. Hackett et al. (2008) také obnovili sestersky
vztah mezi monospecifickymi rody kagu (Rhynochetos) a slunatec (Eurypyga) a vy¢lenili

je mimo fad kratkok#idli (Gruiformes), kam byli doposud tradi¢né fazeni.
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Obrazek ¢. 3: Vyvojove vztahy (¢ast B + C) mezi tady (Zlut€) a vybranymi ¢eledémi
(modie) kladu vodnich ptékt a vyclenénou celedi factonoviti (zelen€) (podle Hackett et
al., 2008). Vyvojové vztahy (¢ast A + C) mezi ¢eledémi fadu Pelecaniformes (modie)
a jemu sesterskymi fady (zlut€) kladu Aequornithia (podle Dickinson et Remsen, 2013).

Mezitim provedli Jarvis et al. (2014) fylogenetickou analyzu celych genomu 48
ptaka spadajicich do Neoaves. Vysledky analyzy v rdmci Neoaves jednak potvrdily
spravnost zafazeni mnoha kladt a zaroven vedly k navrhu nového fylogenetického
vétveni. Z kazdé znamé Celedi vodnich ptaka osekvenovali pouze jeden druh, vyjimku
tvorila Celed’ tu¢nakoviti, ze které osekvenovali druhy dva, do analyzy ovsem nezahrnuli
zadného zastupce Celedi Capoviti. Autofi, na zéklad¢ ziskanych vysledk, oznacili klad
vodnich ptaka (“Core Waterbirds™) diive nazyvany jako Aequornithia za monofyleticky
a rozdélili jej do ti4 vétvi: Pelecanimorphae, Procellariimorphae a Gaviimorphae. Rad
tu¢naci (Sphenisciformes) je v ramci Procellariimorphae sesterskym fadem fadu
trubkonosi (Procellariiformes). Zastupce fada faetoni a slunatci seskupili Jarvis et al.
(2014) do jedné spole¢né vétve, kterou nazvali Phaethontimorphae. Tuto vétev oznacili
sesterskou vétvi ke tiem vySe zminovanym, a to i pfesto, Ze oba zastupci
Phaethontimorphae maji podobny zptisob Zivota jako zastupci ,,Core Waterbirds® (viz
Obrazek €. 4).
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Obréazek €. 4: Vyvojové vztahy mezi Celedémi (modie) a fady (zlut€) kladu “Core
Waterbirds” a Phacthontimorphae (zelené) (podle Jarvis et al., 2014).

K wvyfeSeni fylogenetickych vztaht mezi hlavnimi liniemi v ramci Neoaves
a k otestovani monofylie jednotlivych subkladi Neoaves vSak byla genomicka analyza
48 druhti ptakti nedostate¢na a mohla tak obsahovat chybné¢ uréené fylogenetické vztahy.
Proto Prum et al. (2015) osekvenovali, za pouziti sekvenovani nové generace, genom 198
druht ptakd, ktery analyzovali prostfednictvim dvou typt analyz: Bayesianské analyzy
a analyzy maximalni pravdépodobnosti. Ob¢ analyzy rozdélily zastupce Neoaves do péti
hlavnich kladu, které piinesly téméf identické fylogenetické stromy.

Vysledky analyzy provadéné Prumem et al. (2015) jednak identifikuji mnoho
novych kladd, ale zaroven také podporuji fylogenetické vztahy navrhované jiz
v pfedchozich studiich. Mimo jiné navrhuji také existenci nového komplexniho kladu
vodnich ptaki, ktery je podobny kladim sestavenym Ericsonem et al. (2006), Hackettem
et al. (2008) a také Jarvisem et al. (2014). Tento klad nazvali Aequorlitornithes a zahrnuli
do n&j vSechny vodni a na vodu vazané ptaky, s vyjimkou vrubozobych (viz Obrazek
¢. 5). Stejné jako Ericson et al. (2006), Hackett et al. (2008) a Jarvis et al. (2014) potvrdili
také Prum et al. (2015) monofylii tohoto kladu. Dale také potvrdili spravnost oznaéeni
kladu Aequornithia jako sesterské vétve Phaethontimorphae (slunatci a faetoni). Jelikoz
vSak nebyli schopni ziskat DNA kagu, nemohli otestovat hypotézu navrzenou Hackettem
et al. (2008), ze kagu je sesterskou skupinou slunatcti. Autofi dale poukazali na nové

vztahy v ramci fadu trubkonosi oproti tém, které navrhovali Hackett et al. (2008).
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Obréazek €.5: Vyvojové vztahy fada (zlut€) a vybranych celedi (modie) kladu
Aequorlitornithes (podle Prum et al., 2015).

Veétev zahrnujici fregatkovité, terejovité, anhingovité a kormoranovité se svym
zastoupenim Celedi i jejich typologii shoduje se stromem Hacketta et al. (2008). Sesterska
skupina k této vétvi ma také stejné zastoupeni ¢eledi v obou stromech (strom Bayesianské
analyzy i strom analyzy maximalni pravdépodobnosti) jako strom Hacketta et al. (2008),
avSak s ur¢itymi rozdily v jejich vzajemné typologii. Bayesiansky strom umist'uje
ibisovité jako sesterskou skupinu k ¢eledim volavkoviti, kladivouSoviti, ¢lunozobcoviti
a pelikanoviti. Kdezto strom maximalni pravdépodobnosti a strom Hacketta et al. (2008)
fadi ibisovité jako nejptibuznéjsi skupinu k ¢eledi volavkoviti (Prum et al., 2015).

Vzajemné vztahy rodt pelikdn (Pelecanus), ¢lunozobec (Balaeniceps)
a kladivous (Scopus) nejsou jesté zcela jasné, a proto ruzné typy analyz davaji vSechny
mozné kombinace. Prum et al. (2015) uvedli, Ze kazdy ze tii stroml (Bayesianské
analyzy, maximalni pravdépodobnosti a Hacketta et al. (2008)) urcuje vztahy mezi rody

¢lunozobec, pelikan a kladivous rozdilné (viz Obrazek ¢. 6).
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Obrazek ¢. 6: Srovnani vztahu tii rodt fadu Pelecaniformes. A: vztah dle Bayesianské
analyzy, B: vztah dle analyzy maximalni pravdépodobnosti, C: vztah dle Hackett et al.
(2008):

Kuhl et al. (2020) ptedstavili fylogeneticky strom slozeny z 221 ptacich celedi
(viz Obrazek ¢. 7), ktery je zaloZen na transkriptomovych sekvencich nebo jejich

genomovych ortolozich. Prostfednictvim tohoto nového pfistupu tak sestavili vysoce

stabilni strom vykazujici vztahy mezi v§emi pta¢imi fady a pfislusSnymi ¢eledémi.
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Obrézek €. 7: Vyvojové vztahy mezi fady (zlut€) a vybranymi ¢eledémi (modie) Kladu
“Aquatic and Semiaquatic Birds” (podle Kuhl et al., 2020).

Klad s nazvem Aequorlitornithes pouzivany v publikaci Prum et al. (2015) se
svym slozenim c¢astecné lisi od kladu “Aquatic and Semiaquatic Birds” sestaveného
Kuhlem et al. (2020). Prum et al. (2015) v kladu Aequorlitornithes spojuji plamenaky,
potapky a dlouhokftidlé s tady tvoricimi klad ,,Aquatic and Semiaquatic Birds“ (Kuhl et
al., 2020). Klad “Aquatic and Semiaquatic Birds” zahrnuje vodni a na vodu vazané ptaky,
kteti se dale déli do dvou subkladti. Prvni subklad zahrnuje vétSinu motiskych ptakt
(Gaviiformes, Sphenisciformes, Procellariiformes, Suliformes a Pelecaniformes) a také

¢apy (Ciconiiformes) (Kuhl et al., 2020). Druhy subklad zahrnuje dva fady, prvnim jsou
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faetoni (Phaethontiformes) a druhym je fad Eurypygiformes, kam patii kagu se
slunatcem. Na rozdil od Prum et al. (2015) chapou Kuhl et al. (2020) rod pelikan
(Pelecanus) jako sestersky rod k rodim ¢lunozobec (Balaeniceps) a kladivous (Scopus),

stejné jako to zminuji Hackett et al. (2008).

3.2  Mikrosatelity

Kromé unikatnich sekvenci tvofi podstatnou ¢ast eukaryotického genomu také
sekvence repetitivni, které jsou oznacovany jako homologni fragmenty DNA, které jsou
v genomu piitomny ve vice kopiich (Britten et Davidson, 1971; Jurka et al., 2007;
Shammas, 2011). Existuji dva zékladni typy repetitivnich neboli opakujicich se sekvenci:
rozptylené repetice a tandemove repetice (Jurka et al., 2007). Zatimco rozptylené repetice
jsou Useky DNA dlouhé 20-30 kbp rozsitené po celém genomu, tandemové repetice
predstavuji tseky DNA, ve kterych se opakuje stejny repetitivni motiv nékolikrat za
sebou. V zavislosti na délce repetitivniho motivu lze tandemova opakovani rozdélit na
satelity, minisatelity (délka motivu: 10-100 bp, celkova délka 500 bp az né€kolik kbp)
a mikrosatelity (délka motivu: 1-9 bp, opakovani 3—100x za sebou) (Shammas, 2011).
Rozptylené repetice jsou vétSinou neaktivni kopie transponovatelnych elementi
vlozenych do genomové DNA. Transponovatelné elementy jsou segmenty DNA nebo
RNA, které maji schopnost se replikovat a vzniklé kopie nasledné vkladat na jina mista
v genomu (Jurka et al., 2007; Shammas, 2011). Tyto transponovatelné elementy mohou
byt bud’ autonomni, nebo neautonomni (Shammas, 2011).

3.2.1 Obecna charakteristika mikrosateliti

Mikrosatelity, znamé jako jednoduché opakujici se sekvence (SSRs) nebo také
jako kratka tandemové opakovéani (STRs), jsou oblasti DNA slozené z motivi dlouhych
1 az 9 nukleotidi opakovanych za sebou (Toth et al., 2000). Mono-, di-, tri-
a tetranukleotidové repetice jsou hlavnimi motivy mikrosateliti, ale opakovani péti
(penta-) nebo Sesti (hexa-) nukleotidt jsou obvykle Klasifikovana jako mikrosatelity také
(Ellegren, 2004). Vétsina mikrosatelitd je slozena z repetitivnich jednotek (CA)n
(Shammas, 2011). Vyskytuji se v kddujicich i nekddujicich oblastech prokaryotniho
i eukaryotniho jaderného genomu a rovnéz v dal$ich organelach nesoucich DNA
(Hancock, 1996; Phumichai et al., 2015). Vieira et al. (2016) vsak uvedli, ze vzhledem
k tomu, Ze maji mikrosatelity vysokou mutaéni rychlost, ktera by mohla ohrozit genovou

expresi, vyskytuji se v genovych oblastech méné.
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Toth et al. (2000) porovnavali distribuci mikrosateliti v exonech, intronech
a intergennich oblastech mezi nékolika eukaryotickymi skupinami (priméti, hlodavci,
dalsi savci, ostatni obratlovci, ¢lenovci, Caenorhabditis elegans, rostliny, kvasinky a jiné
houby) a dosli k zavéru, Ze rozsiteni a frekvence mikrosatelitii se u jednotlivych druhd
lisi stejné jako frekvence riznych opakujicich se motivi, ktera se 1isi podle genomové
oblasti, ve které se mikrosatelit nachazi (Ellegren, 2004). V exonech vSech taxonu
prevazuji repetice tri- a hexanukleotida (Téth et al., 2000).
Oliveira et al. (2006) uvedli, Zze mikrosatelity lze klasifikovat podle jejich
repetitivniho motivu na:
e dokonalé: kdy je repetitivni sekvence slozend vyhradn¢ opakovanim jednoho
stejného motivu a neni perusena zadnym nukleotidem, ktery by k motivu nepattil
(napt.: TATATATATATATATA);
¢ nedokonalé: kdy se v opakujicim se motivu vyskytuje nukleotid, ktery k motivu
nepatii (napt.: TATATATACTATATA);
e preruSované: kdy je repetitivni motiv prerusen sekvenci nékolika nukleotida, které
neodpovidaji sekvenci repetitivniho motivu (napt.: TATATACGTGTATATAT);
e slozené: kdy je tvofen dvéma riznymi repetitivnimi motivy (napf.:
TATATATATAGTGTGTGTGT).

3.2.2 Mezidruhova PCR amplifikace mikrosateliti

Mikrosatelity jsou vysoce informativni kodominantni multialelové genetické
markery. Jejich dal$i vyhodou je dobra ptenositelnost mezi piibuznymi druhy a snadna
experimentalni reprodukovatelnost, kterd je zalozena na polymerazové fetézové reakcei
(Oliveira et al., 2006; Mason, 2015). Maji vyuziti pii analyze variability populaci,
odvozeni vnitrodruhovych genetickych vztaht, genetickém mapovani, ve forenzni
genetice nebo pii uréovani otcovstvi (Vieira et al., 2016). V ptacich genomech je
frekvence vyskytu mikrosatelitii nizka, a proto je slozitéjsi je najit. Z toho divodu se
u nich, ve srovnani s na mikrosatelity bohatymi genomy, pouziva pravé cross-species
amplifikace (Lillandt et al., 2002).

Ptenositelnost neboli mezidruhova amplifikace je velmi dulezitym faktorem,
ktery usnadiiuje pouzivani mikrosatelitl, ¢imz snizuje ndklady na vyvoj specifickych
primert (Oliveira et al., 2006). Pfenositelnost mikrosatelitd mezi pfibuznymi druhy je
umoznéna homologni povahou sekvenci DNA v oblastech obklopujicich mikrosatelit

(Primmer et Merild, 2002). Pary primert navrzené pro urcity druh lze pouzit pro jiné
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druhy stejného rodu, pro rizné rody stejné ¢eledi, a dokonce i pro zastupce z jinych fada
(Oliveira et al., 2006; Dawson et al., 2010; Kremlovéa, 2019). Amplifikace je ovlivnéna
fylogenetickou piibuznosti a s rostouci genetickou divergenci mezi druhy Klesa.
Uspé&snost amplifikace mikrosatelitu je ovlivnéna velikosti a sloZitosti genomu druhu
a vyskytem amplifikovaného lokusu v kédujici oblasti (Primmer et Merild, 2002).
Pouzitim identického paru primera vSak nemusi byt detekovan polymorfismus u druhu

jiného, muze ovSem dojit k amplifikaci nespecifickych produkti (Ellegren et al., 1995).

3.2.3 Vznik a variabilita mikrosatelita

Diky své repetitivni struktufe jsou mikrosatelity velmi nachylné na vznik mutaci,
ty jsou za normalnich podminek opravovany procesem ,mismatch repair<. Avsak
Vv piipadé, Ze tento mechanismus neni pfitomen, dochazi u mikrosatelitu k jeho nestabilité
(de Angelis et al., 2018). Mikrosatelity mutuji rychlosti 10°-10° na generaci bun¢k
(Gemayel et al., 2012). Rychlost mutace v mikrosatelitu zavisi na jeho vnitinich
vlastnostech, napft. na typu, délce a poctu opakujicich se motivi. Mikrosatelity s delSim
repetitivnim motivem a vét§im poétem jednotek opakovani jsou ndchylnéjs$i na vznik
mutace (Ellegren, 2004). Variabilita mikrosatelitu neboli vznik nové alely téhoz
mikrosatelitu je obvykle vysledkem ptidani nebo odstranéni celych opakujicich se motivi
(Vieira et al., 2016). Pievladajicim mechanismem vzniku rozdilného poc¢tu opakujicich
se motiva je sklouznuti DNA polymerazy pti replikaci nebo opravé DNA (Harr et al.,
2000). Ellegren (2000) vSak uvadi, ze mezi mutaéni mechanismus pfispivajici
k variabilité¢ délky mikrosatelitu patii také chyby béhem rekombinace.

Rekombinace zahrnuje dva zpiusoby zmény poctu opakujicich se motivi
mikrosatelitu. Prvnim je nerovnomérny crossing-over, ke kterému dochazi mezi
homolognimi chromozomy. Z divodu ptitomnosti repetitivnich motivi se mize béhem
spojeni vytvorit smycka, ¢imz dojde k vyméné rtizné dlouhych useki chromozomu. Jeden
chromozom ziska vice repetitivnich motiva a bude proto delsi, jeho homolog bude naopak
krat$i, nebot’ bude obsahovat repetic mén¢ (Oliveira et al., 2006; Vieira et al., 2016).
Genova konverze je druhym moznym zptsobem, prostrednictvim kterého se méni délka
mikrosatelitu. Jedna se o nereciprokou homologni rekombinaci, pti které dochazi
k pienosu repetitivnino motivu z jednoho chromozomu na druhy (Jakupciak et Wells,
2000).

V prubéhu replikace ¢i opravy DNA, kdy DNA polymeraza prochazi mistem

repetitivniho motivu, maze dojit k jejimu sklouznuti (tzv. DNA slippage). Jeden fetézec
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DNA se docasné odd¢li od druhého, nasledujici piipojeni vsak jiz bude chybné. Pti tomto
kratkém oddisociovani vlaken dojde k vytvoteni smycky, ktera ma za nasledek chybné
parovani bazi (Obrazek ¢. 8). V piipadé€, ze se smycka vytvoii na nové vznikajicim
vlakn¢, dojde k prodlouzeni sekvence mikrosatelitu. Pokud vsak dojde ke smycce na
vlakné templatovém, bude sekvence mikrosatelitu na nové vzniklém vlakn¢ kratsi
(Ellegren, 2000; Oliveira et al., 2006).

A Zvyieni po€tu repetitivnich jednotek _B. SniZeni poétu repetitivnich jednotek
1 2 3 4 . 1 2 3 4
= Iniciace -
et ————
12 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 ¥ 8 9 10
3 23 3 3
M M
Disociace
-~
1 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
3
LA 2Q. ‘ Chybna 1,2, 3 4%
~———

2 3 4 5 6 7 8 9 10 reasociace 120456?8910
3 I’ 3

12C)4567391011Novévznik]é123456?39
o e i i e e e e Nl , v ,_-—I-
VIAKNO 0dli3NE gty

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 . 1 2 4 5 6 7 8 9 10
od templitu

Obréazek &. 8: Mechanismus replikaéniho sklouznuti. Sipkami a ¢&isly jsou oznageny
jednotlivé repetitivni motivy. A: zvySeni poctu repetitivnich jednotek v mikrosatelitu,
B: sniZeni poctu repetitivnich jednotek v mikrosatelitu (Ellegren, 2000).

3.2.4 Problémy vznikajici v pribéhu amplifikace

Po identifikaci sekvence mikrosatelitu ptichazi na fadu navrzeni primera (o délce
18 az 25 bp), které jsou komplementéarni k jeho ptilehlym oblastem, nasleduje amplifikace
a uréeni pritomnosti polymorfismu (Vieira et al., 2016).

V prubéhu amplifikace v§ak mohou nastat problémy, které ¢asto komplikuji
vyhodnocovani alel (Guichoux et al., 2011). Autofi uvadéji nékolik piipadi, prvnim
znich je vyskyt stutter bandi neboli stinovych pasi. Tyto pasy odpovidaji
amplifikovanym PCR produktim, avSak jsou obvykle krat$i o jeden nebo nékolik
opakujicich se motivi (Fazekas et al., 2010; Guichoux et al., 2011). Vznikaji sklouznutim
DNA polymerazy v mikrosatelitnich oblastech v prabéhu syntézy komplementarniho
fetézce pii PCR (Fazekas et al., 2010). Parovani vlaken, které omezuje nasledny efekt
vzniku stutter bandd, Ize ovlivnit snizenim denaturaéni teploty na 83 °C nebo pouzitim

alternativnich polymeraz, jako jsou napiiklad fuzni enzymy (Guichoux et al., 2011).

14



Druhou komplikaci je vyskyt o jednu bazi delSich amplikoni odvozenych
z oblasti obsahujicich mikrosatelity. Vznikaji chybou Taq polymerazy, ktera k nové
vznikajicim vlakntim piida nukleotid, ktery se na templatovém vlakné vibec nevyskytuje.
Obvykle se jedna o adenin a tento proces je nazvan adenylace. Tento problém je feSen
snizenim mnozstvi templatové DNA, sniZzenim Kkoncentrace primerd, zvySenim
koncentrace Taqg polymerazy nebo pouzitim alternativnich polymeraz (Guichoux et al.,
2011).

Komplikaci zpisobuje také ptitomnost mutaci v oblastech ohrani¢ujicich mista
nasedani primerd. Tato skute¢nost vede bud’ ke Spatné amplifikaci alel, kterd mize byt
jednou z pfi¢in vyskytu zdanlivé nizké heterozygotnosti v populaci, nebo k vyskytu
neamplifikujicich se alel neboli alel nulovych (Guichoux et al., 2011). Vznik alelického
vypadku je podminén zménou nukleotidd v tzv. flanking region neboli vazebném misté
jednoho z primert. Primer nemtize na toto misto nasednout a nedojde tak k amplifikaci
daného mikrosatelitu (Butler, 2007). Ptitomnost nulové alely u heterozygotniho jedince
dava vzniku zdanlivého homozygota. U jedince homozygotniho pro nulovou alelu
nedochazi k zadné amplifikaci alel, a tim padem ani k jejich nasledné detekci (Guichoux
et al., 2011). V nékterych ptipadech muze byt ptuvodné nulova alela amplifikovana
prostiednictvim snizeni teploty annealingu, coz umozni méné homologni vazbu mezi
primerem a templatem DNA, a alela miZe byt detekovana (Butler, 2007).

Nespravnym navrzenim primert muze byt zptisoben vyskyt primerovych dimert
nebo nespecifickych produktt. Jejich pfitomnost mize byt kritériem pro vylouceni
vzorku nebo redesign primeru. Pokud vSak tyto artefakty nijak neovliviiuji
vyhodnocovani separovanych produkti v gelu, jsou piehlédnuty a do hodnoceni
nezahrnuty (Guichoux et al., 2011).

3.2.5 Mikrosatelity u pelikani

Prostfednictvim de novo izolace bylo do soucasné doby ziskano
a charakterizovano u dvou druht pelikant celkem 19 polymorfnich mikrosatelitnich
lokusi (Hickman et al.,, 2008; de Ponte Machado et al., 2009). U pelikana
severoamerického (Pelecanus erythrorhynchos) bylo charakterizovano
9 mikrosatelitnich  lokust  vykazujicich  polymorfismus, u pelikdna bilého
(P. onocrotalus) vykazovalo polymorfismus 10 lokust, u zbylych Sesti druht pelikani

doposud zadné mikrosatelity de novo izolovany nebyly.
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Z divodu pomérné naro¢ného procesu de novo izolace mikrosatelitnich markerd,
se k hledani novych mikrosatelitnich lokustt mnohem ¢astéji vyuziva cross-species PCR
amplifikace (Dawson et al., 2010 a 2013). Pary primert, které se pro cross-species
testovani pouzivaji, byvaji odvozeny od zastupci z piibuznych skupin pelikand,

predevsim z kladu Aequorlitornithes.

3.2.5.1 Polymorfni mikrosatelity popsané de novo

Pro amplifikaci mikrosatelitd nalezenych u pelikana severoamerického navrhli
Hickman et al. (2008) 25 part primert. Naslednym testovanim na DNA 23 jedinct téhoz
druhu identifikovali 9 polymorfnich mikrosateliti (PeEr01-PeEr09) s 2-8 alelami na
lokus. Vsechny nalezené polymorfni lokusy mély odhadované frekvence nulovych alel
<0,1, vyjimkou byl mikrosatelitni lokus PeEr08 s hodnotou 0,167. VSechna mista
polymorfismu odpovidala o¢ekavané Hardy-Weinbergové rovnovaze. Lokusy byly také
testovany na moznou vazbu mezi nimi, av§ak vSechny byly vyhodnoceny jako nezavislé.

De novo izolaci 10 polymorfnich mikrosatelitnich lokust (PEL086, PEL149,
PEL175, PEL185, PEL188, PEL190, PEL207, PEL221, PEL265 a PEL304) z DNA
pelikana bilého provedli de Ponte Machado et al. (2009). Pary primeri navrzené pro
amplifikaci téchto lokust autofi nasledné testovali na dvou populacich jedinci tohoto
druhu. Z celkového poctu 46 jedincti pochézela polovina jedinct z namibijské a druha
polovina z jihoafrické populace. Amplifikované lokusy m¢ly od 2 do 19 alel. VSechny
lokusy, s vyjimkou PEL185 a PEL221, byly v Hardy-Weinbergové rovnovaze.
Pozorovana heterozygotnost byla 0,261-0,913 a zadna dvojice z vyse uvedenych lokust

nebyla ve vazbe.

3.25.2 Polymorfni mikrosatelity nalezené prostirednictvim cross-species PCR
amplifikace

Cross-species PCR amplifikaci provedli de Ponte Machado et al. (2009), ktefi na
DNA osmi jedinct tfi druhti pelikand testovali 10 jimi navrZenych part primerd.
Polymorfismus byl sledovan na péti jedincich pelikana hnédého (P. occidentalis), dvou
jedincich pelikana severoamerického (P. erythrorhynchos) a jednom jedinci pelikéna
afrického (P. rufescens). Pouze 4 z 10 testovanych para primera amplifikovaly
u zkoumanych jedincti polymorfni produkt, u kazdého druhu se vSak jednalo o jiné pary
primeri. Pocet alel na lokus se pohyboval v rozmezi od 2 do 9.

Rozmanitosti genetické struktury pelikant, patficich mezi Siroce rozsifené

kolonialni vodni ptaky, se zabyvali Raudink et al. (2011). Ke zjisténi genetického
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rozriznéni pouzili 7 part primerti navrzenych pro amplifikaci mikrosateliti pelikdna
severoamerického (PeEr01, PeEr02, PeEr03, PeEr04, PeEr06, PeEr07 a PeEr09)
(Hickman et al., 2008) a 3 pary primeri navrzené pro amplifikaci mikrosateliti pelikana
bilého (PEL086, PEL149 a PEL304) (de Ponte Machado et al., 2009). Celkem 10 part
primerd testovali na 333 jedincich pelikana severoamerického pochézejicich z 19 kolonii
sidlicich napti¢ Severni Amerikou. Mezidruhové testovani vsak odhalilo nedostate¢nou
rozmanitost genetické struktury populace, a to i piesto, ze se jedna o migrujici
suchozemsky druh. Populaci pelikanti severoamerickych oznadili za panmiktickou, coz
je vzacny jev, ktery urCuje necomezenou moznost kiizeni jakéhokoli jedince populace
s jakymkoli dal$im jedincem opa¢ného pohlavi. U zadného z lokust vSak nebyla
pozorovana odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy, pocet alel na lokus se
vyskytoval v rozmezi od 4 do 19.

Urovni toku gent mezi koloniemi pelikant chilskych (P. thagus) a rozmanitosti
genetické struktury kolonii na severni a jizni hranici jejich rozsiteni se zabyvali
Jeyasingham et al. (2013). V piipadg, Ze jsou jednotlivé kolonie specializované na urcitou
potravu, by méla byt troven toku genti mezi jednotlivymi koloniemi téchto pelikant
vysoka. Zato geneticka rozmanitost kolonii Zijicich v severni a jizni oblasti by méla byt
slaba. Tuto hypotézu testovali autoii na DNA 83 jedinci pelikana chilského
prostiednictvim 7 parti primert navrzenych pro amplifikaci mikrosatelitti u dvou druhi
pelikani. Dva lokusy (PEL149 a PEL185) byly amplifikovany prostiednictvim part
primerd pivodné navrzenych pro amplifikaci mikrosatelitti pelikana bilého (de Ponte
Machado et al., 2009), zbylych 5 lokusi (PeEr02, PeEr03, PeEr05, PeEr07 a PeEr09)
bylo amplifikovano pomoci primert navrzenych pro amplifikaci mikrosatelitnich lokust
u pelikana severoamerického (Hickman et al., 2008). Pramérné nalezli 12 alel na lokus,
nejvyssi pocet byl 26, nejnizsi 4. Nebyly odhaleny zadné vyznamné odchylky od
Hardy-Weinbergovy rovnovahy v ramci jednoho lokusu napfi¢ koloniemi, ani v ramci
jedné kolonie napti¢ v§emi lokusy. Potvrdili tak hypotézu vykazujici nizkou rozmanitost

geneticke struktury populace, nicméné uroven toku gent neodhalili.

3.2.5.3 Cross-species testovani mikrosateliti u vybranych druhi rodu pelikdn
Cross-species testovani mikrosatelitli u pelikani a jejich piibuznych druhti se na
Katedfe bunétné biologie a genetiky Univerzity Palackého v Olomouci vénuje také
Laboratof popula¢ni genetiky. Hledanim a charakteristikou mikrosateliti pro pelikana
bilého se ve 3 bakalaiskych (Burzakova, 2011; Hudzieczkova, 2019 a Kremlova, 2019)
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a 3 diplomovych pracich (Ranochova, 2008; Mikulova, 2010 a Bartonikova, 2013)
zabyvalo kromé m¢ jiz diive 5 studentek.

Ranochova (2008) se ve své diplomové praci zabyvala hledanim polymorfnich
mikrosateliti a jejim vyuzitim pii studiu paternity u pelikana afrického (Pelecanus
rufescens) (7 jedinct), kadetavého (P. crispus) (6 jedincti) a bilého (P. onocrotalus)
(5 jedinctt). U vsech tii druht provedla cross-species PCR amplifikaci za pouziti 62 pari
primera odvozenych od vybranych zastupci celedi kormoranoviti, volavkoviti,
potépkoviti, ibisoviti a ¢apoviti. U pelikdna bilého navic otestovala 35 para primert
odvozenych od zastupct z fadu pévci. Celkové nalezla 7 polymorfnich mikrosateliti:
u pelikdna kadetavého detekovala polymorfismus ve dvou piipadech, u pelikana
afrického ve ¢tyfech a u pelikana bilého poskytlo polymorfni produkt celkem 7 para
primert. Studentka doporucila otestovat a charakterizovat tyto mikrosatelitni lokusy na
vétsim poctu nepiibuznych jedinct a s vyjimkou mikrosatelitu WSu20, u kterého
detekovala znaény vyskyt nulovych alel, je oznacila jako potencialné vyuzitelné pro
determinaci paternity vyse zminénych druha pelikant.

Burzakova (2011) hledala ve své bakalafské praci polymorfni mikrosatelitni
lokusy, které by mohly byt pouzitelné pro determinaci paternity u pelikana bilého
a skvrnozobého (P. philippensis). Na DNA 6 jedincii obou téchto druhii otestovala po 137
parech primeru, které byly piivodné navrzeny pro amplifikaci mikrosateliti u vybranych
zastupci Celedi c¢apoviti, volavkoviti, plamenakoviti, faetonoviti, kormoranoviti,
terejoviti a vybranych zastupcu fadu vrubozobi. U pelikdna bilého nalezla 20
polymorfnich mikrosatelitnich lokusti, u pelikdna skvrnozobeho detekovala
polymorfismus u 9 lokust. Jeden lokus u pelikdna bilého a dva lokusy u pelikana
skvrnozobého ovsem byly, z duvodu vyskytu stutter bandt, nehodnotitelné. Celkem 26
paru primeru by tak mohlo byt pouZito pro uréovani paternity.

Mikulova (2010) ve své diplomové préci testovala metodou cross-species PCR
amplifikace 58 pari primerd puvodné navrzenych pro amplifikaci mikrosateliti
u vybranych zastupci Celedi kormoranoviti, ibisoviti, plamenakoviti, pelik&noviti
a turoviti na DNA ¢ty druhu pelikani (africkém, kadefavém, bilém a skvrnozobém). Na
DNA pelikana bileho a skvrnozobého pak testovala dalsich 126 part primert ptivodné
odvozenych od vybranych zastupcu cCeledi tuénakoviti, Capoviti, terejoviti,
plamenakoviti, fregatkoviti, volavkoviti, kormoranoviti, ibisoviti, alkoviti a potaplicoviti.
Samostatné u pelikana bilého testovala dal$ich 13 part primerd odvozenych od kachny

divoké, kajky motské, kachnice lalo¢naté a pizmovky velké, které patii do fadu
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vrubozobi. Studentka u pelikana bilého nové nalezla 39 polymorfnich mikrosatelitnich
lokusti @ u 10 mikrosateliti ptivodné odvozenych od pelikana bilého polymorfismus
potvrdila. U pelikana kadetavého a afrického nalezla po 9 polymorfnich lokusech.
U pelikdna skvrnozobého nalezla 31 polymorfnich mikrosatelitl, které nasledné
charakterizovala na DNA 17 jedinct tohoto druhu, ¢imz ovéfila paternitu v chovné
skupin€ zahrnujici 11 mlad’at a 6 dospélcti.

Bartonkova (2013) ve sve diplomoveé praci navazala na vysledky bakalaiské prace
Burzakové (2011) a diplomovych praci Ranochové (2008) a Mikulové (2010). Nejprve
retestovala mikrosatelity poskytujici polymorfni produkt ve vyse zminénych pracich
u pelikéna bilého a skvrnozobého. Déle retestovala mikrosatelity poskytujici u téchto
druhti produkt monomorfni, zaroven vsak u jinych druht pelikant poskytujici produkt
polymorfni. A v neposledni fadé otestovala de novo odvozené mikrosatelity od ¢apa
vychodniho a volavky rusohlavé. Celkem nalezla, ovéfila a charakterizovala 82 paru
primerd amplifikujicich u pelikana bilého 84 polymorfnich lokust. U pelikdna
skvrnozobeho nalezla 18 polymorfnich mikrosatelitia. Vsechny polymorfni lokusy
charakterizovala prostfednictvim populacné-genetickych programu, na zakladé kterych
navrhla sadu lokust vyuzitelnych pro ovétovani paternity u vySe zminénych druht.

Bakalatska prace Hudzieczkové (2019) se zabyvala hledadnim polymorfnich
mikrosatelitti u pelikana bilého. Pro cross-species PCR amplifikaci mikrosateliti na DNA
6 jedinct tohoto druhu pouzila celkem 213 pard primerti, které byly pivodné navrzeny
pro amplifikaci mikrosatelitnich lokusti U zastupct z fadu trubkonosi, dlouhokiidli
a pévci. Téméf ¢tvrtina part primeru poskytla polymorfni produkt. Par primert navrzeny
pro amplifikaci mikrosatelitu Dc5 poskytl dva produkty.

Ve své bakalarské praci (Kremlova, 2019) jsem u pelikana bilého hledala
polymorfni mikrosatelity prosttednictvim cross-species PCR amplifikace s pouzitim 173
pari primert navrzenych pro amplifikaci mikrosatelitnich lokust u vybranych zastupci
z fadu tuénaci a univerzalnich ptac¢ich mikrosatelitd. Otestovanim téchto pard primerd na
DNA 6 jedinci pelikana bilého jsem nalezla celkem 35 polymorfnich lokust
amplifikovanych 34 pary primerd. Jeden par primerti (TG13-016) nasedal na dvé mista
DNA, a proto jsem u tohoto mikrosatelitu detekovala dva polymorfni produkty. Celkové
jsem tedy nalezla 18 polymorfnich lokusi puvodné izolovanych u tuénaka,
9 polymorfnich EST ptac¢ich mikrosatelitd a 7 polymorfnich konzervovanych ptacich
mikrosatelitt.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

V ramci meé diplomové prace byla pro cross-species testovani vybranych para
primert, amplifikujicich polymorfni mikrosatelitni lokus, pouzita DNA 21 neptibuznych
jedinct pelikana bilého (Pelecanus onocrotalus), pochazejicich ze ZOO Jihlava, ZOO
Lesna, ZOO Liberec, ZOO Plzenn a ZOO Praha. Jedincim byly odebrany vzorky krve.
Fenol-chloroformovou izolaéni metodou byla z téchto vzorki vedoucim diplomové prace
ziskana genomicka DNA, ktera byla nasledné rozpusténa v TE pufru. Koncentrace
vyizolované DNA byla zméiena pomoci spektrometru NanoDrop a dle potieby nafedéna
deionizovanou vodou. Vysledna koncentrace vyizolované a nafedéné DNA se

pohybovala v rozmezi 5-50 pg-ml-=.

4.2  Mikrosatelitni lokusy charakterizovane u pelikana bilého

Pro analyzu a charakteristiku vybranych polymorfnich mikrosatelitnich lokust
byly pouzity pary primert, které byly testovany metodou cross-species PCR na DNA
6 jedinct pelikana bilého v mé bakalarské praci (Kremlova, 2019) a zaroven byly
vyhodnoceny jako primery amplifikujici polymorfni mikrosatelitni lokus. 18 para
primert bylo navrzeno pro amplifikaci mikrosateliti z fadu tuciaci, 9 pro amplifikaci
EST ptacich mikrosateliti a 7 pro amplifikaci konzervovanych ptacich mikrosateliti.
Vsechny polymorfni mikrosatelitni lokusy jsou uvedeny v tabulkéch ¢. 1 a 2.
Tabulka €. 1: Seznam 18 mikrosatelitnich lokustt odvozenych od zastupcu z fadu
tu¢naci, které byly v mé bakalaiské praci (Kremlova, 2019) u pelikana bilého

vyhodnocené jako polymorfni. Tabulka zahrnuje nazev mikrosatelitniho lokusu, zdrojovy
druh, od kterého lokus pochazel a literarni zdroj, ve kterém byl lokus podrobné popsan.

Mikrosatelit Zdrojovy druh Literarni zdroj

Ech008
Ech011

Tucndk zlutorohy

Ech039 Ahmed et al., 2009
Eudyptes chrysolophus '

=eh060 (Eudyp ysolophus)

Ech113

Emm5 Tucnédk nejmensi -

Emm6 (Eudyptula minor) Billing et al., 2007
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Tabulka ¢€. 1: Pokradovani.

Mikrosatelit Zdrojovy druh Literarni zdroj
Em8
Em14 ¢nak nejmensi
Tuchidk Heymenst Grosser et Waters, 2015
Em21 (Eudyptula minor)
Em23

Tucnak krouzkovy

AM13 . . Roeder et al., 2001
(Pygoscelis adeliae) oedereta
Tuc¢nak brylovy
PNNO5 . Labuschagne et al., 2013
(Spheniscus demersus)
Sh2Ca21 Tu¢nak Humboldtav Schlosser et al., 2003
Sh2Ca49 (Spheniscus humboldti) Schlosser et al., 2009
M1-11 Tuchdk magellansky Akst et al., 2002
(Spheniscus magellanicus)
Pygantarcl1 R4 ickovy
L Tucnak.uZdICkOV.y Kang et al., 2015
Pygantarc19 (Pygoscelis antarctica)

Tabulka €. 2: Seznam 9 EST ptacich mikrosatelitnich lokust a 8 konzervovanych
ptacich mikrosatelitnich lokustl, které¢ byly v mé bakalaiské praci (Kremlova, 2019)
u pelikana bilého vyhodnocené jako polymorfni véetné CAM24, ktery byl vyhodnocen
jako monomorfni. Tabulka zahrnuje ndzev mikrosatelitniho lokusu, zdroj a literarni zdroj.

Mikrosatelit Zdroj Literarni zdroj

TG01-114
TGO01-148
TG03-031
TG03-098
TG04-012 EST ptac¢i mikrosatelity Dawson et al., 2010
TG04-061
TGO08-24 (1)
TG13-016
TG13-017
CAMO03
CAMO05
CAM11
CAM17 Konzervované ptaci
CAM19 mikrosatelity
CAM20
CAM23
CAM24

Dawson et al., 2013
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4.3 PCR amplifikace DNA

Genomicka DNA 21 nepfibuznych jedinci pelikdna bilého byla postupné

amplifikovana prostiednictvim 34 para primeri. Postup piipravy vzorku pro amplifikaci

je nasledujici:

1. Slozky reakéni smési (viz tabulka ¢. 3) nechat rozmrazit, zvortexovat,

zcentrifugovat a napipetovat je v uvedeném poiadi do 1,5 ml mikrozkumavky,

nasledné smés zvortexovat a zcentrifugovat.

Tabulka €. 3: Slozeni PCR reakéni smési pro 21 vzorki DNA pelikana bilého (v¢etné

pfipocitanych rezerv).

Koncentrace Finalni Objem slozek
Slozka reak¢ni smési zasobniho koncentrace pro 21 vzorku
roztoku V reakéni smési [ul]
H20 - - 177,0
Reak¢éni pufr 10x 1x 26,8
MgCl: 25 mmol-It 1,6 mmol-I1 16,04
dNTPs 20 pmol-I? 0,2 umol-I% 2,8
Primer F 10 umol-I* 0,5 umol-I% 13,2
Primer R 10 pmol-I* 0,5 umol-I* 13,2
aTag DNA polymeraza 5U-plt 20 Ul/reakce 4,0

A dle potieby snizit objem MgCl2 na 3/4 nebo ?/3 a navysit objem vody tak, aby celkovy
objem reakéni smési zustal stejny (viz kapitola Vysledky)

2. Osmikanalovou pipetou rozpipetovat po 1 ul DNA v8ech 21 jedinct do pfedem

oznacenych PCR mikrozkumavek. Ptipravenou PCR reakéni smés rozpipetovat

po 9 ul do jednotlivych PCR mikrozkumavek k DNA.

3. PCR mikrozkumavky se vzorky dtkladné uzaviit, umistit do termocykléru

a nechat amplifikovat dle pfedem nastaveného teplotniho a ¢asového profilu

reakce (viz tabulka ¢. 4).

Tabulka ¢. 4: Teplotni a ¢asovy profil PCR reakce.

Krok PCR Teplota [°C] Dobatrvani Poéet cykla
Uvodni denaturace 94 5 min 1
Denaturace 94 30s
Annealing AA 30s 35
Elongace 72 30s
Finalni elongace 72 7 min 1

AA pro jednotlivé pary primerti pouzit takové Ta, které byly optimalizovany v mé
bakalaiské praci (Kremlova, 2019), dle potieby dale upravit (viz kapitola Vysledky)
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4.4  Elektroforeticka separace PCR produkti

Pro separaci PCR produktt byl pfipraven 6% denaturujici polyakrylamidovy gel.

Rozméry skel, mezi které byl gel nalit, ¢inily 330 x 390 mm (malé sklo) a 330 x 420 mm

(velké sklo), tloustka gelu byla 0,4 mm. PCR produkty rozseparované ve vyhiivané

sekvenacéni elektroforetické komtrce S2 (Whatman Biometra) byly nasledné

vizualizovany dusi¢nanem stiibrnym. Cely postup probihal nasledovné:

Osetrieni skel

1.

4.

Plochy obou skel, které budou nasledn¢ v kontaktu s gelem, omyt 2x
deionizovanou vodou, 2x 96% ethanolem a osusit papirovymi ubrousky.

Na osetienou plochu velkého skla nanést piipravek odpuzujici vodu (RainOff)
a dobie jej rozettit. Po cca 5 minutach omyt tuto plochu 2x deionizovanou vodou
a osusit papirovymi ubrousky.

Obe¢ skla premistit do digestofe a poloZit je na polystyrenové desky. Na oSetienou
plochu malého skla, ke které nasledné piilne gel, nanést roztok obsahujici 3 pl
3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu rozpusténého v 1 ml roztoku 0,5%
kyseliny octové v 96% ethanolu. Po cca 5 minutdch omyt tuto plochu 4x 96%
ethanolem a osusit papirovymi ubrousky.

K okrajam velkého skla umistit dva spacery. Malé sklo piilozit o§etfenou stranou

doli a spacery zarovnat podél hran skel. V misté spacerti sepnout skla svorkami.

Priprava 6% roztoku polyakrylamidového gelu

1.

4.

Ve wvalci odmefit a do kadinky pielit 60 ml pracovniho roztoku
akrylamidu : N, N° - methylenbisakrylamidu. Mikropipetou pfidat 40 pl
N, N, N‘, N° - tetramethylethylendiaminu a 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu
amonného. Krouzivymi pohyby smés opatrn¢ promichat.

Za soucasného poklepavani na sklo vyplnit prostor mezi skly pfipravenym 6%
roztokem polyakrylamidového gelu.

Htebinek zasunout rovnou stranou do prostoru mezi skly do hloubky cca 0,5 cm
od okraje maleho skla. Obé skla sepnout svorkami v misté hiebinku.

Takto ptipraveny gel nechat tuhnout po dobu jedné hodiny.
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Elektroforeticka separace

1.

Po ztuhnuti gelu svorky odstranit, skla namocit a s pouzitim kartace se zbavit
zbytka gelu. Vngjsi plochu malého skla oplachnout deionizovanou vodou a osusit
pomoci ubrouskt do sucha.
Skla s gelem umistit do sekvenacni elektroforetické komirky hiebinkem nahoru
a ptipevnit je prostfednictvim Sroubu tak, aby mezi vnéjsi plochou malého skla
a hlinikovou deskou komuirky nebyla mezera. Do horniho (katodového) a dolniho
(anodového) prostoru komurky nalit 0,5x TBE puft.
Vyjmout hiebinek a vznikly prostor mezi skly vyplachnout pomoci injek¢ni
stiikaCky a pufru od pfipadnych zbytkl gelu.
Katodovy 1 anodovy prostor elektroforetické aparatury uzavfit a ptipojit ke zdroji
stejnosmérného elektrického proudu nastaveného na vykon 90 W, napéti nastavit
na 3 000 V a proud na 150 mA.
Bé&hem nahfivani gelu pfidat ke kazdému z PCR produkti 5 pl nanaSeciho pufru.
Ptiblizn€¢ 2 minuty pfed ukonCenim nahiivani vlozit vzorky do termocykléru
a nechat je po dobu tfi minut denaturovat (94 °C). Po skonceni denaturace umistit
vzorky ihned do nadoby s ledem.
Po 30 minutach nahfivani gelu vypnout zdroj elektrického proudu, odpojit
elektrody a pomoci injekéni stiikacky a pufru vycistit prostor mezi skly od zbytki
gelu, mocoviny a vzduchovych bublin. Zoubky hiebinku zasunout do gelu cca
1 mm hluboko.
Do prostoru mezi zoubky hiebinku nanést osmikanalovou pipetou po 2 ul
kazdého vzorku.
Katodovy prostor elektroforetické aparatury opét uzaviit a piipojit ke zdroji
elektrického proudu. VVzorky nechat separovat po dobu 90—180 minut pfi snizené
hodnoté vykonu na 70 W.
V priubéhu separace vzorkt pripravit roztoky pro vizualizaci gelu (viz Pouzité
roztoky a jejich pifiprava):

e Fix/stop roztok

e 1% roztok kyseliny dusi¢né

o (,1% roztok dusi¢nanu stiibrného

e Vyvojku
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10. Po dokonceni elektroforetické separace vypnout a odpojit zdroj stejnosmerného

elektrického proudu, uvolnit $roub odtoku pufru z katodového prostoru a Srouby

fixujici skla s gelem v aparatufe.

11. Uvolnéna skla s gelem pfemistit z aparatury na vodorovnou plastovou podlozku.

Vyjmout oba spacery a skla od sebe opatrné oddélit pomoci ¢epele noze.

Vizualizace gelu

1.

Malé sklo ptemistit do prvni fotomisky ptichycenym gelem nahoru, polozit na
tiepacku a zalit fix/stop roztokem. Po 20 minutach pusobeni roztok slit zpét do
banky. Sklo s gelem promyt 3x po dvou minutach deionizovanou vodou.
Fotomisku s gelem umistit opét na tfepacku a zalit 1% roztokem kyseliny
dusi¢né. Roztok po uplynuti ¢tyt minut vylit do odpadu a sklo s gelem promyt 4x
po dvou minutach deionizovanou vodou.

V prubéhu promyvani ptidat 1 200 pl formaldehydu k 0,1% roztoku dusi¢nanu
stiibrného. SKlo s gelem piemistit do druhé fotomisky a nechat na n&j ptsobit
tento roztok.

Béhem puisobeni dusi¢nanu stiibrného naplnit téeti fotomisku deionizovanou
vodou. Tésné pied uplynutim 30 minut ptidat k vychlazené vyvojce 1 200 pl
formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu sodného.

Po uplynuti doby piisobeni slit roztok dusi¢nanu stéibrného zpét do zasobni lahve,
gel vyjmout a ponofit jej na 5 sekund do fotomisky naplnéné deionizovanou
vodou.

Sklo s gelem nasledné ptemistit do ¢tvrté fotomisky a zalit pfipravenym
roztokem vyvojky.

Gel se ztetelné Sedé zbarvenymi PCR produkty zalit fix/stop roztokem a zastavit
tak jeho dobarvovani. Po vysuméni vyvijejicich se bublin CO2 vylit roztoky do
odpadu a gel premistit do fotomisky s deionizovanou vodou.

Sklo s gelem popsat po okapani v misté spaceru, umistit jej do suSarny a nechat
jej piiblizné¢ jednu hodinu susit. VysuSeny gel vyhodnotit na negatoskopu
a naskenovat do pocitace.

Sklo s nepotiebnym gelem namocit na nékolik hodin do 1 mol-I"* roztoku
hydroxidu sodného, nasledné omyt sapondtem a deionizovanou vodou

k opakovanému pouZiti.
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Vyhodnoceni ziskanych vysledkii a jejich softwarove zpracovani

Vedoucim diplomové prace byl kazdému lokusu vSech 21 jedinct ptifazen
genotyp, tzn. pro kazdy lokus byla ¢iseln¢ urcena konstituce alel (€. 1—x). Kde alela ¢. 1
byla nejpomaleji migrujici alelou, tzn. vyskytovala se neblize hornimu okraji gelu.
Cislovani zbyvajicich alel se odvijelo dle jejich celkového poétu u viech zbyvajicich
jedinct. Jedinec s pfitomnosti pouze jedné alely byl vyhodnocen pro danou alelu jako
homozygot.

Vsechny genotypy vSech jedinci byly ptevedeny z formatu .xlsx (MS Office
Excel) do formatu .csv a nasledn¢ analyzovany populacné-genetickymi programy.
Odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovahy, informace o heterozygotnosti a frekvenci
vyskytu nulovych alel byly ziskany s pouzitim programu Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al.,
2007). Informace o vazebné nerovnovaze (tzn. zda jsou lokusy ve vazbé) byly stanoveny

pomoci programu Genepop 4.7.5 (Rousset, 2008).

4.5 Pouzité chemikalie
e Akrylamid (Serva)
e aTaq DNA polymeraza (5 U-ult), M1241 (Promega)
e Bromfenolova modf (Serva)
e Deionizovana voda
e Deoxyribonukleosid trifosfaty (dANTPs) (100 mmol-I-%, 400 ul kazdého), U1240
(Promega)
e Dusicnan stiibrny (Sigma)
e Ethanol (96% roztok) (Lihovar Vrbatky)
e Ethylendiaminotetraoctan sodny (Na2EDTA) (Lachner)
e Formaldehyd (Lachner)
e Formamid (Lachner)
e Hydroxid sodny (Lachner)
e Chlorid draselny (Lachema)
e Chlorid sodny (Lachema)
e Kyselina borita (Lachema)
e Kyselina dusi¢na (65% roztok) (Lachner)
e Kyselina octovéa (Lachner)

e Laurylsiran sodny (SDS) (Lachema)
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o 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

e Mocovina (Lachner)

e N, N° - methylenbisakrylamid (Serva)

e N, N, N, N* - tetramethylethylendiamin (TEMED) (AppliChem)
e Peroxodisiran amonny (APS) (Lachner)

e Tekuté stérace Rain Off (Sheron)

e Thiosiran sodny (Na2S203) (Lachema)

e Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)
e Triton X-100 (Ambresco)

e Uhli¢itan sodny (Na2COs) (Lachema)

e Xylenova modi (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.6 Pouzité roztoky a jejich priprava

6% zasobni roztok akrylamidu
e 420 g mocoviny
e 484 ml deionizované vody
e 50ml 10x TBE
e 150 ml 40% zé&sobniho roztoku akrylamidu : N, N°‘- methylenbisakrylamid
(v poméru 19:1)
e Po rozpusténi vSech slozek roztok zfiltrovat a uchovat v tmavé ldhvi a chladu

(4°C)

0,1% roztok dusi¢nanu stribrného
e 0,8 g dusi¢nanu stfibrného
e 800 ml deionizované vody

e Pted pouzitim roztoku ptidat 1,2 ml formaldehydu

Fix/stop roztok
e 88 ml ledové kyseliny octové

e 800 ml deionizované vody

Roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu
e 1 ml0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu

e 3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu
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Nanaseci pufr
e 0,125 g bromfenolové modii
e 0,125 g xylenové modfi
e 25 ml deionizované vody

e 100 ml formamidu

1 mol-I'* roztok hydroxidu sodného

e 40 g hydroxidu sodného rozpustit v 1 | deionizované vody

1% roztok Kkyseliny dusi¢né
e 12 ml 65% kyseliny dusi¢né

e 800 ml deionizované vody

10% roztok peroxodisiranu amonného
e 1 g peroxodisiranu amonného rozpustit v 10 ml deionizované vody

e Roztok uchovat v chladu (4 °C)

6% roztok polyakrylamidového gelu
e 60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
e 40 ul N, N, N, N* - tetramethylethylendiaminu

e 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného

10x reakéni pufr pro PCR
e 1,211 g trishydroxymethylaminomethanu
e 80 ml deionizované vody
e 3,73 g chloridu draselného
e 1 ml Triton X-100
e Pfidanim HCI upravit pH roztoku na hodnotu 9,0 a doplnit do 100 ml

10x zasobni roztok TBE pufru
e 108 g trishydroxymethylaminomethanu
e 55 g kyseliny borité
e 40 ml 0,5 mol-I" roztoku ethylendiaminotetraoctanu sodného (pH 8,0)

e Rozpustit v 800 ml deionizované vody, poté doplnit do 1l

Vyvojka (3% roztok uhli¢itanu sodného)
e 800 ml deionizované vody

e 24 g uhlicitanu sodného
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4.7

Vyvojku vychladit na 4 °C, pied pouzitim piidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl

1% roztoku thiosiranu sodného

Pouzité laboratorni p¥istroje

Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

Hybridiza¢ni pec HB-2D (Techne)

Chladni¢ka kombinovana (Whirlpool)

Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)

Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)
Mikropipeta osmikanalova Finnpipette 0,5-10 ul (Termo Labsystems)
Mikropipety Finnpipette 0,3 pul—1 ml (Thermo Labsystems)
Mikropipety Nichipet EX 0,5 ul-1 ml (Nichiryo)
Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)
Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)

Negatoskop NEGA1 (Maneko)

Sekvenacni elektroforeticka komutrka S2 (Whatman Biometra)
Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)
Susarna CAT 8050 (Contherm)

Termocyklér Gene-Pro (BIOER Technology)

Termocyklér PTC 100-96 VHB (MJ Research)

Termocyklér XP Thermal Cycler (BIOER Technology)
Trepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

Vortex mixer (Labnet International)

Vortex MS2 (Ika)

Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)
Vyrobnik ledu (Brema Ice Makers)
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5 Vysledky

V experimentalni Casti této diplomové prace jsem provedla analyzu
a charakteristiku vybranych mikrosatelitnich lokust, které jsem v mé bakalaiské praci
(Kremlov4, 2019) oznacila za polymorfni. Dale jsem retestovala a charakterizovala lokus
CAM24, ktery jsem v bakalafské praci oznacila za monomorfni.

Ve své bakalaiské praci jsem testovanim 173 part primerd u 6 nepiibuznych
jedinct pelikana bilého detekovala polymorfismus u 18 mikrosatelitnich lokusu, které
pochézely od zastupct z fadu tuc¢naci, u 9 EST ptac¢ich mikrosatelitti a 7 konzervovanych
ptac¢ich mikrosatelitd. U 6 jedinct pelikana bilého jsem amplifikaci se 34 pary primert
ziskala 35 polymorfnich mikrosatelitnich lokust, nebot’ par primert amplifikujici lokus
TG13-016, ktery byl ptvodné navrzeny pro amplifikaci EST ptaciho mikrosatelitu,
poskytl dva polymorfni produkty (Kremlova, 2019).

Pfi hledani polymorfnich lokust jsem ve své bakalatské praci (Kremlové, 2019)
otestovala také mikrosatelitni lokus AM13, ktery byl jiz dtive testovan a vyhodnocen jako
polymorfni v bakalarské praci Mikulova (2010). Tento lokus byl u pelikana bilého
nasledné charakterizovan v diplomové praci Bartoiikova (2013). Ale protoze Bartonikova
(2013) takto charakterizovala pouze jeden mikrosatelit pochazejici od zastupce z fadu
tu¢nak, zahrnula jsem i ja tento mikrosatelit do nasledujicich analyz, které jsem provedla
spole¢né se vSemi mikrosatelity od zastupct z fadu tucnaci, které byly v laboratofi
k dispozici.

DNA 21 neptibuznych jedincu pelikana bilého (Pelecanus onocrotalus) jsem
postupné amplifikovala za pouziti vyse zminénych 34 pard primert, pfi¢emz jsem pro
pocateéni PCR amplifikaci pouzila takové teploty annealingu (Ta), Kkteré jsem
zoptimalizovala v bakalarské praci. Produkty PCR jsem nasledné podrobila
polyakrylamidové elektroforetické separaci za denaturujicich podminek. Pouzila jsem
takové délky separaci, které jsem taktéz v mé bakalatské praci (Kremlova, 2019) uvedla
jako finalni.

Na zaklad¢ wvysledkli elektroforézy jsem vSak u nékterych mikrosatelith
upravovala teplotu annealingu PCR, délku elektroforetické separace, ptipadné také
koncentraci hofe¢natych ionti v PCR reakéni smési. V ptipadé, Zze néktery z para primert
neposkytl zadny produkt nebo byl produkt malo zietelny, snizila jsem jeho Ta 0 3-5 °C.
V opacném piipadé, kdy byl produkt Spatné hodnotitelny z divodu pfitomnosti silného

PCR produktu, jsem Ta zvysila. Konecna teplota annealingu vSech part primerd se
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pohybovala v rozmezi od 48 do 66 °C. Délku elektroforetické separace jsem upravila tak,
aby byly jednotlivé alely ur¢itého lokusu od sebe snadno odlisitelné. VSechny PCR
produkty jsem separovala v rozmezi od 90 do 180 minut. U problematicky hodnotitelnych
mikrosatelitnich lokust, které poskytovaly pii PCR amplifikaci silny produkt, avsak pti
zvyseni teploty annealingu jiz produkt neposkytly, jsem snizovala koncentraci
hofe¢natych iontt, a to snizenim jejich objemu pipetovaného do PCR reakéni smési:
u sedmi reakénich smési (S pary primerd pro amplifikace mikrosatelitt Emm5, Em14,
Sh2Ca21, TG04-012, CAMO05, CAM17 a CAM20) jsem snizila koncentraci (objem)
hofe¢natych iontt na 3/s, u TG04-061 jsem snizila koncentraci (objem) na ?/3. Vznikly
deficit objemu jsem dle potieby doplnila deionizovanou vodou tak, aby vysledny objem
reak¢ni smési zstal nezménén.

Polymorfni produkt poskytlo celkem 33 part primerd. Bohuzel kvili vyskytu
extrabandi byl polymorfni lokus CAMO5 nehodnotitelny, z dalsi analyzy jsem jej proto
vyfadila a dale uz jej nebudu uvadét. Jeden par primerd, puvodné navrzeny pro
amplifikaci mikrosatelitniho lokusu M1-11, ktery v mé bakalaiské praci (Kremlova,
2019) poskytoval polymorfni produkt se dvéma alelami, pii testovani na 21 jedincich
pelikdna bilého polymorfni produkt neposkytl. Tento mikrosatelit jsem tedy v mé
bakalaiské praci chybné oznacila jako polymorfni. Polymorfismus jsem nyni nepotvrdila
ani u lokusu CAM23, u kterého jsem ve své bakalaiské praci (Kremlova, 2019)
detekovala 2 alely. Retestovanim ptivodné monomorfniho lokusu CAM24 na DNA 21
jedincu pelikana bileho jsem detekovala 5 alel. Déle jsem zjistila, Ze jeden mikrosatelit
(TG13-016), ktery mél dle bakalaiské prace dvé mista polymorfismu, ma dokonce tii
polymorfni oblasti.

Celkové jsem tedy amplifikaci za pouziti 32 parG primerG u pelikana bilého
ziskala 34 polymorfnich lokusti. Na zakladé zjisténych alelovych konstituci vSech
polymorfnich lokustt u 21 nepfibuznych jedinci tohoto druhu jsem tyto lokusy
analyzovala a charakterizovala prosttednictvim populacné-genetickych programi Cervus
3.0.7 (Kalinowski et al., 2007) a Genepop 4.7.5 (Rousset, 2008). Ziskala jsem tak
informace o Hardy-Weinbergové rovnovaze jednotlivych lokusd, heterozygotnosti,
frekvenci vyskytu nulovych alel (viz Tabulka ¢. 5) a v neposledni fadé také o piipadné

vazbé mezi lokusy.
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Tabulka ¢&. 5: Charakteristika 34 polymorfnich lokust (amplifikovanych 32 pary primera) genotypovanych u 21 nepiibuznych jedinct pelikana
bilého. V tabulce je uveden ndzev lokusu s pfislusnym Accesion number uvedenym v databazi GenBank, zdrojovy druh, sekvence primert, teplota
annelingu (Ta) s pfipadnym oznacenim snizené koncentrace MgClz, délka separace (ts), poc¢et vyhodnocenych alel (N), pfipadna odchylka od
Hardy-Weinbergovy rovnovahy (HW) a frekvence vyskytu nulovych alel (f).

Nazev lokusu

Zdrojovy Jednotk T t f
(GenBank rojovy Sekvence primert (5" — 3°) ¢ no' 4 ° ) N HW
druh repetice  [°C] [min] [%0]
Acc. No.)
Ech008 F: TGGGAAGCGTAACGGCCTAA
(FM878339) R: TCAGTCACTCTCCCATTTTGTAGGG CA 63 %0 NS 2137
Ech011 F: CACAGCACTGTGACAGAAGCA GT 65 120 ND ]
(FM878342) R: TTAACTGGTTCGATTTGTCAGTCTTT
Ech039 Eudyptes F: TCTTCCCAGGCAAGGAATAAC TTTCT 48 90 NS )
(FM878370)  chrysolophus R: CTCTGACTAATTGCTAAGAAATACTCCTG
Ech060 F: CATGTTGGGTTGCAGAAGC TG 63 150 NS ]
(FM878391) R: AACAGACTGTAACACTATCAAGGTATATCATC
Ech113 F: TGTGTTTACATTCAATCCATCAATGC GT 50 165 . 54.70
(FM878444) R: GCAGGTAGGAACATTAAGTGAACCTTG
Emm5 F: ATTAACTTGGCCTTGGGTTC
TTT 4 N -
(DQ837733) Eudyptula R: TTTATGCTCCCTCATTCCAC ¢ > %0 S
Emmé6 minor F: TTGTTGGTCTGTATCACAAGG CT 60 90 oex 99,01
(DQ837734) R: CAGGGAACTGTCAGTAAATGG
Legenda:
" 3/4x MgCl2

ND lokus nelze vyhodnotit, zda je nebo neni v souladu s HW rovnovahou
NS lokus je v souladu s HW rovnovahou

* signifikantni odchylka od HW rovnovahy na hladiné vyznamnosti 5 %

++#* signifikantni odchylka od HW rovnovahy na hladiné vyznamnosti 0,1 %
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Tabulka €. 5: Pokra¢ovani 1.

Nazev lokusu

Zdrojovy Jednotka T t f
(GenBank td Sekvence paru primeri (5" — 37) : : ; HW
druh repetice  [°C] [min] [%]
Acc. No.)
Em8 F: GGTGCTGGGAGATGGCTTC
(KM272226) R: ACGAAATGGTTTGGCTGGTG AGAT 03 o0 NS )
Emi4 F: CAGGAGTGAACCCAAAGCTG .
(KM272230) Eudyptula  R: AGGTACCGAGGAAGCAAAG CAA 63 165 NS 548
Em21 minor F: CCACATTCATCCACAGGCAG CT 63 90 NS ]
(KM272232) R: CCTCGCAGGGAATATTTGGC
Em23 F: GATGCATGTGGAGGAAGTGC
(KM272234) R: GGCAACATGGTAGCTGACAC CA 63 140 NS 1986
AM13 Pygoscelis  F: TTTTCCCATCTCTCTCCTG
. T N 1,1
(AF131243) adeliae R: CAGTTTTCAACAATCCTTCC criee 59 %0 S 18
PNNO5 Spheniscus  F: CAGTGACAGGCAAGGGTCTTAT
(JX494405) demersus R: TGAGTAAGCAATGAGTTGGCAC TG o4 165 NS 2092
Sh2Caz2l F: AAAATAAAGCCTATACACAACAGG CA 59~ 90 ND )
(AF540011) Spheniscus  R: GTGCACTTAATGGGGTGTATG
Sh2Ca49 humboldti  F: GCTTTTCCACCAGCTCTTCC
(AY435089) R: TTCTGTTCAAAGCGTGGTTG CA 00 %0 NS 10,46
Pygantarcll F: GGGGGAGTGCATATCAGAAA AT 50 90 ND )
(KP316215) Pygoscelis  R: CATCAAAGAATTCGCCTTGG
Pygantarc19 antarctica  F: GTATTCCCATGCAGGCTTTG
ACAGAT 4 12 ND -
(KP316219) R: CAAGCGTGTTTTTGTTTGCT CAG 6 0
Legenda:
" 3/4x MgCl2

ND lokus nelze vyhodnotit, zda je nebo neni v souladu s HW rovnovahou, NS lokus je v souladu s HW rovnovahou
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Tabulka €. 5: Pokra¢ovani 2.

Nazev lokusu

. tk T t f
(GenBank Zdroj Sekvence paru primeri (5"— 3") Jedno. 2 : : HW
repetice [°C] [min] [%]
Acc. No.)
TG01-114 F: TTGAAACATTGTGAAGCAG
(CK301583) R: CAGATAGTGTCATAACAATACTTTTC ATIAA S 120 2 ND )
TGO01-148 F. TTGCAACACATTCTAATATTGC
(CK301512) R: TTTAAAGTACATCAAACAACAAAATC ATIAA 0 90 2 ND )
TG03-031 F: ATTGCACATGAACCTGGAAG
AT/TT 1 2 ND -
(CK312587) R: TCATTACTTGAAGCAGGTCTCTG ! 60 65
TG03-098 F: TTTGCCTTAATTCTTACCTCATTTG
AG/AA 63 180 7 NS -
(DV/573670) R: TTGCAACCTCTGTGGAAGC
TG04-012 F: TGAATTTAGATCCTCTGTTCTAGTGTC
3 TICT " 12 N -
(CK306810) mlEtfrgsI;:lt R: TTACATGTTTACGGTATTTCTCTGG G 60 0 8 S
TG04-061 Y F GACAATGGCTATGAAATAAATTAGGC AGA s 170 ; NS ]
(CK235034) R: AGAAGGGCATTGAAGCACAC
TG08-24(1) F: CCCACAAATCCTGAATTTCATATC
(CK314428) R: ACTGGCTTATAAAGTCCATGGTGG ATIAGIAA 62 90 4 ND 868
3 NS 53,00
TG13-016 F.: GATTGCTGAGGCTTGATTGC 150 ’
(CK308822) R: GCCTACGGCTTTATTTTACTTGC AICIAAICAIGA 54 % g :\\: [S) 32,96
TG13-017 F: GCTTTGCATCTTGCCTTAAA
(CK313422) R: GGTAACTACAACATTCCAACTCCT AT ST 165 4 NS 3,04
Legenda:

" 3/4x MgClz, **2/3x MgCl2
ND lokus nelze vyhodnotit, zda je nebo neni v souladu s HW rovnovahou
NS lokus je v souladu s HW rovnovahou
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Tabulka ¢. 5: Pokracovani 3.

Nazev lokusu

. tka T t f
(GenBank Zdroj Sekvence paru primeri (5" — 37) Jedno. 4 : ; HW
Acc. No.) repetice  [°C] [min] [%]
CAMO3 F: ATTAGCATAGCTCAGCATTGCC o > o o .
(HG518761) R: CGAGCATTCAAMCCTGTCATC
CAMLL F: TGGTACAGGGACAGCAAACC
(HG518769) R: AGATGCTGRGAGCGGATG T 65 % NS 29,04
CAML17 F: CGGGTTGTAATCAAGAAGATGC
: T -1 NS 12,61
(HG518775) Konzpet;"é?"a”e R: CTGCGGAGCAATTAACGC G 58 S0 5 126
CAMI9 . _ F TCTTGGAGGCAGATARGAAGTG
krosatelit i
(Hes18777) T OSTEIY b GAGCAAGCAAAGATCACAAGC T 06 120 ND
CAM20 F: TAACAGGCAGGAATGCAGG
AT 1" 12 ND 1
(HG518778) R: TCAGCCAGTGTTGGAGGTC > 0 05
CAM24 F: CCCACTTCAGTCTTCAGAGC A o o0 - .
(HG518782) R: TGGAGTATTTGGGATTGGAG
Legenda:
" 3/4x MgCl2

ND lokus nelze vyhodnotit, zda je nebo neni v souladu s HW rovnovéhou
NS lokus je v souladu s HW rovnovahou
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U analyzovanych mikrosatelitnich markert jsem detekovala od 2 do 8 alel.
Nejvice alel jsem nalezla u lokusu TG04-012 (8 alel). Nejnizsi pocet alel na lokus (2)
jsem detekovala u mikrosatelitt EchO11, Emm6, Sh2Ca2l, Em2l, Pygantarcll,
Pygantarcl9, TG01-114, TG01-148, TG03-031, CAMO03, CAM19, CAM20 a u tfeti
polymorfni oblasti mikrosatelitu TG13-016.

U pelikana bilého jsem nalezla 32 part primerd amplifikujicich polymorfni
produkt, z nichz jeden par primert poskytl tfi polymorfni produkty, tj. nalezla jsem
34 polymorfnich lokust. Z téchto 32 part primert amplifikujicich polymorfni produkt
bylo 5 navrzeno pro amplifikaci mikrosatelitniho lokusu nalezeného u tuénaka
Zlutorohého, 6 pro amplifikaci lokusu nalezeného u t. nejmensiho, po jednom péru
primert navrzeném pro amplifikaci lokusu nalezeného u t. krouzkového a brylového a po
dvou péarech primert navrzenych pro amplifikaci mikrosatelitniho lokusu
u t. Humboldtova a uzdickového. DalSich 9 part primert bylo navrzeno pro amplifikaci
EST ptacich mikrosatelitli a 6 pro amplifikaci konzervovanych pta¢ich mikrosatelitd.

U mnou nalezenych 34 polymorfnich lokusti charakterizovanych u 21 jedinct
pelikana bilého bylo prostiednictvim programu Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al., 2007)
nalezeno v pruméru 3,7 alel na lokus a primérna o¢ekavana heterozygotnost byla 0,4777.
Déle byla zjistétna pravdépodobnost chybného provedeni paternitni analyzy:
pravdépodobnost, ze by mladé bylo nespravné pfifazeno prvnimu z rodi¢u za
piedpokladu, Ze neznam ani jednoho rodice, je 2,18-1073, pravdépodobnost, Ze by mladé
bylo nespravné piitazeno druhému z rodici za predpokladu, Ze jiz znam prvniho rodice,
je 6,34-10°%, pravdépodobnost, ze by mladé bylo pfifazeno nespravnému rodi¢ovskému
paru, je 1,55-10°. Pravdépodobnost, Ze dva ndhodné& zvoleni jedinci budou mit stejnou
alelovou konstituci na vSech lokusech, je 1,00-107'8 a pravdépodobnost, Ze dvé& ndhodné
zvolena mlad’ata budou mit stejnou konstituci alel na vSech nalezenych lokusech, je
1,00-10°8.

Pro detekci mozné vazby mezi dvéma nahodné vybranymi polymorfnimi lokusy
jsem pouzila program Genepop 4.7.5 (Rousset, 2008). Na zaklad¢ vypoctené hodnoty
pravdépodobnosti (p-value) bylo zjisténo, ze lokusy Ech113 a TG04-012 jsou ve vazbé.
V piipadé, Ze by se tyto lokusy pouzivaly pro potencialni studium popula¢né-genetickych
vztaht, nebylo by vhodné pouZzivat oba tyto lokusy v rdmci jedné studie. Z celkového
poctu 34 polymorfnich lokust charakterizovanych v této praci bylo 33 z nich vzajemné

nezavislych.
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Na zaklad¢ alelovych konstituci 34 polymorfnich lokusi, amplifikovanych 32
pary primerti na DNA 21 jedincu pelikana bilého, jsem u 2 lokusu detekovala vazbu na
pohlavi. Jednalo se o lokusy Ech113 a prvni polymorfni oblast lokusu TG13-016 (oblast
a TG03-031, ale jelikoz prvni z dvojice nema u zadného z 21 testovanych jedinctu
heterozygotni genotyp a druhy méa heterozygotni genotyp pouze u jednoho z 21
testovanych jedinct, je u obou téchto lokusti vazba na pohlavi malo pravdépodobna.

Oba nalezené na pohlavi vazané mikrosatelitni lokusy vykazovaly vazbu na
pohlavni chromozom Z, nebot’ se vS§echny samice pii genotypiza¢ni analyze jevily jako
homozygotni. Ve skute¢nosti v§ak byly hemizygotni a to z toho divodu, ze samice maji
pouze jeden chromozom Z (tj. ZW), samci pak byli homozygoti nebo heterozygoti (tj. ZZ
nebo ZW).

Z celkového poc¢tu 34 polymorfnich lokust zahrnutych do analyzy bylo 20 lokust
v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou, v tabulce €. 5 jsou tyto lokusy oznaéeny
NS. U 12 z 34 polymorfnich a do analyzy zahrnutych lokust nebyl program Cervus 3.0.7
(Kalinowski et al., 2007) schopen urcit, zda jsou v Hardy-Weinbergové rovnovaze,
Vv tabulce €. 5 jsou tyto lokusy oznacené jako ND. Jednalo se pievazné o lokusy se dvéma
alelami, v jednom piipadé se jednalo o lokus se ¢tyfmi alelami. U lokusu Ech113 byla
zjisténa signifikantni odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovdhy na hlading
vyznamnosti 5 %, u lokusu Emm6 byla tato odchylka na hladin¢ vyznamnosti 0,1 %.
U obou téchto lokust byly zjistény vysoké frekvence vyskytu nulovych alel. U lokusu
Emm6 se nulové alely vyskytuji téméi se 100% pravdépodobnosti. U lokusu Ech113
Cinila pravdépodobnost vyskytu nulovych alel necelych 55 %. U 19 lokust program
nezaznamenal mozny vyskyt nulovych alel, u 5 lokust byla frekvence vyskytu nulovych
alel nad 20 %, u dalsich 3 lokust byla frekvence v rozmezi 10-20 %, u 2 lokusu byla
v rozmezi 5-10 % a u zbylych 3 lokusu byla frekvence vyskytu nulovych alel pod 5 %
(detailn¢ viz Ptiloha ¢. 1).

V prubéhu experimentalni ¢asti mé diplomové prace byly elektroforetogramy
v$ech vyhodnocenych mikrosateliti naskenovany do PC. Na nésledujicich obrazcich jsou
vyiezy geli S rozseparovanymi a vizualizovanymi PCR produkty. Jedna se
0 mikrosatelity TGO01-148, Ech008 a Ech039, které byly genotypovdny na DNA 21
nepiibuznych jedinct pelikana bilého. Rimskymi &islicemi jsou oznadeny jednotlivé

alely.
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Obrazek ¢. 9: Dvoualelovy mikrosatelitni lokus TG01-148 genotypovany na 21 vzorcich
DNA pelikana bilého. Cross-species PCR amplifikace probihala za Ta 50 °C, nasledna
elektroforeticka separace probihala po dobu 90 minut (1. a Il. - alely).
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Obréazek €. 10: Pétialelovy mikrosatelitni lokus Ech008 genotypovany na 21 vzorcich
DNA pelikana bilého. Cross-species PCR amplifikace probihala za Ta 63 °C, nésledna
elektroforeticka separace probihala po dobu 90 minut (1.-V. - alely).
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Obréazek €. 11: Pétialelovy mikrosatelitni lokus Ech039 genotypovany na 21 vzorcich
DNA pelikana bileho. Cross-species PCR amplifikace probihala za Ta 48 °C, nésledna
elektroforeticka separace probihala po dobu 90 minut (1.-V. - alely).

Nekteré mikrosatelity s vysokym poctem alel byly velmi problematicky
hodnotitelné. U mnoha z nich se vyskytovaly extrabandy, které znesnadfiovaly urceni
ptislusnych alel. U jinych se obtizn¢ urc¢ovala konstituce alel z dtivodu kratké jednotky
repetice a nizkého poctu jejiho opakovani. Mezi tyto lokusy patfily naptiklad CAM17,
Emm5 nebo TG04-061, ktere bych proto nedoporucovala pro ptipadné paternitni studie.
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6 Diskuse

V této diplomové préci jsem se zabyvala cross-species PCR amplifikaci 35
polymorfnich mikrosatelitnich lokust, které jsem ve své bakalaiské praci (Kremlova,
2019) nalezla amplifikaci se 34 pary primerti pivodné navrzenymi pro amplifikaci
mikrosateliti U 9 druhti tuéndkti a univerzalnich pta¢ich mikrosateliti. Déale jsem
retestovala mikrosatelitni lokus CAM24, ktery jsem po otestovani u 6 jedinct pelikana
bilého (Pelecanus onocrotalus) vyhodnotila jako monomorfni (Kremlova, 2019).
Vsechny vySe zminéné mikrosatelity jsem amplifikovala na DNA 21 nepiibuznych
jedinct tohoto druhu. Ziskana data jsem dale analyzovala za pouziti dvou
populaéné-genetickych programt Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al., 2007) a Genepop 4.7.5
(Rousset, 2008).

Nejprve jsem prostiednictvim cross-species PCR amplifikovala 18 lokusi, které
byly ptivodné nalezeny u 7 zastupcii z fadu tucnaci. Z toho pét mikrosateliti pochéazelo
od tu¢naka zlutorohého, Sest od tu¢naka nejmensiho, po jednom mikrosatelitu od tucnaka
krouzkového, bryloveho a magellanského, a v neposledni fad¢ po dvou mikrosatelitech
od tu¢naka uzdickového a Humboldtova. Jeden z téchto lokusu (AM13) byl u pelikana
bilého jiz diive testovan (Mikulova, 2010) a charakterizovan (Bartonikova, 2013). Jelikoz
jsem vsak v mé bakalafské praci testovala vSechny pary primerd amplifikujici
mikrosatelity od tuc¢naku, které byly doposud v laboratofi k dispozici, zahrnula jsem do
spole¢ného testovani také tento jiz otestovany a charakterizovany lokus. Bartonikova
(2013) ve sve diplomové praci detekovala u tohoto lokusu 2 alely. Nyné&jsi genotypizaci
u 21 totoznych jedinct pelikana bilého jsem vsak zjistila, ze tehdejsi hodnoceni nebylo
provedeno spravné a misto dvou alel jsem nalezla 3 alely. Do nésledujicich analyz jsem
tento lokus zahrnovala vzdy jen jednou a pouzila jsem mnou vyhodnocené vysledky
tohoto lokusu. U jediného mikrosatelitu M1-11, pavodné izolovaného od tucnaka
magellanského, jsem polymorfismus neprokazala, nicméné u zbylych 17 mikrosatelitnich
lokust jsem polymorfismus potvrdila.

Dale jsem provadéla cross-species PCR amplifikaci se 16 pary primert
amplifikujicimi univerzalni pta¢i mikrosatelity, 9 z nich bylo navrzeno pro amplifikaci
EST ptacich mikrosateliti a 7 pro amplifikaci konzervovanych ptacich mikrosatelitii.
Z vySe zminénych part primera poskytlo 15 z nich polymorfni produkt. Amplifikaci
mikrosatelitniho lokusu CAM23 na DNA 21 jedincu pelikana bilého jsem vsak

polymorfni produkt nedetekovala. Dokonce ani elektroforetogram tohoto lokusu
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neodpovidal zdznamu z bakalafské prace (Kremlovd, 2019). Z tohoto divodu jsem
pietestovala v té dob¢ spole¢né pipetovanou trojici mikrosatelitt (CAM22, CAM23
a CAM24) a dosla jsem k zavéru, Ze tehdy nejspiSe z divodu Spatného oznaceni
mikrozkumavek s pary primert amplifikujicimi lokusy CAM23 a CAM24 doslo s velkou
pravdépodobnosti k jejich zdméné. Zjistila jsem tedy, Ze tim polymorfnim lokusem neni
CAM23, ktery jsem nyni vyloucila jako monomorfni, ale CAM24, ktery byl v mé
bakalarské praci (Kremlova, 2019) chybné uveden jako monomorfni. Genotypizaci
lokusu CAM24 na DNA 21 jedinct pelikana bilého jsem detekovala 5 alel. Nové jsem
nalezla tfeti polymorfni oblast amplifikovanou parem primeri TG13-016. Celkové tedy
16 part primerd amplifikovalo 18 polymorfnich mist. Lokus CAMO5 jsem sice
vyhodnotila jako polymorfni, ale z divodu vyskytu extrabanda jsem u néj nebyla schopna
urcit pocet ani konstituci alel, a proto jsem jej z dalsi analyzy vyloucila.

Celkoveé jsem prostiednictvim dvou popula¢né-genetickych programu (Cervus
3.0.7 aGenepop 4.7.5) analyzovala a charakterizovala 34 polymorfnich lokusi, které byly

amplifikovany za pouziti 32 pard primert (detailné viz Pfiloha ¢. 1).

Srovnani polymorfnich mikrosatelitii u pelikana bilého a u zdrojovych druhu

Izolaci a charakteristikou mikrosatelitnich lokusti u tucndka Zzlutorohého se
zabyvali Ahmed et al. (2009). Navrzené lokusy testovali na 28 jedincich tohoto druhu
a nalezli 25 polymorfnich lokusut. Pét z téchto lokust (Ech008, Ech011, Ech039, Ech060
a Ech113) jsem charakterizovala na DNA 21 jedincu pelikana bilého. Srovnani jejich
vysledki a vysledka této diplomové prace je uvedeno v tabulce ¢. 6. U vSech
mikrosateliti jsem musela pfi testovani na véts§im poctu jedincu snizit Ta, oproti finalnim
Taz mé bakalarské prace (Kremlova, 2019). U tii lokust jsem detekovala vétsi pocet alel,
nez nalezli puvodné autofi, jedna se o mikrosatelity Ech008, Ech039 a Ech060.

Tabulka &. 6: Srovnani mikrosatelitnich lokustt pivodné nalezenych u tu¢naka
zlutorohého (Ahmed et al., 2009) s vysledky cross-species testovani 21 nepiibuznych
jedinct pelikana bilého (tato prace). V tabulce je uveden nazev lokusu, teploty annealingu
(Ta), délka elektroforetické separace (ts) a pocty nalezenych alel (N). V z&vorkach // jsou
uvedeny vysledné hodnoty z mé bakalai'ské prace (Kremlova, 2019).

Tuénak Zlutorohy, 28 jedinci | Pelikan bily, 21 nebo /6/ jedinct
Lokus (Ahmed et al., 2009) (tato prace, /Kremlova, 2019/)
Ta[°C] N Ta[°C] ts[min] N
Ech008 4 63 /67/ 90 51721
Ech011 neuvedeno 8 65 167/ 120 212/
Ech039 2 48 /51/ 90 5/3/
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Tabulka €. 6: Pokra¢ovani.

Tuénak Zlutorohy, 28 jedincu | Pelikan bily, 21 nebo /6/ jedinct
Lokus (Ahmed et al., 2009) (tato prace, /Kremlova, 2019/)
Ta [OC] N Ta [OC] s [min] N
Ech060 4 63 /64/ 150 6/2/
——————  neuvedeno
Ech113 7 59 /62/ 165 472/

Pro tu¢iaka nejmensiho bylo ve dvou publikacich (Billing et al., 2007; Grosser et
Waters, 2015) charakterizovano celkem 28 (8 + 20) mikrosatelitnich lokusu. Billing et al.
(2007) amplifikovali 8 mikrosatelitnich lokust na dvou populacich jedinct tohoto druhu.
U 21 jedinct pelikana bilého jsem charakterizovala 2 polymorfni lokusy. Lokus Emm5
byl autory amplifikovan na DNA 28 jedinca tu¢naka nejmensiho pochazejicich z Filipova
ostrova a na DNA 15 jedinct pochazejicich z Troubridgeova ostrova. Pii Ta 58 °C nalezli
autofi 11, respektive 8 alel na lokus. Ja jsem u 21 jedinct pelikana bilého detekovala
4 alely pti Ta 54 °C a sniZené koncentraci MgCl2 na 3/4. Lokus Emm6 amplifikovali autofi
pti Ta 56 °C na 21 jedincich tu¢naka nejmensiho pochazejicich z Filipova ostrova a 13
jedincich tohoto druhu pochazejicich z Troubridgeova ostrova a detekovali 3, respektive
2 alely. Ja jsem u tohoto lokusu, amplifikovaném na DNA 21 jedincu pelikana bilého,
nalezla 2 alely pti Ta 60 °C.

Grosser et Waters (2015) nalezli 20 mikrosatelitnich lokust, véetné Em8, Em14,
Em21 a Em23, které jsem genotypovala u 21 jedinct pelikana bilého. Autofi
amplifikovali tyto lokusy pfi jednotné teploté annealingu 60 °C, av$ak neuvadéji pocet
testovanych jedinci. Srovnani teplot annealingu, délky separace a vysledného poctu alel
je uveden v tabulce €. 7.

Tabulka €. 7:  Srovnani mikrosatelitnich lokusti puvodné nalezenych u tucnaka
nejmensiho (Grosser et Waters, 2015) s vysledky cross-species testovani 21
nepiibuznych jedinct pelikana bilého (tato prace). V tabulce je uveden nédzev lokusu,
teploty annealingu (Ta), délka elektroforetické separace (ts) a pocty nalezenych alel (N).
" znadi snizeni koncentrace hote¢natych iontti v PCR reakéni smési na 3/4. V z&vorkach //
jsou uvedeny vysledné hodnoty z mé bakalarské prace (Kremlova, 2019).

Tuénak nejmensi Pelikan bily, 21 nebo /6/ jedincu
Lokus (Grosser et Waters, 2015) (tato prace, /Kremlova, 2019/)
Ta [OC] N Ta [OC] s [min] N
Em8 10 63 /67/ 90 715/
Emi14 10 63" /66/ 165 3172/
—_— 60
Em21 2 63 /67/ 90 212/
Em23 9 63 /56/ 140 412/
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Roeder et al. (2001) publikovali ve své préaci 7 mikrosatelitnich lokust, ptivodné
odvozenych od tu¢nidka krouzkového. Mezi tyto lokusy pattil také AM13, ktery autofi
amplifikovali na DNA 417 jedinct pii teploté annealingu 50 °C a nalezli u né&j 20 alel.
Pii testovani tohoto mikrosatelitu u 21 jedinct pelikana bilého jsem pti Ta 59 °C nalezla
3 alely.

Mikrosatelitni lokus PNNO5 byl puvodné odvozen od tucnaka brylového
a Labuschagne et al. (2013) u n¢&j uvadeéji 2 alely pii teploté annealingu, kterd méla
hodnotu mezi 50-60 °C. Genotypizaci u 21 jedinct pelikana bilého jsem u tohoto lokusu
detekovala 4 alely pii Ta64 °C.

Lokusy Sh2Ca21 (Schlosser et al., 2003) a Sh2Ca49 (Schlosser et al., 2009) byly
puvodné odvozeny od tu¢inaka Humboldtova. U prvniho jmenovaného lokusu detekovali
autofi pii Ta53 °C 6 alel. Zatimco u 21 jedincti jsem tento lokus amplifikovala pfi snizené
koncentraci hoi¢iku na 3/4 a Ta 59 °C a detekovala dvé alely. U lokusu Sh2Ca49 uvadéji
autoti 9 alel pti Ta 63 °C. AvSak pfi cross-species testovani na DNA 21 jedinct pelikana
bilého jsem u tohoto lokusu nalezla pii Ta 60 °C 3 alely.

Kang et al. (2015) charakterizovali 16 polymorfnich mikrosatelitnich lokust pro
tuénaka uzdickového. Mezi tyto lokusy patiily také Pygantarcll a Pygantarcl9, které
jsem charakterizovala u pelikana bilého. Autofi uvedli, ze teplota annealingu vsech part
primert byla stejnd, avSak v prib&éhu nékolika cykli proménliva: prvnich 7 cykla
probihalo na 65 °C, nésledujicich 7 cykla na 61 °C, dalsich 7 cykla na 58 °C a zbylych
21 cyklt na 55 °C. Amplifikaci obou téchto lokusi u 23 jedinct tu¢naka uzdi¢kového
nalezli autofi shodné po 4 alelach. Ja jsem u obou téchto lokusti u 21 jedinct pelikana
bilého nalezla po dvou alelach. Kazdy z téchto lokust jsem vSak amplifikovala pfi
rozdilnych teplotach annealingu, Pygantarc1l pii Ta 60 °C a Pygantarc19 pii Ta 64 °C.

Dawson et al. (2010) nejdiive nalezli vysoce homologni EST sekvence mezi
dvéma geneticky vzdalenymi druhy, zebti¢kou pestrou (Taenopygia guttata) a kurem
doméacim (Gallus gallus), a navrhli pro jejich amplifikaci 36 part primert. Dalsi pary
primera navrhli Dawson et al. (2013) pro konzervované ptac¢i mikrosatelity, a to takovym
zpusobem, Ze nejprve u obou zminénych druhd vybrali vysoce konzervované sekvence
s vysokym poctem kratkych repetitivnich motivi a pro 24 homolognich sekvenci,
obsahujicich minimaln¢ osm repetitivnich motivt, nasledné navrhli pary primerd.

Dawson et al. (2010) testovali 36 navrzenych part primert pii rozdilnych Ta na

deviti ptacich druzich pochazejicich z fadu pévci (vlastovka australska, sykora modtina
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a konadra, rakosnik velky, sykofice vinoprsa, kos ¢erny, timaliovec pruhoktidly, straka
americka a popelac sedy) a na péti druzich ptaku z jinych fadu (kulik motsky, sova palena,
kolibiik rezavoleskly, papousik razohrdy a kur domaci). Od kazdého druhu otestovali
autofi 4 jedince. U 21 jedinct pelikana bilého jsem charakterizovala celkem 9 EST
mikrosatelitl, respektive 11 polymorfnich EST lokusu, a nalezla u nich od 2 do 8 alel.
Srovnani vysledki uvadénych autory a vysledki mé diplomové prace je uvedeno
Vv tabulce ¢. 8. V tabulce vSak neuvadim srovnani vysledka amplifikace u vSech autory
testovanych druht, ale pouze u dvou z nich, u kterych se vyskytovalo nejvice lokust,
které byly zaroven polymorfni u testovaného druhu a u mnou testovaného pelikana
bilého. Z tadu pévet uvadim straku americkou (Pica hudsonia), u které se vyskytovalo
5 lokust, které byly polymorfni soucasné i u pelikana bilého. Z ostatnich ptacich rada
uvadim kulika motského (Charadrius alexandrinus) fazené¢ho do fadu dlouhoktidli,
u kterého se vyskytovaly 4 lokusy, které byly polymorfni zaroven i u pelikana bilého.

Tabulka €. 8: Srovnani EST ptac¢ich mikrosatelitnich lokusi (Dawson et al., 2010)
s vysledky cross-species testovani u 21 neptibuznych jedinct pelikana bilého (tato prace).
V tabulce je uveden nazev lokusu, teploty annealingu (Ta), délka elektroforetické
separace (ts) a pocty nalezenych alel (N). * znaéi sniZzeni koncentrace hofe¢natych iontl
v PCR reakéni smési na /2, ** znaci snizeni koncentrace hofe¢natych iontli v PCR reakéni
smési na /s, " zna&i snizeni koncentrace hofe¢natych iontii v PCR reakéni smési na /3.
m: monomorfni. V zavorkach // jsou uvedeny vysledné hodnoty z mé bakalarské prace
(Kremlové, 2019).

EST mikrosatelity Pelikan bily, 21 nebo /6/ jedinci
(Dawson et al., 2010) (tato prace, /Kremlova, 2019/)
Lokus N
Ta[°C] Straka  Kulik | Ta[°C]  ts[min] N
americkd  moisky
TGO01-114 53 2 m 57 161/ 120 212/
TGO01-148 56 2 m 50 /50/ 90 212/
TGO03-031 58 m m 60 /64/ 165 212/
TGO03-098 60 m 2 63 /65/ 180 7121
TG04-012 58 2 3 60" /61"/ 120 814/
TG04-061 60 2 m 61 /60°/ 170 713/
TG08-24 (1) 61 m m 62 /66/ 90 473/
TG13-016 59 m 2 54/54/ 90+150 . 4t2
12 +2/
TG13-017 58 4 4 57 163/ 165 413/

Amplifikaci 24 konzervovanych ptac¢ich mikrosateliti na DNA 6 jedinci pelikana
bilého jsem detekovala polymorfismus u 7 lokusu (Kremlova, 2019). Tyto jsem dale
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charakterizovala na 21 jedincich tohoto druhu (tato prace). Dawson et al. (2013)
amplifikovali tyto mikrosatelity na DNA 7—-12 jedinct zebticky pestré a 2—4 jedinct kura
domaciho. U obou zminénych druhti probihala amplifikace pii Ta56 °C, pocet zjisténych
alel na lokus se vsak lisil. V tabulce ¢. 9 uvadim Ta a poéty alel nalezenych autory
s hodnotami, které jsem nalezla u pelikana bilého (tato prace).

U mikrosatelitniho lokusu CAM17 uvedli Dawson et al. (2013) u zebticky pestré
6 a u kura domaéciho 2 alely. Avsak u pelikana bilého jsem pii sniZzené koncentraci MgCl2
v PCR reakéni smési a Ta 58 °C detekovala alel 7. U kura doméaciho vyhodnotili autofi
lokusy CAM11, CAM19, CAM20 a CAM24 jako monomorfni. Amplifikaci téchto
lokust u 21 jedinct pelikana bilého jsem u jednoho lokusu detekovala 3 alely (CAM11),
u dvou (CAM19 a CAM20) po dvou alelach a u lokusu CAM24 jsem nalezla 5 alel.
U lokusu CAMO3 uvedli autofi u zebticky pestré 11 alel a u kura doméaciho 2 alely.
Amplifikaci tohoto lokusu u pelikana bilého jsem detekovala polymorfni produkt se
dvéma alelami.

Tabulka €. 9: Srovnani konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitnich lokust (Dawson et al.,
2013) s vysledky cross-species testovani u 21 nepiibuznych jedinci pelikana bilého (tato
prace). V tabulce je uveden nazev lokusu, teploty annealingu (Ta), délka elektroforetické
separace (ts) a pocty nalezenych alel (N). * znaéi sniZeni koncentrace hotfe¢natych iontt
v PCR reakéni smési na /2, ** znadi snizeni koncentrace hotfe¢natych iontli v PCR reakéni
smé&si na 3/4. ZP: zebiicka pestra, KD: kur doméaci, m: monomorfni. V' zavorkach // jsou
uvedeny vysledné hodnoty z mé bakaléiské prace (Kremlova, 2019).

Konzervované ptadi Pelikan bily, 21 nebo /6/ jedinci
mikrosatelity (tato prace, /Kremlova, 2019/)
(Dawson et al., 2013) ’ ’
Lokus N
o ZP KD o ;
Ta[°C] (712 (2.4 Ta[°C] ts[min] N
jedincit) jedinci)
CAMO3 11 2 62 /68/ 90 212/
CAM11 6 m 65 /67/ 90 31/3/
CAM17 56 6 2 58 /54°/ 150 712/
CAM19 6 m 66 /68/ 120 212/
CAM20 6 m 51" /52%/ 120 212/
CAM24 6 m 59 /60/ 90 5/m/

Usp&nost amplifikace polymorfnich mikrosatelitii u &ty¥ druhii pelikani
V ramci Laboratote popula¢ni genetiky KBB PiF UPOL bylo u kazdého ze ¢tyt

druhti pelikanii (kadetavy, skvrnozoby, africky a bily) otestovano po 113 parech primert
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ptivodné navrzenych pro amplifikaci mikrosatelitl u 9 druhti z fadu tuc¢naci, po 36 parech
primerti navrzenych pro amplifikaci EST ptacich mikrosateliti a po 24 péarech primert
navrzenych pro amplifikaci konzervovanych ptacich mikrosatelita.

V pribéhu své diplomové prace jsem u pelikana bilého amplifikaci se 32 pary
primerti nalezla 34 polymorfnich lokusii. Uspé&$nost nalezeni polymorfniho lokusu
prostfednictvim cross-species PCR amplifikace cinila u pelikana bilého 18,49 %.
U pelikana kadetavého (Pelecanus crispus) nalezla studentka Iveta Dafikova pouze 4
pary primert amplifikujici polymorfni produkt (neobhajovand bakalafska prace, stni
sdéleni vedouciho prace). Jedna se tak o druh pelikana s nejnizsi GspéSnosti amplifikace
polymorfniho produktu, a to 2,31 %. U pelikana afrického (Pelecanus rufescens) bylo ze
173 testovanych parti primeri nalezeno 12 parG primerd poskytujicich polymorfni
produkt a Gspé&$nost amplifikace tak &inila 6,93 % (Kopeéna, 2020). Sulakova (2017)
otestovala 173 vySe zminénych para primerta na DNA pelikana skvrnozobého (Pelecanus
philippensis) a nalezla 14 part primerd poskytujicich polymorfni produkt, uspé$nost
amplifikace tedy byla 8,09 %. Srovnani po¢tu part primer amplifikujicich polymorfni
lokusy u ¢ty druhti pelikanti je uvedeno na obrazku ¢. 12.

Pelikan bily (32) Pelikan kadeiavy (4)

Tuéiiak
krouzkovy (1)

Tuénak brylovy
(1)
Tucnak
Humboldtiv
)
Tucénak
uzdickovy
(2

Tuénak
nejmensi

6)

Pelikén africky (12) Pelikan skvrnozoby (14)
Tuénak Zlutorohy (1) Tuciiak
zlutorohy

@

Tuénak
Humboldtav
(1)
Tuénak
zlutooky

(1)

Tucénak
magellansky

@

Tucnak
neJ‘a;nS‘ Tuéfidk

krouzkovy
(1) @

Tuénak
nejmensi

)

Obrazek €. 12: Srovnani poc¢tu (uvedeného v zavorkach) part primert amplifikujicich
polymorfni mikrosatelity u ¢tyt druhd pelikant.
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Po srovnani rozdéleni par primertt amplifikujicich polymorfni lokus u vSech 4
druhii pelikant podle zdroje, ze kterého byly pary primerti odvozené je zfejmé, ze nejvetsi
podil uspésné amplifikace polymorfniho lokusu zaujimaly péary primerii navrzené pro
amplifikaci EST ptacich mikrosatelitd a konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitti. Dalsi
pocetnou skupinkou u srovnavanych druhti tvofily pary primeri navrzené pro amplifikaci

mikrosatelitl pochéazejicich od tucndka nejmensiho a Zlutorohého.

RozloZeni polymorfnich mikrosatelitii u ¢tyf druhi pelikani

Stejné jako Bartonikova (2013) jsem i ja béhem svého vyzkumu zjistila, Ze se
nejvice polymorfnich cross-species lokust nachazi u pelikana bilého. Otestovanim 173
parti primertt jsem u pelikdna bilého nalezla 32 part primert amplifikujicich 34
polymorfnich mikrosateliti. Ve srovnani s dalsimi druhy pelikanu (kadefavym, africkym
a skvrnozobym) ovsem existuje jesté dalSich 10 part primerd, které amplifikovaly
polymorfni produkt u alespon jednoho ze tfi vySe zminénych druhd pelikana. A tudiz
bylo z celkového poctu 173 part primert, navrzenych pro amplifikaci mikrosateliti
Utuchaki a univerzalnich ptacich mikrosatelitd, nalezeno 42 para primeri
amplifikujicich polymorfni produkt alespon u jednoho z téchto ¢ty druht pelikant.

Bartonkova (2013) ve své praci shrnula rozdéleni dalSich 97 part primert, které
poskytovaly polymorfni produkt alesponn u jednoho ze 4 testovanych druht pelikand.
Celkoveé se tedy jednd o 138 doposud nalezenych part primert amplifikujicich jiz
charakterizované polymorfni mikrosatelitni lokusy mezi diive zminénymi ¢tyimi druhy
pelikant. Schématické rozdéleni téchto 138 /42/ paru primert amplifikujicich polymorfni
produkt je znazornéno na obrazku ¢. 13.

Ze 42 paru primerd, navrzenych pro amplifikaci mikrosateliti 9 druht tu¢naki
a univerzalnich ptac¢ich mikrosatelitt, amplifikujicich jiz charakterizované polymorfni
mikrosatelity, poskytly 2 pary primert polymorfni produkt u vSech ¢tyf druhi pelikand
(CAM24 a Ech008). Ctyfi pary primera (Em8, Emm5, Emm6 a CAM17) poskytly
polymorfni produkt u nékterych téi druhu pelikand, 6 part primera (AM13, TG03-098,
CAM11, Em8, Emm8 a Manl3) poskytlo polymorfni produkt u nékterych dvou druha
pelikant. Zbyvajicich 30 para primert amplifikovalo polymorfni produkt pouze
u jednoho z testovanych druhu pelikant. Kvili absenci poli spoleénych pro pelikana
bileho a afrického a pro pelikana kadetavého a skvrnozobého, neni na obrazku ¢. 13

znazornén pocet pard primert poskytujici polymorfni lokusy spole¢né pro danou dvojici
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pelikani. Nicméné mezi obéma zminénymi dvojicemi pelikant se nevyskytoval zadny
par primeru, ktery by amplifikoval polymorfni produkt pouze u téchto dvou dvojic druhd.

A z celkového poc¢tu 138 para primerd (amplifikujicich jiz charakterizované
polymorfni lokusy) bylo pro pelikana bilého a afrického pfitom nalezeno 9 part primerti
spole¢né témto dvéma druhtim. U pelikana kadefavého a skvrnozobého nebyl nalezen

Zadny par primert poskytujici polymorfni produkt spole¢ny témto druhtim.
Pelikan bily

50/23/

1/1/ 1172/
4/1/

Pelikan Pelikan

1/0/ 410/ 16/2/ 18/3 8 /3/

kaderavy skvrnozoby

1/0/
0/0/ 4/3/

Pelikan africky

Obrézek €. 13: Rozlozeni vSech 138 /42/ doposud nalezenych part primera
amplifikujicich jiz charakterizované polymorfni mikrosatelity alespon u jednoho ze ¢tyt
druhti pelikant. Cisla zvyraznéna tuéné predstavuji celkovy podet pari primert
amplifikujicich polymorfni produkt u jednotlivych, respektive piekryvajicich se druht
(Bartoiikové, 2013 a tato prace). Cisla v zavorkéch // predstavuji pouze poéty part
primert, Které byly ptivodné navrzené pro amplifikaci mikrosateliti u zastupcu z fadu
tucnaci a konzervovanych ptac¢ich mikrosatelita (tato prace).

Piedpoklad fylogeneze ¢tyr druhii pelikani

Na zakladé srovnani polymorfnich mikrosatelitdi, u 4 druhi pelikanu,
pochézejicich od vybranych zastupci z fadu tuciaci a univerzalnich ptacich
mikrosatelitl, lze pfedpokladat, Ze pelikdn bily je z testovanych druhii pelikani
nejpiibuznéjsim druhem k ostatnim zastupcim kladu Aequorlitornithes (Prum et al.,
2015). Coz by mohlo také znamenat, ze v ramci testovanych druhi pelikant je evolu¢né

nejstar$i. A jelikoz v tomto potadi (bily, skvrnozoby, africky, kadetavy) ubyva
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spole¢nych polymorfnich mikrosatelitl, prodluzuje se ziejmé evolucni vzdalenost
(ptibuznost) jednotlivych druhti pelikant k ostatnim zastupcim kladu Aequorlitornithes,
u kterych se tyto mikrosatelity testuji. VéEtSina para primert, navrzenych pro amplifikaci
vySe zminénych mikrosateliti, které byly nalezeny u pelikana kadefavého (neobhajovana
bakalaiska prace Ivety Dankové, Gstni sdéleni vedouciho prace) poskytuje (s vyjimkou
10 part primerti) polymorfni produkt také u pelikana afrického (Kopecna, 2020). Déle
pak pary primert amplifikujici polymorfni produkt u p. kadetavého a afrického poskytuji
také polymorfni produktu p. skvrnozobého (Sulakova, 2017) (ktery méa oviem 2 pary
primerti navic). Nejvice partt primert poskytujicich polymorfni lokusy ma pelikén bily

(tato prace).

Srovnani polymorfnich mikrosateliti u pelikdna bilého a u dalSich testovanych
druhi z kladu Aequorlitornithes

Cross-species PCR amplifikaci mikrosatelitd pivodné nalezenych u nékterych
zastupci kladu Aequorlitornithes (Prum et al., 2015) se na Katedfe bunécné biologie
a genetiky PfF UPOL zabyva Laboratoi popula¢ni genetiky. Ta testuje pievazné pary
primerti, které jsou navrzeny pro amplifikaci mikrosateliti pochazejicich pravé od
zastupcut tohoto kladu.

Na ptitomnost polymorfnich mikrosatelitti, ptivodn¢ nalezenych u zastupct z fadu
tuénaci a univerzalnich pta¢ich mikrosateliti, byli v bakalafskych pracich Pechova
(2014), Gajdosikova (2020) a KoSatova (2020) testovani nesyt indomalajsky, resp. c¢ap
bily a ¢ap simbil. U potapky rohace byly tyto mikrosatelity testovany v bakalarské praci
Filipova (2016) a nasledné charakterizovany v diplomové praci Janusova (2017). Dale
byly testovany dva druhy plamendki: plamendk karibsky, u néhoz byly mikrosatelity
testovany v bakalaiské praci Zlochova (2017) a nasledn¢ charakterizovany v diplomové
praci Suldkova (2019), a plamenak raZovy, u n&jZ byly lokusy testovany v bakalaiské
praci Klaclova (2018) a charakterizovany v diplomové praci VereSova (2020). Dale byly
na pritomnost vyse zminénych polymorfnich mikrosatelitd testovany a charakterizovany
tii druhy pelikant: pelikan bily, skvrnozoby a africky. U pelikana afrického byly
mikrosatelity pivodné navrzené pro zastupce z fadu tucnaci a univerzalni ptaci
mikrosatelity testovany v bakalafské praci Adamkova (2019) a charakterizovany
v diplomové praci Kopecnd (2020), u pelikdna skvrnozobého byly vySe zminéné
mikrosatelity testovany v bakalaiské praci Sulakova (2017). U pelikana bilého jsem

polymorfismus téchto mikrosateliti testovala ve své bakalaiské praci (Kremlova, 2019)
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a nalezené polymorfni mikrosatelity jsem charakterizovala v této diplomové praci.
Srovnani vysledki mé diplomové prace (tato prace) s vysledky testovani dalSich
studentek, které se zabyvaly amplifikaci mikrosateliti nalezenych u zastupcii z fadu
tuénaci a univerzalnich pta¢ich mikrosatelitd, jsem uvedla v tabulce ¢. 10.

Tabulka ¢. 10: Piehled nalezenych polymorfnich mikrosatelitt u pelikana bilého
puvodné navrzenych pro zastupce z fadu tucidci a univerzalni ptaci mikrosatelity
asrovnani s vysledky testovani u dalSich deviti druhti z kladu Aequorlitornithes.
V zavorkach // jsou uvedeny pocty testovanych jedincu, ¢isla udavaji pocéet nalezenych
alel na dany lokus, m jsou lokusy vyhodnocené jako monomorfni, NT jsou lokusy, které
nebyly u daného druhu testovany, NA je oznaceni lokusu, ktery nebyl amplifikovan.

Drubh s /poétem testovanych jedincii/ a po¢tem nalezenych alel

3 ~ 8 3

= \\ ~ N 2 28 2~ = S T T~

Lokus & 5\8 8 = NUCNINS 8 T2 = a N ¢ o < S

> £5 58 2§ I8 2§ 2% 5¢ I8 Eg

28 S¢ oF 22 9% 5% 2% =% 5§ B¢

S5 G8 G2 w2 82 82 ZS 228 B2 o0

Xg X2 X5 23 Eg EE 22 a2 §£2 %5

SE 22 24 28 £ £2.92 5% £2 24

Ech008 5 2 3 2 m m m m m m
Ech011 2 m m m 2 2 3 m m m
Ech039 5 m m m m 16 m m m m
Ech060 6 m m m m m m m m m
Ech113 4 m m m m m m m m m
Emmb5 4 3 2 m 5 3 m m 3 m
Emm6 2 2 2 m m m m m m m
Em8 7 5 3 m 5 m m 3 m NT
Em14 3 m m m m m m 2 2 NT
Em21 2 m m m m m m m 2 NT
Em23 4 m m m 7 7 3 m m NT
AM13 3 m 2 m m m m m m m
PNNO5 4 m m m m m m m m m
Sh2Ca21 2 m m m m 2 m m m m
Sh2Ca49 3 m m m m m m m m m
Pygantarcll 2 m m m m m m m m NT
Pygantarcl19 2 m m m m m m m m NT
TGO01-114 2 m m m m m m m m m
TGO01-148 2 m m m 2 m 3 m m m
TG03-031 2 m m m m m m m m m
TG03-098 7 m m 2 m m m 2 2 2
TG04-012 8 m m m m m m m 2 m
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Tabulka ¢. 10: Pokrad¢ovani.

Druh s /poctem testovanych jedincii/ a poc¢tem nalezenych alel

S ~~
3 O S
~ > B m ; —_~ S>>
(q\] ~~ ~~ ~~
. < _S_% v_*% . 23 _ 3%
—

Lokus N 22 22 £ 88 £ -8 ey &g
= o o 85 =22 s8d ©o < S o —
> f£& S8 3¢ LA 2R Za 3% €Q ER
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c \© c.5 €38 == 2 0o 2 o £ 3 =52 25 £ >
\C o Wo W2 | > & ‘B o Q ) o
Xo X8 X5 23 E2 EE 28 o2 &2 5%
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TG04-061 7 m m m m 4 3 m 6 m
TG08-24 (1) 4 m m m m m m 2 m m
TG13-016 3+4+2 m m m m m m m NA m
TG13-017 4 m m m m m m 2 m m

CAMO3 2 m m m 2 m m m m 4

CAM11 3 m 2 m 2 3 2 2 5 5

CAM17 7 m 3 2 m m m m 6 m

CAM19 2 m m m 2 m m m 3 m

CAM20 2 m m m m 5 m m m m

CAM24 5 3 2 2 7 4 2 2 5 m

vvvvvv

testovanych druhi. Déle pak lokus CAM11, ktery je polymorfni u 8 z 10 testovanych
druht. Jeden lokus (Emm5) byl polymorfni u 6 z 10 testovanych druht. Lokusy Em8
a TG03-098 byly polymorfni u 5 druhd, pét lokusi bylo polymorfnich u ¢tyt druhti, sedm
lokust u tfi druhti a dalSich osm u dvou druhti. Celkové devét lokust bylo polymorfnich

pouze u pelikana bilého.

Vazba polymorfnich mikrosateliti u 21 jedinca pelikana bilého

V ramci této diplomové prace jsem prostiednictvim cross-species PCR
amplifikace se 32 pary primert, ptivodné navrzenymi pro amplifikaci mikrosatelitt
U zastupcil z fadu tucnaci a konzervovanych ptacich mikrosatelit, nalezla u 21 jedinct
pelikana bileho 34 polymorfnich lokust. Bartorikova (2013) ve své diplomové préci
nalezla 84 polymorfnich lokust (82 paru primerti), u kterych uréila konstituce alel u 21
totoznych jedinct pelikana bilého jako j& v této praci. Tyto pary primert byly pavodné
navrzeny pro amplifikaci mikrosateliti nalezenych u zéstupcii z celedi faetonoviti,
kormoranoviti, fregatkoviti, terejoviti, pelikanoviti, volavkoviti, ibisoviti, ¢apoviti,

plamenakoviti, alkoviti a tu¢nakoviti. Jelikoz byl lokus AM13 analyzovan v obou pracich
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(vysvétleno jiz na zacatku kapitoly Diskuse), je dohromady pro pelikdna bilého
charakterizovano 117 polymorfnich mikrosatelitnich lokustit amplifikovanych
prostiednictvim 113 para primert.

Nejprve jsem pomoci programu Genepop 4.7.5 (Rousset, 2008) provedla analyzu
vSech 34 polymorfnich lokust, které jsem charakterizovala ve své diplomové praci (tato
prace) a nalezla jsem velmi silnou vazbu mezi lokusy Ech113 a TG04-012. Déle jsem
provedla spole¢nou analyzu vSech 117 polymorfnich lokusu (Bartonikova, 2013 a tato
préace) a kromé potvrzeni vazby Ech113 s TG04-012, jsem také ovétila vazbu mezi lokusy
Fminl3 a Phaari03, kterou jiz detekovala Bartonikova (2013), dale jsem vsak nalezla
vazbu mezi jednim lokusem nalezenym mnou (CAM11) s jednim lokusem (PeEr05)
nalezenym Bartonkovou (2013). Kromé téchto lokust, které jsou urcité ve vazb¢, byly
tésné za hranici vazby dvé dvojice lokusu: Sn2A-36 s CAM11 a Sn2A-36 s PeEr05.

Polymorfni mikrosatelity vazané na pohlavi u pelikana bileho

Na zaklad¢ zjisténych alelovych konstituci u vsech 21 jedinct pelikana bilého
vykazovaly dva z 34 polymorfnich lokust vazbu na pohlavi, respektive vazbu na pohlavni
lokusu TG13-016, pricemz samice se na zakladé vyhodnocenych geld jevily jako
homozygotni, samci pak byli hetero- nebo homozygotni. Moznou vazbu na pohlavi jsem
stanovila také u lokusu Emm6 a TG03-031, ale jelikoZ se u prvniho zminovaného lokusu
nevyskytuje mezi 21 jedinci zadny heterozygotni genotyp a u druhého zminovaného
lokusu se mezi 21 jedinci vyskytuje pouze jeden heterozygotni genotyp, je u obou téchto
lokusti vazba na pohlavi velice sporné. Oba tyto lokusy maji kromé toho pouze dv¢ alely
a pro ovéfeni vazby by muselo byt otestovano vétsi mnozstvi jedinct obou pohlavi.
Bartonkova (2013) prostiednictvim genotypiza¢ni analyzy 84 polymorfnich lokust u
pelikana bilého nalezla 3 lokusy vazané na pohlavi. Lokusy Eru03 a PeEr05 vykazovaly
vazbu na pohlavni chromozom Z. Lokus Sn2A-36 byl také vazany na pohlavi, ale typ
vazby na pohlavi byl jiny, nebot’ v§ichni samci byli homozygotni pro delsi alelu a vSechny
samice byly heterozygotni, coz je zcela naopak oproti klasické vazbé na chromozom Z.

Na zéakladé vypoctené hodnoty pravdépodobnosti vazby (p-value) programem
Genepop 4.7.5 (Rousset, 2008) Ize stanovit, jak silnad je vazba mezi lokusy. Pokud je
hodnota p-value 0,000000, existuje mezi lokusy velmi silnd vazby. V piipadé, ze je
hodnota p-value nizsi nez 0,0002, hodnotime lokusy stale jako vzajemné vazané.

Piekroc¢i-li v§ak hodnota p-value tuto hrani¢ni hodnotu, pak dané lokusy jiz ve vazbé
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nejsou. V tabulce ¢. 11 jsou uvedeny vybrané hodnoty p-value vyhodnocené programem
Genepop 4.7.5 (Rousset, 2008).

Tabulka ¢. 11: Hodnoty p-value vybranych mikrosatelitnich lokusovych para dle
Klesajici sily vazby. Dvojita ¢ara oddéluje lokusy, které jsou ve vazbé od lokusi, které ve
vazbé jiz nejsou. Pfi¢emz u prvnich dvou para lokusi je prvni z dvojice zaroven vazany
na pohlavni chromozom Z.

Mikrosatelitni lokusovy par p-value
Ech113 TG04-012 0,000000
PeEr05 CAM11 0,000000

Eru03 CAM11 0,019044
Eru03 TG13-016 0,121188
Eru03 PeEr05 0,165960
TG13-016 Ech113 0,215154
TG13-016 PeEr05 0,270030
Ech113 Eru03 0,326042
Ech113 PeEr05 0,403962
Ech113 CAM11 0,488972

Vzhledem k tomu, ze lokusy Ech113 a PeEr05 jsou vazané na pohlavi a zaroven
jsou v silné vazbé s lokusy TG04-012, respektive s CAM11, je velmi pravdépodobné, ze
i tyto dva lokusy budou vézané na pohlavi. Lokus TG04-012 je dle Dawson et al. (2010)
vazany u zebficky pestré na chromozom 4, ovSem u pelikana bilého se jevi jako pohlavné
vazany. Lokus CAM11 lokalizuji Dawson et al. (2013) na chromozomu Z, u pelikdna
bilého se také jevi jako pohlavné vazany, protoze je, jak jiz bylo zminéno vyse, v silné
vazb€ s pohlavné vazanym PeEr05.

Na zaklad¢ ziskanych hodnot p-value z programu Genepop 4.7.5 (Rousset, 2008)
jsem odhadla ptibliznou vzdjemnou pozici mikrosatelitnich lokusti na pohlavnim
chromozomu Z (viz Obrazek ¢. 14). Jedna se v$ak pouze o odhad vychazejici z p-hodnot,

které zde naznacuji vzdalenosti lokust.

TG04-012(Ech113 TG13-016 Eru03 — CAM11| PeEr05 —

Obréazek ¢. 14: Priblizné schématické znazornéni vzajemné pozice pohlavné vazanych
mikrosatelitnich lokust Ech113, TG13-016, Eru03, PeEr05 a mikrosatelita CAM11
a TG04-012, které jsou s velkou pravdépodobnosti také vazané na pohlavni
chromozom Z.
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Testovaneé a charakterizované polymorfni mikrosatelity u pelikana bilého

Z celkového poc¢tu 835 testovanych part primerd bylo pro pelikdna bilého
doposud nalezeno celkem 159 part primeru, které amplifikuji 164 polymorfnich
mikrosatelitnich lokusi. Uvedené pary primert byly ptivodné navrzeny pro amplifikaci
mikrosateliti odvozenych od druhtt z c&eledi faetonoviti (2), kormoréanoviti (8),
fregatkoviti (4), terejoviti (10), pelikanoviti (17), volavkoviti (12), ibisoviti (8), ¢apoviti
(11), plamenakoviti (8), alkoviti (1) a tu¢nakoviti (17), dale pak od vybranych druha
z ¢eledi albatrosoviti (8), buinakoviti (26), buinackoviti (11), kulikoviti (1) a v neposledni
fadé¢ pro amplifikaci univerzalnich pta¢ich mikrosateliti (15) (viz Obrazek ¢. 15). A byly
testovany v bakalaiské praci Hudzieczkova (2019) a charakterizovany v diplomovych
pracich Bartoiikova (2013) a tato prace.

Pocet part primert a jimi amplifikovanych polymorfnich lokusti je ovsem pouze
predbézny, nebot’ je ve 159 parech primeru (164 polymorfnich mikrosatelitech) zahrnuto
také 45 part primert (amplifikujici 46 polymorfnich lokusti od trubkonosych) a jeden par
primerti (amplifikujici 1 polymorfni lokus od dlouhoktidlych), které byly prozatim jen
testovany a jejich charakterizace bude teprve provedena.

faetonoviti (2)

kormoranoviti (8)

terejoviti (10)

tucnakoviti (17)

konzervované ptaci
mikrosatelity (6) L
fregatkoviti (4)
EST ptaci

mikrosatelity (9) pelikanoviti (17)

volavkoviti (12)

. ibisoviti (8)
albatrosoviti (8)
buiniakoviti (26)
buinackoviti (11)
kulikoviti (1)

capoviti (11)

plamenakoviti (8)

\alkoviti (D)

Obrazek €. 15: Rozlozeni 159 pard primerd amplifikujicich polymorfni mikrosatelitni
lokusy u pelikana bilého vzhledem k jejich zdrojové ¢eledi. Cisla za Geledi udavaji pocet
parti primertu poskytujici polymorfni produkt. Zelena vyse¢ znazoriiuje pary primert
amplifikujici polymorfni lokusy, které zatim nebyly charakterizovany.
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Mikrosatelity potencialné vhodné pro dalsi cross-species testovani u pelikana bilého

Mikrosatelity jsou stale vyuzivany pii testovani paternity, ale také pii testovani
dal$ich vztaht uvniti i mezi populacemi jednotlivych druht. Pelikani sice nepatii mezi
ohroZené druhy ptakd, ale z dtivodu stalého znecistovani je vhodné populace pelikant
ptinejmensim sledovat. Pelikan bily je v ramci testovani mikrosateliti pochazejicich od
jinych zastupct kladu Aequorlitornithes (Prum et al., 2015), nejlépe recipientnim
druhem, coz znamena, ze mikrosatelity, které jsou u pelikana bilého polymorfni, maji
velkou sanci, Ze budou polymorfni takeé u ostatnich druht pelikana. Mikrosatelity, které
by byly polymorfni u pelikana bilého mohou byt cca ze &étvrtiny také polymorfni
u pelikana kadetavého, u pelikana afrického je Sance polovi¢ni a u pelikdna skvrnozobého
je tato Sance dvoutietinova.

Testovani mikrosatelitl pochazejicich od druhii z kladu Aequorlitornithes
u pelikana bilého za Gc¢elem nalezeni polymorfnich mikrosatelit, ma vyznam, coz jiz
naznacila Ranochova (2008), ktera u pelikana bilého mimo mikrosatelity pochazejicich
od raznych skupin kladu Aequorlitornithes testovala také mikrosatelity od pévct.
A piestoze tyto mikrosatelity byly vysoce polymorfni u nejriznéjSich druhti pévcd,
u pelikéna bilého nebyl polymorfni zadny z nich.

Pokud by tedy byla snaha najit dal$i polymorfni mikrosatelity pro pelik&na bilého
nebo pro pelikany obecné, doporuéila bych v prvni fadé dotestovat dalsi nalezené
a doposud netestované pary primert, od druhd, u kterych vime, ze poskytuji polymorfni
produkt, nebot’ byly u pelikana bilého v Laboratofi populacni genetiky KBB PiF UPOL
jiz testovany. Jedna se pfevazné o pary primerl navrzené pro amplifikaci mikrosatelitti
od nekterych zastupct z fadu tuénaci (Vianna et al., 2017), trubkonosi (Danckwerts et
al., 2016; Gravley et al., 2019), ¢api (Turjeman et al., 2016), Suliformes (Rodrigues et
al., 2017) a Pelecaniformes (Wirtz et al., 2016).

Jelikoz dochazi k uspésné amplifikaci mikrosatelith napii¢  kladem
Aequorlitornithes, bylo by vhodné otestovat také mikrosatelity, které byly popsany
u druht z fadu dlouhok#idli (Hasegawa et al., 2005; Kiipper et al., 2008; Farrel et al.,
2012 a dalsi). Nebot’ mikrosatelity nalezené u zastupcii z tohoto fadu nebyly doposud
u pelikana bilého testovany, s vyjimkou péti testovanych v bakalaiské praci
Hudzieczkova (2019) a dvou charakterizovanych v diplomové praci Bartofikova (2013).
Déle doporucuji otestovat také mikrosatelity, které byly nalezeny u kagu chocholatého
(Rhynochetos jubastus) pochazejiciho z fadu slunatci. Testovani téchto mikrosatelitt by

mohlo ukazat, jak jsou zastupci zminénych fadu ptibuzni ptakiim rodu pelikan.
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[ Zavér

V této diplomové praci jsem prostiednictvim cross-species PCR amplifikace u 21
neptfibuznych jedinci pelikdna bilého (Pelecanus onocrotalus) otestovala
a charakterizovala vybrané polymorfni mikrosatelity.

DNA pelikéna bilého jsem postupné amplifikovala za pouziti parti primert, které
v mé bakalaiské praci (Kremlova, 2019) poskytly polymorfni produkt. Jednalo se o 18
pari primert ptivodné navrzenych pro amplifikaci mikrosatelitd u zastupct z fadu tucnaci
(Sphenisciformes) a 16 para primerd navrzenych pro amplifikaci univerzalnich ptacich
mikrosatelitt. Déle jsem provedla cross-species PCR amplifikaci univerzalniho ptaciho
mikrosatelitu CAM24, ktery byl v mé bakalaiské praci (Kremlova, 2019) vyhodnocen
jako monomorfni.

Nalezla jsem celkem 32 para primert amplifikujicich 34 hodnotitelnych
polymorfnich lokust. Z 32 part primert poskytujicich polymorfni produkt bylo 17
puvodné navrzeno pro amplifikaci mikrosateliti u zastupct z fadu tucnaci a 15 pari
primert bylo ptivodné navrzeno pro amplifikaci univerzalnich pta¢ich mikrosateliti. Par
primert amplifikujici mikrosatelitni lokus TG13-016 poskytl tfi polymorfni produkty.

U vSech hodnotitelnych mikrosatelitnich lokust jsem stanovila pocet a konstituci
alel u 21 nepiibuznych jedinc pelikana bilého. Celkové jsem tedy prostiednictvim
programu Cervus 3.0.7 charakterizovala 33 vzajemné nezavislych mikrosatelitnich
lokust, s primérnym poctem alel na lokus 3,7. Za pouziti programu Genepop 4.7.5 jsem
nasledné ovétila moznou vazbu mezi vSemi dvojicemi lokusu a zjistila jsem, Ze lokus
Ech113 je ve vazbé¢ s lokusem TG04-012. Nalezla jsem také dva, respektive ¢tyii, lokusy
vazané na pohlavni chromozom Z (Ech113, prvni polymorfni oblast lokusu TG13-016,
CAM11 a TG04-012).

Spole¢né se 34 mikrosatelity charakterizovanymi v této diplomové préci je pro
pelikana bilého v sou¢asné dobé nalezeno 164 polymorfnich lokust (159 pard primeri),
z nichz 117 je jiz statisticky charakterizovdno na souboru 21 neptibuznych jedinct
a dalsich 47 polymorfnich mikrosateliti (46 part primert) je potieba v budoucnu jesté

charakterizovat.
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9 Priloha

Piiloha ¢. 1: Charakteristika 34 polymorfnich lokust u 21 nepfibuznych jedincu pelikana bilého. Vystup z analyzy programem Cervus 3.0.7.

Lokus k N Hobs Hexp PIC NE-1P NE-2P  NE-PP NE-I NE-SI HW F (null)
Ech008 5 21 0,333 0,530 0,482 0,854 0,693 0,516 0,268 0,559 NS 0,2137
Ech011 2 21 0,190 0,177 0,157 0,985 0,921 0,861 0,700 0,839 ND -0,0432
Ech039 5 21 0,762 0,712 0,655 0,713 0,533 0,343 0,133 0,436 NS -0,0346
Ech060 6 21 0,524 0,505 0,464 0,866 0,705 0,527 0,286 0,575 NS -0,0174
Ech113 4 21 0,190 0,631 0,552 0,797 0,646 0,479 0,211 0,495 * 0,5470
Emm5 4 21 0,619 0,631 0,551 0,803 0,653 0,494 0,213 0,495 NS -0,0149
Emm6 2 21 0,000 0,483 0,360 0,889 0,820 0,728 0,390 0,612 sk 0,9991
AM13 3 21 0,571 0,595 0,490 0,832 0,714 0,576 0,267 0,526 NS 0,0118
PNNO5 4 21 0,429 0,692 0,619 0,750 0,585 0,413 0,162 0,453 NS 0,2092
Sh2Ca21 2 21 0,286 0,251 0,215 0,970 0,893 0,819 0,600 0,778 ND -0,0733
Sh2Ca49 3 21 0,476 0,612 0,531 0,821 0,676 0,524 0,229 0,508 NS 0,1046
Em8 7 21 0,762 0,780 0,727 0,628 0,449 0,261 0,092 0,392 NS -0,0097
Em14 3 21 0,524 0,617 0,523 0,819 0,685 0,539 0,238 0,508 NS 0,0548
Em21 2 21 0,381 0,372 0,297 0,934 0,852 0,766 0,472 0,687 NS -0,0244
Em23 4 21 0,429 0,645 0,560 0,790 0,643 0,482 0,207 0,487 NS 0,1986
Pygall 2 21 0,190 0,177 0,157 0,985 0,921 0,861 0,700 0,839 ND -0,0432
Pygal9 2 21 0,048 0,048 0,045 0,999 0,977 0,956 0,910 0,954 ND -0,0046
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Priloha €. 1: Pokracovani.

Lokus k N Hops Hexp PIC NE-1P NE-2P  NE-PP NE-I NE-SI HW F (null)
TGO01-114 2 21 0,190 0,177 0,157 0,985 0,921 0,861 0,700 0,839 ND -0,0432
TG01-148 2 21 0,095 0,093 0,087 0,996 0,957 0,919 0,831 0,912 ND -0,0152
TG03-031 2 21 0,048 0,048 0,045 0,999 0,977 0,956 0,910 0,954 ND -0,0046
TG03-098 7 21 0,857 0,814 0,766 0,576 0,398 0,214 0,071 0,370 NS -0,0356
TG04-012 8 21 0,762 0,724 0,663 0,694 0,520 0,328 0,129 0,429 NS -0,0358
TGO04-061 7 21 0,810 0,811 0,766 0,575 0,395 0,207 0,069 0,372 NS -0,0067

TGO08-24(1) 4 21 0,238 0,261 0,240 0,967 0,868 0,767 0,570 0,765 ND 0,0868
TG13-016-1 3 21 0,143 0,484 0,424 0,888 0,752 0,610 0,327 0,595 NS 0,5300
TG13-016-2 4 21 0,238 0,502 0,457 0,872 0,714 0,544 0,293 0,578 NS 0,3296
TG13-016-3 2 21 0,429 0,345 0,280 0,943 0,860 0,776 0,497 0,706 ND -0,1189
TG13-017 4 21 0,619 0,664 0,593 0,771 0,608 0,435 0,179 0,471 NS 0,0304
CAMO3 2 21 0,429 0,345 0,280 0,943 0,860 0,776 0,497 0,706 ND -0,1189
CAM11 3 21 0,333 0,605 0,521 0,826 0,685 0,535 0,238 0,514 NS 0,2904
CAM17 7 21 0,619 0,816 0,766 0,579 0,401 0,221 0,072 0,369 NS 0,1261
CAM19 2 21 0,095 0,093 0,087 0,996 0,957 0,919 0,831 0,912 ND -0,0152
CAM20 2 21 0,333 0,345 0,280 0,943 0,860 0,776 0,497 0,706 ND 0,0051
CAM24 5 21 0,905 0,659 0,594 0,768 0,600 0,418 0,176 0,473 NS -0,2067
Legenda:
k pocet nalezenych alel na lokus
N pocet testovanych jedinct
Hobs pozorovana heterozygotnost
Hexp ocekavand heterozygotnost
PIC vypovidaci hodnota lokusu
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NE-1P
NE-2P
NE-PP
NE-I
NE-SI
HW

NS

ND

skksk

F (null)

pravdépodobnost chybného ptifazeni prvniho z rodi¢a k mladéti v piipadé, ze neni znam ani jeden z rodi¢u
pravdépodobnost chybného piifazeni druhého z rodic¢t k mladéti v piipadé, ze je znam prvni z rodict
pravdépodobnost chybného pritfazeni rodicovského paru k mladéti
pravdépodobnost vyskytu stejné alelové konstituce vsech polymorfnich lokust u dvou nahodné vybranych nepiibuznych jedinca
pravdépodobnost vyskytu stejné alelové konstituce vsech polymorfnich lokust u dvou ptibuznych mlad’at
soulad/odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy
lokus je v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou
lokus nelze vyhodnotit, zda je nebo neni v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou
signifikantni odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy na hladiné vyznamnosti 5 %
signifikantni odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy na hladin¢ vyznamnosti 0,1 %
frekvence vyskytu nulovych alel

Number of individuals: 21

Number of loci: 34

Mean number of alleles per locus: 3,706

Mean proportion of loci typed: 1,0000
Mean expected heterozygosity: 0,4777
Mean polymorphic information content (PIC): 0,4233
Combined non-exclusion probability (first parent): 0,00218942
Combined non-exclusion probability (second parent): 0,00000634
Combined non-exclusion probability (parent pair): 1,557-10°
Combined non-exclusion probability (identity): 1,003-1018
Combined non-exclusion probability (sib identity): 0,00000001
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