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Souhrn

V bakaléiské praci jsou shrnuty vysledky pilotnich experimentl, zamétfenych na
molekularni identifikaci pohlavi u riznych druht ptakd. Pro experimenty bylo vybrano 18
druhti ptaki z péti riznych adt. Pro optimalizaci molekuldrnich markerti byla pouzita DNA
izolovand z kréni, srde¢ni, a Zaludecni svaloviny a z jaternich bun¢k kura domaciho, kachny
domaci, husy domaci a krocana domaciho. Vzhledem k mému studijnimu oboru jsem se
zam¢iil predevSim na identifikaci pohlavi u exotickych ptakd chovanych v klecich a
voliéréach.

Odbeéry rostoucich brki s krvi se ukazaly jako vhodna neinvazivni metoda pro odbér
biologického materidlu urceného kizolaci genomické DNA. Tento zplsob odbéru
biologického materidlu je mozné doporucit chovatelim se z4jmem o identifikaci pohlavi
ptaki. Pro genetické analyzy lze pouzit s ispéchem i DNA izolovanou z krevni srazeniny ve
vypadlém brku. Tato sraZenina se vSak nemusi nachazet ve vSech perech. Pouzity izola¢ni kit
NucleoSpin® Tissue XS (Macherey-Nagel) se ukazal jako vhodny pro extrakci genomické
DNA. VytéZznost DNA 1 parametry jeji kvality (elektroforeticky test, poméry A260/A280 a
A260/A230) prokézaly, ze u vSech vzorkli byla ziskana vysoce cCistd vysokomolekularni
DNA.

Byly optimalizovany dva molekularni markery vyhodnocujici délku intrond genu
CHDI, které souvisi se Za W alelami tohoto genu. Pro rychlé laboratorni ur¢eni pohlavi
doporucuji pouzit marker 2550F — 2718R podle Fridolfsson a Ellegren (1999). U tohoto
markeru je mozné identifikovat rozdily mezi gonozémy Z a W pfi pouziti agar6zové gelové
elektroforézy. Pro identifikaci pohlavi je mozné pouzit rovnéz marker P2 — P8 podle Griffiths
(1998). U tohoto markeru doporucuji pouzit pro identifikaci rozdili mezi alelami kapilarni
elektroforézu. Pfi feSeni bakalaiské prace byly ziskany sekvence amplikont markeru 2550F —
2718R dosud necharakterizovanych druhli ptaka. Jednd se o sekvence labuté velké, husy
domaéci, kachny domaci, kiepelky ¢inskeé, hrdlicky zahradni, ary ararauny, Zaka Sedého,
papouSka mnisiho, kakadu riZzového, agapornise rizohrdlého a andulky vinkované. Lze
predpokladat, Ze ziskané sekvence budou v blizké dobé& uloZeny v mezinarodni nukleotidové
databazi NCBI. Ziskana molekularni data byla vyhodnocena pomoci fylogramia (programy
ClustalX TreeView), které jednoznaéné prokazaly vztah mezi sekvencemi amplikonu 2550F —
2718R a taxonomickym zatfazenim studovanych druhi do Celedi. Tento vysledek platil pro
molekularni hodnoceni obou gonozému Z a W.

Kli¢ova slova: ptaci, pohlavi, gonozomy, DNA, PCR, sekvenace



Summary

The work summarizes the results of pilot experiments aimed at the molecular
identification of sex in different bird species. It was selected 18 bird species from 5 different
orders. DNA isolated from the throat, heart, stomach and muscle, and liver cells of chickens,

domestic ducks, geese and turkey was used to optimize the molecular markers.

| focused mainly on the identification of sex in exotic birds kept in cages and aviaries
due to my field of study. Growing feathers with blood were suitable for noninvasive sampling
of biological material for the isolation of genomic DNA. This sampling method can be
recommended to breeders interested in sex identification of birds. DNA isolated from a blood
clot of plucked feathers can be successfully used for genetic analysis. This clot, however,
need not be in all pens. Used isolation kit NucleoSpin ® Tissue XS (Macherey-Nagel) proved
to be suitable for the extraction of genomic DNA. DNA vyield and its quality parameters
(electrophoretic test, ratios A260/A280 and A260/A230) showed that all samples were
obtained highly pure high molecular DNA.

Two molecular markers were optimized to evaluate the length of introns CHD1 gene,
which is related to the Z and W alleles of this gene. I'm recommending for quick laboratory
determination of bird sex apply marker 2550F - 2718R according to Fridolfsson and Ellegren
(1999). Differences between the Z and W gonozomes using agarose gel electrophoresis are
very good visible. Marker P2 - P8 according to Griffiths (1998) can also be used. I'm
recommending for this marker apply capillary electrophoresis. Sequences of marker 2550F -
2718R uncharacterised species of birds were obtained during my experiments. It is a sequence
of Cygnus olor, Anser anser f. domesticus, Anas platyrhynchos f. domestica, Coturnix
chinensis, Streptopelia decaocto, Ara ararauna, Psittacus erithacus, Myiopsitta monachus,
Agapornis reseicollis, Eolophus roseicapilla and Melopsittacus undulatus. It can be assumed
that the acquired sequences will be deposited in the near future in the international nucleotide
database of NCBI. The obtained molecular data were analyzed using phylograms (programs
ClustalX TreeView), which clearly demonstrated a correlation between amplicon sequences
2550F - 2718R and taxonomic classification of the species studied in families. This result is
applied for molecular evaluation of both gonosome Z and W.

Keywords: birds, sex, gonosome, DNA, PCR, sequencing
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1 UVOD

Urcovani pohlavi u ptaki, je dilezité hned z nékolika divoda. V pfirod¢é se ptaci
paruji prirozenym vybérem partnert, kde samci mezi sebou bojuji, predvadi se pied
samiC¢kami ritualnim tancem ¢i zpévem a dokazuji tak samickam v jaké jsou fyzické kondici,
av8ak v zachrannych programech, zoologickych zahradach a hoby chovech, kde je omezeny
pocet jedincli a tudiz i pfirozeny vybér, je tato pfirozena soucdst ptaciho chovani znaéné
omezena. Proto je dulezité znat genetickou piibuznost a piedevS§im pohlavi. VétSina druhi se
totiz v zajeti chova po parech a neznalost identifikace pohlavi by v tomto pfipadé mohla byt

velkym problémem.

U dimorfnich druhi ptakt je mozné identifikovat pohlavi na zakladé morfologickych
znakd. Dimorfni druhy se od sebe odlisuji nékolika zptuisoby. U nékterych je rozdil patrny ve
zbarveni, kde samec byva vyrazné pestie zbarven, zatimco samice je spiSe nenapadna. Jiné se
mohou lisit vokalizaci, kde samci v obdobi hnizdéni vabi samic¢ky na hnizdo a zaroven si tak
oznacuji své teritorium. Dale tento rozdil mlize byt patrny v barvé ozobi, télesné velikosti,
nebo se mohou mezi sebou lisit tvarem, velikosti a barvou zobaku, nebo napiiklad barvou

duhovky.

U monomorfni druhtt je vSak tézké odliSit samce od samice na zakladé¢
morfologickych rozdili,, a proto se u nich provadi vySetfeni pohlavnich organi pomoci
endoskopu, nebo analyzy DNA. Endoskopie ma nekolik nevyhod. Jedinec se pii odchytu
stresuje, dale pak podstupuje anestezii a nakonec dochéazi k samotnému zakroku, kde se
pomoci laparoskopu zjiStuje ptitomnost samcich, nebo samicich pohlavnich organti. Metoda
DNA je daleko citlivejsi, protoze je k ni zapotiebi jenom malé mnozstvi DNA. Jako vzorek

nam postaci kapka krve, nebo Cerstvé vypadlé brko.



2
2.1

Cil prace

Védecké hypotézy

Reseni bakalaiské prace je postaveno na nasledujicich védeckych hypotézach:

U ptaki jsou znamé sekvence genil, které jsou lokalizovany na gonozomech Z a W.
Jedna se takové geny, u kterych existuje sekvencéni polymorfismus mezi alelami

lokalizovanymi na gonozomu Z a W.

Gen CHDI byl u ptaka lokalizovan na gonozdémech Z a W. Rozdil mezi alelami
tohoto genu byl popsan u fady ptacich druhti. Tento rozdil je zpasoben velikosti
nékterych intronovych oblasti. Lze pfedpokladat, ze i u druhti, které budou pouzity

Vv bakalatské praci, budou existovat obdobné délkové polymorfismy intronil.

Gelova a kapilarni elektroforéza predstavuje vhodny nastroj pro detekci délkovych
polymorfismi. Kapilarni elektroforéza je vhodna pro odliSeni fragmenti s mensimi

rozdily ve velikostech.

Sekvenacni analyzou lze jednoznacné stanovit polymorfismy amplikonii na bazi

substituci a deleci. Pomoci této analyzy Ize jednozna¢né urcit i velikosti amplikont.

Lze ptedpokladat, Ze existuji vztahy mezi sekvencemi amplifikovanych oblasti a mezi
taxonomickym zafazenim studovanych druhti. U ziskanych dat Ize tudiz predpokladat

jejich vhodnost pro bioinformatické vyhodnoceni.



2.2 Konkrétni cile bakalarské prace

Z vyse uvedenych védeckych hypotéz vyplyvaji konkrétni cile bakalarské prace. Tyto

cile je mozné shrnout do nasledujicich bodu:
1. Zpracovat literarni reSersi zaméfenou na molekularni detekci pohlavi u ptaki.

2. Vybrat modelové druhy ptakt, u kterych se bude provadét analyza pohlavi pomoci
DNA markert.

3. Vybrat typ vychoziho biologického materidlu a metodu izolace genomické DNA.

Provést extrakci DNA u hodnocenych vzorkii.

4. Optimalizovat PCR markery charakterizujici gen CHD1 lokalizovany na gonozémech
ZaW.

5. Provést sekvenaci vybranych marker( a ziskané sekvence porovnat s mezinadrodnimi

nukleotidovymi databazemi.

6. Vyhodnotit vztah mezi sekvencnimi polymorfismy markert hodnocenych druhii ptakt

a mezi jejich taxonomickym zatazenim.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Determinace pohlavi diferenciace samicich a sam¢ich jedinct
u ptaki

Ptéci patii mezi typické zastupce zivoCichl s odliSenim samcich a samicich jedinct.

Jedna se o takzvané gonoforistické druhy.

3.1.1 Gonozomalni determinace pohlavi u ptaku

Chue a Smith (2011) uvadéji, Ze pohlavi ptakd je primarné uréeno pomoci gend
lokalizovanych na paru pohlavnich chromozému. Dédi¢nosti pohlavnich chromozomii (ZZ u
samce a ZW u samice). Barske a Capel (2008) uvadégji, ze u ptaka a savci dochazi
k determinaci pohlavi po oplozeni, kdy pro nasledny vyvoj zygoty a jeji diferenciaci je
klicova kombinace vySe uvedenych gonozoémi. Guiguen et al. (2009) povazuji diferenciaci
pohlavi za kli€ovy proces v evoluci pohlavniho rozmnozovani. VySe citovani autofi
zduraznuji, ze diferenciace je dusledkem genetické a hormonalni regula¢ni drahy. Chue a
Smith (2011) uvadéji, ze u ptakt i saved existuji dva odlisné gonozomy (ZW respektive XY).
Podle téchto autorii je vSak obtizné hledat podobnosti mezi funkénimi geny gonozému savci
a ptaka. Tito autofi vyslovili hypotézu, Ze par gonozoémii u ptakl se vyvinul béhem evoluce
Z jiného paru autozomi nez u savct. Chue a Smith (2011) jako diikaz této teorie uvadéji to, ze
na gonozomech ptakt neni lokalizovan gen SRY, ktery hraje kli¢ovou roli v determinaci
varlat u vacnatcii a placentarnich savct. Gen SRY je u této skupiny obratlovct lokalizovan na

gonozému Y.

Hiller et al. (2004) uvadé&ji, ze vhodnym modelem pii determinaci pohlavi u ptaku je
kur domaci (Gallus gallus f. domesticus). Divodem je to, Ze v souc¢asné dob¢ je u tohoto

ptaciho druhu k dispozici kompletni sekvence jeho genomu.

Geny umisténé na jednom nebo na obou pohlavnich chromozémech kontroluji
pohlavni diferenciaci béhem embryondlniho vyvoje, kdy dochazi k tvorbé varlat u samct
(ZZ) a vaje¢nikli u samic (ZW). Rozdily mezi velikosti pohlavnich chromozémi mezi savci a

ptaky jsou patrné z nasledujiciho obrazku 1.
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Obrazek 1:  Rozdily mezi gonozomy ptakt a savet — upraveno podle Chue a Smith (2011)

A Homogametic sex Heterogametic sex
X X A A X b | A A
[ sm’i
Mamrmals
Female Male
L Z A A Z W oA A
DMRTL l
Avians
Male Female

Predpoklada se, ze geny zodpovédné za determinaci pohlavi se exprimuji nejen
Vv pohlavnich zlazach, ale rovnéz v ostatnich bunikach téla. Tento jev zpisobuje, ze bunky
vyvijejiciho se embrya ovlivni dalsi diferenciaci gonad na vajeéniky, nebo varlata. Chue a
Smith (2011) popisuji rozdily mezi pta¢imi gonozémy W a Z. Uvadégji, ze Z gonozém je u
vSech ptacich druhti vyrazné¢ vétsi a lze predpokladat, ze obsahuje mensi mnozstvi
heterochromatinovych oblasti. Z pohledu exprese gent je mozné tento chromozém povazovat
za geneticky aktivngj$i. Na gonozomu Z je lokalizovan rovnéz gen DRMTI, ktery je
zodpovédny za determinaci varlat. Naopak gonozoém W je u ptakl vyrazn€ mensi a je tvofen
zejména heterochromatinovymi oblastmi. Rozdily mezi gonozémy Za W u ptakil, jsou

znazornény na nasledujicim obrazku 2.

Obrazek 2: Rozdily mezi gonozomy Z a W u ptakt — upraveno podle Chue a Smith
(2011)
B

DMRT1 B

F 4 w
Leperwd
= } Ewchramatin
: =Heterochromatin
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Chue a Smith (2011) pfedpokladaji, Ze u modelového kura domaciho maji gonady
V prvnich etapdch embryondlniho vyvoje dipotencionalni charakter. To znamend, zZe
morfologické znaky diferenciace gondd na vajeCniky, nebo varlata jsou patrné piiblizné
Vv Sestém dnu embryonalniho vyvoje. Tito autofi za embryonalni vyvoj kufete povazuji obdobi
21 dni, kdy probiha vyvoj embrya ve vejci. V tomto obdobi se zac¢inaji projevovat rozdily ve
vyvoji gonad u samcich a samicich embryi. U sam¢ich embryi se Sertoliho buiiky diferencuji
na vnitini ¢ast — (medula) a vnéjsi kortex zanikd. Naopak u samicich embryi dochéazi ke
ztloustnuti kortexu a vakuolizaci meduly. VySe popsany vyvoj probihd u levého vajecniku.

Naopak u pravého vajecniku se nevytvati ztloustly kortex.

3.1.2 Teorie a mechanismy genetické kontroly diferenciace pohlavi

Rada autort se pokusila vysvétlit genetické a biochemické mechanismy, které mohou
zpisobit odliSny vyvoj gonad s bipotencidlnim charakterem. Chue a Smith (2011) rozdéluji

tyto teorie na dvé skupiny:
1) Teorie zalozena na ddvce genti lokalizovanych na gonozém Z
2) Teorie dominantniho ucinku geni lokalizovanych na gonozému W

Teorii dominantniho G¢inku gend lokalizovanych na gonozému W popisuji napiiklad
Clinton (1998) a Smith et al. (2007). Tito autofi se domnivaji, Ze na gonozému W, ktery je
charakteristicky pro samice, se nachdzi dominantné aktivovany gen, kodujici determinant,

vedouci k diferenciaci vajec¢niku.

Teorii efektu dvojnasobné davky genti lokalizovanych na gonozému Z vedouciho
k diferenciaci samc¢iho pohlavi vysvétluji napiiklad Smith et al. (2009) a Nanda et al. (2008).
Tato teorie je vsouCasné dobé povazovana za vice pravdépodobnou pii vysvétlovani

diferenciace pohlavi ptaki.

Chue a Smith (2011) uvadgji, ze studie vyvoje a determinace pohlavi u ptaki mutze
vyvratit tradi¢ni pohled na diferenciaci pohlavi u obratlovcii. Tato teorie predpoklada, ze
beéhem embryondlniho vyvoje se diferencuji gonaddy na vajeniky a varlata. VajeCniky a
varlata jsou potom zodpovédné za produkci hormont, které¢ ve finale vedou k diferenciaci
typickych télesnych znakl samct a samic. Zhao et al. (2010) uvad¢ji, ze vhodnym modelem

pro studium diferenciace je model gynandromorfniho kura domaciho. Tito jedinci jsou osové
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soumérni a jsou tvofeni z jedné poloviny sam¢im a z druhé poloviny samic¢im jedincem.

Typické znaky gynandromorfniho jedince jsou patrné na obrazku 3.

Obrazek 3:  Gynadromorfni jedinec kura domaciho — upraveno podle Zhao et al. (2010)

Right Left
(female) . (male)

Z obrazku je patrné, Ze samci polovina jedince ma vyrazné vyvinut&j$i prsni
svalovinu, ostruhu na jedné noze a vyrazny lalicek. U sami¢i poloviny je naopak prsni
svalovina mén¢ vyvinuta, na koncetin¢ chybi ostruha a lalti¢ek je vyrazné¢ mensi. Zhao et al.
(2010) uvadeji, ze u takového jedince pfiblizné polovina bunék obsahuje gonozémy ZZ a
druhé polovina bunék gonozémy ZW. Takovéhoto jedince je mozné oznacit, jako sexudlni
mozaiku. Pfi¢inu vzniku této sexualni mozaiky je podle Zhao et al. (2010) nutno hledat
V nespravné fungujici meidzy u matky tohoto jedince, kdy doslo k chybnému vydéleni
polového téliska béhem oogeneze. Zhao et al. (2010) predpoklada, ze diferenciace odlisnych
polovin gynandromorfa musi byt spuSténa piimo na zdkladé kombinace gonozomu

Vv jednotlivych buiik4ch. Tito autofi pfedpokladaji, Ze buiiky s kombinaci gonozoémii ZZ a ZW
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si ,,dokazi pamatovat®, v jaké pohlavi se maji vyvinout. To znamend, ze latky hormonalni
povahy, které u gynandromorfa produkuje obracend polovina téla, neovlivni diferenciaci
pohlavi. Existence gynadromorfismu u ptaku Ize povazovat za dikaz, ze pro vyvoj samciho,
nebo samiciho pohlavi, jsou dulezité jednotlivé genetické faktory, které jsou synchronizované
aktivni v kazdé bunce. Z obrazku gynandromorfa je patrna osova symetri¢nost. To znamena,
ze sam¢i a samici buniky se u tohoto jedince béhem embryonalniho a postembryonalniho
vyvoje ,,nepromisi*. Tento jev Zhao et al. (2010) oznacuje terminem, Zze nedochazi k integraci
bunék. Tito autofi rovnéZz popisuji experimenty zalozené na transplantaci bun¢k u ptaki mezi
jedinci rizného pohlavi, které také zptsobuji absenci integrace bunék. Koo et al (1985)
vysvétluji pfi¢inu téchto jevi na zakladé tvorby specifickych protilatek u samcii a samic
ptakd. Chue a Smith (2011) upozornuji vSak na to, autofi zabyvajici se studii
gynandromorfnich ptakil, nepovazuji za vyznamny vliv steroidnich hormont (testosteron a
estrogen), pti diferenciaci pohlavi. Chue a Smith (2011) uvadéji, ze kromé ptimého efektu
geni musi pifi diferenciaci pohlavi hrat dilezitou roli i hormony. Vyznam hormont pfii
diferenciaci pta¢itho embrya potvrdili naptiklad Elbrecht a Smith (1992) a Vaillant et al.
(2001). Tito autoii pracovali s embryi kufat, u kterych byla vyblokovana funkce enzymu
aromatazy, ktery je nezbytny pro syntézu estrogenu. Tito autofi pracovali s kufecimi embryi
genotypu ZW. To znamena4, ze z hlediska karyotypu se jednalo o sami¢i embrya. Pokud byla
funkce aromatazy vyblokovana v rané fazi embryonalniho vyvoje, potom se u téchto samic

gonady vyvijely jako varlata.

Autofi zabyvajici se studiemi gynandromorfnich ptaka pfedpokladaji, Ze rozdily mezi
samci a samicemi ptakl V télesné stavbé budou zplisobeny ziejmé dvoji davkou gonozému
Z u sam¢ich jedinct. Chue a Smith (2011) ptredpokladaji, ze u kazdého jedince bez ohledu
pohlavi vznika vzdy alespon jeden kranskryptom gonozomu Z. U samct vznikaji
kranskryptomy dva oproti jednomu kranskryptomu samic. Lze totiZ pfedpokladat, Ze proteiny
koédované gonozomem Z, vznikaji u samct ve dvojnasobném mnoZstvi oproti samicim. Tento
rozdil mize byt zodpovédny za znaky pohlavniho dimorfismu. Na rozdil od savci, kde je
jeden gonozém X u samic pfeménén na Baarovo télisko. U ptakt ke kompenzaci dvojité

davky gonozoému Z nedochazi (Melamed a Arnold 2007).

Chue a Smith (2011) uvadéji, ze existuji rovnéz druhy ptakl, kde mezi gonozémem
Za W existuji minimalni rozdily =z hlediska jejich velikost i zhlediska rozlozeni
chromatinovych a euchromatinovych oblasti. Tento jev je charakteristicky pro fad pStrosi

(Struthioniformes), naopak u 1étavych ptaku jsou patrné velikostni rozdily mezi gonozomy
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Za W. Jestlize u pstrost je predpokladan vznik témét identickych transkriptomt gonozomu
Za W pro diferenciaci sam¢iho a samiciho pohlavi, nebudou ziejmé diilezité davky celych
gonozému Z, ale ziejmée dulezitou roli budou hrat pouze nékteré geny specifické pro Z a W

gonozémy (Chue a Smith, 2011).

3.1.3 Vliv genu DRMTT1 na diferenciaci varlat u ptaku

Chue a Smith (2011) uvadéji, ze u kura doméciho je popsano pres 680 znamych genii
kodujicich zndmé proteiny, 49 novych gend a piiblizné 45 sekvenci pro RNA nekodujici
proteiny. Tito autoii predpokladaji, ze teoreticky kterykoliv z téchto genti mize hrat dilezitou
roli pii diferenciaci gondd. Za favorita mezi kandidatnimi geny je povazovan gen DRMT1
z diivodu znaéné sekvenéni podobnosti napii¢ obratlovci a soucasné z divodu vyssi exprese
saméich genti oproti sami¢im. Uloha genu DRMTI pfi diferenciaci pohlavi, byla studovana
rovnéz i u savcd, plazi a ryb (Smith et al., 1999 a Raymond et al., 1999). U ptaku se gen
DRMT1 nachézi pouze na gonozoému Z. Na gonozému W se gen DRMT1 nenachazi. Toto
zjisténi plati i pro fad pstrosy. Chue a Smith (2011) uvad¢ji, ze gen DRMT1 koduje
transkripcni faktor se zinkovymi prsty, ktery funguje jako doména se schopnosti vazat se na
molekuly DNA. Tito autofi ptedpokladaji, Ze v gonddach které se diferencuji na varlata,
dochazi k vyssi expresi tohoto genu. Na ndsledujicim obrazku 4. je zndzornéno schéma

diferenciace kufeciho embrya véetné vlivu genu DRMTI.

Obrazek 4:  Determinace pohlavi a sexualni diferenciace u kufeciho embrya — upraveno

podle Chue a Smith (2011)

Sex determination Sexual differentiation
(Inheritance of sex chromosomes)

Activation of cell autonomous
master sex determining gene/s

o m () m

Male soma
Soma — Unknown factors —<:

Female soma
& — Testi
DMRTL Estis
Gonad
W — QOvary

Unknown factor

Fertilisation Blastoderm
(ZZ or ZW)
| do | d1 | d3.5—d4.5 |
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Chue a Smith (2011) si kladou otazku, zda gen DRMT1 je skutecné tim jedinym a
dalezitym genem pro diferenciaci pohlavi ptaki. Na tuto otazku nalézaji nasledujici odpoved.
Gen DRMT1 mize hrat klicovou roli, pro diferenciaci gonad, ale pro diferenciaci dalSich
bunék, respektive tkani a organu klicovou roli hrat nebude. Zhao et al. (2009) provedli fadu
experimentll zalozenych na transformaci prekurzovych gonddovych bunck mezi jedinci
rizné¢ho pohlavi. Pomoci téchto experimentii studoval vliv exprese gent na diferenciaci
pohlavi. Chue a Smith (2011) dosli k zavéru, ze gen DRMT]1 je zodpovédny za vyvoj varlat a
ze s velikou pravdépodobnosti bude hrat dilezitou roli béhem diferenciace jednotlivych
bun¢k ve varlatech. Tito autoifi vyslovili hypotézu, Ze proteinovy produkt genu DRMTI1
aktivuje dal$i geny, jako je gen SOPS9, ktery rovnéz vede k diferenciaci varlat. Tyto vysledky
dolozili studiemi exprese obou gent, kdy gen DRMTI je exprimovan jiz za tiiapil dne od
zacatku inkubace slepi¢ich vajec a gen SOX9 je exprimovan az po Sesti dnech inkubace. Tito
autofi rovné¢z predpokladaji, ze dvojnasobna davka proteinu kédovaného genem DRMTI1

muze zpusobovat inhibici takzvané samici diferenciacni drahy, vedouci ke vzniku vajecniku.

3.1.4 Konzervovana draha vedouci ke vzniku ptacich vaje¢nikii

Jiz v ivodu této kapitoly literarni reSerSe byla nastinéna hypotéza, Ze na gonozému W
se mohou nachazet geny, které budou naopak zodpovédné za diferenciaci vajecnikt. Chue a
Smith (2011) tuto teorii pfirovnavaji k u€inku genu SRY u savct, ktery je lokalizovan na
heterogonozomu Y a je povaZovan za vyznamny pii diferenciaci sav€ich varlat. Saitoh et al.
(1991) a Chue a Smith (2011) dospéli k zavéru, Ze hledani kandidatnich genti zodpovédnych
za diferenciaci vajec¢nikii u ptakid lokalizovanych na gonozomu W bude pomérné obtizné.
Dtivodem této obtiznosti je zejména vysoké zastoupeni heterochromatinovych sekvenci na
gonozému W. Gonozoém W je rovnéz charakteristicky castym vyskytem repetetivnich
sekvenci. Tito autofi dospéli k zavéru, ze mechanismus diferenciace vajecnikit u ptdkd na
zékladé gend lokalizovanych na gonozomu W neni zcela jasny. V procesu diferenciace se
zfejm& mohou ucastnit geny FOXL2 a RSO1. Gen FOXL2 byl studovan v souvislosti
s diferenciaci vaje¢nikd jak u ptakd, tak u savcl. Jedna se o konzervované sekvence a lze
tudiz predpokladat obdobny ucinek pfi vzniku vaje¢nikti u riznych obratlovet. Hudson et al.
(2005) dospél k zavéru, ze gen FOXL2 bude v kufecich embryich ovliviiovat tvorbu enzymu
aromatazy, kterd je nezbytna pii biosyntéze estrogenu. Gen RSO1 koduje vznik proteinu R —
spodin 1. Smith et al. (2008) uvadi, Ze v kutecich embryich je gen RSO1 exprimovéan zejména
Vv oblasti kortexu gonad a naopak gen FOXL2 je exprimovan zejména v oblasti meduly. Chue
a Smith (2011) ptedpokladaji, ze geny DRMT1, FOX2 a RSOI1 budou hrat kli¢ovou roli
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v kaskad¢ biochemickych a fyziologickych procestt vedoucich k diferenciaci varlat a

vajecnikl ptakti. Hypotéza o ucinku téchto gentl je znazornéna na nésledujicim obrazku 5.

Obrazek 5:  Molekularni hypotéza u roli geni DRMT1, FOXL2 a RSOI pfi diferenciaci
gonad ptakt — upraveno podle Chue a Smith (2011).

4y /> DMRTL—>  50x9 » Testis
% Foxl2 — Aromatase——s Estrogen
:é E >—~ Ovary
Bipotential Rspol —»  Wntd —— Stabilised
gonads B-catenin

3.2 Morfologické rozdily u dimorfnich druhii ptaka

Pohlavni dimorfismus, (pohlavni dvojtvarnost) znamena, ze se samec odliSuje od
samice. Tyto rozdily jsou patrné ve zbarveni, velikosti nebo jinych znacich, které jsou typické
pro ur¢ité druhy ptakt. V nasledujici ¢asti literarni reSerSe se zaméfim zejména na druhy
cizokrajnych ptaku, které jsou chovany Vv klecich a voliérach chovatelti. Divodem zaméteni je

obor mého bakalaiského studia.

Barva opereni

Existuje jen mdlo druhil ptaki, u kterych je rozdil v barvé opefeni mezi pohlavimi tak
napadny (Verhoef, 2006). Tento rozdil se mize lisit béhem ro¢niho obdobi. V obdobi toku
jsou samci nejvice vybarveni, zatimco mimo hnizdni obdobi jim néktery tyto znaky chybi.
Piikladem muze byt kachna divoka, kde se v obdobi pelichani li§i samec od samice pouze ve
zbarveni zobdku (Bouchner, Prochazka, 1997). Bouchner a Prochazka (1997) se domnivaji, Ze
u nekterych druhti ptakt, kde samice hnizdi v dutiné, neni tak velky rozdil mezi pohlavimi,
jako u druht hnizdicich na zemi, nebo v hnizdech. Bouchner a Pochazka (1997) uvadgji, ze

zbarveni samic hnizdicich na zemi ptisobi jako mimikry, které je tak chrani pted predatory.

Mezi cizokrajnymi ptaky chovanymi v klecich a voliérach lze nalézt fadu piiklada
pohlavniho dimorfizmu vyplyvajiciho z barvy opeteni. V nasledujicich fadcich popisuji
nekteré¢ druhy, u kterych je rozdil v opefeni nejvice odlisny. U fadu vrubozobi jsou znaky
pohlavniho dimorfismu charakteristické pouze pro nékteré rody. Napiiklad u rodu Cygnus,
Anser, Branta, neexistuji rozdily ve zbarveni pefi. Naopak u nékterych zastupca husic (rod
Chloephaga), existuji napadné rozdily mezi zbarvenim samice a samce. Vyrazny pohlavni

dimorfismus je naopak charakteristicky pro rod Anas (Veger a Kaminek, 1980).
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Vyrazny pohlavni dimorfismus zalozeny nejen na zbarveni pefi, ale i na specifickém
utvafeni ocasnich per a ocasnich krovek je charakteristicky pro fad hrabavi (Galliformes).
Tyto znaky jsou patrné zejména pro rody (Syrmaticus, Chrysolophus, Gennaeus,
Crossoptilon, Lophohoprus, Tragopan, Pavo, Galus, Meleagris). Znaky pohlavniho
dimorfismu jsou patrné i u domestikovanych forem nékterych vyse uvedenych roda. Piesto i u
fadu hrabavi (Galliformes) Ize nalézt druhy, u kterych nejsou dobie patrné znaky pohlavniho
dimorfismu zaloZzené na zbarveni pefi. Piikladem muze byt perlicka kropenata (Numida

meleagris), (Veger a Kaminek 1980).

Pro tad mékkozobi (Columbiformes) je naopak charakteristicka absence pohlavniho
dimorfismu zalozeného na zbarveni pefi (Verhoef — Verhallenova, 1990). U fadu papouski
Psittaciformes lze nalézt fadu typickych druhd s vyraznym pohlavnim dimorfismem.
Typickym ptikladem je eklektus rtznobarvy (Eklektus roratus). U tohoto druhu existuje
kolem deseti poddruhd. Rozdily mezi nimi jsou patrné zejména u samicek (Alderton, 2002).
Unikatnim znakem je zbarveni samce a samice. Rozdil mezi nimi je tak velky, Ze jeSté
donedavna byli povazovani za dva odlisné druhy (Kooten, 2010). Samec je u tohoto druhu
pievazné zeleny, zatimco samiCka je Cervena. Dal§im typickym druhem s pohlavnim
dimorfismem je agapornis Sedohlavy (Agapornis canus canus). Tento druh agapornise jak
Z ndzvu vyplyva, je odlisny ve zbarveni hlavy. Samicka je téméf celd zelend, zatimco samecek
je zeleny s Sedou hlavou (Abeele, 2006). Znaky pohlavniho dimorfismu je mozné nalézt
rovnéz u korely chocholaté (Nyphycus molladicus) u vSech zastupcti rodu alexander
(Psittacula). Znaky pohlavniho dimorfismu jsou charakteristické pro nékteré australské

papousky rodu (Polytelis, Psephotus, Aprosmyctus a Neophema).

U cCeledi pénkavovitych (Fringillidae) je pohlavni dimorfismus dobife vyjadien u
¢izka ohnivého (Carduelis cucullata) a u n€kterych zastupct rodu (Volantinia a Passerina). U
kardinali jsou naopak znaky pohlavniho dimorfismu obvykle nevyrazné (Verhoef —
Verhallenova, 1990, Veger 1988, Dienstbier, 1980). U skupiny astrildii a amadin Ize rovnéz
nalézt fadu ptikladi vyrazného pohlavniho dimorfismu zalozeného na zbarveni pefi.
Typickym piiklady jsou zastupci rodu (Lagunostica a Pytilia). Znaky pohlavniho dimorfismu
1ze nalézt rovnéz u amadiny paskované (Amadina fasciata), amadiny ¢ernohlavé (Amadina
erythrocephala), amady gouldové (Chloenbia goulldiae), zebricky pestré (Taeniopygia
guttata). U nékterych druhii je typicky sezénni pohlavni dimorfismus. Ktery je

charakteristicky naptiklad pro tygficka teCkovaného (Amandava amandava). Sezoénni
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pohlavni dimorfismus je charakteristicky rovnéz pro zastupce pravych snovacti — rody

(Euplektus, Foudia, Kvukelea a Sittagra) (Robiller, 1981, Verhoef—Verhallenova, 1990).

Zvlastni moznosti identifikace pohlavi na zaklad¢ zbarveni pefi predstavuji druhy, u
nichz existuji barevné mutace s dédi¢nosti vazanou na pohlavi. V soucasné dobé existuje fada
druhti exotickych ptakt, u kterych byly takovéto mutace podchyceny a zafixovany. Jako
nazorny piiklad mohu uvést andulku vinkovanou, korelu chocholatou, rod agapornis, rod

alexander, rod rozela a dal$i druhy (Dienstbier 1980, Veger, 1988).

Barva duhovky

Nekteré druhy ptakt se daji od sebe odlisit podle barvy duhovky. Tento rozdil je
patrny piedevSsim u papouskd rodu kakadu. Kakadu ruzovy (Eolopus roseicapilla) je
charakteristicky tim, ze samec ma barvu duhovky ¢ernohnédou, zatimco samicka ji ma svétle
hnédou, v nékterych ptipadech Cervenou (Vasic¢ek, 2004). Ddle je tento rozdil patrny u
kakadut Salamounskych (Cacatua ducorpsii), kde samec ma oéni duhovku Sedocernou,

zatimco samice ji ma hnédou (Kooten, 2010).

Tvar a barva zobaku

U vétSiny druhtt zoborozcl se odliSuji samci od samic velikosti a tvarem zobaki.

Zoborozec rudozoby (Tockus eryhrorhynchus) se vyznacuje dlouhym, mirné¢ zahnutym a
krvavé rudym zobakem, ktery je u samce vétsi nez u samicky (Alderton, 2002). Zbarveni
zobaku se mize u nékterych druhtt ménit béhem hnizdni sezony. Alexander c¢insky
(Psittacula derbiana). Svrchni ¢ast zobaku je u samce syté ¢ervena se zlutou $pi¢kou, zatimco

spodni ¢ast zobédku je ¢erna (Kooten, 2010). Samicka ma cely ¢erny zobak (Grahl, 1984).

Ne&kteti autofi uvadi, Ze je mozné vypozorovat rozdily ve velikosti a tvaru zobaku
mezi samci a samicemi u nékterych velkych papouski, jako je pifiklad rod ara. Tyto rozdily,
jsou vSak mnohdy nejednoznacné a nelze je spolehlivé pouzit pro uréeni pohlavi (Verhoef,

2006).

Barva ozobi a pritomnost koZnich utvari na hlavé

Vasicek, (2001) uvadi, Ze samci u andulek maji ozobi modré, zatimco u samic je toto
ozobi bledé¢ modré a v obdobi hnizdéni hnédé. V soucasné dobé se toto tvrzeni mize
v nékterych piipadech odliSovat vlivem barvenych mutaci. U nékterych druht mohou byt

pfitomny nékteré kozni vyriustky na zobaku. Veger a Kaminek (1980) uvadéji, Ze u nékterych
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samcU hrabavych druhti ptaka jsou pfitomny kozni ,,vyrustky” na hlavé (pousky a lalicky),
které se v dobé& toku vyrazné prokrvuji a zvetSuji. Tyto kozni derivaty jsou nejvice zastoupeny

u bazantovitych (Phasinaidae) (Horsfield, 1821) ptaku.

Velikost téla a dalsi télesné znaky

Veger a Kaminek (1980) uvadéji, Zze u vétsSiny druhti ptakd, jsou samci vétsich a
mohutnéjsich postav. To v8ak neplati pro vS§echny druhy. Bouchner a Prochazka (1997)
uvadéji, ze u dravct je tomu praveé naopak. Samice jsou vétsi a mohutnéjsi nez samci. Rovnéz
u fady papousku je pro samce typicka vétsi velikost. V chovatelské praxi je tohoto vyuzivano
pro odhad pohlavi napiiklad o rodu rozela, kde mladi samci jsou mnohdy robustnéjsi a vétsi, s
Sir$i hlavou a zobakem. Dal§im markerem pro identifikaci pohlavi u rodu agapornis miize byt
vzdalenost nohou a vzdalenost panevnich kustek, které jsou u dospélych chovnych samic
vetsi nez u sameti. U dospélych kanara 1ze odlisit pohlavi rovnéz na zaklad¢ tvaru a velikosti
kloaky (Verhoef, 2006).

Hlasové projevy

Bouchner a prochézka (1997) uvadéji, ze u ptdkl se nachazi zpévné Gstroji (syrinx).
Nejvice je vyvinuto u pévcl. Samci si v obdobi toku haji pomoci ,,zpévu‘ své teritorium a
snazi se tak zaujmout samicku. Zpév samct je pouzivan pro identifikaci pohlavi zejména u
nékterych astrildovitych pévet, u kterych nejsou patrné ostatni znaky pohlavniho dimorfismu.
Jedna se zejména o rod (Lonchura, Poephila, Pada Estrilda). Naopak u druht, které jsou
povazovany za vyborné imitatory cizich zvuka, nelze hlasové projevy pouZit pii identifikaci
pohlavi. Jednd se zejména o velké papousky, papousky ze skupiny lorii a zastupce

Spackovitych (rody Grakula a Spreo).

3.3 Zpusoby urcovani pohlavi u monomorfnich druhi ptaki

U vétSiny druhii ptakti se neda determinovat pohlavi na zakladé morfologickych
vlastnosti. Harvey et Al. (2006) uvadi, ze u dospé€lych jedincu je to u vice jak 60% druhti. A u
mladat je to jesté vice (Hyusen et al., 2002).

3.3.1 Endoskopie

v

Jeden z nejspolehlivéjSich zptsobi, jak uréit pohlavi u ptakdt je endoskopie.
Veterinarni lékaf daného jednice uspi a pomoci endoskopu (trubicka se zvétSujicimi

cockami), ktery zasune do biisni dutiny malym otvorem, urci pohlavi. Pomoci endoskopie

21



veterinaf prohlédne pohlavni organy. Samici vajecniky obsahuji malé hrbolaté uzliky, zatimco

sam¢i varlata jsou hladka a jsou fazolovitého tvaru (Abeele, 2006).

Taylor (1992) uvadi, Ze endoskopii Ize provadét z pravé i levé strany a to Ctrnacti

zpusoby.

U vétsiny ptaéich druhti je vyvinuty pouze levy vaje¢nik. Rozvoj pravého vajecniku je
obvykle potlacen a to je hlavni divod, pro¢ se endoskopie provadi pfedev§$im z levé strany.

V obdobi hnizdéni se pohlavni organy nékolikanasobné zvétsuji vlivem hormonti (Harrison,

1978).

3.3.2 Urcovani pohlavi ptaki pomoci DNA markeri

Jiz v ivodni ¢asti literarni reserSe byly popsany rozdily mezi strukturou a velikosti
gonozOmi Z aW u ptakil. Z této Casti literarni reSerSe vyplynulo, Ze gonozémy Z a W se lisi
pomérem heterochromatinovych a euchromatinovych oblasti a celkovou genetickou aktivitou.
Genetické experimenty zaméfené na mapovani a sekvenovani pta¢iho genomu odhalily, ze na
gonozomech Z a W jsou lokalizovany geny, u kterych je odli$nd velikost intronovych oblasti
Vv zavislosti na lokalizaci alely na gonozému Z, nebo gonozoému W. Takovéto geny jsou

vhodnymi kandidaty pro navrzeni genetickych markert umoznujici identifikaci pohlavi.

Gen CHD1 kodujici .,Chromohelicase-DNA-Binding Protein 1.

Typickym ptikladem, takového genu je gen CHDI1. Jeho alely v zavislosti na tom, na
kterém gonozomu jsou lokalizovany, jsou nékterymi autory oznacovany jako CHD1Z a
CHD1W. Techniky molekularni genetiky ptedstavuji vhodny nastroj pro detekci délkového
polymorfismu intronu genu CHD1. Gen CHD1 respektive proteinovy produkt, ktery je timto
genem kodovan, je povazovan za velice konzervativni gen po obratlovcich. Sekvence a
funkce tohoto genu je studovana u fady organismii vCetné ptaki. Pro tento gen lze nalézt
Vv literatufe fadu synonym, jako je napifiklad ATP dependentni helikdza, nebo
chromodoménova helikdza. Exprese genu CHDI1 probihd pifi vstupu bunky do mitézy a
béhem telofaze je proteinovy produkt inkorporovan do chromatinu. V chromatinu byla
nalezena fada vazebnych mist, na které je proteinovy produkt CHDI1 specificky vazan.
Predpoklad4a se, Ze protein kodovany genem CHDI1 hraje vyznamnou roli pfi regulaci
transkripce. U proteinového produktu lze identifikovat charakteristické domény, které mayji
schopnost vazat ATP, DNA a nukleotidy. Molekularni funkce proteinu kédovaného CHD1

spocivaji v regulaci tvorby chromatinu, helikazové a hydrolazou aktivité Stokes et al. (1995).

22



U proteinu kodovaného genem CHDI, je znama jeho prostorova struktura. Na

nasledujicim obrazku 6. jsou zndzornény vyse zminéné domény tohoto proteinu.

Obrazek 6:  Doménova struktura proteinu kodovaného genem CHDI1 — upraveno podle

http://lwww.jhu.edu/bowmanlab/images/research-image-projectl-notext.jpg

) ¥,
chromodomains ( _» m

nucleic acid strands
from superimposed
SF2 ATPases
subdomain
2B

1B

Strukturu genu CHD1 je mozné demonstrovat u pta¢iho modelového druhu — Kkur
domaci, u kterého byla provedena sekvenace genu. Pro popis struktury tohoto genu jsem
pouzil mezinarodni nukleotidovou databazi Ensembl Genome Browser

(http://www.ensembl.org/index.html).

Na obrazcich 1 a 1 je uvedeno porovnani exonintronové struktury alel genu CHDI,
lokalizovanych na gonozémech Z a W u riiznych zivocichl. Z porovnani obrazkt vyplyva, ze
tento gen se vyznacuje napfic¢ riznymi organismy znacn€ konzervovanou strukturou. U ptakt
se problematikou sekven¢nich podobnosti alel genu CHD1 zabyvali Griffiths et al. (1996). Na
obrazcich 1 a 2 je znazornéna poloha tohoto genu ve fyzické mapé gonozomu Z, respektive
gonozomu W u modelového kura domaciho. Na obrazcich 1 a 2 je zndzornéno detailni
rozliSeni exonll a intrond u genit CHDI lokalizovaného na gonozému Z, nebo W rovnéz u
kura domaciho. Z téchto dvou poslednich obrazki vyplyva, Ze alela genu CHD1 lokalizovana
na gonozomu Z je tvofena 38 exony. Alela lokalizovand na gonozomu W je tvoiena 40

gonozomy.
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Markery délkové polymorfnich intronu genu CHD1 vhodné pro identifikaci pohlavi u

ptaku

An et al (2007) uvadi, ze aplikace markeri genu CHDI je vhodné nejen pro
identifikaci pohlavi ptakd, ale rovnéZ i pro dalsi forenzni analyzy. Costantini et al. (2008) a
Fukui et al (2008) predpokladaji, Ze markery délkoveé polymorfnich introntt genu CHDI je
mozné pouzit rovnéz v ekologickych a evoluc¢nich studiich, pfi konzervaci a popisu

genetickych zdroji nebo ve Slechtitelskych programech.

Délkové polymorfni PCR marker, kdy F primer je situovan do pozice 23. exonu a R
primer se nachdzi v 24. exonu, navrhli Griffits e al (1998). Tato sekvence primera je ve
védecké literatufe bbézné oznacovana jako primerovy par P2 — P8. Tato kombinace primeril
byla pouzita i pii feSeni experimentalni ¢asti bakalaiské prace. V piehledné tabulce 1 je

uveden soubor druht ptak a autorti, ktefi tento marker pouzili.

Oblibnou strategii pro navrzeni PCR markert pouzili Fridolfsson a Ellegren (1999),
kteti rovnéZ navrhli dvojici primert lokalizovanych do exoni 17 a 18. Tato dvojice primeru je
Vv literatufe oznacovana jako 2550F — 2718R. Pouziti téchto markerti u riiznych ptacich druhii
je pfehledné zpracovano v tabulce 1. Rovnéz dvojice primerti 2550F — 2718R byla pouzita pfi

feSeni bakalarské prace.

V tabulce 1 jsou symboly + a — vyznaceny situace, kdy pomoci jednotlivych

markert byly charakterizovany gonozémy Z a W.
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Obrazek 7:  Sekven¢ni podobnosti mezi alelami genu CHD1 lokalizovanymi na gonozému Z u riznych obratlovet — upraveno podle Ensembl

(http://www.ensembl.org/index.html)

Wertebrates: 59 homalogs

Birds: 2 homologs

0 chd-1, Caenorhabditis elegans

----- O CHO 1, Saccharomyces cerevisiae

Coelomate animals: 169 homalags

CHDZ, Chicken
CHD1Z, Zebra Finch

——0 CHD L, Anole lizard

Ray-finned fish: 8 homalogs

Turkeys: 2 homologs — W ENTT TN T [ [T

| Il NIEEEE (NI E _LI0 BN Wl TTT 1T TTEETETIN

Q4w B91_PELSI, Chinese saftshell turtle
| e S e | T (I T e
s b I I N WO AN R RN AR 1 | | |
TR IR TN T T T T T T TN TR T T T TR TR R
chdl, Xenopus
[ - 1 O e e I I I Y
L—— 1 CHD1, Coelacanth
i L e I o | T (R L
. Er et p e “E T T WO AN SR Y (TR T TN
| [T 11
00 Chdl, Fruitfly

LEGEND

Branch Length

— x1 branch length
--- %10 branch length
--- %100 branch length

MNodes

O gene node

m  speciation node

®  duplication node
ambiguous node

O gene split event

Genes

Gene |ID gene of interest
Gene |ID within-sp. paralog

-4
-

Collapsed nodes Collapsed Alignmerts Bxpanded Alignments
collapsed sub-tree [] 0-33% aligned seq gap
collapsed (this gene) [0 33 -66% aligned seq aligned seq
collapsed (paralog) W 55 -100% aligned seq

25



Obrazek 8:

Contigs
Ensembl genes

Gene Legend

Obrazek 9:

Ensembl genes

Contigs

Gene Legend

Poloha genu CHD na gonozoému Z u kura domaciho — upraveno podle Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html)

—=miReverse strand

! 1.00 Mk Forward strand pme—
49,70 Mb 49.80 Mb 49,90 M 50.00 Mb 50.10 Mb 50.20 Mb 50.30 Mb 50.40 Mb 50.50 Mh 50.60 Mb
| I - I I _I
L= FAM174A “CHDZ = L= RGME “RIOKZ = L= LMPEP “ZHB =
“Ux1 > LEn
49,70 Mb 49.80 Mb 49,90 Mb 50.00 Mb 50.10 Mk 50.20 Mb 50.30 Mb 50.40 Mb 50,50 Mb 50.60 Mb
Ensermnbl Gallus gallus wersion 70.2 (WASHUC2) Chromosome & 49,680,118 - 50,680,117
I protein coding
r . /4 v r . /4 4 r
Exonové a intronové c¢asti genu CHD na gonozoému Zu kura domaciho — upraveno podle Ensembl
(http://www.ensembl.org/index.html)
66.45 Kb Forward strand me—
50.15 Mb 50.16 Mb 50.17 Mb 50.128 Mb 50.19 Mb 50.20 Mb 50.21 Mb
CHDZ-201 =

< Contigl3a.131 [ ]

50.15 Mb

protein coding

%+ttt

CHDZ-202 >
protein coding
ré——4+ v

CHDZ-203 =
protein coding

]
CHDZ-204 =

protein coding

= Contic = Cortigl33.129 8

50.16 Mh 50.17 Mb 50.18 Mb

66.46 Kb

50.1% Mb 50.20 Mb

50.21 Mhb

I protein coding

26



Obrazek 10:
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Tabulka 1:

Piehled druhti ptakd, u kterych byly aplikovany molekularni markery pro identifikaci pohlavi — 1. ¢ast

Druh Marker — par primeru 5

P2 + P8 2550 + 2718 | Auteri
¢esky nazev latinsky nazev Z W Z W
agapornis fischeri Agapornis fischeri + + Khan et al. (1998)
amazoiian modrocely Amazona aktiva + + + + Garcia a Mindell (2003)
amazonan oranZovok¥iidly | Amazona amazonica + + + + Garcia a Mindell (2003)
amazoian Zlutohlavy Amazona matrix + + + + Garcia a Mindell (2003)
amazonek ¢ernotemenny Pionites melanocephalus + + + + Cortes et al (1999)
ara ararauna Ara ararauna + Khan et al. (1998)
ara ararauna Ara ararauna + + + + Garcia a Mindell (2003)
ara maly Ara severa + + + + Garcia a Mindell (2003)
ara zelenokiidly Ara chloroptera + Khan et al. (1998)
ara zelenokiidly Ara chloroptera + + + + Garcia a Mindell (2003)
ara zelenokiidly Ara chloropterus + + Sundstrom et al. (2003)
aratinga ¢ervenolici Aratinga erythrogenys + + + + Kahn et al (1998)
aratinga dlouhoocasy Aratinga acuticaudata + + + + Kahn et al (1998)
aratinga dlouhoocasy Aratinga acuticaudata + + Sundstrom et al. (2003)
aratinga jenday Aratinga jendaya + + + + Kahn et al (1998)
aratinga slune¢nni Aratinga solstitialis + - + - Kahn et al (1998)
argus okaty Argusianus argus + + Khan et al. (1998)
bazant ¢ervenolici Lophura erythrophthalma + + Khan et al. (1998)
baZant malajsky Polyplectron malacense + + Khan et al. (1998)
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Tabulka 1:  Ptehled druhii ptaki, u kterych byly aplikovany molekularni markery pro identifikaci pohlavi — 2. ¢ast

Druh Marker — par primeru 5

P2 + P8 2550 + 2718 | Auteri
¢esky nazev latinsky nazev Z W Z W
baZant obecny Phasianus colchicus + + Sundstrom et al. (2003)
berneska bélolici Branta leucopsis + + Khan et al. (1998)
berneska bélolici Branta leucopsis + + Sundstrom et al. (2003)
berneska havajska Branta leucopsis + + + + Cortes et al (1999)
berneska velka Branta canadensis + Khan et al. (1998)
berneska velka Branta canadensis + + + + Cortes et al (1999)
¢ap bily Ciconia ciconia + - + - Cortes et al (1999)
¢ap pestry Ciconia stormi + Khan et al. (1998)
¢irka modrokiidla Anas discors + Peters et al. (2005)
emu hnédy Dromaius novaehollandiae + + + + Kahn et al (1998)
hohol severni Bucephala clandula + + Sundstrom et al. (2003)
holub chocholaty Ocyphaps lophotes + + + + Garcia a Mindell (2003)
holub nikobarsky Caloenas nicobarica + + Khan et al. (1998)
holub olivovy Columba arquatrix + + + + Garcia a Mindell (2003)
holub skalni Columba livia + + + + Garcia a Mindell (2003)
husa indicka Anser indicus + + + + Cortes et al (1999)
husice egyptska Alopochen aegyptiacus + + + + Cortes et al (1999)
husi¢ka vdovka Dendrocygna viduata + + Suh et al. (2011)
hvizdak americky Anas americana + Peters et al. (2005)
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Tabulka 1:

Piehled druhti ptakd, u kterych byly aplikovany molekularni markery pro identifikaci pohlavi — 3. ¢ast

Druh Marker — par primeru 5

P2 + P8 2550 + 2718 | Auteri
¢esky nazev latinsky nazev W Z W
hvizdak chilsky Anas sibilatrix + Peters et al. (2005)
ibis rudy Eudocimus ruber - + - Cortes et al. (1999)
jerrab kralovsky Balearica regulorum + + Khan et al. (1998)
jerab kralovsky Balearica regulorum + + + Garcia a Mindell (2003)
jerab kralovsky Balearica regulorum + + Khan et al. (1998)
kachni¢ka Kkarolinska Aix sponsa + Peters et al. (2005)
kajka moiska Somateri mollissima + + Sundstrom et al. (2003)
kakadu bily Cacatua alba + + + Kahn et al.(1998)
kakadu molucky Cacatua moluccensis + + Khan et al. (1998)
kakadu molucky Cacatua moluccensis + + + Kahn et al. (1998)
kakadu Zlutocecelaty Cacatua galerita + + Khan et al. (1998)
kakadu Zlutocelelaty Cacatua galerita + + + Kahn et al. (1998)
kakadu Zlutolici Cacatua sulphurea + + + Kahn et al. (1998)
kakariki chathamsky Cyanoramphus forbesi + + Tokunaga et al. (2007)
kakariki rudocely Cyanoramphus novaezelandiae chathamensis + + Tokunaga et al. (2007)
kasuar prilbovy Casuarius casuarius + + + Kahn et al. (1998)
kolpik ruzovy Platalea Taja - + - Cortes et al. (1999)
korela chocholata Nymphicus hollandicus + - - Turk et al. (2007)
korunac véjirovy Goura victoria + + Khan et al. (1998)
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Tabulka 1:

Piehled druhti ptakd, u kterych byly aplikovany molekularni markery pro identifikaci pohlavi — 4. ¢ast

Druh Marker — par primeru 5

P2 + P8 2550 + 2718 | Auteri
¢esky nazev latinsky nazev Z W Z W
krkavec velky Corvus corax + + Sundstrom et al. (2003)
krocan divoky Meleagris gallopavo + + Sundstrom et al. (2003)
kiepelka japonska Coturnix Japonka + Brubaker et al. (2011)
kur domaci Gallus gallus f. domestica + + Khan et al. (1998)
kur domaci Gallus gallus f. domestica + + + + Garcia a Mindell (2003)
labut’ ¢erna Cygnus stratus + + Khan et al. (1998)
labut’ trubaé Cygnus buccinator + + Bartosch et al. (2003)
labut’ velka Cygnus olor + + Khan et al. (1998)
lufiak brahminsky Haliastur indus + Khan et al. (1998)
luniak hnédy Milvus migrant + + Khan et al. (1998)
1zi¢ak pestry Anas clypeata + Peters et al. (2005)
nandu pampovy Rhea americana + + + + Kahn et al. (1998)
nesyt bily Mycteria cinerea + + Khan et al. (1998)
orebice ruda Alectoris rufa + + Berlin et al. (2006)
orel bélobrichy Haliaeetus leucogaster + + Khan et al. (1998)
ostralka Stihla Anas acuta + Peters et al. (2005)
papousek ¢ervenokiidly Aprosmictus erythropterus + + + + Garcia a Mindell (2003)
papousek patagonsky Cyanoliseus patagonus + + + + Kahn et al. (1998)
pav zeleny Pavo muticus + + Khan et al. (1998)
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Tabulka 1:  Ptehled druhii ptaki, u kterych byly aplikovany molekularni markery pro identifikaci pohlavi — 5. ¢ast

Druh Marker — par primeru 5

P2 + P8 2550 + 2718 | Auteri
¢esky nazev latinsky nazev Z W Z W
pelikan africky Pelecanus rufescens + + Khan et al. (1998)
perli¢ka lesni Guttera plumifera + + + + Garcia a Mindell (2003)
perlicka supi Acryllium vulturinum + + + + Garcia a Mindell (2003)
potapka roha¢ Podiceps cristatus + + + + Kahn et al. (1998)
pStros dvouprsty Struthio camelus + + Khan et al. (1998)
pustik te¢kovany Strix seloputo + + Khan et al. (1998)
pyrura hnédouchy Pyrrhura frontale + + Sundstrom et al. (2003)
racek stiibrity Larus argentatus + + Sundstrom et al. (2003)
racek Sedy Larus hyperboreus + + Sundstrom et al. (2003)
slipka modra Porphyrio porphyrio + + Khan et al. (1998)
sojka zlovéstna Perisoreus infaustus + + Sundstrom et al. (2003)
sova palena Tyto alba + + Khan et al. (1998)
sup kralovsky Torgos tracheliotus + Khan et al. (1998)
tetfivek obecny Tetrao tetrix + + Montell et al. (2001)
tetfivek pelynkovy Centrocesrcus urophasianus + + Sundstrom et al. (2003)
tricha orli Psittrichas fulgidus + Khan et al. (1998)
vrana ¢erna Corvus corone corone + + Fukui et al. (2008)
vrana vrubozoba Corvus macrorhynchos japonensis + + Fukui et al. (2008)
vyr velky Bubo bubo + + + + Cortes et al. (1999)
Zako Sedy Psittacus erithacus + + Khan et al. (1998)
Zako Sedy Psittacus erithacus + + + + Cortes et al (1999)
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3.4 Typy genetickych markeri

Experimentalni Céast bakalafské prace je zaméfena na aplikaci PCR markeri pro
identifikaci pohlavi ptaki. Z téchto divodi jsem do nasledujici kapitoly zpracoval struény
pfehled a charakteristiku molekularnich markerti, které maji vztah ke konkrétnim

experimentim bakalarské prace.

3.4.1 Polymerazova retézova reakce

PCR objevil americky biochemik Kary Mullis, ktery za tento objev ziskal Nobelovu
cenu v roce 1993 (Griffin a Griffin, 1994). Zakladni jednotkou PCR je jeden cyklus, ktery se

sklada ze tii ¢asti. Schéma metod PCR je uvedeno na obrazku 13.

Prvnim krokem je denaturace templatové DNA, potom dochazi k nasedani primert

tzv. ,annealing” a nasledné prodluzovani nové vzniklého fetézce ,,elongace. Tento cyklus se

opakuje 25 az 35 krat (Snustad a Simmons, 2009).

V prvnim kroku je genomova DNA obsahujici sekvence, které maji byt

amplifikovany, denaturovana zahtatim pii teploté 92 - 95 °C po dobu asi 30 sekund.

Druhym krokem je denaturovana DNA hybridizovana s nadbytkem syntetickych
oligonukleotidovych primertu tak, Ze se spole¢né inkubuji pii 50 - 60 °C po dobu asi 30
sekund. Optimalni teplota pro pfipojeni primert je zavisla na tom, z kolika a jakych bazi jsou

sloZeny.

U tietiho kroku je pouzita DNA-polymeraza pro replikaci useku DNA mezi misty
komplementarnimi Kk oligonukleotidovym primerim. Primer poskytuje volnou 3’-OH
skupinu, ktera je potfebnd pro kovalentni navazani dal§iho nukleotidu a nésledné
prodluzovani fetézce. Denaturovana genomova DNA pfitom zajiStuje funkci templatu.
K polymeraci vétSinou dochézi pii 70 - 72°C po dobu 1,5 minuty. V nasledujicim cyklu se
produkty prvotniho cyklu replikace denaturuji a po pfipojeni primerd se replikuji DNA-
polymerdzou (Snustad a Simmons, 2009). Diky polymerazové tfetézové reakci lze provadét

amplifikaci fragmentt gend a dalSich sekvenci DNA in vitro (Snustad a Simmons, 2009).
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Obrazek ¢islo 13: Schéma metody PCR - upraveno podle Vierstraete (2001).
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3.4.2 Gelova elektroforéza

Velikost restrikénich fragmentt Ize rozeznat polyakrylamidovou nebo agard6zovou
gelovou elektroforézou. Pomoci struktury DNA, ktera je dana nukleotidovymi podjednotkami
s jednou fosfatovou skupinou na kazdy jednotlivy nukleotid, ma DNA konstantni ndboj na
jednotku hmotnosti. Pomoci rychlosti migrace fragmenti DNA béhem elektroforézy tak
muzeme urCit pfibliznou jejich délku, pfiCemz tato rychlost je nepfimo Umérna délce

fragmentd (Snustad a Simmons, 2009).

Nejdiive se nanesou fragmenty DNA do zlabka agardézového gelu, ve kterém je

mikroskopicka sit’ port a poté je gel umistén do elektrického pole (Alberts et al., 1998).

Dlouhé tuseky se Vv gelu pohybuji pomaleji, zdivodu zpomaleni v hustém gelu.
Fragmenty se v gelu po néjaké dob& rozdéli podle velikosti, za vzniku ,zebiiku*

Z jednotlivych prouzkl tvoienych molekulami DNA o stejné velikosti. Pro viditelnost DNA
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Vv agar6zovém Ci polyakrylamidovém gelu je nutné ji néjakym zplsobem obarvit. Jednou
Zzmoznosti je pfimichani DNA s latkou, kterd po navdzani na DNA fluoreskuje pod

ultrafialovym zafenim. Nej¢astéji pouzivanou latkou je ethidium bromid (Alberts et al.,
1998).

3.4.3 Kapilarni elektroforéza

V soucasné dob¢ jsou vyvijeny technologie, diky kterym je mozno pozorovat zmény
v hladinach velkych soubori GFP - fuznich proteini pomoci kapilarni elektroforézy
(elektroforézy probihajici v malych kapilarnich trubi¢kach) monitorovanim diky citlivych

mikrofotodetektord a dimysIného softwaru (Snustad a Simmons, 2009).

Separace probiha v kapilare, kterd je naplnéné roztoky polymert. Tyto roztoky plsobi
jako molekularni sito, kde se jednotlivé analyzované céstice rozdéli podle svych rGznych
elektroforetickych pohyblivosti. Slouzi napiiklad pro oddé€leni biologickych makromolekul,
jako jsou fragmenty DNA a bilkoviny, na zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti. Dalsi
moznosti uplatnéni této metody je pro stanoveni sacharidii vitamint a barviv (Lemos et al.,

2001; Tone, 1982, Ugaz a Christensen, 2007).

U vzorki, které jsou fluorescencné oznacené, dojde po nasviceni laserem K excitaci
fluorofort a vznikly signal je zaznamenavan pomoci fotodetektoru (Ugaz a Christensen,
2007, Sambrook 1989). Z elektroforegramu vznika kvalitativni informace, ktera je Casem
dana jeho ,,peaku‘. Ob¢ tyto informace jsou matematicky porovnany softwarem vzhledem ke

hmotnostnimu standardu (Kasicka, 1997).

3.4.4 Sekvenovani

V soucasné dob¢ je mozné sekvenovat témeét jakoukoliv molekulu DNA a to diky
nékolika hlavnim objeviim. Pomoci gelové elektroforézy je mozné rozdélit fragmenty DNA,
které se 1i$i o délku jednoho nukleotidu (Snustad a Simmons, 2009). Sekvenace DNA jsou
provadeény v sekvenénich pfistrojich. Hlavni rozdil mezi metodou sekvence na gelech, které
jsou umistény mezi sklenénymi deskami a automatickym sekvenovanim DNA, spociva
Vv pouziti fluorescencnich barviv, misto radioaktivnich izotopt pro detekci fetézci DNA. Déle
se od sebe odlisuji elektrickou separaci produkti vSech dideoxyterminatorovych reakci
spole¢né v jedné draze gelu, nebo kapilafe. Rozdil je i v pouziti fotobunky k detekci
fluorescence barviv pii jejich prichodu gelem nebo kapilarou a posledni odliSnosti je pfimy

prenos fotobuiiky do pocitace, ktery vzorky automaticky analyzuje a zaznamenava vysledky
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(Snustad a Simmons, 2009). Princip Sangerovy metody sekvenace je znadzornén na obrazku
14.

Obrazek 14: Princip Sangerovy metody sekvenace DNA — upraveno podle

http://www.daviddarling.info/encyclopedia/D/DNA_sequencing.html
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3.5 Modelové druhy ptakii

Experimentalni Cast bakalarské prace byla zaméfena na charakterizaci markera alel
genu CHDI1 u konkrétnich druhti ptaka. V této zadveérecné kapitole literarniho prehledu bych
rad uvedl stru¢nou zoologickou charakteristiku pouzitych modelovych druhti, véetn¢ znaka
pohlavniho dimorfismu. Fotodokumentace hodnocenych druht ptdkt je soucasti piilohy

bakalarské prace.

Labut’ velka

Cygnus olor (J. F. Gmelin, 1789)

Mezi vSemi labutémi poznadme labut' velkou podle tvaru krku, ktery pfipomina
pismeno S. Hlavy se zobdkem sméfujicim doli a podle kiidel mirn& zdviZenych nad télo.
Veskeré peifi dospélych labuti je snéhové bilé. Horni cCelist zobdku je tmavé oranzova az
cervend. Na kofeni zobaku se nachazi kozni hrbol, ktery je neopefeny. Uzdecky, okraje horni
Celisti, nehet na jejim konci, okraje nosnich direk a spodni Celist jsou ¢erné. Nohy jsou
Sedocerné. Dospély ptak dosahuje délky aZ 152 cm. Samice jsou mensi, na kofeni zobaku ma
mensi hrbol a zobdk je svétle oranzovy. Mladd’ata maji zobak barvy svétle rizové, bez cerného

hrbolu, a pefi je hnédosedé (Veger, 1980).

Kachna divoka
Anas platyrhynchos (Linnaeus, 1758)

Vyskytuje se na velkém aredlu zahrnujicim témét celou Euroasii (Veger, 1980). Na
vSech typech vod: na ptehradnich nadrzich, rybnicich, jezerech, na fekach 1 potocich a to az
do vySe 1000 m n. m., na nadrZich a jezirkach v parcich uprostied rusnych mést (Bouchner,
Prochézka 1997). Samec ma horni ¢ast krku a hlavu kovové zelenou, bily pasek na krku
odde¢luje tuto barvu od hnédého volete a hrudi. Zada jsou Sedohnédd, ocasni pera tmave
hnéda, kiidla Sedohnédd s modrozelenym zrcitkem, lemovanym po obou strandch bilymi
pasky. Spodni Cast téla je svétle Seda. Samice je pfevazné hnéda s Cernym lemovanim, na
kiidlech ma modrozelené zrcatko, které je z obou stran ohranic¢eno bilymi prouzky. Samice

ma zobak zluty, zatimco samec ho ma zeleny (Veger, 1980).
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Kachna domaci
Anas platyrhynchus f. domestica

V okoli zobaku a o¢i ma kacer podstatné vEtsi neopetfenou Cervenou bradavic¢natou
kazi, na které vyrtsta kulovity masity vyrastek (Veger, 1980). Kachna je mensi a holou
cervenou kiizi ma pouze pred ofima smérem k zobdku, masity vyrastek nad zobdkem neni
vyvinut (Veger, 1980). Hmotnost kacera je kolem 3 — 3,5kg, hmotnost kachny je mensi a vazi
kolem 2 - 2.5kg (Spacek, 1987).

Husa domaci

Anser anser f. domesticus

wewvr

stavbou. Samice vazi 2 — 3,5 kg, zatimco samec 4 — 5 kg. (Spacek, 1987).

Kiepelka ¢inska

Coturnix chinensis (Linnaeus, 1766)

Samecek se vyznacuje modroSedym zbarvenim cela, strany hlavy, volete a bo¢nich
partii téla. Brada a hrdlo az k usnim otvorim jsou bilé, cern¢ lemované s cernym tzkym
paskem uprostfed. Svrchni ¢ast téla je hnédava pticn€ pruhovana. Stredni kiidelni krovky jsou
tmavé Cervenohnédé lemovani. Ocas a spodni ¢asti téla jsou kaStanov€ hnédé, zobdk cerny,
oC1 tmavocervené a nohy jsou oranzove zluté. Samicka je naopak nenapadné zbarvena, téméf
celd hnéda, vespod je svétlejsi a pefi, kromé na tvafich a hrdle, ma tmavé zihané. Délka

dospélych kiepelek je 12 cm (Veger, 1991).
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Kur domaci
Gallus gallus f. domesticus

Petiickova (2002) a uvadi, ze Gallus gallus f. domestica byl a stale je nedilnou
soucasti sortimentu z domacich zvifat ve vétsiné lidskych kultur. Kohouti vazi 2,3-2,5 kg,

slepice 2,0-2.3 kg (Spacek, 1987).

Krocan domaci
Meleagris gallopavo

Krocan domaci byl vyslechtén z krocana divokého. Pohlavni dimorfizmus je vyrazny.
Samec i samice maji na hlavé a krku holou cervenou klizi. Samec se od samice odliSuje
vyrustkem na cCele, ktery mu visi smérem k zemi (Veger, 1980). Dospély krocan vazi 7,5 -

10kg, kriita je o néco drobngjsi a vazi 4,5 - 6,5kg (Spacek, 1987).

Racek Sedokridly

Larus glaucescens (Neumann, 1840)

ey

Je monogamné hnizdici druh ptaka, Zijici v kolonii. Pohlavni dimorfismus je velmi
slab&é vyvinut a na zéklad¢é vné&jSich morfologickych znakii nelze pohlavi odlisit. Samec je

vétsi a ma o néco delsi zobak nez samice (Cramp, 1983).
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Holub domaci
Columba domesica

Pti zjistovani pohlavi vychazime piedevSim ze zevnich znakl a z chovani jedince.
Holubi byvaji zpravidla vétsiho télesného rdmce, maji ponc¢kud vétsi hlavu, SirSi Celo a
holubice. Holubice byvaji v téle ponékud drobnéjsi nez holubi, mivaji mensi hlavu a uzsi
¢elo. Jsou mensiho télesného ramce klidnéjsi povahy. Pii dvofeni holuba lehce potiasaji
letkami. Dalsim rozliSovacim znakem je vzdalenost panevnich kustek, kde u samct jsou tyto
ktstky témér u sebe, zatimco u samic je tato vzdalenost vétsi. Pohlavi holubli nelze vzdy

stanovit s naprostou urc€itosti. (Bures, Zavadil, 1972).

Holub hfivnac
Columba palumbus (Linnaeus, 1758)

Holuboviti jsou ptaci zijici v monogamnim svazku a hnizdi zpravidla na stromech,
V dutinach stromil nebo skalnich §térbinach. Holub hiivnac je nejvétsi evropsky zastupce této
¢eledi. Hnizdo si stavi z drobnych vétvicek v korunéch stromd, které spis pfipomind napadané
chrasti. VétSinou je tak fidké, Ze vejce dnem hnizda prosvitaji. O mlad’ata se staraji oba rodice
ojedinélym zpusobem. Jejich vole, v némz se zmék¢uji semena rostlin pied polknutim do
Zaludku, produkuji v dob€ hnizdéni zv1astni kaSovitou stravu. Vole je prostorné a sklada se ze
dvou postrannich vakt. V dobé krmeni mlad’at jim vnitini strana volete zduii a napliluje se

tukem, ktery se postupné odlupuje. Tak vznika ,,holubi ml¢ko*“(Bouchner, 1997).

Hrdlicka zahradni
Streptopelia decaocto (Frivaldszky, 1838)

Bouchner a Prochazka (1997) uvadéji, ze pivodnim aredlem hrdlicky zahradni je
Balkansky poloostrov. Je Sedookrove zbarvena s poloviénim krouzkem kolem krku a Sirokym
bilym lemem na konci ocasu. Veger a Salek (1991), uvadéji, ze samice je stejné zbarvena jako

Samec.
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Andulka vinkovana
Melopsittacus undulatus (Shaw, 1805)

Andulky obyvaji ve velkém poctu suché vnitrozemi téméei celého Australského

kontinentu (Alderton, 2002).

Andulky vinkované maji zadni ¢ast témé, strany krku, horni zada a kiidla svétle zelené
barvy s ¢ernymi a zlutymi pruhy na hlaveé, krku a uzsimi a fid$imi na ktidlech, kde jsou péra
bile lemovana. Zada, kostiec, vrchni krovky ocasni a spodni ¢asti téla jsou jasné zelené, Celo,
uzdicka, hrdlo a pfedni partie lici jsou zluté, s modrymi skvrnami. Pies hrdlo fada ¢ernych
skvrn, po stranach hrudi jsou zelenavé zluta, s uzkymi ¢ernymi pruhy. Spodni krovky kiidelni
jsou zelené, krovky ruéni bledé¢ modré, letky rucni a loketni zelené, zakoncené zluté, stiedni
ocasni péra jsou tmavé modrd a ostatni péra jsou zelenomodra se Sirokou Zlutou skvrnou
uprostied, zobak u téchto papouskd je olivové Sedy, ozobi modré, duhovka bila a nohy jsou
Sedavé modré. Andulky jsou pohlavné dospélé kolem Sestého mésice veku, kdy se jim za¢ina

vybarvovat 0zobi, které je u andulek modré u sameckd a hnédé u samicek (Vasicek, 2001).

Agapornis raZohrdly

Agapornis roseicollis (Vieillot, 1818)

Agapornis ruzohrdly je vniman jako pfechodnd forma mezi dimorfni skupinou

agapornist a skupinou s bilym okruzim.

Agapornis razohrdly je ptevazné zeleny a asi Sestnact centimetrii dlouhy papousek.
Maska je u ptirodnich ptakd na Cele tmavé ruzova az Cervena a postupné smérem K hrdlu
bledne. Kostfec je modry. Ocas je modry s ¢ervenymi skvrnami. Zobak je rohovité barvy,

nohy i drapky jsou Sedocerné (Abeele, 2006).

V obdobi hnizdéni Ize zjistit pohlavi ptakil vySetfenim panevnich kosti — u samicek je
vzdalenost mezi témito kiistkami tésné€ nad biichem vétsi, je to z divodi priicchodnosti vajicek
vejcovodem. DalSim determina¢nim znakem pohlavi je chovani ptaka v této dobé — samicka

travi hodné Casu stavbou hnizda, zatimco samecek se stavby neucastni (Alderton, 2002).

42



Ara ararauna

Ara ararauna (Linnaeus, 1758)

Ara ararauna zije pievazné V pralesich Jizni Ameriky na rozlehlém tzemi kolem
vodnich tokt. Prozradi je jejich pronikavy kitik. Hnizdi v dutindch objemnych stromt, které si

upravuji svym velkym zobakem (Vasicek 2001).

Celkové zbarveni je modré, bo¢ni strany krku, vrchni ¢ast hrudi, bficho, spodni krovky
kiidelni a ocasni jsou zluté. Celo je zelené. Holé uzdiGky a oblast tvaii jsou bilé s vicero
¢ernymi prouzky pefi. Svrchni strana ocasu je modra a spodni strana je olivové zlutd. Zobak
je cely Cerny, duhovka je svétle zluta a nohy jsou tmavoSedé. Arové jsou monomorfni ptaci.
Samec byva o néco mohutnéjsi a obvykle ma také SirSi zobak a o néco vétsi a placatéjsi hlavu
(Kooten, 2010).

Papousek mnisi

Myopsitta monachus (Boddaert, 1783)

ey

MniSci Sedi jak jsou nékterymi chovately nazyvani, patii mezi papousky Zijici ve
velkych koloniich. Zvlastnosti u mniskl je stavba hnizda, kterd si stavi z vétvi v korunach
stromtl, coz pro papouskovité druhy neni bézné. Na jednom stromé muize hnizdit i nékolik
parti. Na stavbé hnizda se podili pfedev§im samec, zatimco samicka se Gcastni jen drobnych

uprav uvniti hnizda. Mezi samcem a samici nejsou zadné dimorfni rozdily (Kooten, 2010).

Kakadu riZzovy

Eolopus roseicapilla (Vieillot, 1817)

Kakadu rizovy obyva pievazné niziny i ndhorni plosiny celého kontinentu Australie,
Vv poslednich letech vsak pronikd i do pobifeznich oblasti, kde zpusobuje $kody na
zemé&délskych plodinach (Vasi¢ek, 2004). Mimo obdobi hnizdéni se shromazduji v hejnech
Citajicich az tisic jedinci. Mezi obéma pohlavimi je rozdil ve zbarveni o¢ni duhovky. U
dospélych ptaktt maji samci hnédou duhovku, zatimco u samiéek je Cervenohnéda (Kooten,
2010).
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Zako Sedy
Psittacus erithacus (Linnaeus, 1758)

Celkové zbarveni je Sedé. Kolem oc¢i maji neopefené¢ bélavé okruzi. Kostiec je
Sedobily. Na vrchni a spodni strané ocasu maji pefi Cervené, coz je pro tento druh
charakteristické. OC¢i jsou svétle az zafivé zluté, zobak je Cerny a nohy jsou tmavosSedé.
Vétsinou jsou samci spiSe tmavsi a hlavu maji spiSe kulatéjsi nez samice. Také zobak byva u

samic mens$i a okruzi sméfuje do $pi¢ky nez u samci (Kooten, 2010). Papousek $edy obyva

Afriku, Pobfezi slonoviny az ke Kongu, ostrovy Fernando Po6 a Principe (Grahl, 1984).

Havran polni
Corvus frugilegus (Linnaeus, 1758)

Na rozdil od vran obecnych, které jsou typicky samotéiské a jednotliva hnizda buduji
daleko od sebe, jsou havrani polni spolecensti a podobné jako volavky hnizdi v pocetnych
koloniich. Zdrzuji se v zemé&délsky vyuzivané krajin¢ téméf celé Evropy. U havrand je mozné
podle opeteni zobakl rozeznat mladé ptaky od starych. Mladi jedinci maji kofeny zobaku
opetené a 0d druhého roku stafi jim zde peti vypada a na hrdle i nad kofenem horni Celisti
zustane hola, Sedobila a Supinata kuze (Bouchner, 1997). Na hnizdisté piilétaji pary koncem
unora az zaCatkem biezna, kdy za¢nou opravou hnizd, popiipadé€, stavéji hnizda nova. U
hnizda dochazi také k toku, pii némz samec roztahuje v&jifovité ocasni péra, naCepyii peti na
temeni, popusti kiidla a vydava zvlastni luskavé zvuky. Samec je vEtsi nez samice (Hudec,

1983).
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4 Materialy a metodika

4.1 Vybér modelovych druhii ptakii a vychoziho biologického
materialu

Genomickou DNA vhodnou pro nésledné molekuldrni analyzy je mozné izolovat
Z razného biologického materidlu. Lze pouzit télesné tkané ptakl jako je naptiklad: svalovina,
kozni buiiky, krev, nebo krevni srazenina. Pti feSeni bakalatfské prace jsem vybral nékolik
druhii ptaki, u kterych bylo mozné ziskat velké mnozstvi tkani a tim zajistit dostate¢né
mnozstvi genomické DNA, kterd je nezbytnd pro optimalizaci metodickych postupii
vedoucich k aplikaci molekularnich markerd. Proto jsem u domestikovanych druhd, (kur
domaci, kachna domadci, husa doméci a krocan doméaci) pouzil jako vychozi biologicky
material tkané kréni svaloviny, srde¢ni svaloviny, zalude¢ni svaloviny a jater. U ostatnich
druhii byla DNA ziskdna neinvazivnim zptisobem. Pro izolaci DNA byly pouzity letky, nebo
ocasni pera s krevni srazeninou, nebo Cerstvé rostouci pera z oblasti hibetu, ktera obsahovala
velké mnozstvi krve. Pfehled hodnocenych druhli ptdkt a typu vychoziho biologického

materidlu je uveden v nasledujici tabulce?2.

Tabulka 2:  Hodnocené druhy ptaki a pouzity material pro izolaci DNA — 1. ¢ast
Cesky nazev | Védecky Biologicky Pivod vzorku Pocet Pocet
nazev material samic samci
agapornis Agapornis rostouci brk soukromy 7* 10
rizohrdly roseicollis S krvi chovatel, Ceska
republika
andulka Melopsittacus | rostouci brk soukromy 1* 1
vinkovana undulatus s krvi chovatel, Ceska
republika
ara ararauna |Ara ararauna krevni soukromy 1* 0
srazenina v chovatel, Ceska
brku letky republika
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Tabulka 2:

Hodnocené druhy ptaki a pouzity material pro izolaci DNA — 2. ¢ast

Cesky nazev | Védecky Biologicky Puvod vzorku Pocet Pocet
nazev material samic samci
havran polni | Corvus krevni Kladno, Ceska 3* 2
frugilegus srazenina v republika
brku letky
holub domaci | Columba livia | rostouci brk s soukromy 2% 2
f. domestica krvi chovatel, Ceska
republika
holub h¥ivnaé | Columba krevni Praha, 6* 4
palumbus sraZenina v Stromovka,
brku letky Ceska republika
hrdlicka Streptopelia krevni Kladno, Ceska 2* 2
zahradni decaocto srazenina v republika
brku ocasniho
pera
husa domaci | Anser anser f. | jaterni bunky Goldenfood, 4* 6
domesticus Mad’arsko
kachna Anas krevni Praha, 3* 2
divoka platyrhynchos srazenina v Stromovka,
brku letky Ceska republika
kachna Anas kréni svalovina Vodnanska 6* 4
domaci platyrhynchus kachna, Ceska
f. domestica republika
kachna Anas jaterni bunky Vodnanska 7 3
domaci platyrhynchus kachna, Ceska
f. domestica republika
kakadu Eolophus rostouci brk s soukromy 1* 0
ruzovy roseicapilla krvi chovatel, Ceska
republika
krocan Meleagris kréni svalovina Gutstetten, 7* 3
domaci gallopavo f. Némecko
domestica
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Tabulka 2:

Hodnocené druhy ptaki a pouzity material pro izolaci DNA — 3. ¢ast

Cesky nazev | Védecky Biologicky Puvod vzorku Pocet Pocet
nazev material samic samci
krocan Meleagris jaterni buiiky | Prominent, Ceska 4 6
domaci gallopavo f. republika
domestica
kiepelka Coturnix rostouci brk s soukromy 1* 1
¢inska chinensis krvi chovatel, Ceska
republika
kur domaci Gallus gallus | kréni svalovina | Vocilka, Ceska 4 6
f. domesticus republika
kur domaci Gallus gallus srdecni Vocilka, Ceska 7* 3
f. domesticus svalovina republika
kur domaci Gallus gallus Zalude¢ni Vocilka, Ceska 5 5
f. domesticus svalovina republika
labut’ velka Cygnus olor krevni Praha, Smichov, 3* 2
srazenina v Ceska republika
brku letky
papousek Myiopsitta rostouci brk s soukromy 4* 2
mnisi monachus krvi chovatel, Ceska
republika
racek Larus krevni Z0OO Praha, 1* 0
Sedokridly glaucescens srazZenina v Ceska republika
brku letky
Zako Sedy Psittacus krevni soukromy 1* 0
erithacus srazenina v chovatel, Ceska
erithracus brku letky republika
Zako Sedy Psittacus krevni soukromy 0 1
erithacus srazenina v chovatel, Ceska
erithracus brku ocasniho republika

pera
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V ptedchozi tabulce jsou * oznaCeny druhy, respektive samice, jejichz DNA byla
izolovana z konkrétniho biologického materidlu a kterda byla nasledné pouzita pro

sekvenovani PCR markerti genu CHD1.

Pera uvolnénd pfirozenym pelichanim byla u druht chovanych soukromymi chovately
ziskana od individualné chovanych jedinct, se zndmym pohlavim (zako Sedy a ara ararauna.
U ptakt volné zijicich v pfirodé, byla pera ziskdna sbérem v pfirozenych podminkach
podzimniho pelichani. Pera hiivnace byla ziskdna z prostor prazské Stromovky, kde holub
hiivna¢ patii mezi dominujici zastupce m&kkozobych. Pera hrdlicky zahradni byla ziskdna ze
soukromé zahrady v Kladng, kde tito ptaci celorocné Ziji v ocho¢eném stavu. Letky havrani
byly ziskdny sbérem pod stromy s hnizdici kolonii v blizkosti kladenského gymnézia. Letka
racka Sedoktidlého pochazi ze Zoo Praha, kde jsou tito ptaci chovani v pruchozi voliére.
Béhem navstévy této voliéry byla ziskdna letka, kterou si samice piimo uvolnila béhem

Upravy pefi.

Na obrazku 15 je znazornén odbé&r krevni sraZeniny z brku cerstv€ vypadlého pera ary

ararauny.

Obrazek 15: Krevni srazenina v brku ary ararauny
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4.2 1Izolace genomické DNA

Pti izolaci DNA z Cerstvych tkani (Kréni, srdecni, zalude¢ni svalovina, jaterni buiiky a
Cerstve rostouci pero) byla DNA izolovana z 50 mg biologického materidlu. Tyto tkané byly
odebrany z drobti, zakoupenych jako lidskéd potravina. Proto pfed vlastnim odbérem tkané
bylo provedeno oplachnuti vychoziho materidlu ve fyziologickém roztoku a nasledné osuSeni
povrchu sterilni gazou. U suchych krevnich srazenin, které byly odebrany z vypadlych per,
byla pro izolaci DNA pouzita celd srazenina, jejiz hmotnost nebyla z divodu mozné

kontaminace stanovovana.

Pro izolaci DNA ze vSech typt biologického materidlu byl pouzit komeréné vyrabény
kit NucleoSpin® Tissue XS (Machery — Nagel). Pro izolaci byla pouzita konkrétni
modifikace, kterd je vyrobcem kitu uréena pro izolaci genomické DNA z ¢asti mySich ocaskd.

Lyze biologického materialu v pufru T1 probihala po dobu 12 hodin.

4.3 Hodnoceni kvality a kvantity izolované DNA

Extrahovana genomicka DNA byla z hlediska vysokomolekularity hodnocena na
zaklad¢é separace v jednoprocentnim agarézovém gelu v 1 x TBE (Sambrook et al. 1989)
pufru v elektroforetické cele SubCell (BioRad). Elektroforeogramy byly vizualizovany
pomoci ethidium bromidu. SloZeni pufru je soucasti ptilohy bakalaiské prace. Pii testovaci
elektroforéze bylo pouzito konstantni napéti 120V. Elektroforéza probihala po dobu 60 min.
Pro vyhodnoceni elektroforeogramu byla pouzita digitdlni kamera systému GelDoc (BioRad)
a program QuantityOne (BioRad). Mnozstvi extrahované DNA bylo hodnoceno pomoci UV
spektrofotometru NanoPhotometer (Implen). Tento pfistroj stanovil koncentraci izolované
DNA na zakladé poméru absorbanci A260/A280. Soucasné byl hodnocen 1 pomér absorbanci
A260/A230, ktery koresponduje s moznymi kontaminacemi izolované DNA riznymi
organickymi latkami. Ziskané udaje nebyly statisticky vyhodnoceny. Informace o koncentraci
izolované DNA byly pouZity pro nafedéni extrahované DNA na konstantni koncentraci 10 ng

.ul™ u viech analyzovanych vzorki. Pro fedéni extrahované DNA byl pouzit pufr 1x TE.
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4.4 PCR marker pohlavi ptakd pri pouziti markeru 2550F —
2718R podle Fridolfsson a Ellegren (1999)

4.4.1 Podminky amplifikace markeru

Vznik tohoto markeru a nasedani primert 2550F — 2718R, bylo popsano v literarnim

prehledu bakalaiské prace. Pro amplifikaci byl pouzit par primeru, ktery navrhli Fridolfsson a

Ellegren (1999) s nasledujicimi sekvencemi:
2550F: 5-GTTACTGATTCGTCTACGAGA-3’

2718R: 5'-ATTGAAATGATCCAGTGCTTG-3’

Slozeni amplifikacni reakce je uvedeno v nasledujici tabulce 3.

Tabulka 3:  Slozeni PCR reakce pro amplifikaci ¢asti intronu genu CHDI pii pouziti

primerti 2550F — 2718R

Slozka Koncentrace
DNA 20 ng.12,5 pl™
Tris-HCI 10 mM
MgCl, 2 mM

KCI 50 mM
2550F 0,4 uM
2718R 0,4 uM
dNTP 200 uM
BSA 5ng.12,5 plt
Enhancer - TMA oxalat (Top Bio) |2 MM

Taq polymeraza (Roche) 1U. 12,5
Objem 12,5 ul

pH 8,3

Pro amplifikaci byl pouzit termocykler C1000 Thermal Cycler (BioRad). Teplotni

profil amplifikace je uveden v nasledujici tabulce. Termocykler je znazornén na obrazku 16.
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Tabulka 4: Teplotni a ¢asovy profil amplifikace PCR markeru pii pouziti primeru 2550F —
2718R

Pocatecni denaturace 95 °C | 180 sekund |1 cyklus
Denaturace 94°C| 30 sekund
Annealing 48 °C| 30sekund |35 cyklu
ProdluzZovani 72 °C| 60 sekund
Zavérecné prodluzovani |72 °C | 420 sekund |1 cyklus

Obrazek 16:  Termocykler C1000 Thermal Cycler (BioRad)

4.4.2 Detekce polymorfismi na zakladé gelové elektroforézy

Pro detekci délkovych polymorfismtl byla pouzita separace ve 2,5 % agardézovém gelu
v prostiedi 1x TBE pufru. Pro elektroforézu byla pouzita shodna elektroforetickd cela i
dokumentaéni systém, jako v pfipadé testovaci gelové elektroforézy. Vlastni separace
probihala po dobu 90 minut pii konstantnim napéti 120V. Pouzita elektroforeticka cela je

znazornéna na nasledujicim obrazku 17.
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Obrazek 17: Elektroforeticka cel SubCell (BioRad)

piipojeni cely moznost soubézného
ke zdrojt zapojeni dal3i cely

nosié s agarézovym gelem
elektroforeticka vana s pufrem anoda

katoda

4.4.3 Sekvenace Z a W haplotipi markeru genu CHD1

Pro sekvenaci byly pouZzity vzorky jedinci sami¢iho pohlavi u vSech hodnocenych
druhti ptakt. Plivod amplifikované DNA, ktera byla pouzita pro sekvenacni analyzy je uveden
v tabulce 11. ProtoZe pro sekvenaci byli pouziti jedinci samic¢iho pohlavi, PCR produktem
byly vzdy dva fragmenty. Vétsi z fragmentti odpovidal amplifikovanému markeru gonozému
Z a mensi z fragmentli odpovidal gonozoému W. Z divodil existence dvou fragmentii v jedné
PCR reakci bylo nezbytné provézt takzvanou purifikaci fragmenti na zakladé elektroforetické

separace.
I1zolace amplikonu z agaroézového gelu

Pro elektroforetickou separaci vtomto experimentu byl pouzit naprosto stejny
metodicky postup, ktery je uvedeny v kapitole 4.4.3. Po 90 min byly oba amplikony zieteln¢
oddg¢leny. Jednotlivé amplikony byly pomoci sterilniho skalpelu vyfiznuty z gelu a umistény
do sterilnich polypropylenovych zkumavek. Pro vlastni izolaci fragmentu z gelového blocku
byl pouzit MiniElute PCR Purification Kit (Qiagen). Pouzity postup se plné shodoval

snavodem, ktery uvadi vyrobce kitu. U izolovanych fragmentt DNA byla provedena
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kvantifikace DNA podle shodného metodického postupu, ktery je uveden v kapitole 4.3.
Extrahovani DNA byla u viech vzorkil nafedéna na koncentraci 5 ng.ul™. Pro nafedéni

extrahovanych vzorkt byla pouzita sterilni ddH;O.
Priprava sekvenacni reakce

Pro sekvenaci PCR amplikonu byl pouzit BigDye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems). Jednotlivé slozky a jejich koncentrace v sekvenacni reakci jsou
uvedeny v nasledujici tabulce 5. Kazdy amplikon byl sekvenovan vzdy od F a R primeru a to

vzdy ve dvouch opakovani.

Tabulka 5:  Slozeni sekvenacéni reakce pro hodnoceni amplikonu genu CHD1 u ptakt

Slozka Objem | Koncentrace

PCR produkt (5 ng . pl™) 3l 15 ng. 20 pl™

5x Sequencing Buffer (Applied Biosystems) 4 ul 1x

Primer F resp. R (1 pikomol . pl™) 32ul  |3,2 pikomold. 20 pl™
Terminator Ready Reaktion Mix (Applied Biosystems) 2 ul 2 pul. 20 plt

Piiprava produktii sekvenacni reakce pro fragmentacni analyzu

Produkty sekvenacni reakce je nezbytné pied fragmentacni analyzou purifikovat. Pro
vysrazeni produktu sekvenacni reakce byl pouzZit nasledujici postup. K celému objemu
sekvenacni reakce byly pfidany 2ul roztoku glykogenu o koncentraci 20 ng . ul'l, 2 ul3 M
octanu sodné¢ho a 50 pl 96% nedenaturovaného etanolu. Ziskana smés byla po dikladném
promichani ponechdna po dobu 15 minut pfi laboratorni teploté. Béhem této doby doslo
K vysrazeni produktid sekvenacni reakce. Nasledovalo odstfedéni vzorkd v chlazené stolni
centrifuze 5430 R (Eppendorf) vzorki pti 13200 otackach x min™ pii teploté 15°C. Pro odsati
supernatantu byla pouzita pipeta a precipitdt na dn¢ zkumavky byl proplachnut 250ul 70%
nedenaturovaného etanolu. Nasledovalo odstfedéni vzorki za stejnych podminek, jako
V poslednim postupu. Proces oplachovani precipitatu 70% etanolem a nésledné odstiedéni byl
jesté jednou zopakovan. Zkumavky s precipitatem byly umistény do vyhiivaného bloku Bio
TDB — 120 (Biosan), kde byly pfi teploté 50°C po dobu 45 min ditkladné vysuSeny. Takto
ziskané vzorky byly nasledné rozpustény v 15ul Hi-Di formamidu. Pied vlastni kapilarni

elektroforézou byl veskery objem rozpuSténych vzorkli pfenesen pipetou do
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polypropylenovych stript, které byly umistény do termocykleru C100™ Thermal Cycler
(BioRad), kde probihala denaturace vzorku pfi teploté 95°C po dobu 5 minut.

Vyhodnoceni sekvenaéni reakce pomoci kapilarni elektroforézy

Pro vyhodnoceni fragment vzniklych pii sekvenacni reakci byl pouzit geneticky
analyzatoru ABI PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems), ktery je znazornén na
obrazku 18.

Obrazek 18: Geneticky analyzator ABI PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems)

V nasledujici tabulce 6 je uveden modul pouzity polymer, filtry a ostatni podminky
pouzité pti sekvenaci.
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Tabulka 6:  Nastaveni genetického analyzatoru pfi sekvenaci markeru genu CHD1 u ptakt

Parametry separace Parametry
Délka kapilary (cm) 50

Modul SeqPOP6(1Iml)E
Polymer POP 6
Virtualni filtr E

Doba nastriku (s) 30

napéti pri nastiiku (kV) |25

teplota pri separaci (°C) |50

Napéti pii separaci (kV) [11,3

Doba separace (minuty) | 120

Béhem sekvenace byla automaticky zaznamendvana vystupni data. Tato data byla
pfevedena do podoby chromatogrami, které byly nasledné automaticky hodnoceny

programem DNA Sequencing Analysis Software ver. 5.1 (Applied Biosystems).

4.4.4 Statistické a bioinformatické vyhodnoceni sekvencnich polymorfismii

Pro vyhodnoceni ziskanych sekvenci byl pouzit bioinformaticky program BioEdit -
Sequence Aligmment Editor version 7.0.9.0 (Hall, 1999). Pro porovnani ziskanych sekvenci
byly pouzity dvé mezinarodni nukleotidové databaze — NCBI - National Center for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) a Esembl Genom Browser
(http://www.ensembl.org/index.html). Pro porovnani sekvencnich podobnosti byl pouzit
program BLAST - Basic Local Alignment Search Tool
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

V ziskanych amplikonech byla identifikovana sekvence, ktera odpovida intronu a casti
exonovych sekvenci, které amplifikovany intron lemuji. U ziskanych sekvenci byla provedena

simulace postranskripéni upravy — sestfihu RNA a kodujici sekvence lemujicich exoni byly
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spojeny s cilem sestavit u jednotlivych druhti ptakt parcialni CDS. Vyhledani exonovych a
intronovych sekvenci bylo provedeno na zakladé¢ modelové sekvence u kura doméciho, ktera
je zvefejnéna v databazi NCBI. Na obrazcich 19 a 20 jsou vyznaceny intronové oblasti a CDS

u tohoto druhu.

Na zaklad¢ sekvenci CDS byla predikovana aminokyselinova sekvence ¢asti genu
CHDI1. Pro predikci sekvence aminokyselin byl pouzit program ExPasy -
(http://www.expasy.org/).

Sekvenéni podobnosti byly zjistovany nejen mezi druhy ptadka, které byly
sekvenovany pii feSeni bakalaiské prace, ale rovnéz i s ostatnimi zastupci studovanych celedi,
které jsou zpracovany v databazi NCBI. Porovnani sekvenénich podobnosti, bylo provedeno

podle nésledujiciho schématu:
e Porovnani celych amplikond vymezenych primery 2550F a 2718R
e Porovnani pouze itronu
e Porovnani CDS sekvenci
e Porovnani predikovanych polypeptidovych fetézct.

Pro porovnani vy$e zminénych sekvenci byl pouzit program ClustaX (Thompson et al.

1997). Sekvence byly porovnany na zaklad¢ ,,Multiple — Alignment* podle postupu, ktery
uvadi Jeanmougin et al. 1998). Pii porovnani sekvenci byly pouzity naledujici parametry:

e Gap Opening: 15

e Gap Extension: 2

e Delay Divergent Sequences (%): 30

e DNA Transition Weight: 0,5

e Random Number Generator Seed: 1000

e Number of Bootstrap Trials: 1000

Vystupem porovnani sekvenci byly datové soubory s pfiponou phb, které byly pouzity
pro sestaveni fylogramti pomoci programu TreeView 1.6.6, ktery pracuje na principu

softwaru Phylip _ 1.
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Obrazek 19: Exonové a intronové casti amplikonu gonozumu Zu kura domaciho —

upraveno podle NCBI

Gallus gallus chromobox-helicase-DNA binding protein Z (CHDZ) gene, partial cds

GenBank: GU132943.1

LOCUS GU132943 593 bp DNA linear VRT 13-0CT-2010
DEFINITION Gallus gallus chromobox-helicase-DNA binding protein Z (CHDZ) gene,
partial cds.
ACCESSION GU132943
VERSION GU132943.1 GI:308229959
KEYWORDS .
SOURCE Gallus gallus (chicken)
ORGANISM Gallus gallus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Archosauria; Dinosauria; Saurischia; Theropoda; Coelurosauria;
Aves; Neognathae; Galliformes; Phasianidae; Phasianinae; Gallus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 593)
AUTHORS Zhao, S.
TITLE An efficient PCR method for sex identification in birds of
Phasianidae
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 593)
AUTHORS zZhao, S.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (22-0CT-2009) College of Life Sciences, Sichuan
University, 24 South Section 1, Yihuan Road, Chengdu, Sichuan
610064, P.R. China
gene <1..>593
/gene="CHDZ"
mRNA join(<1..112,537..>593)
/gene="CHDZ"
/product="chromobox-helicase-DNA binding protein Z"
CDS join(<1..112,537..>593)
/gene="CHDZ"
/codon_start=2
/product="chromobox-helicase-DNA binding protein Z"
/protein id="ADO24434.1"
/db_xref="GI:308229960"
/translation="LLIRLRERGNRVLIFSQMVRMLDILAEYLKYRQFPFQRLDGSIK
GELRKQALDHFEN"
ORIGIN
jlloctactgatt cgtctgcgag aacgtggcaa cagagttctg attttctctc agatggtgag
W catgctggac atcctagcag aatatctgaa gtatcgccag tttcccttceclagepEtlerrgs
121 ctcgagtaac caagaggtct tgatcctgaa cttaagaaaa atcatgttta tattctgagg
181 gtgacatggt ggagtgagct gtacagatgt cgtgaaatct ccattctctg tgatacataa
241 aagtcaactg ggcactgtcc tggttagcct gctgtagcag accttgcttg gaaacaggac
301 aagatgacct ctagaggtcg ttgccagtat ttcaaccatc tgtgattatt tgatcttcac
361 cattttgctt aagaaaagaa agcaactttc agttaaaaag attatgtgaa caaatatgtt
421 aacattcctt ctttttgttc cttcacattg ctgttttatc agttaaaaag tcaagttact
481 gtgatgggaa tatagctaaa gaattacttt tagactgtag ttttcaatct ctttagglefle
FEANttgatggatc gaattgagga ggatcatttc
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9031
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/308229959?from=1&to=593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/308229959?itemid=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/308229959?itemid=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/308229960

Obrazek 20:  Exonové a intronové casti amplikonu gonozomu W u kura doméciho —

upraveno podle NCBI

Gallus gallus chromobox-helicase-DNA binding protein W (CHDW) gene, partial cds

GenBank: GU132944.1
FASTA Graphics
LOCUS GU132944

447 bp DNA linear VRT 13-0CT-2010

DEFINITION Gallus gallus chromobox-helicase-DNA binding protein W (CHDW) gene,

partial cds.

ACCESSION GU132944

VERSION GU132944.1 GI:308229961
KEYWORDS .
SOURCE Gallus gallus (chicken)

ORGANISM Gallus gallus

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;

Archosauria; Dinosauria; Saurischia; Theropoda; Coelurosauria;

Aves; Neognathae; Galliformes; Phasianidae; Phasianinae; Gallus.

REFERENCE 1 (bases 1 to 447)

AUTHORS  zhao,S.

TITLE An efficient PCR method for sex identification in birds of

Phasianidae
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 447)

AUTHORS  zhao,S.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted

(22-0CT-2009) College of Life Sciences, Sichuan

University, 24 South Section 1, Yihuan Road, Chengdu, Sichuan

610064,
gene

mRNA

CDS

ORIGIN

P.R. China

<1l..>447

/gene="CHDW"

join(<1..112,391..>447)

/gene="CHDW"

/product="chromobox-helicase-DNA binding protein W"
join(<1..112,391..>447)

/gene="CHDW"

/codon_start=2

/product="chromobox-helicase-DNA binding protein W"
/protein id="ADO24435.1"

/db_xref="GI:308229962"
/translation="LLIRLRERGNRVLIFSQMVRMLDILAEYLKYRQFPFQRLDGSIK
GELRKQALDHFEN"

gttactgatt

YW catgctagac
121 tttgatggta
181 tttctgtaga
241 tatggtgtga
301 cctcagttgt
361 ctttttaact
421

cgtctacgag aacgtggcaa cagagtactg attttctctc

atcctagcag aatacttgaa gtatcgtcag tttccttttc agiepsEElerEls
gtagccaaga agccttgatc tttgccactt tatcttaagt aaaagtgtcc
aaagacttct aaaagtttaa ttttatgtat agaaaaagac tggcaattac
ggtgttgcat tattctcctc ctcctceccttce ccccccattce ctceccecttge

tttggcaatt gagtattcag gttgctctga ttagaatata gtatgagttc

gtaatatttg atctctttag EleEldaserideiNeridetas-r-I- ool -Ielule|
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/308229961?report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/308229961?report=graph
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9031
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/308229961?from=1&to=447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/308229961?itemid=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/308229961?itemid=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/308229962

45 PCR marker pohlavi ptaki pii pouziti markeru P2 - P8
podle Griffits et al (1998)

4.5.1 Podminky amplifikace markeru

Vznik tohoto markeru a nasedani primer P2 a P8 bylo popsano v literarnim ptrehledu
bakalarské prace. Pro amplifikaci byl pouzit par primerd, ktery navrhli Griffits e al (1998)

s nasledujici sekvenci:
P2: 5-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3"
P8: 5'-CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3’
Slozeni amplifika¢ni reakce je uvedeno v nasledujici tabulce 7.

Tabulka7:  Slozeni PCR reakce pro amplifikaci ¢asti intronu genu CHDI pii pouziti

primera P2 — P8

Slozka Koncentrace
DNA 20 ng.12,5 pl™
Tris-HCI 10 mM
MgCl, 2 mM

KCI 50 mM

P2 oznacen pomoci 6-FAM 0,4 uM

P8 0,4 uM
dNTP 200 uM
BSA 5ng.12,5 plt
Enhancer - TMA oxalat (Top Bio) |2 mM

Tag polymeraza (Roche) 1U. 12,5 ult
Objem 12,5 pl

pH 8,3

Pro amplifikaci byl pouzit termocykler C1000 Thermal Cycler (BioRad). Teplotni

profil amplifikace je uveden v nasledujici tabulce 8.
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Tabulka 8: Teplotni a casovy profil amplifikace PCR markeru pfi pouZiti primeru P2 —

P8

Pocate¢ni denaturace 95 °C | 180 sekund |1 cyklus
Denaturace 94 °C| 30 sekund
Annealing 57°C| 30sekund |35 cyklu
Prodluzovani 72 °C| 60 sekund
Zavérecné prodluzovani |72 °C | 420 sekund |1 cyklus

4.5.2 Detekce polymorfismii na zakladé kapilarni elektroforézy

Amplifikovany marker byl pfed separaci pomoci kapilarni elektroforézy natedén
sterilni ddH,0O. Protoze pfi kapilarni elektroforéze byla soucasn¢ detekovéna i velikost
amplifikovaného fragmentu, byl kazdy vzorek doplnén velikostnim standardem GeneScan'™-
600 LIZ"® Size Standard (Applied Biosystems). Kapilarni elektroforéza pracuje na principu
separace denaturovanych jednovldknovych fragmentii DNA. Z téchto diivodil byl ke kazdamu
vzorku pfidan Hi-Di formamid (Applied Biosystems). Zpusob fedéni vzorkli je uveden

Vv nasledujici tabulce 9.

Tabulka9:  Redéni amplifikovaného markeru pied kapilarni elektroforézou
Redéni PCR Vzorek pro fragmentacni analyzu
PCR produkt | H,O | Redény PCR produkt | L1Z 600 | Hi-DI formamid
(D) (1) (1) (1) (1)
1 99 1 0,2 12

Naredéné vzorky byly nasledné tepelné denaturovany pii teploté 95°C po dobu 10
minut a nasledné ochlazeny na teplotu 4°C. Pro denaturaci vzorkd byl pouzit termocykler
C1000™ Thermal Cycler (BioRad).

Vlastni kapilarni elektroforéza byla provedend ve stejném genetickém analyzatoru,
jako ktery byl pouzit pro sekvenaci - ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems). Podminky kapilarni elektroforézy jsou uvedeny v nasledujici tabulce 16.
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Tabulka 10:  Podminky fragmenta¢ni analyzy markeri genu CHD1 u ptaka

Multiplex
Parametry separace
Délka kapilary (cm) 36
Modul GS STR POP4 (1ml) G5
Polymer POP4
Virtualni filtr G5
Doba nastriku (s) 5
Napéti pri nastriku (kV) 15
Teplota pri separaci (°C) 60
Napéti pri separaci (kV) 15
Doba separace (minuty) 25

Data, kterd geneticky analyzator automaticky zaznamendaval, byla nasledné zpracovana
programem GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems). Vystupem tohoto programu byly
chromatogramy, ve kterych byly automaticky odecteny velikosti (bp) jednotlivych pikt, které

odpovidaji velikostem amplifikovanych fragmentt.
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5

5.1

Vysledky

Hodnoceni kvality a kvantity izolované DNA

Z metodické ¢asti bakalatské prace vyplyva, ze pro izolaci DNA byly pouzity 4 zcela

odlisné typy biologického materidlu — rizné tyby svalovin, jaterni bunky, Cerstvé rostouci

pero s krvi a krevni srazenina v pifirozené vypadlém peru. Cilem bakalédiské prace nebylo

statistické vyhodnoceni vlivu biologického materidlu na mnozstvi a kvalitu izolované DNA.

Presto v této casti prace bych rad uvedl alespon primérné hodnoty, rozsah variability

ziskaného mnozstvi DNA. Ziskané udaje byly spocitany jako pramér ze vSech pouzitych

druhti ptaka:

kréni svalovina: 82 ng DNA z 1mg tkanég, Vi = 6,3 %

srde¢ni svalovina: 96 ng DNA z 1mg tkan¢, Vi =9,2 %
zalude¢ni svalovina: 71 ng DNA z Img tkén¢, Vi = 11,5 %
jaterni buiiky: 113 ng DNA z Img tkané, Vi =5,7 %

rostouci pero s krvi: 65 ng DNA z 1mg tkané, Vi = 14,8 %
krevni srazenina v brku: 52 ng DNA z 1 srazeniny, Vi = 40,6 %.

U vsech vzorki bylo provedeno stanoveni poméru A260/A280. Primérnd hodnota u

vSech hodnocenych vzorki dosahla hodnoty 1,91 (Vi = 8,5 %). Byla stanovena rovnéz

primérna hodnota poméru A260/A230, ktera byla rovna 2,08 (Vi = 9,3 %). Tyto parametry

charakterizuji ¢istou DNA bez vyrazného mnozstvi kontaminaci zpisobenych organickymi

slouceninami. Na testovaci elektroforéze bylo potvrzeno, Ze izolovana DNA neni poskozena

fragmentaci.
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5.2.1 Vysledky elektroforetické detekce polymorfismu markeru 2550F —
2718R

Optimalizovy amplifika¢ni profil se ukéazal jako vhodny pro pouziti tohoto markeru. U
vSech jedinci kde bylo pfedem znamo pohlavi, dochazelo u samic k amplifikaci dvou
fragmentt. U vSech samct byl vzdy amplifikovan pouze jeden fragment, ktery byl velikostné
identicky jako vétsi amplikon u samice. Na nasledujicim obrazku 21 je uveden vzorovy
elektroforeogram aplikace tohoto markeru u nékterych hodnocenych ptakt z fadu hrabavi a

vrubozobi.

Obrazek 21: Vzorovy elektroforeogram PCR markeru genu CHD1 u vybranych ptakt z fadu

hrabavi a vrubozobi

Komentar k obrazku: draha 1 kur domaci samice, 2 kur domaci samec, 3 krocan domaci
samice , 4 krocan domaéci samec, 5 kachna domaci samice, 6 kachna domaci samec, 7 husa
domaci samice, 8 husa doméci samec, S — hmotnostni standard Generuler™ 100 bp DNA

Ladder (Fermentas).

5.2.2 Vysledky sekvenace markeru 2550F — 2718R

Pro ptesné stanoveni velikosti amplikonu, bylo provedeno vyhodnoceni sekvenci PCR
fragmentu, odpovidajicich gonozomim Z a W. Vysledky sekvenace jsou standartné uvadény
Vv takzvaném fasta formatu. V nésledujici ¢asti bakalarské prace je uveden piehled ziskanych

sekvenci.
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Gonozom Z
>Gallus_gallus_f. domestica Z CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTTCTGATTTTCTCTCAGATG
GTGAGGATGCTGGACATCCTAGCAGAATATCTGAAGTATCGCCAGTTTCCCTTCC
AGGTAACAATCTCGAGTAACCAAGAGGTCTTGATCCTGAACTTAAGAAAAATCAT
GTTTATATTCTGAGGGTGACATGGTGGAGTGAGCTGTACAGATGTCGTGAAATCT
CCATTCTCTGTGATACGTAAAAGTCAACTGGGCACTGTCCTGGTTAGCCTGCTGTA
GCAGACCTTGCTTGGAAACAGGACAAGATGACCTCTAGAGGTCGTTCCCAGTATT
TCAACCATCTGTGATTATTTGATCTTCACCATTTTGCTTAAGAAAAGAAAGCAACT
TTCAGTTAAAAAGATTATGTGAACAAATATGTTAACATTCCTTCTTTTTGTTCCTT
CACATTGCTGTTTTATCAGTTAAAAAGTCAAGTTACTGTGATGGGAATATAGCTA
AAGAATTACTTTTAGACTGTAGTTTTCAATCTCTTTAGAGACTTGATGGATCAATA
AAAGGGGAATTGAGGAAGCAAGCACTGGATCATTTCAAT

>Coturnix_chinensis_Z CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTTCTGATTTTCTCTCAGATG
GTGAGGATGCTGGACATCCTAGCAGAATATCTTAAATATCGCCAGTTTCCCTTCC
AGGTAACAATCTTGGGTAATCAAGAGGTCTTTATCCCGAACTTAAGAAAAATCAT
GTTTTAACTCTGAGGGTGACACAGTTTTAACTCTGAGGGTGACACAGAGTAATGC
AGTGAGTTGTTTAGATGTTGTGAAATATCCATTCTCTGTAACACTTAAAAGCCAA
CTGGGCATGGTCCTGGGCAGCCTGTTGTAGCAGACCTTGCTTGAGCACAGACAAG
ATGACCTCTAGAGTTCCTTGCCAATATTTCATCCATCTGTGGTTATCTATCTTTACC
ATTTTGCTTATGAAAAGAAAACAACCTTGAATTGAAAAGATTATGTGAAGGAATA
TGTTAACATTCCTTCTTTTTGTTCCTTCACAGTACTGTATTACCAGTTGAAAAGTCT
GAAAAGTCAGGTTAATGTGATAGGAATATAGCTAAAGAATTACTTGTAGACTGTT
GCCTTCAATCTCTTTAGAGACTTGATGGATCAATAAAAGGGGAACTGAGGAAACA
AGCACTGGATCATTTCAAT

>Meleagris_gallopavo_f. domestica Z CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTTCTGATTTTCTCTCAGATG

GTGAGGATGCTGGACATCCTAGCAGAATATCTAAAGTACCGGCAGTTTCCCTTCC
AGGTAATGATCTTGGTTAACCAAGAGGTCTTCATCCTGAACTTAAGAAAAATCAT
GTTTTTACTCTGAGGGTGGACGAGCAGTGGAGTATGTTGTTCAGATGTTGTGAAA
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TATCCATTCTCTGTGATACCTAAAAGCCAACTGGGCGTGGTCTTGGGAAGCTTGC
TGTAGCAGGCCTTGGTTGAGCAGACAAGATGACTTTTAGAGGTCCTTCCAGTATT
TCAGCCATCTGTGATTATCTGTTCTTTACCATTTTGTTTAAGAAAAGAAAGCAACC
TTGAATTTAAAAGATTTTGTGAAGGAGCATGTTAACATTTCTTCTTTTTGTTCCTTC
ACATTGTTGTTTTATCAGTTGGAAAGTCAGGTTACTATGATGGGAATACAGCTAA
AGAATTACTTTCAGACTGTAGTTTTCAATCTCTTTAGAGACTTGATGGATCAATAA
AAGGGGAATTGAGAAAGCAAGCACTGGATCATTTCAAT

>Cygnus_olor Z CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTTCTGATTTTCTCTCAGATG
GTGAGGATGCTGGACATCCTAGCAGAGTACCTAAAGTATCGCCAGTTTCCCTTCC
AGGTAACAAGCCTAGTAGTCTTGATCCTGAATTTAAGAAAAATCTTTTCTGTACTC
TGAGGGTGACAGAGCAGTGGAGCAAGTTGTCCAGAGGTTGTGAAATCTCCATTCT
CTGTGATAATTAAAAGCCAAGTGGACATGATCCTGGGTAACCTGCTCTAGTGGAC
CCTGTCTGAGCAGAGGTGTTAGACAAGATGACCTCCAGTGGTCCTTGCCAACCTC
AGCCTCTCTGCGATTATCTGATCTTTACCACTTTGCTTAATAAAAGAGTGTCCTTG
AATTAAAAAGATGATGTGAAGCACTAACATTCCTTTTTTTCCTTCACATTACTGTT
TTGGCTGTTGAGAATTCAAGTTGCTCTGATGAGAATATAGCATAAGAATTACTTTT
AAACTGTAGATATTCTAATCTCTTTAGAGACTTGATGGATCAAAAAATGGAAAAT
TGAGGAAGCAAGCACTGGATCATTTCAAT

>Anser_anser f. domesticus Z CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTTCTGATTTTCTCTCAGATG
GTGAGGATGCTGGACATCCTAGCAGAGTACCTAAAGTATCGTCAGTTTCCCTTCC
AGGTAACAAGCCTAGTAGTCTTGATCCTGAATTTAAGAAAAATCTTTTCTTGACTC
TGAGTGTGACAGAGCAGTGGAGCAAGTTGTCCAGAGGTTGTGAAATCTCTGTTCT
CCATGATAATTAAAAGAGAGGTGGACAAGATCCTGGGCAACCTGCTCTAGTGGA
CCGTGTCTGAGCAGAGGTGTTAGACAAGATGTCCTTGCCACCCTCAGCCTCTCTG
CCATTATCTGATCTTTACCACTTTGCTTAATAAAGGAGTGTCCTTGAATTAAAAAC
ATGACATGAAGCATTAACATTCCTTTTTTTCCTTCACATTACTGTTTTGGCTGTTGA
GAATTCAAGTTGCTATGATGAGAATATAGCATAAGAATTACTTTTAAACTGTAGT
ATTCAATCTCTTTAGAGACTTGATGGATCAAAAAATGGAAAATTGAGGAAGCAA
GCACTGGATCATTTCAAT
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>Anas_platyrhynchos Z CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTTCTGATTTTCTCTCAGATG
GTGAGGATGCTGGACATCCTAGCAGAGTACCTAAAGTATCGTCAGTTTCCCTTCC
AGGTAACAAGCCTAGTAGTCTTGATCTTGAATTTAAGAAAAATCTTTTCTTTACTC
AGAGTGTGACAGAGCAGTGGAGCAAGTTGTCCAGAGGTTGTGAAATCTCTGTTCT
CCATGATAATTAAAAGAGAGGTGGACAAGATCCTGGGCAACCTGCTCTAGTGGA
CCGTGTCTGAGCAGAGGTGTTAGACAAGATGTCCTTGCCACCCTCAGCCTCTCTG
CCATTATCTGATCTTTACCACTTTGCTTAATAAAGGAGTGTCCTTGAATTAAGAAC
ATGACATGAAGCATTAACATTCCTTTTTTTCCTTCACATTACTGTTTTGGCTGTTGA
GAATTCAAGTTGCTATGATGAGAATATAGCATAAGAATTACTTTTAAACTGTAGT
ATTCAATCTCTTTAGAGACTTGATGGATCAATAAAAGGGGAATTGAGGAAACAA
GCACTGGATCATTTCAAT

>Anas_platyrhynchos_f. domestica Z CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTTCTGATTTTCTCTCAGATG
GTGAGGATGCTGGACATCCTAGCAGAGTACCTAAAGTATCGTCAGTTTCCCTTCC
AGGTAACAAGCCTAGTAGTCTTGATCTTGAATTTAAGAAAAATCTTTTCTTGACTC
AGAATGTGACAGAGCAGTGGAGCAAGTTGTCCAGAGGTTGTGAAATCTCTGTTCT
CCATGATAATTAAAAGAGAGGTGGACAAGATCCTGGGCAACCTGCTCTAGTGGA
CCGTGTCTGAGCAGAGGTGTTAGACAAGATGTCCTTGCCACCCTCAGCCTCTCTG
CCATTATCTGATCTTTACCACTTTGCTTAATAAAGGAGTGTCCTTGAATTAAGAAC
ATGACATGAAGCATTAACATTCCTTTTTTTCCTTCACATTACTGTTTTGGCTGTTGA
GAATTCAAGTTGCTATGATGAGAATATAGCATAAGAATTACTTTTAAACTGTAGT
ATTCAATCTCTTTAGAGACTTGATGGATCAATAAAAGGGGAATTGAGGAAACAA
GCACTGGATCATTTCAAT

>Larus_glaucescens_Z CZU

GTTACTGATTTGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTTCTGATTTTCTCACAGATG
GTGAGGATGCTGGACATCCTAGCAGAATATCTGAAGTATCGTCAGTTTCCCTTTC
AGGTAAGAATCTTGGTGGTAGTAGCCAAGAAGCTTTGATCTTGAGTACAAGAAA
AATCTTTTATTTACTTTGCTGGTGACAGAGCACTGGAACAAGTTGTCCAGAGATT
ATGGAATCTTCATACTCTGTGACATTCAAAAGCCGCCGGGACCTGCCCTTGGGCA
ACCTGCTTTAGCAGGAGTTAGACAAGATGACCTCCAGAGGTCCCTTCCAGCTTTA
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ACTGTTTTGTCATCATGGGATCTTTATCACTTTACTTAAGAAAAGACATAAGAAA
ATGTCATCTTTTTCTAGAAAGACTGGCAATTGCCATATTCTAAATAGTATTTTGAA
ATTAAACAGATGAACTAAAAAATAATATGAAGTGTTGTGTTACTTCAATTTTTTTA
CTCCACATAACAGTTTTGGCAGAGAATCCAAGTTGCTTTCATTTTTAATATATTAT
AGGAATCTCTTTAACTATAATATTCAATCTCTTTAGAGACTTGATGGATCAATAAA
AGGAGAATTGAGGAAACAAGCACTGGATCATTTCAAT

>Columba_livia f. domestica Z CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTACTCATTTTCTCACAGATG
GTGAGGATGCTGGACATCTTAGCAGAATATCTGAAGTATCGTCAGTTTCCTTTTCA
GGTAAGAGTTGTGGTGGTAGTAGCCAAGAAGCTTTGACCTTGAATATAAGAAAA
ATCTTTTCTTTACTCTGAGGCTGACGGAGCACTGAACAAGTTGCCCAGAGGTCAT
GGAATCTCCATCCTCTTTGACATTCAAAAGCCACCTAGACATAACCGTGTGAAAC
CTGCTTTCACTGTCCCCACCTGAGTAGGGGACTTAGACAGGATGACCTCCAGCAG
TCCTTTCCAAATTCGACTGTTTTGCAATTATATGATCTTTACCACTTTGCTTAAGA
AAAGATAAAAGAAAATGTGGTTTTGTACTAAGTAGTATTTTGAAAGGAAATAGAT
TAATTTAAAAATTATGTGCAGTGTTGCGTTACTTTTTTCACCTTCACATAACAGTT
TTAGCAGTTGAGAATTCAAGGTGCTCTGAGATTTTGTATAGAGAATATTAGAATA
TTTTGAATATAAAATTGCTTTTTAACTATAGTATTCAATCTCTTTAGAGACTTGAT
GGATCAATAAAAGGGGAACTAAGGAAACAAGCACTGGATCATTTCAAT

>Columba_palumbus Z CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTACTCATTTTCTCACAGATG
GTGAGGATGCTGGACATCTTAGCAGAATATCTGAAGTATCGTCAGTTTCCTTTTCA
GGTAAGAGTTGTGGTGGTAGTAGCCAAGAAGCTTTGACCTTGAATGTAAGAAAA
ATCTTTTCTTTACTCTGAGGCTGACGGAGCACTGAACAAGTTGCCCAGAGGTCAT
GGAATCTCCATCCTCTTTGACATTCAAAAGCCAGCTGGACATAACCATGTGAAAC
CTGCTTTCACTGTCCCCACCTGAGTAGGGGACTTAGACAAGATGACCTCCAGCGG
TCCTTTCCAAATTCGACTGTTTTGCAATTATATGATCTTTACCACTTTGCTTAAGA
AAAGATAAAAGAAAATGTGGGTTTGTTCTAGAAAGACTGGCAATTGCTATATACT
AAGTAGTATTTTGAAAGGAAATAGATTAATTTAAAAATTATGTGCAGTGTTGCGT
TACTTTTTTCACCTTCACATAACAGTTTTAGCAGTTGAGAATTCAAGGTGCTCTGA
GATTTTGTATAGAGAATATTAGAATATTTTGAATATAAAATTGCTTTTTAACTATA
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GTATTCAATCTCTTTAGAGACTTGATGGATCAATAAAAGGGGAACTAAGGAAACA
AGCACTGGATCATTTCAAT

>Streptopelia_decaocto Z CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTACTCATTTTCTCACAGATG
GTGAGGATGTTGGACATCTTAGCAGAATATCTGAAGTATCGTCAGTTTCCTTTTCA
GGTAAGAGTTGTGGTAGTAGCCAAGAAGCTTTGACCTTGAATATAAGAAAAATCT
TTTCTTTACTCTGAGGCTGACGGAGCACTGGAACGAGTTGCCCAGAGGTCATGGA
ATCTCCATCCTCCTTGACATTCAAAAGCCACCTGGACATAACCATGTGAAACCTG
ATTTAACTGTCCCCACCTGAGTAGGGGACTTAGGCAAGATGACCTCCAGCGGTCC
TTTCCAATTTCAACTGTTTTGCGATTATATGATCTTTACCACTTTGCTTAAGAAAA
GATAAAAGAAAATGTGGTTTTGTTCTAGAAAGACTGGCAATTGCTATATACTAAG
TAGTATTTTGAAAGGAAAGAGATTAATTTAGAAATTTTGTGCAGTGTTGCGTTAC
TTTTTTCACCTTCACGTAACAGTTTTCGCAGTCAAGAATTCAAGGTGCTCTGAGAT
TTTGTATAGAGAGTATTAGAATATTTTGAATATAAAATTGCTTTTTAACTATAGTA
TTCAATCTCTTTAGAGACTTGATGGATCAATAAAAGGGGAACTAAGGAAACAAG
CACTGGATCATTTCAAT

>Ara ararauna Z CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTTCTGATTTTCTCACAGATG
GTGAGGATGCTGGACATCTTAGCAGAATATCTGAAGTATCGTCAGTTTCCCTTTC
AAGTAAGAATCTTGGTGTTAGTAGCCAAGAAGCTTTGATCTTGAATATTAGAAAA
TCTTTTCTTTATCTGAGGGTGACAACTTCTTCAGAGGTTATGAGCTCTGTGACATT
CAGAAGCCACCTGGACATGACACTGGGCAACCTGCTATTGCTGTCCCCAGTTAAG
TTGGGGAGTTAGACAACATCACCTCCAGAGGTCCCTTCCAACCTAAATCTGTTTT
GTGAATATGATCTGTATCACTTTGCTTAAGGGAAAGACACAAGAAAACATGTTCT
TTTCGATAAAATCTGGCAATTGCTGTATGCTAAATAATAATTTGATGTTAAATAG
ATAAATTAAAAAGATACAAGAATTGATACATCACAGGTTTTCTTTTTTTCGTCACG
TAACAGGTTTGGCATTTGAGAATTTGGGGTGCTCTGATTTTGAATATAGTAAAAG
AATTGCTTTTTAACTGTAGCGTTCAATCTCTTTAGAGGCTTGATGGATCAATAAAA
GGGGAATTGAGGAAACAAGCACTGGATCATTTCAAT
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>Myiopsitt_monachus_Z CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTTCTGATTTTCTCACAGATG
GTGAGGATGCTGGACATCTTAGCAGAATACCTGAAGTATCGTCAGTTTCCCTTTC
AAGTAAGAATCTTGGTGTTAGTAGCCAAGAAGCTTTGATCTTGAATATTAGAAAA
ATCTTCTTTTTATCTGAGGGTGACAGCTTGTTCAGAGGATATGAGCTCTGTGACAT
TCAGAAGCCACATGGACATGACACTGGGCAACCTGTTTTTGCTGTCCCCAGTTAA
GCTGGGGACAATATCACCTCCGACCTAAATCTGTTTTGTGAATATGATCTGTACC
ACTTTTGAATATGATCTGTCCCTTCCAACCTAAATCTGTTTTGTGAATATGATCTG
TACCACTTTGCTTAAGAAAAGACATAAGAAAACATGTTCTTTTTTGATAAAATCT
GGCAATTGCTGTATGCTAAATAACAATTTGATGTTAAATAGATGAATTAAAAAAA
ATACAGAAATTAATGCATCACAGGTTTTCTTTTTTTCTTCACATAACAGGTTTGGC
ATTTGAGAATTTGGGGTGCTCTGATTTTGAATATAGTATAAGAATTGCTTTTTAAC
TGTAGCATTCAATCTCTTTAGAGGCTTGACGGATCAATAAAAGGGGAATTGAGGA
AACAAGCACTGGATCATTTCAAT

>Psittacus_erithacus_erithacus_Z CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTTCTGATTTTCTCACAGATG
GTGAGGATGCTGGACATCTTAGCAGAATATCTGAAGTATCGTCAGTTTCCCTTTC
AAGTAAGAATCTTGGTGGCAGTAGCCAAGAAGCTTTGATCTTGAATATTAGAAAA
ATCTTTTCTTTATCTGAGTGTGACAGCTTGTTCAGAAGATATGAGCTCTGTGACAT
ATTCAGAAGCCACCTGGACATGACACTAGGCAACCTGCTTTTGCTGTCCCCAGTT
AAATTGGGGAGTTAGACAATGTCACCTCCTGAGGTCCCTTCCAACCTCATCTGTTT
TGTGAATATGATCTGTACCACTTCATTAAGAAAAGACACAAGGAAACATGTTCTT
TTTTGATAAAATCTGCAATTGCTCTATGCTAAATAATAATTAAATAAGTGCATCA
GTTCTGGTATTTTTTTAATTCATCACAGGTTTTCTTTTTTTTTCTTCACATAACGGG
TTTGGCAGTTGAGAAGTCAAGGTGCTCTGATTTTGAGTATAGTATAAGAATTACT
TTTTAACTGTAGCATTCAATCTCTTTAGAGACTTGATGGATCAATAAAAGGGGAA
TTGAGGAAACAAGCACTGGATCATTTCAAT

>Agapornis_roseicollis Z CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTTCTGATTTTCTCACAGATG
GTGAGGATGCTGGACATCCTAGCAGAGTATCTGAAGTATCGTCAGTTTCCCTTTC
AAGTAAGAATCTTGGTGGTAGTAGCCAAGAAGCTTTGATTTTAAATATTAGAAAA
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ATCTTCTCTTTATCTGAGGATGACAACTTGTTCAGATGATATGAGCACTATGACAT
TCAGAAGCCACCTAGACATGATGCTGGGCAACCTGCTTTTGCTGTCCCCAGTTAA
GTTGGGGAATTAGACAATATCATCTCCAGAAGTCCCTTCCAACCTCATCTGTTTTG
TGAATATGATCTGTATCACTTTGCTTAAGAAAAGACACAAGAAAATATGTTCTCT
TTTGATAAAATCTGATAATTGCCATATGCTAAGTAATAATTCGATATTGAATAGA
TGCATTAAAAAAAATACAAGAATTGATGCATCACAGGCTTTCTTTTTCACATAAC
AGGTTTGGCATTTGAGAATTTGGGGTTCTCTGATTTTGAATATAGTATAAGAATTA
GTTTTTAACTGTAGCATTCAATCTCTTTAGAGACTTGATGGATCAATAAAAGGGG
AATTGAGGAAACAAGCACTGGATCATTTCAAT

>Eolophus_roseicapilla Z CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTTCTGATTTTCTCACAGATG
GTGAGGATGCTGGACATCCTAGCAGAATATCTGAAGTATCGTCAGTTTCCCTTTC
AAGTAAGAATCTTGGTGGTAGTAGCCAAGAAGCTTTGATCTTGAATATTAGAAAA
ATCTTCTCTTTATCTGAGGGTGACAAGTTGTTCAGAGGTTATGAACTCTGTGACAT
TCAGAAGCCACCTGGACATGACGCTGGGCAGCCTGCTTTTGCTGTCCCCACTTAA
GTTGGGGAGTTAGACAATATCACCTCCAGAGGTCCCTTCCAACCTCAGCTGTTTT
GTGAATATGATCTGTACCACTTTTCTTAAGAAAAGACACAAGAAAACATGCCAGA
TTTTATCGAAAAAGAACAATTGCTATATGCTAAATAATAATTTGATGTTAAATAG
ATGAATTCAAAAAATAGAAGAATTGATGCATCACAGGTTTTCTTTTTTTCTTCACA
TAACATGTTTGGCATTTGAGAATTCGGGGTGCTCTGATTTTGAATAGAGTATAAG
AATTTTTAACTGTAGCTTTCAATCTCTTTAGAGGCTTGACGGATCAATAAAAGGG
GAATTGAGGAAACAAGCACTGGATCATTTCAAT

>Melopsittacus_undulatus Z CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTTCTGATTTTCTCACAGATG
GTGAGGATGCTGGACATCCTAGCAGAATATCTGAAGTATCGTCAGTTTCCCTTTC
AAGTAAGAATGTTGGTGGTAGTAGCCAAGAAGCTTTGATCTTGAATATTAGAAAA
ATATTTTCTTTATCTGAGGGTGACAGCTTGTTCAGAGGATATGAGCTCTGTGACAT
TCAGAAGCCACCTAGACATGATGCTGGGCAACCTGCTTTTGATGTCCCCAGTTAA
TTTGGGGAGTTAGACAATATCACCTCCAGAGGTCCCTTCCAACCTCATCTGTTTTG
CGAATATGATCTATATCACTTTGCTTAAGAAAAGACACAAGAAAACATGTTCTCT
TTTGATAAAATCTGGCAATTGCTATATGCTAAATAATAATTTTATGTTAAGTAGAA
GAATTAAAAAATACAAGTTTTCTTTTTTCTTCACGTAACAGGTTTGGCATTTGACA
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ACTTGGGGTGCTCTGATTTTGAATATAGTATAAGAATTACTTTTTAACTGTAGCAT
TCAATCTCTTTAGAGACTTGACGGATCAATAAAAGGGGAATTGAGGAAACAAGC
ACTGGATCATTTCAAT

>Corvus_frugilegus Z CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTCCTGATTTTCTCACAGATG
GTAAGGATGCTGGACATCCTGGCAGAATATCTGAAATATCGTCAATTCCCATTTC
AGGTAAGAAACTTGCTGGTAATAGCAGCTAAGAAGCTTTGATCTTGAATATTAAG
AAAATCTTTTCTTTACTGTGAGGGTGTCAGAGCACTGGAACAGGTTGTCCAGAGG
TTATGGAATTTTGTCTCTTGTGGAGGTCCAAAAGCTACCTTGGCATGACCTTGGGC
AGCATGCTTTAGTTGTCCCTGTCTGAGTAGGGGATTTAGACGAGTTGACCCTCAG
CAGTCCCTTTCAGCTTTGTTCGTGATTATGTGACCGTTACCCCTTCAATTAAAAAA
AAGTGGAAGAAAATGCATTCTTTTTCTAGAAGGGGACTGGCTCTATGATGAATGT
TATTTTGAAGTAAAACAGATGAACTAAAAATTATGTGAGCTGTTTATTTACTTACT
TTTTTTTCCCCTTCACATAACAGTTTCAGCAGCTGACAATTGAAGTTGCTCTGATT
TTGAATATAGTATAAAAATTATTTTTTAACTGTAGTTCTCAATCTCTTTAGAGACT
TGATGGATCAATAAAAGGGGAATTGAGGAAACAAGCACTGGATCATTTCAAT

Gonozom W
>Gallus_gallus_f. domestica. W_CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTACTGATTTTCTCTCAGATG
GTGAGGATGCTAGACATCCTAGCAGAATACTTGAAGTATCGTCAGTTTCCTTTTC
AGGTAAGAATTTTGATGGTAGTAGCCAAGAAGCCTTGATCTTTGCCACTTTATCTT
AAGTAAAAGTGTCCTTTCTGTAGAAAAGACTTCTAAAAGTTTAATTTTATGTATA
GAAAAAGACTGGCAATTACTATGGTGTGAGGTGTTGCATTATTCTCCTCCTCCTCC
TTCCCCCCCATTCCTCCCCTTGCCCTCAGTTGTTTTGGCAATTGAGTATTCAGGTTG
CTCTGATTAGAATATAGTATGAGTTCCTTTTTAACTGTAATATTTGATCTCTTTAG
AGACTTGATGGATCAATAAAAGGAGAACTGAGGAAACAAGCACTGGATCATTTC
AAT
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>Coturnix_chinensis W_CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTACTGATTTTCTCTCAGATG
GTGAGGATGCTAGACATCCTAGCAGAATACTTGAAGTATCGTCAGTTTCCTTTTC
AGGTAAGAATTTTGATGGTAGTAGCCAGGAAGCCTTGATCTTTGTCACTTTATATT
AAGTAAAAGTGTTCTTTCTGTAGAAAGACTTATAAAAGTTTAATTTTACGTATAG
AAAAAGACTGGCAATTACTATGGTGCAAAGTGTTGCATTATTCTGCTCCTTCCCCC
CCCCATTCCTCCCCTTGCCCTCAATTGTTTTGTCAACTGTGTATTCAGGTTGCTCTG
ACTAGAATATAGTATGAGAGTTCCTTTTTAACTGTAATATTTGATCTCTTTAGAGA
CTTGATGGATCAATAAAAGGAGAACTGAGGAAACAAGCACTGGATCATTTCAAT

>Meleagris_gallopavo_f. domestica W_CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTAATGATTTTCTCTCAGATG
GTGAGGATGCTAGACATCCTAGCAGAATATTTGAAGTATCGTCAGTTTCCTTTTCA
GGTAAGGATTTTGATGGTAGTAGCCAAGAAGCTTTAATCTTTGACACTTTATCTTA
AGTAAAAGTGTCCTTTCTGTAAAAACACTTAAGAGTTTAATTTTATGTATAGAAA
AAGGCTGGCAATTACTATAGTGTGAAATGTTGCATTATTCTCCTCCTCCTCCTCCT
CCTTTCCCCCCCATTCCTCCCCTTGCCTTCAATTCTTTTGGCAACTGAGTATGCATT
CAGGTTGCTCTGATTAGAATATAGTATGAGAGTTCCTTTTTAACTGTAGTATTTGA
TCTCTTTAGAGACTTGATGGATCAATAAAAGGAGAACTAAGGAAGCAAGCACTG
GATCATTTCAAT

>Cygnus_olor W_CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTACTGATTTTCTCTCAGATG
GTGAGGATGCTAGACATCCTAGCAGAATATTTGAAGTATCGTCAGTTTCCTTTTCA
GGTAGGAATTTTGCTGGTAGTAGCCAAGAAGCCTTGATCTTTGCCACTTTAGCTTA
AGAAAACGAAAAGTGTCCTTTTTTGTAGAAGGATTTATAAAAGTTTAATTTTATG
TACAGAAAAAGACGACTGACAATTACTATATGATAAATGGTGTTTTGAAATGAAA
CTGATAAATTAGAAAGGTGGTGTAAAATGTTACATTACTCTTCTCCTTGCCCCTAA
TTGTTTTGGCAATTGAGATTTCAAGTTGCTCTGATTTGAATATAGTATGAGAGTTC
CTCTTTAACTGTAATATTTGATCTCTTTAGAGACTTGATGGATCAATAAAAGGAG
AATTGAGGAAACAAGCACTGGATCATTTCAAT
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>Anser_anser f. domesticus W_CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTACTGATTTTCTCTCAGATG
GTGAGGATGCTAGACATCCTAGCAGAATATTTGAAGTATCGTCAGTTTCCTTTTCA
GGTAGGAATTTTGCTGGTAGTAGCCAAGAAGCCTTGATCTTTGCCACTTTAGCTTA
AGAAAAGGAAAAGTGTCCTTTTTTGTAGAAGGATTTATAAAAGTTTAATTTTATG
TACAGAAAAAGACGACTGACAATTACTATATGATAAATGGTGTTTTGAAATGAAA
CTGATAAATTAGAAAGGTGGTGTAAAATGTTACATTACTTTTTTCCTTGCCCCTAA
TTGTTTTGGCAATTGAGATTTCAAGTTGCTCTGATTTGAATATAGTATGAGAGTTC
CTCTTTAACTGTAATATTTGATCTCTTTAGAGACTTGATGGATCAATAAAAGGAG
AATTGAGGAAACAAGCACTGGATCATTTCAAT

>Anas_platyrhynchos W_CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTACTGATTTTCTCTCAGATG
GTGAGGATGCTAGACATCCTAGCAGAATATTTGAAGTATCGTCAGTTTCCTTTTCA
GGTAGGAATTTGCTGGTAGTAGCCAAGAAGCCTTGATCTTTGCCACTTTAGCTTA
AGAAACGTAAAAGTGTCCTTTTTAGTAGAAGGATTTATAAAAGTTTAATTTTATG
TACAGAAAAAGACTATATGATAAATGGTGTATTGAAATGAAAATGATAAATTAG
AAAGGTGTTACATAACTCTTCTCCTTGCCCCTAATTGTTTTGGCAATTGAGATTTC
AAGTTGCTCTGATTAGAATATAGTATGAGTGTTCCTCTTTAACTGTAATATTTGAT
CTCTTTAGAGACTTGATGGATCAATAAAAGGAGAATTGAGGAAACAAGCACTGG
ATCATTTCAAT

>Anas_platyrhynchos_f. domestica W_CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTACTGATTTTCTCTCAGATG
GTGAGGATGCTAGACATCCTAGCAGAATATTTGAAGTATCGTCAGTTTCCTTTTCA
GGTAGGAATTTGCTGGTAGTAGCCAAGAAGCCTTGATCTTTGCCACTTTAGCTTA
AGAAACGTAAAAGTGTCCTTTTTAGTAGAAGGATTTATAAAAGTTTAATTTTATG
TACAGAAAAAGACTATATGATAAATGGTGTTTTGAAATGAAAATGATAAATTAG
AAAGGTGTTACATTACTCTTCTCCTTGCCCCTAATTGTTTTGGCAATTGAGATTTC
AAGTTGCTCTGATTAGAATATAGTATGAGTGTTCCTCTTTAACTGTAATATTTGAT
CTCTTTAGAGACTTGATGGATCAATAAAAGGAGAATTGAGGAAACAAGCACTGG
ATCATTTCAAT
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>Larus_glaucescens W_CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTACTGATTTTTTTTCAGATG
GTGAGGATGCTAGACATCCTAGCAGAGTATTTGAAGTATTGTCAGTTTCCCTTTCA
GGTAAGAATTTTGCTGGTAGTAGCCAAGAAGCCTTGATTTTTACCACTTTATTTTA
AGAAAAGTGTCCTTTTAATAGAAAGATTTATGAAAGTTTAATTTTATGTACAGGA
AAAGACTGATTAATTAGAAAGATTAAGTGTTACCTTACTTCCCCCCCCCCCAATT
GTTTTGGCAATTGAAAATTCAAGTTGCTCGGATTAAAATATAGTAGGAGTTCCTTT
TTAACTGTATTATTCATCTCTTTAAAGGCTTGATGGATCAATAAAAGGGGAATTG
AGGAAACAAGCACTGGATCATTTCAAT

>Columba_livia_f. domestica W_CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTACTGATTTTCTCTCAGATG
GTTAGGATGCTAGACATATTAGCAGAGTATTTGAAGTATCGTCAATTTCCCTTTCA
GGTGAGAATTTTTCTGGTAGTAGCCAAGAAGCCTTGATCTTTACCACTTTATCCTT
TTTGTAGATTTATGAAAGTTTAATTTTACATACAGGAAAAGACTGGCAATTAATG
CATGCTAAATAGTATTTTGAAGTTAAACTGATGAATTAGAAAGATGAAGTGTTTA
CATTACTTTTATTCCACCCCACCCCCTCAGTTGTTTTGGCAATTGAGAATTAAAGT
TGCTCTGATTAGAATATAGAAGGAATTCCTTTTTAACTGTATTATTCAATCTCTTT
AGAGACTTGATGGATCAATAAAAGGGGAATTGAGGAAACAAGCACTGGATCATT
TCAAT

>Columba_palumbus W_CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTACTGATTTTTTATCAGATG
GTGAGGATGCTAGACATATTAACAGAGTATTTGAAGTATCATCAATTTCCCTTTC
AGGTGAGAATTTTTCTGGTAGTAGCCAAGAAGCCTTGATCTTTACCACTTTATCCT
TTTTGTAGATTTATGAAAGTTTAATTTTACATACAGGAAAAGACTGGCAATTAAT
GCATGCTAAATAGTATTTTGAAGTTAAACTGATGAATTAGAAAGATGAAGTGTTT
ACATTACTTTTATTCCACCCCACCCCCTCAGTTGTTTTGGCAATTGAGAATTCAAG
TTGCTCTGATTAGAATATAGAAGAAATTCCTTTTTAACTGTATTATTCAATCTCTT
TAAAGACTTGATGGATCAATAAAAGGGGAATTGAGGAAACAAGCACTGGATCAT
TTCAAT
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>Streptopelia_decaocto W _CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTACTGATTTTCTCTCAGATG
GTGAGGATGCTAGACATACTAGCAGAGTATTTGAAGTATCGTCAATTTCCCTTTC
AGGTGAGAATTTTTCTGGTAGTAGCCAAGAAGCCTTGATCTTTACCACTTTATCCT
TTTTGTAGATTTATGAAAGTTTAATTTTACATACAGGAAAAGACTGGCAATTAAT
GCATGCTAAATAGTATTTTGAAGTTAAACTGATGAATTAGAAAGATGAAGTGTTT
ACATTACTTTTATTCCACCCCACCCCCTTGGTTGTTTTGGCAATTGAGAATTCAAG
TTGCTCTGATAAGAATATAGAAGGAATTCCTTTTTAACTGTATTATTCAATCTCTT
TAGAGGCTTGATGGATCAATAAAAGGGGAATTGAGGAAACAAGCACTGGATCAT
TTCAAT

>Ara_ararauna W_CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTGCTGATTTTCTCTCAGATG
GTGAGAATGCTAGACATCCTAGCGGAGTATTTGAAGTATCGTCAGTTTCCCTTTC
AGGTAAGAATTTTGCTGGTAGTAGCCAAGAAGCCTTGATCATTACCACTTTATCTT
AAGAAAAGTGTCCTTTTTGAAGAAAGATTTATGAAAATTTTATTTTATGTACAGG
AAAAGACTGGCAATTACTATATGCTAAATAGTATTTTGAAACAAAACTGATGAAT
TAGAAAGACTGTTACATTTCTCTTATCCCCCCCCCCATTGTTTTGGCAATTGAGAT
TTCAAGTTGCTTCAATTAGAATATAGTAGGAGTTCCTTTTTAATTATGTTATTCAA
TATCTTTAGAGACTTGACGGATCAATAAAAGGAGAATTGAGGAAACAAGCACTG
GATCATTTCAAT

>Myiopsitta_monachus W _CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTGCTGATTTTCTCTCAGATG
GTGAGAATGCTAGACATCCTAGCGGAGTATTTGAAGTATCGTCAGTTTCCCTTTC
AGGTAAGAATGTTGCTGGTAGTAGCCAAGAAGCCTTGATCATTACCACTTTAAGA
AAAGTGTCCTTTTTGAAGAAAGATTTATGAAAATTTATTTTATGTACAGGAAAAG
ACTGGCAAGTAATATATGCTAAATAGTATTTTGAAACAAAACTGATGAATTAGAA
AGATTGTTACATTACTCTTATCCCCCCCCCCCCCATTGTTTTGGCAATTGAGATTT
CAAGTTGCTCCAATTAGAATATAGTAGGAGTTCCTTTTTAATTATGTTATTCAATA
TCTTTAGAGACTTGACGGATCAATAAAAGGAGAATTGAGGAAACAAGCACTGGA
TCATTTCAAT
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>Psittacus_erithacus_erithacus W_CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTACTGATTTTCTCTCAGATG
GTGAGAATGCTAGACATCCTAGCGGAGTATTTGAGGTATCGTCAGTTTCCCTTTC
AGGTAAGAATTTTGCTGGTAGTAGCCAAGAAGCCTTGATCATTACCACTTTATCTT
AAGAAAAGTGTCCTTTTTGAAGAAAGATTTATGAAAATTTTATTTTATGTACAGG
AAAAGACTGGCAATTACTATATGCTAAATAGTATTTTGAAACAAAACTGATGAAT
TACAGAGATTGTTACATTACTCTTATCCCCCCCCCCAATTGTTTTGGCAATTGAGA
TTTCAAGTTGCTTCAATTAGAATATAGTAGGAGTTCCTTTTTAATTATGTTATTCA
ATATCTTTAGAGACTTGATGGATCAATAAAAGGAGAATTGAGGAAACAAGCACT
GGATCAATACAAT

>Agapornis_roseicollis W_CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTACTGATTTTCTCTCAGATG
GTGAGAATGCTAGACATCCTAGCAGAGTATTTGAAGTATCGTCAGTTTCCCTTTC
AGGTAAGAATTTTGCTGGTAGTAGCCAAGAAGCCTTGATCATTACCACTTTATCTT
AAGAAAAGTGTCCTTTTTGAAGAAAGATTTATGAAAATTTTATTTTATGTACAGG
AAAAGACTGGCAATTGCTATATGCTAAATAGTATTTTGAAACAAAACTGATGAAT
TAGAAAGATTGTTACATTACTCTTATTCCCCCCCTTGTTTCGGCAATGGAGATTTC
AAGGTGTTACAATTAGACTATAGTAGGAGTTCCTTTTTAATTATGTTATTCAATAC
CTTTAGAGACTTGATGGATCAATAAAAGGAGAATTGAGGAAACAAGCACTGGAT
CATTTCAAT

>Eolophus_roseicapilla. W_CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTACTGATTTTCTTTCAGATG
GTGAGAATGCTAGACATCCTAGCGGAGTATTTGAAGTATCGTCAGTTTCCCTTTC
AGGTAAGGATTTTGGTGGTGGTAGCCAAGAAGCCTTGATCATTACCACTTTATCT
TAAGAAAAGTGTCCTTTTTGTAGAAAGATTTATGAAAATTTTATTTTATGTACAGG
AAAAGACTGACAATTACTATATGCTAAATAGTATTTTGAAACAAAACTGATGAAT
TAGAAAGATTGTTACATTACTCTTATCCCCCCCCCCATTGTTTTGGCAATTGAGAT
TTCAAATTGCTCCAATTAGAATATAGTAGGAGTTCCTTTTTAATTATGTTATTCAA
TATCTTTAGAGACTTGATGGATCAATAAAAGGAGAATTGAGGAAACAAGCACTG
GATCATTTCAAT
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>Melopsittacus_undulatus W_CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTACTGATTTTCTCTCAGATG
GTGAGAATGCTAGACATCCTAGCAGAGTATTTGAAGTATCGTCAGTTTCCGTTTC
AGGTAGGAATTTTGCTGGTAGTAGCCAAGAATCCTTGATCATTACCACTTTATCTT
AAGAAAAGTGTCCTTTTTGAAGAAAGATTTCTGAAAATTTTATTTTATGTACAGG
AAAAGACTGGCAATTACTATATGCTAAATAGTATTTTGAAACAAAACTGATGATT
TAGAAAGGTTGTTACGTTACTCTTATTCCCCCTCCCCCCCATTGTTTTAGCAATTG
AGATTTCAAGTTGCTCCAATTAGAATATAGTAGGAGTTCCTTTTTAATTATGTTAT
TCAATATCTTTAGAGACTTGACGGATCAATAAAAGGAGAATTGAGGAAACAAGC
ACTGGATCATTTCAAT

>Corvus_frugilegus W_CZU

GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTACTGATTTTCTTTCAGATG
GTGAGGATGCTAGATATCCTAGCAGAGTATTTGAAGTATCGTCAGTTTCCCTTTCA
GGTAAGAATTTTGCTGGTAGTAGCCAAGAAGCCTTGATTTTTACCATTTTATCTTT
AAAAAAAGTGTCCTTTTTGTAGAAAGATTTATGAAAGTTTAATTTTTCTGTACAGT
AGAAGACTAGTGATTACTATATGCTTAATAGTATTTTGAAATTAAACTGATTAATT
GGAAGTGTTACATTATTCTTATTCCTCCCCCCCCCCAATTGATTTGGCAATTGAGA
ATTCAAGTTGCTCTGAATAGGCTATAGTAGGAGTTCCTTTTTAACTGTATCATTCA
ATCTCTTTAGAGACTTGATGGATCAATAAAAGGGGAATTGAGGAAACAAGCACT
GGATCATTTCAAT

5.2.3 Stanoveni velikosti amplikonu markeru 2550F — 2718R

Z vysledk sekvenacni analyzy v uvedené piedchozi kapitole, byly odecteny presné
velikosti amplikonu, které odpovidaji Z respektive W alele genu CHD1. Ziskané vysledky

jsou uvedeny Vv nasledujici tabulce 11.
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Tabulka 11:  Velikosti amplikond markeru 2550F — 2718R pro gonozomy Z a W

Cesky nazev Védecky nazev Z (bp) | W (bp)
agapornis riazohrdly | Agapornis roseicollis 640 451
andulka vinkovana | Melopsittacus undulatus 625 458
ara ararauna Ara ararauna 644 454
havran polni Corvus frugilegus 662 458
holub domaci Columba livia f. domestica 656 448
holub h¥ivna¢ Columba palumbus 682 448
hrdli¢ka zahradni Streptopelia decaocto 580 448
husa domaci Anser anser f. domesticus 570 476
kachna divoka Anas platyrhynchos 570 452
kachna domaci Anas platyrhynchus f. domestica 570 452
kakadu ruzZovy Eolophus roseicapilla 640 454
krocan domaci Meleagris gallopavo f. domestica 592 457
kiepelka ¢inska Coturnix chinensis 628 444
kur domaci Gallus gallus f. domestici 593 447
labut’ velka Cygnus olor 583 476
papousek mnisi Myiopsitta monachus 687 451
racek Sedokridly Larus glaucescen 645 415
Zako Sedy Psittacus erithacus 639 455

5.2.4 Porovnani sekvence amplikonu markeru 2550F — 2718R s databazi
NCBI

Pro porovnani ziskanych sekvenci, byly v ramci databdze NCBI pouZity sekvence
takovych druht, které jsou taxonomicky zatfazeny do stejnych Celedi, jako druhy sekvenované
pii feSeni bakalarské prace. Jednalo se o nasledujici ¢eledi: Phasianidae, Anatidae, Laridae,
Columbiadae, Psittacidae a Corvidae. Na obrazcich 22 a 23 jsou uvedeny vysledky porovnani

sekvenci pomoci programu Bioedit.
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Obrazek 22: Porovnani sekvence markeru 2550F — 2718R gonozému Z s databazi NCBI — 1. ¢ast
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Gallus gallus Z GU132943.1

Gallus gallus f. domestica z CzU
Coturnixchinensis z CzU

Coturnix coturnlx Z AY628569.1
Coturnix japonica 2z HQ593873.1
Syrmaticus reevesii 2z GU132945.1
Alectoris rufa z AY628570.1
Centrocercus urophasianus Z AF526006.1
Phasianus colchicus Z AF526002.1
Tetrao tetrix Z AF364552.1 ’
Meleagris gallopavo f. domestica z CzZU
Meleagris gallopavo Z AF526014.1
Cygnus olor z CzZU

Cygnus buccinator z AY178114.1

Anser anser f. domesticus z €zU

Anser cygnoides orientalis 2z HQ423307.1
Branta leucopsis 2z AF525972.1

Anas platyrhynchos 2z ¢zU

Anas platyrhynchos f£. domestica z ¢zU
Anas penelope Z AY881812.1

Anas clypeata Z AY881840.1

Anas discors 2z AY881839.1

Anas americana Z AY881818.1

Anas sibilatrix z AY881815.1
Dendrocygna viduata 2z JF279561.1

Aix sponsa 2z AY881837.1

Somateria mollissima z AF525986
Bucephala clangula z AF525992.1

Larus glaucescens z CzU

Larus ridibundus 2z JF279565.1

Larus hyperboreus zZ AF525988.1

Larus argentatus zZ AF525994.1

Columba livia f. domestica z &zU
Columba livia 2z AY517719.1

Columba palumbus z CzU

Columba palumbus Z JF279562.1
Streptopelia decaocto 2 ¢zu

Ara ararauna 2z CzU

Ara militaris 2 DQ331021.1

Myiopsitt monachus z CzU

Psittacus erithacus erithacus z CzU
Agapornis roseicollis z ¢zU

Eolophus roseicapilla 2 CZU
Melopsittacus undulatus 2z CzU

Amazona oratrix Z DQ331023.1
Cyanoramphus novaezelandiae chathamensis 2z AB2472659.1
Cyanoramphus forbesi z AB247267.1
corvus frugilegus z CzU

Corvus frugilegus 2z HM244402.1

Corvus corone corone Z AB246035.1
Corvus corax Z AF525982.1

Corvus macrorhynchos japonensis Z AB246034.1
Cyanocitta cristata z HQ391560.1

Pica pica 2z HQ391559.1

Perisoreus infaustus 2z AF526010.1
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Obrazek 22: Porovnani sekvence markeru 2550F — 2718R gonozému Z s databazi NCBI — 2. ¢ast
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Larus ridibundus 2z JF279565.1 GTA... SRR~ Ch GAGCAC....ACA..T...C
Larus hyperboreus Z AF525988.1 GTA... BBt a— X GAGCAC. <« «ACA. JT.....C
Larus argentatus 2 AF525994.1 GTA... LB P a— oG GAGCAC....ACA..T...C
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Corvus frugilegus z HM244402.1 AATA.C.G.T B p ol Wh i S GAGCAC . .. :ACAG.TF: . C. .. .GCucaTh..G. .. T. TG
Corvus corone corone 2Z AB246035.1 ARATA.C.G.T i sl ot i e o AAGCAC. . . cACAG.T:cCicuinG::ThA: SGac s TTG
Corvus corax 2 AF525982.1 ARATA.C.G.T R CTE a2 GAGCAC....ACAG.P...C....G..TA..G...T.TG
Corvus macrorhynchos japonensis z AB246034.1 ARATA.C.G.T <TICL P —GC: GAGCAC. .. .ACAG.T...C....G..TA..G...T.TG
Cyanocitta cristata z HQ391560.1 RATA.C.G.T B WEH e SRR S GAGCAC. .. .ACAG.T..CC....G..TA..G...T.TA
Pica pica 2z HQ391559.1 RATA.C.G.T B 7 G R G GAGCAC. ...ACAG.T...C....G..TA..G...T.TG
Perisoreus infaustus Z AF526010.1 ARATA.C.G.T b Gl s — 0 GPGCAC. .. .ACAG.TP...C....G..TA..G...T.TG
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Obrazek 22: Porovnani sekvence markeru 2550F — 2718R gonozému Z s databazi NCBI — 3. ¢ast

[
~|260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

Gallus gallus z GU132943.1 ATTCTCTGTGATACATAARAAGTCAACT GGGCACTGTCCTGGTTAGC - - CTGCTGTAGCAGACCTTGCTTGGARRACAGG ACAAGATGACCTCTA

Gallus gallus f. domestlca Z ¢zu A0 A o s i e e A B I o o | 60 T o T e il | T Ll ot sy

Coturnixchinensis z ¢zo -~  l........B.C..T......C..... - ...T. << AGC-< .

Coturnix coturnix 2z AY628569.1 wIAGC S v

Coturnix japonica 2z HQ593873.1 ««BGL. aiwva

Syrmaticus reevesii 2z GU132945.1 2 SAGE L wisie

Alectoris rufa Z AY628570.1 I Vel o M

Centrocercus urophasianus 2z AF526006.1 o SACC oree

Phasianus colchicus 2z AF526002.1 ..AGC....

Tetrao tetrix Zz AF364552.1 - ..AGC....

Meleagris gallopavo f. domestica z €zU cllJAGE——CL

Meleagris gallopavo Z AF526014.1 < JAGE-—ui

Cygnus olor z CZU -C..TC..AGC.G...-TG

Cygnus buccinator z AY178114. l . «Ci -ECL: -AGC. 6.+ <TG

Anser anser f. domesticus z ¢z G G..TC..ARGC.G...TG

Anser cygnoides orientalis 2z HQ423307 1 €. PEL .AGC.G... TG

Branta leucopsis Z AF525972.1 5 5 Ao Gin B - = = K 8 .C..TC..AGC.G...TG

Anas platyrhynchos z CzU - - -AG.GG. -A. . .- .G..TC..AGC.G...TG

Anas platyrhynchos f. domestica z &zU . -AG.GG. WAL - . <eieiae . «+-G..TC: .AGC.G...TG

Anas penelope Z AY881812.1 - .AG.GG. ~BA : 2 i 3 S ...A..TC..AGC.G...TG

Anas clypeata Z AY8861840.1 s -AG.GG. -A- 25 2P = ...G..TC..AGC.G...TG

Anas discors Z AY881839.1 - -AG.GG. -A. . . - : . s 5063 ~TCE JAGL. G+ - TG

Anas americana 2z AY881818.1 = .AG.GG. .A. = X . o o sralhe SECL s BGEEG o JTG

Anas sibilatrix z AY881815.1 AG.GG. -A. e mindin o B m cBGC. 6.« < TE

Dendrocygna viduata z JF279561.1 i Ol . s .C...C..AGC.G...TG

Aix sponsa z AY881837.1 .- - -AG. .G. . ...C..TC..AGC.G...TG

Somateria mollissima 2z AF525986 . -AG.. -A .- «--C:.PC..AGC.G...TG

Bucephala clangula z AF5259%2.1 4 B -AG. .G. A. Sia C..TC..AGC.G...TG

Larus glaucescens z €zu s=Bisaa 22 CLPEE A CEGEC. P.x .AGT

Larus ridibundus z JF279565.1 WAL ..C.TTC A.CTGCC.T. .AGT

Larus hyperboreus z AF525988.1 -.B. ..C.TTC A.CTGCC.T. -AGT

Larus argentatus 2z AF5259%4.1 P i s o A L A.CECGCCLF. .. .AGT

Columba livia f. domestica z ¢z2U = SCA b i I 08 5/ A..TAAC.G. .CCA.C..AGT.GG. .AC

Columba livia 2 AY517719 3 S Es L3 o= CLPFC A..TAAC.G. .CCA.C..AGT.GG. .AC -

Columba palumbus 2 ¢zu =C3 S PR R il 0 A..TAAC.A. oy .CCA.C..AGT.GG. .AC

Columba palumbus z JF279562.1 SN ST TP YRR 022 ) ol o .A..TRAAC.A..TGA.A. s Bera i Pa B s COALCL JAGT - GGL JAC

Streptopelia decaocto z CzU SN PR o (PR o) ) ) 022 .A..TAAC.A..TGA.A. A.T..A.T.T..CCA.C..AGT.GG..AC

Ara ararauna z ¢zU ¢ Ga BT TC.G A..TGACA. .A.T..T.T..CCAG. .AAGTTGG. .AG e Gt =

Ara militaris 2 DQ331021 5 B S G e o e e TC.G A..TGACA.. .A.T..T.T..CCAG. .AAGTTGG. .AG 5 A o T =

Mylop51tt monachus z €zU s O N C TELG A..TGACA. .T.T..T.T..CCAG. .ARAGCTGG. .ACAATATCACCTCCGACCTARATCTGTTTTGTG..T....T..G..CC

Psittacus erithacus erlthacus A e | oo Gl ol il B2 G A..TGACA.. .T.T..T.T..CCAG. .AA.TTGG. .AG TTAG.

Agapornis roseicollis 2 CZU aeBacACG TC.G A..TGA.G.. .T.T..T.T..CCAG. .AAGTTGG. .AA TTAG.

Eolophus roseicapilla z €zU =<GIAC L ——TPC-G A..TGACG.. .T.T..T.T..CCA...RAGTTGG. .AG TTAG.

Melopsittacus undulatus z CzU P ef Sy (e RP RSt « o e A..TGA.G... .T.T.AT.T..CCAG. .AATTTGG. .AG TTAG.

Amazona oratrix Z DQ331023.1 GEL 2a G At I PE G A..TGACA.. .P.T..T.T..CCAG. .AAGTTGG. .AA TTAG.

Cyanoramphus novaezelandiae chathamensis z AB247265.1 ..G..AC.. TC.G. A..TGA.G.. .T.T..T.T.TCCAA. .AAGTTGT. .AG TTAG.

Cyanoramphus forbesi z AB247267.1 00 0 o o N TC.G A..TGA.G.. .T.T..T.T.TCCAA. .AAGTTGT. .AG TTAG.

Corvus frugllegus z ¢zU ITC. ..TGTG. .GGTCC. o mi e O A e Frare o OO o o o B a e Eore i e m sl wm b et B, s BGE = GG o BT TTAG.

Corvus frugilegus 2z HM244402.1 [EC. .. PGTG. .GGTCC. « oinla BERC TR . o s G o 0 oD e o ofBo. o JPEFa . C8 JECL S AGELGG: - AT TTAG.

Corvus corone corone Z AB246035.1 TC...TGTG. .GGTCC. e+ TGAC.T...GC... Az el TPT.T..C..TC. .AGT.GG. .AT TTAG.

Corvus corax 2z AF525982.1 TC...TGTG. .GGTCC. < et SECGAC R TGE LS A B JPT.T..C: .TC: .AGT.GG. .AT TTAG.

Corvus macrorhynchos japonensis Z AB246034.1 ITC. ..TGTG. .GGTCC. i cea BEAC R Gl s —Biaeg Bere i EEe B am G JPEL JAGT . GGL JAT TTAG.

Cyanocitta cristata 2z HQ391560.1 [IC. . .TGTG-. .GGTCC. <3 5o PGAC.TF.CoGC oo s —Rs s o'T. ST s Ca sTC. cAGCT.GG: AT TTAG.

Pica pica 2z HQ391559.1 TC...TGTG. .GGTCC. e oo« PGAC.T. ..GC. A.C..T «-T.T..C..TC. .AGT.GG. .AT TTAG.

Perisoreus infaustus z AF526010.1 TC...TGTG. .GGTCC - o wlBGRCIT . cGC e o A | SO .1 PO o P, | oSM8 Yoy i el g
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Obrazek 22: Porovnani sekvence markeru 2550F — 2718R gonozému Z s databazi NCBI — 4. ¢ast

Gallus gallus z GU132943.1 »

Gallus gallus f. domestica z CzU
Coturnixchinensis z CzU

Coturnix coturnix Z AY628569.1
Coturnix japonica 2z HQS593873.1
Syrmaticus reevesii Z GU132945.1
Alectoris rufa z AY628570.1
Centrocercus urophasianus z AF526006.1
Phasianus colchicus 2 AF526002.1
Tetrao tetrix 2z AF364552.1 y
Meleagris gallopavo f. domestica z CzU
Meleagris gallopavo Z AF526014.1
Cygnus olor z CzU

Cygnus buccinator z AY178114.1

Anser anser f. domesticus z CzU

Anser cygnoides orientalis z HQ423307.1
Branta leucopsis 2z AF525972.1

Anas platyrhynchos Z CzZU .
Anas platyrhynchos f. domestica z CzU
Anas penelope Zz AY881812.1

Anas clypeata Z AY881840.1

Anas discors z AY881839.1

Anas americana Z AY881818.1

Anas sibilatrix 2z AY881815.1
Dendrocygna viduata 2z JF279561.1

Aix sponsa 2z AY881837.1

Somateria mollissima Z AF525986
Bucephala clangula 2z AF525992.1

Larus glaucescens Z CZU

Larus ridibundus z JF279565.1

Larus hyperboreus zZ AF525988.1

Larus argentatus Z AF525994.1
Columba livia f. domestica z CzU
Columba livia 2z AYS517719.1

Columba palumbus zZ CzZU

Columba palumbus 2z JF279562.1
Streptopelia decaocto z CzU

Ara ararauna 2 CzU

Ara militaris z DQ331021.1

Myiopsitt monachus z CzU )
Psittacus erithacus erithacus z CzU
Agapornis roseicollis z CzU

Eolophus roseicapilla z CzU
Melopsittacus undulatus 2z CzU

Amazona oratrix Z DQ331023.1
Cyanoramphus novaezelandiae chathamensis 2z AB247269.1
Cyanoramphus forbesi z AB247267.1
Corvus frugilegus z CzZU

Corvus frugilegus 2z HM244402.1

Corvus corone corone Z AB246035.1
Corvus corax Z AF525982.1

Corvus macrorhynchos japonensis Z AB246034.1
Cyanocitta cristata Z HQ391560.1

Pica pica 2z HQ391559.1

Perisoreus infaustus 2z AF526010.1

PR T B T B B B B B I B B B B A B A A R R A R A R A R R I A R A
390 400 410 470 480 490 500 510 520
GAG GTCGTTGCCAGTATTTCAACCATCTGTGATTATTTGATCTTCACCATTTTGCTTAAGA -AARGAAR GCAACTTTCA GT
e L P e PP I il -
B T o s TR, e e e SR R R e A.
sarmmmn e e Cadl va v Bteata mim T v e faia are et o o e a i I ot T o S o i I s i s e el A.
swmmmnee—SCus Casuiaiae Biaie eeele Bie s enie sham jate wn e el m o frmin S O L. oD B o e o e mams siaval s T ate: o aliatele sindie A.
e T T T T T e olC e e s e o i K o i om0 e e e e e nin G A.
iaie oo nBis e A.
S = 15 o 5\ | (SIS o IS - [N IIY ¢ JERRILI o | L), ) AN O S OO S A.
e e T e e e s BB sesse e s siesesaledless sl eBecessensennseee Teeenee . B .
B o e L B e O e G e s s e o 0 S e S e el e e ralie T 51 o)) e ) e 6 808, et 8 a4 s e G A.
B s S A o TR s SO e SRR S b2 DI R bR R B SRR R S SR S e S R o --G. A.
i B e e e G s e e e O i L s R s s --G. A.
- {35 oF {efe i JoCrnr iy o M ELCORIN of e T | SO o ST SRt T ST Ptes -G A.
5. 55 CrCRCC P s = Cloramn o S i o i e T o o i 5 im0 S A.
C.CAGC.TC. .G.. --G. A.
- CICRACC PC ne v Clbmismim o 8 i i w0 .G. A.
<L (S o el O (SR LR o RPN N SO R T e e .G. A.
C.CAGC.TC. <GoE Bes A.
C.CAGC.TC. o b =Gk A.
C.CAGC.TC.. G =G S
C.CAGC.TC. ST -G. A.
C-CAGC:TPC- - 2B -G. A.
C.CAGC.TC. .G.. -G. e
C.CAGC.TC.. Y cJ -G A.
- (ot loy Vel ol ) M o USRI /PR o R o L S .G. B
C.CAGC.TC. = e =G A.
CICAGC-FC “Bo -G. A.
C.CAGC.TC.. aRGua JPGPLC- G A.
SRR R T & ey S PR o SR o R o e RETRIE-TE | 8. JEN o ST R e R P P C.TAAGARAAAT.TC.TC..TTTCTAGAAAGACTGGCAATTGCCATATTC
s P S o {03 S SRS o UNI o RPN | LSRRG | L. S ¢ A R P T.TAAGAAARAT.TC.TC. .TTTCTAGAARAGACTGGCAATTGCCATATAC
wae P 8 oul ooy ) PRI o g o] ¢ | CNRISIIC P R o B U ) T.TAAGAAAAT.TC.TC..TTTCTAGARAGACTGGCAATTGCCATATAC
- vawBCPCE.P. . C..Cl GG cmameP P iCrcnBcncen e aman T.TAAGAARAAT.TC.TC. .TTTCTAGAARAGACTGGCAATTGCCATATAC
-.CA FER o e PN o e} R R O SCPNIY  POPPNPIPIPOrs. PRI O P SO T.AARAGAAAAT.TGGT. ..GT AC
.CA <«CG.CTET.T..CA. ... A . PoniCiicnciiaicae—aecnn T .AARAGAAAAT.TGGT. ..GT AC
.C. <sCG.CTET.T..CA. ... A .. e Poc i iCovanccascae—atens T .ARAGAARARAT.TGGG. . . GTTCTAGRAARAGACTGGCAATTGCTATATAC
-.C. ««CG.CTGT.T..C.cnuccBoineeanTociCinniinnecne—annan T .AAAGAARAT.TGGG. . . GTTCTAGRAAGACTGGCAATTGCTATATAC
<Ci < CR CECT P o Chis viais e sisiaie Eosiioia e Craijsm oiisiaieisieralaIars o sl T .ARAGAAAAT.TGGT. . . GTTCTAGRARAGACTGGCAATTGCTATATAC
s ~ABRAPCEGT.T: o siers——aaBaieinmenBOEaT e cCuismarsnmenesBGaanes C.CAAGAAAACATG T.C.TTTCGATARARATCTGGCAATTGCTGTAT.C
i o <ARAPCTGT e P e-v e v e~ TaBeeeniaGEE P cClhvannanaeeBBrossee C.CARAGAAAACATG T.C.TTTCGATARARATCTGGCAATTGCTGTAT.C
ACTTTT. .ATATGATCT. «RARATCTGT T o oo~ —esBecenresesBleeselrvesensecess"esnse C.TAAGRAAARCATGTTC. . TTTTGATAARAATCTGGCAATTGCTGTAT.C
b I oy Sl Jo (el S A S TR o, SR N oy | I, S C.CAAGGAAARCATGTTC. . TTTTGATAARAATCTG CAATTGCTCTAT.C
--A S CATREPC R s S ndie o mOr s T G eiaaa e e0e @t s — aieaim s C.CRAGRAAATATGTTC.CTTTTGATAARAATCTGATAATTGCCATAT.C
-5 2 o7 el o ey i) R S Sy SRS B o) i TR ooty S R B C.CRAGRAAACATGC.AGATTTTATCGAAARAAGAACAATTGCTATAT.C
B oy Vre doy S ep 5 SO ol SRl SRS TR U s LS a PO SR P C.CAAGRARACATGTTC.CTTTTGATAARATCTGGCAATTGCTATAT.C
2 SRAARATCE Bl i son o= aB oy e = O s - Bnica wis i v i TGGAAGRAAAC.T--TC..TTTTGATAAAATCTGGCAATTGCTATAT.C
w0 = CA—PCCER T o - s B —— o aBinare s e OE il o Ch i 5 5 im0 TGCAAGAAARACAT -TC.CTTTTGATAARARATCTGGCAATTGCTATAT.C
aim SCA—RCCERLR s —— oo oo min = G R I i e it o (o mrim o —Fimriss S el TGCAAGAAAACAT -TC.CTTTTGATAARAATCTGGCAATTGCTATAT.C
CA ~CCBP. . . C TPTTG. - . -AGTGGAAGARAAT...TTC. .TTTCTAGARAGG GGACTGGCTCTAT.A
CA iclom: o R TTTG. - . -AGTGGAAGARAAT...TTC..TTTCTAGAAGG GGACTGGCTCTAT.A
Ca “CCIPP-SC TTTG. - . -AGTGGAAGARARAAT...TTC. .TTTCTAGRAGG GGACTGGCTCTAT.A
CA CECLPP.LC TTTG. - . .AGTGGAARGAARAAT...TTC..TTTCTAGAAGG GGACTGGCTCTAT.A
CA HECRR o€ TTTG. - . -AGTGGAARGARARAT...TTC..TTTCTAGRAGG GGACTGGCTCTAT.A
CA “ECBT .0 TTTG. - . .AGTGGAAGAARAAT...TTC..TTTCTAGRAGG GGACTGGCTCTAT.A
CA ~CC-BT.--C TTTG. - . .AGTGGAGGAARAAG.T.TTC. .GTTCTAGAAGG GGACTGGCTCTGT.A
Ca ~CC-BE. - . C TTTG. - . .AGTGGAAGARAAT. .GTTC. .TTTCTAGAARGG GGACTGGCTCTAT.A
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Obrazek 22: Porovnani sekvence markeru 2550F — 2718R gonozému Z s databazi NCBI — 5. ¢ast

T [ e e i i i
520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
Gallus gallus 2z GU132943.1 TAAAAAG-ATTATGTGAACAAATATGTTAAC AT TCCTTCTTTTTGTTCCTTCACATTGCTGTTTTATCAGTTARARAAGT

Gallus gallus f. domqstica Qg st s S e S SRR E S R e e e T e e B e e e B e e e

Coturnixchinensis z CzU SGaaal - - - .. .CTGRARAG

Coturnix coturnix Z AY628569.1 ..G....T.ATGAAAGTATGAATTAAGTTAA
Coturnix japonica z HQ593873.1 - .G....T.ATGAARAGTATGAATTAAGTTAA
Syrmaticus reevesii 2z GU132945.1 CTG. ...
Alectoris rufa z AY628570.1 B
Centrocercus urophasianus 2z AF526006.1 LTC....
Phasianus colchicus Z AF526002.1 CT.....
Tetrao tetrix z AF364552.1 SCoan
Meleagris gallopavo f. domestica 2z CzU ST - e -
Meleagris gallopavo Z AF526014.1 STl .. GOl -
Cygnus olor z CzU . - <o

Cygnus buccinator z AY178114.1

Anser anser f£. domesticus z CzU

Anser cygnoides orientalis Z HQ423307.1
Branta leucopsis 2z AF525972.1

Anas platyrhynchos 2z €zU

Anas platyrhynchos f. domestica z €zU
lAnas penelope Z AY881812.1

Anas clypeata z AY881840.1

Anas discors z AY88183S5.1

Anas americana Z AY881818.1

Anas sibilatrix 2z AY881815.1 .- --G. --GC. - -
Dendrocygna viduata 2z JF279561.1 -Gl GGG -
Aix sponsa 2z AY881837.1 E

Somateria mollissima Z AF525986

Bucephala clangula Z AF525992.1

Larus glaucescens z CzU

Larus ridibundus 2z JF279565.1

Larus hyperboreus Z AF525988.1

Larus argentatus Z AF525994.1

Columba livia f. domestica z €zU

Columba livia z AY517719.1

Columba palumbus z CzU

Columba palumbus 2z JF279562.1

Streptopelia decaocto z CzU

Ara ararauna z CzU

Ara militaris 2z DQ331021.1

Myiopsitt monachus z CzU i

Psittacus erithacus erithacus z CzU

Agapornis roseicollis z CzU

Eolophus roseicapilla z CzU

Melopsittacus undulatus z CzU

Amazona oratrix 2 DQ331023.1

Cyanoramphus novaezelandiae chathamensis Z AB247269.1
Cyanoramphus forbesi z AB247267.1

56

NN -
(e}

MEEEEEEEEEEEEE AN

.. AATATGAAGTGTTGTGTTA.T.
. AATATGAAGTGTTGTGTTA.T.
- AATATGAAGTGTTGTGTTA.T.
. .TAARAA--..G--AATGTGARAGTGTTGTGTTA.T.
i g T.AA-AAATTATGTGCAGTGTTGCGT.
<7 T.AA-ARATTATGTGCAGTGTTGCGT.
4

T

.TC

-TC

.TCG

.TCG

.CARGGTGCTC TGA
.CAAGGTGCTC TGA
.CAAGGTGCTC TGA
.CAAGGTGCTC TGA
.CRAGGTGCTC TGA

T.AR-ARATTATGTGCAGTGTTGCGT.
T.AA-AAATTATGTGCAGTGTTGCGT.A. .

NNANNANANNNANNNNNNNNNA K

HEEEEEEEs

-.T T.AG-ARATTTTGTGCAGTGTTGCGT.A
.TTARAAARGA- .ACAAGAATTGATACATCACAGGTT. .
« T .ACAAGAATTGATACATCACAGGTT. . .
-.TTAAARAAAA. .ACAGARATTAATGCATCACAGGTT
-A.TAAAT ..G.GCA.C.GTTCTGGTAT TTTTTTAATTCATCACAGGTT.
.A.TC.AT.TTG....GA.GC.TTARAAARRA. .ACARGAATTGATGCATCACAGG.T. .
.A.T..ATGTT..... GA.G..TTCAARAAA- .AGARAGAATTGATGCATCACAGGTT. .
.A.T.TATGTT..G..GAAG..TTA ARARAT ACAAGTT. .
A= TC.ATCGTT. .cn . GA-G. .TT -ACGAGAATTGATACATCACGGGTT. .
GA.G..TTTAAAAAA- .ACAAGAATTGATGCATCACAGGTT. .
GA.G..TTTAARAAAR- .ACAAGAATTGATGCATCACAGGTT. .
-TGTT...T..AAGTA...C.GA.G. ..TAAAA .. TA-TGTGAGCTGTTTATTTAC.TAC.T.

NOOOONOOANANANAANANANNNNANNNNNNANANNNNANMN QGO GO

H131311EEEEEEEOEE HHAAAAAE A

NANANANNNNNNNNNA Q6O

corvus frugilegus z CzU G. Ees

Corvus frugilegus z HM244402.1 G..TGTT...T..AAGTA...C.GA.G...TAAAA ..TA-TGTGAGCTGTTTATTTAC.TAC.T..... Bles
Corvus corone corone Z AB246035.1 G..TGTT...T..AAGTA...C.GA.G...TAAAR . .TA-TGTGAGCTGTTTATTTAC.TAC.T.....

Corvus corax 2 AF525982.1 G..TGTT...T..ARAGTA...C.GA.G...TARAA . .TAATGTGAGCTGTTTATTTAC.TAC.T.....

Corvus macrorhynchos japonensis Z AB246034.1 G..TGTT...T..AAGTA...C.GA.G...TAAAR . .TA-TGTGAGCTGTTTATTTAC.TAC.T..... 5
Cyanocitta cristata 2z HQ391560.1 G..PGTT...T. .AAGTA...C.GA.G...TAARA .. TA-TGTGAGCTGTTTATTTAC.TAC.T.....

Pica pica 2z HQ391559.1 G..TGTT...T..AAGTA...C.GA.A...—-AGCT CACATAATTTTTAGTTCATTTAC.TAC.T..... 3
Perisoreus infaustus z AF526010.1 G..TGTT...T..AAGTA...C.GA.G...TARAA . .TA-TGTGAGCTGTTTATTTAC.TAC.T..... -
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Obrazek 22: Porovnani sekvence markeru 2550F — 2718R gonozomu Z s databazi NCBI — 6. ¢ast

] T O g
~| 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

Gallus gallus z GU132943.1 CAAGTTACTGTGATG - GGAATATAGCTAARAGAATTACTTTTAGACTGTAG - TTTTC- AATCTCTTTAGAGACTTGATGGATCAATARAAGGGGAATTGAGGAAGCAAGCACTGGATCATTTCAAT

Gallus gallus £. domestica 2 €2U 0 ST i iieeeccteeTececccciecccciitiecccccsceocsaaaae scann

Coturnixchinensis 2z CzU T.. . - - -

Coturnix coturnix Z AY628565.1 ACTGGTTC. .

Coturnix japonica z HQS593873.1 ACTGGTTC. .

Syrmaticus reevesii 2Z GU132945.1

Alectoris rufa Z AY628570.1

Centrocercus urophasianus 2z AF526006.1

Phasianus colchicus z AF526002.1

Tetrao tetrix 2z AF364552.1

Meleagris gallopavo f. domestica z CzU .- --.C.. . - . -

Meleagris gallopavo Z AFS526014.1 -Gl . B - - e e

Cygnus olor z €zU Gt 5 > Bisas e AR oS e s A. =

Cygnus buccinator z AY178114.1 .-

Anser anser f. domesticus 2z CzZU .- -G.. Ao AT A

Anser cygnoldes orientalis z HQ423307.1

Branta leucopsis 2z AF525972.1

Anas platyrhynchos z &zU

Anas platyrhynchos f. domestica z &zU

Anas penelope Z AY881812.1

Anas clypeata Z AY881840.1

Anas discors 2z AY88183S5.1

Anas americana Z AY881818.1

Anas sibilatrix Z AY881815.1

Dendrocygna viduata 2z JF279561.1

Aix sponsa 2z AY881837.1

Somateria mollissima z AF525986

Bucephala clangula Zz AF525992.1

Larus glaucescens z CzU

Larus ridibundus z JF279565.1

Larus hyperboreus Z AF525988.1

Larus argentatus Z AF525994.1

Columba livia f. domestica z €zU GATTTTGTAT.

Columba livia 2z AY517719.1 GATTTTGTAT. .AG

Columba palumbus z CzU GATTTTGTAT .

Columba palumbus z JF279562.1 GATTTTGTAT. .AG.

Streptopelia decaocto z C€zU GATTTTGTAT. .AG.

Ara ararauna z CzU TGG.G.

Ara militaris 2 DQ331021.1 TGG.G.

Myiopsitt monachus z €zU TGG.G.

Psittacus erithacus erithacus z C€zU ....G.

Agapornis roseicollis z C€zU TGG.G.

Eolophus roseicapilla z ¢zU

Melopsittacus undulatus z CzU

Amazona oratrix 2z DQ331023.1

Cyanoramphus novaezelandiae chathamensis 2z AB247269.1

Cyanoramphus forbesi z AB247267.1

Corvus frugllegus z Czu

Corvus frugilegus 2z HM244402.1

Corvus corone corone Z AB246035.1

Corvus corax 2Z AF525982.1

Corvus macrorhynchos japonensis Z AB246034.1

Cyanocitta cristata 2z HQ391560.1

Pica pica 2z HQ391559.1

Perisoreus infaustus z AF526010.1

Q
(9}

o o o b o o B o B B

Sabpms
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Obrazek 23: Porovnani sekvence markeru 2550F — 2718R gonozému W s databazi NCBI — 1. ¢ast

[ g
~1 10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100 110 120 130

Gallus gallus W GU132944.1 GTTACTGATTCGTCTACGAGAACGTGGCAACAGAGTACTGATTTTCTCTCAGATGGTGAGGATGCTAGACATCCTAGCAGAATACTTGAAGTATCGTCAGTTTCCTTTTCAGGTAAGRAATTTTGATGG

Gallus gallus f. domestica W CzU

Coturnix chinensis W €2U

Coturnix coturnix W FJ937780.1

Syrmaticus reevesii W GU132946.1

Alectoris rufa W AY628500.1

Centrocercus urophasianus W AF526005.1

Phasianus colchicus W AF526001.1

Tetrao tetrix W AF364551.1

Meleagris gallopavo £. domestica W GZU = 0 [eeeccecccececeaecancnascncsccasaacans R R R U A A SRR S s (e o R A

Meleagris gallopavo W AF526013.1

Cygnus olor W CZTS . SRR e i e e e e R S e S B e e e R R R R 6 e R S N e e S R e e S R R e e £

Cygnus buccinator W AY178138.1

AHderv-anser £ demesStiersii CZT! Lt b6 s e e e s s s eS80 B e 0 e e 1 0 SR ) 0 S e A 1

Anser cygnoides orientalis W HQ423306.1 = 0 feeccceseccsceaasaseaeecacaesecsansesacesecesasaasesesassseeasssaessssansasssossssnsss

Branta leucopsis W AF525971 }

Anas platyrhynchos f. domestica W CzU

Anas platyrhynchos W CzU

Anas platyrhynchos W GU166157.1

Dendrocygna viduata W JF279567.1

Somateria mollissima W AF525985.1

Bucephala clangula W AF525991.1

Larus glaucescens W G20 = liecesesamsssmesess s sisie s ssies siess seiessiaieie s SRR i i o et 007 3 Y o i G a

Larus ridibundus W JF279571.1

Larus hyperboreus W AF525987.1

Larus argentatus W AF525993.1

Columba livia f. domestica W CzU

Columba livia W AY517718.1

Columba palumbus W CzZU

Columba palumbus W JF279568.1

Streptopelia decaocto W CzZU

Ara ararauna W €zU

Ara militaris W DQ331022.1

Ara chloropterus W AF525977.1

Aratlnga acuticaudata W AF526007.1

Myiopsitta monachus W ¢zU

Pyrrhura frontalis W AF525997.1

Psittacus erithacus erithacus W CzU

Eolophus roseicapilla W €zU

Agapornls roseicollis W CZU

Melopsittacus undulatus W CzU

Cyanoramphus novaezelandiae chathamen51s W AB247268.1)

Cyanoramphus forbesi W AB247266.

Corvus frugilegus W CzU

Corvus frugilegus W HQ230021.1

Corvus corone corone AB246037.1

Corvus corax W AF525981.1

Corvus macrorhynchos japonensis W AB246036.1

Perisoreus infaustus W AF526009.1 cee
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Obrazek 23: Porovnani sekvence markeru 2550F — 2718R gonozému W s databazi NCBI — 2. ¢ast

i 0

Gallus gallus W GU1325944.1 5
Gallus gallus f. domestica W CzU
Coturnix chinensis W CzU

Coturnix coturnix W FJ937780.1
Syrmaticus reevesii W GU132946.1
Alectoris rufa W AY628500.1
Centrocercus urophasianus W AF526005.1
Phasianus colchicus W AF526001.1
Tetrao tetrix W AF364551.1 y
Meleagris gallopavo f. domestica W CzU
Meleagris gallopavo W AF526013.1
Cygnus olor W CzZU

Cygnus buccinator W AY178138.1
Anser anser f. domesticus W CzU
Anser cygnoides orientalis W HQ423306.1
Branta leucopsis W AF525971.1

Anas platyrhynchos f. domestica W CzU
Anas platyrhynchos W €zU

Anas platyrhynchos W GU166157.1
Dendrocygna viduata W JF279567.1
Somateria mollissima W AF525985.1
Bucephala clangula W AF525991.1
Larus glaucescens W CzU

Larus ridibundus W JF279571.1

Larus hyperboreus W AF525987.1
Larus argentatus W AF525593.1
Columba livia f. domestica W CzU
Columba livia W AY517718.1

Columba palumbus W CzU

Columba palumbus W JF279568.1
Streptopelia decaocto W €2U

Ara ararauna W CzU

Ara militaris W DQ331022.1

Ara chloropterus W AF525977.1
Aratinga acuticaudata W AF526007.1
Myiopsitta monachus W CzU

Pyrrhura frontalis W AF525997.1
Psittacus erithacus erithacus W CzU
Eolophus roseicapilla W CzU
Agapornis roseicollis W CzU
Melopsittacus undulatus W CzZU

Cyanoramphus forbesi W AB247266.1
Corvus frugilegus W CzU

Corvus
Corvus
Corvus
Corvus

frugilegus W HQ230021.1

corone corone AB246037.1

corax W AF525981.1

macrorhynchos japonensis W AB246036.1

Perisoreus infaustus W AF526009.1

130

Cyanoramphus novaezelandiae chathamensis W AB247268.1|. -
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Obrazek 23: Porovnani sekvence markeru 2550F — 2718R gonozému W s databazi NCBI — 3. ¢ast

[ L O O e e e g
~]260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

Gallus gallus W GU132944.1 GGTGTGAGG - TGTTGCATTATTCTCCTCCTCCTCCT TCCCCCCCATTCCTCCCCTTGCCCTC AGTTGTTTTGGCAATTGAGTAT TCAGGTTGCTCTGATTA

Gallus gallus f. domestica W CZU 00000 ;5 T T T T i e e e e T e teeeeeaasaeeeseeeee e T T T e ieeeeetasataetaas e e T T T eeaiceiesasasesaeeneee T T T T aiiasecanaaaaaeas

Coturnix chinensis W CzU

Coturnix coturnix W FJ937780.1

Syrmaticus reevesii W GU132946.1

Alectoris rufa W AY628500.1

Centrocercus urophasianus W AF526005.1

Phasianus colchicus W AF526001.1

Tetrao tetrix W AF364551.1

Meleagris gallopavo f. domestica W CzU -

Meleagris gallopavo W AF526013.1 S & S St = 8 s

Cygnus olor W CzU AAATGGTGTTTT.ARA. .. .GRRAGG.GG.GTAARATGTT PRCLEEICs 3 S

Cygnus buccinator W AY178138.1 AAATGGTGTTTT.ARA. .. .GARAGG.GG.GTAAARATGTT ACA.TA.T.TTC.C.T.G... PR o

Anser anser f. domesticus W CzZU AAATGGTGTTTT.ARA. .. .GAAAGG.GG.GTAAAATGTT-ACA.TA.TTTTT.C.T.G... IR

Anser cygnoides orientalis W HQ423306.1 AAATGGTGTTTT.ARA. . .GARAGG.GG.GTAAAATGTT ACA.TA.TTTTT.C.T.G... i

Branta leucopsis W AF525971.1 ARATGGTGTTTT.ARA. .. .GRAAGG.GG.GTAAAATGTT-ACA.TA.T.TTT.C.T.G.T. S

Anas platyrhynchos f. domestica W CzU AAATGGTGTTTT.ARA. .. .GRRAGG.G TT-ACA.PA.F.PECIC. PG -

Anas platyrhynchos W ¢zu AAATGGTGTATT.ARA. .. .GRRAGG.G TT-ACA.AA.T.TTC.C.T.G.

Anas platyrhynchos W GU166157.1 AAATGGTGTTTT.ARARA. .. .GRAAGG.G TT-ACALPA P PPCLC.PB.G:

Dendrocygna viduata W JF279567.1 AAATGGTGTTTT.ARA. .. .GRRAGG.GG.GTAARATGTT-ACA.TA.T.TTC.C.T.G.

Somateria mollissima W AF525985.1 AAATGGTGTTTT.ARA. .. .GARAGG.GG.GTAARATGTT-ACA.TA.T.TTC.C.T.G.

Bucephala clangula W AF525591.1 IAAATGGTGTTTT.ARA. . .GARAGG.GG.GTAAARATGTT-ACA.TA.T.TTC.C.T.G.

Larus glaucescens W ¢zu .GARAGA.T ARAGTEGCTF-ACCLRR PP JCCC. JC e A —————————— B mieim. smim e s sivmie: o A o —— — — ol o i v wmive D s i e e

Larus ridibundus W JF279571.1 .GRRARGA.T AACTCET-ACALTA RE. .COC. JC., . JASTEessin i uria s A o ciaila n.summ wimtmeim s B o gt o Biics 112 - ke mm s

Larus hyperboreus W AF525987.1 .GRRRGA.T ARAGECPTSRACALTA PP CCE: s O Ao e e A o it Sia s sims s B e B b 41 #oim s e

Larus argentatus W AF525993.1 ...GRRAGA.T AACTCIE-ACRITRA SBE . LCEC L iR = e A e S e S M IR S el S SR s e NG TS

Columba livia f. domestica W CzU AAATAGTATTTT.AA..T.AAC..A..A....GRRAGA.G AAGTGTTTACA.TA.TTTT..... A

Columba livia W AY517718.1 AAATAGTATTTT.AAR..T.AAC..A..A. .GRRAGA.G AAGTGTTTACA.TA.TTTT 2ol

Columba palumbus W C2ZU AAATAGTATTTT.AAR..T.AAC. .A.. .GRRAGA.G AAGTGTTTACA.TA.TTTT ..A

Columba palumbus W JF279568.1 AAATAGTATTTT.AA..T.AAC. .A.. .GRRAGA.G AAGTRTTTACA.TA.TTTT iy,

Streptopelia decaocto W €zU AAATAGTATTTT.AA..T.AAC. .A.. .GRRAGA.G AAGTGTTTACA.TA.TTTT ..A

Ara ararauna W €zU AARATAGTATTTT.ARACA.AAC. .A.. .GRAAGAC TCTF-ACA.TE_FITR. SC. JC.

Ara militaris W DQR331022.1 AARATAGTATTTT.AARACA.AAC. .A.. -GRRAGAC CGTT-ACA.TT.T.TT..A

Ara chloropterus W AF525977.1 AAATAGTATTTT.AARACA. -GARRAGAC EGTE-ACA.TE.T . FF.. 4 5

Aratinga acuticaudata W AF526007.1 AAATAGTATCTT.AAACA. .GARAAGAC TGTT-ACA.TT.T. G

Myiopsitta monachus W ézu ARAATAGTATTTT.ARACA. .GARAGA. TGTT-ACA.TA.T. G

Pyrrhura frontalis W AF525997.1 AAATAGTATTTT.ARACA. .GARAGAC TGTT-ACA.TT.T. ok

Psittacus erithacus erithacus W CzZU AAATAGTATTTT.ARACA. .CAGAGA. TGTT-ACA.TA.T. o o

Eolophus roseicapilla W ézu AAATAGTATTTT.ARACA. .GARAGA. TGTT-ACA.TA.T. <G

Agapornis roseicollis W &zu AAATAGTATTTT.ARACA. .GARAGA. TGTT-ACA.TA.T. !

Melopsittacus undulatus W ézu ARATAGTATTTT.AARACA. .GRRAGG. TGTT-ACG.TA.T. <G

Cyanoramphus novaezelandiae chathamensis W AB247268.1AARARTAGTATTTT.ARACA. -GARAGA. TGTT-ACA.TA.T. .C

Cyanoramphus forbesi W AB247266.1 AAATAGTATTTT.ARACA. ....GARAGA. TGTT-ACA.TA.T. <iC:

Corvus frugilegus W Cz2U TAATAGTATTTT.ARAA.T.AAC..A.TA...GGRAG TGTT-ACA.TATT.

Corvus frugilegus W HQ230021.1 TAATAGTATTTT.ARAA.T.AAC..A.TA...GGARAG TGTT-ACA.TATT.

Corvus corone corone AB246037.1 TAATAGTATTTT.AAA.T.AAC..A.TA...GGRAG TGTT-ACA.TATT.

Corvus corax W AF525981.1 TAATAGTATTTT.AAA.T.AAC..A.TA...GGRAG TGTT-ACA.TATT.

Corvus macrorhynchos japonensis W AB246036.1 TAATAGTATTTT.AAA.T.AACC.A.TA...GGARAG TGTT-ACA.TATT.

Perisoreus infaustus W AF526009.1 AAATAGTATTTT.AGA...AAC..A..A....GRRARA.G AAGTGTT AGG.TA.T.
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Obrazek 23: Porovnani sekvence markeru 2550F — 2718R gonozému W s databazi NCBI — 4. ¢ast

Ll

Gallus gallus W GU132944.1

Gallus gallus f. domestica W GzU
Coturnix chinensis W €2U

Coturnix coturnix W FJ937780.1
Syrmaticus reevesii W GU132946.1
Alectoris rufa W AY628500.1
Centrocercus urophasianus W AF526005.1
Phasianus colchicus W AF526001.1
Tetrao tetrix W AF364551.1 .
Meleagris gallopavo f. domestica W C2U
Meleagris gallopavo W AF526013.1
Cygnus olor W &zU

Cygnus buccinator W AY178138.1
Anser anser f. domesticus W CzU
Anser cygnoides orientalis W HQ423306.1
Branta leucopsis W AFS525571.1

Anas platyrhynchos f. domestica W €zU
Anas platyrhynchos W &zU

Anas platyrhynchos W GU166157.1
Dendrocygna viduata W JF279567.1
Somateria mollissima W AF525985.1
Bucephala clangula W AF525991.1
Larus glaucescens W CzU

Larus ridibundus W JF279571.1

Larus hyperboreus W AF525987.1

Larus argentatus W AF525993.1
Columba livia f. domestica W €zU
Columba livia W AY517718.1

Columba palumbus W CzZU

Columba palumbus W JF279568.1
Streptopelia decaocto W CzU

Ara ararauna W €zU

Ara militaris W DQ331022.1

Ara chloropterus W AF525977.1
Aratinga acuticaudata W AF526007.1
Myiopsitta monachus W €zU

Pyrrhura frontalis W AFS525997.1
Psittacus erithacus erithacus W CzU
Eolophus roseicapilla W CzU
Agapornis roseicollis W CzU
Melopsittacus undulatus W ¢zU

Cyanoramphus forbesi W AB247266.1

Corvus frugilegus W CzU

Corvus frugilegus W HQ230021.1

Corvus corone corone AB246037.1

Corvus corax W AF525981.1

Corvus macrorhynchos japonensis W AB246036.1
Perisoreus infaustus W AF526009.1

Cyanoramphus novaezelandiae chathamensis W AB247268.
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5.2.5 Porovnani sekvence amplikonu markeru 2550F — 2718R s databazi

Ensembl

V databdzi Ensembl jsou ulozené sekvence genomd, zejména modelovych genetickych
organismi. U ptakd je v této databdzi velice podrobné zpracovana sekvence genomu kura
domaciho a krocana domaciho. V nasledujici ¢asti bakalatské prace jsou uvedeny porovnani

sekvence markeru 2550F — 2718R, lokalizovaného na Z gonozému u krocana domaciho.

Prvnim vystupem srovnavaci analyzy je identifikace polohy amplikonu v karyotypu
hodnoceného zoologického druhu. Vystup analyzy prezentuje néasledujici obrazek, ze kterého
je patrné, ze ziskany amplikon vykazuje nejvyssi stupen sekvencni podobnosti s oblasti
gonozomu Z. Na obrazku 24 jsou uvedeny podobnosti porovnavaného amplikonu se sekvenci

gonozdému Z.

Obrazek 24: Haploidni karyotyp krocana doméciho s vyznaenim mista maximalni

sekvencni podobnosti porovnavan¢ho amplikonu — vystup programu Esembl
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Obrazek 25: Porovnani sekvenc¢ni podobnosti amplikonu — vystup programu Esembl

Subject Chromosome  Sgaffold qujm SortBy
_off_ ﬂ _off_ _off_ A _off_ J =Cantig
Marme Mame Mame <3care
Stat ¥ v|| stat  w| Stan
Links Query. Chromosome
Stz EngQuery, Qu Name Stai  Epd o @sm Eval %D Lengln
_Dﬁ_ Y
Mame
w
[AIIGIIC] 3 592 + ChrZ 53987997 53988586 + 2918 0.0e+0C 99.66 590
AEe 1 116 + ChrZ 53990291 53990406 + 517 38e-83 9310 116
[AIIG][C] 513 592 + ChrZ 53990668 53990747 + 345 1.4e-52 9125 80
[AIIGIIC] 26 73 + hr12 14623619 14623666 + 221 1.3e-30 9375 48
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DalSim krokem srovnavaci analyzy je detailni vyhodnoceni nukleotidovych
podobnosti. Vystup tohoto hodnoceni je uveden na nésledujicim obrazku. Terminem Query je
V této analyze oznaCovana nami ziskana sekvence a terminem Sbjct je oznacena sekvence
uvedena v databazi. Absenci svislé ¢arky jsou na tomto obrazku vyznaceny nukleotidy, u

kterych nebyla zjisténa sekvencni shoda.

Obrazek 26: Porovnani sekvencni podobnosti PCR amplikonu Z gonozému krocana

domaciho s databazi Ensembl

Query location : Meleagris gallopavo f. domestica z CzU 3 to 592 (+)
Database location : Z 53987997 to 53988586 (+)
Genomic location : 7z 53987997 to 53988586 (+)
Alignment score : 2918

E-value : 0.0e+00

Alignment length : 590

Percentage identity: 99.66

Query: 3 tactgattcgtctacgagaacgtggcaacagagttctgattttctctcagatggtgagga 62

FEErrrerrr er e rer et e et et et
Sbjct: 53987997 tactgattcggctgcgagaacgtggcaacagagttctgattttctctcagatggtgagga 53988056

Query: 63 tgctggacatcctagcagaatatctaaagtaccggcagtttcccttccaggtaatgatect 122

FEErrrrrrrr e e et ettt et et
Sbjct: 53988057 tgctggacatcctagcagaatatctaaagtaccggcagtttcccttccaggtaatgatect 53988116

Query: 123 tggttaaccaagaggtcttcatcctgaacttaagaaaaatcatgtttttactctgagggt 182

FEErrrrrrrrrrrrrrr e e ettt ettt
Sbjct: 53988117 tggttaaccaagaggtcttcatcctgaacttaagaaaaatcatgtttttactctgagggt 53988176

Query: 183 ggacgagcagtggagtatgttgttcagatgttgtgaaatatccattctctgtgataccta 242

FEErrrrrrrrrrr ettt et r et e e
Sbjct: 53988177 ggacgagcagtggagtatgttgttcagatgttgtgaaatatccattctctgtgataccta 53988236

Query: 243 aaagccaactgggcgtggtcttgggaagcttgctgtagcaggecttggttgagcagacaa 302

FEErrrerrrrerrrrr e e e ettt e e e
Sbjct: 53988237 aaagccaactgggcgtggtcttgggaagcttgctgtagcaggecttggttgagcagacaa 53988296

Query: 303 gatgacttttagaggtccttccagtatttcagccatctgtgattatctgttctttaccat 362

FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 53988297 gatgacttttagaggtccttccagtatttcagccatctgtgattatctgttctttaccat 53988356

Query: 363 tttgtttaagaaaagaaagcaaccttgaatttaaaagattttgtgaaggagcatgttaac 422

FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 53988357 tttgtttaagaaaagaaagcaaccttgaatttaaaagattttgtgaaggagcatgttaac 53988416

Query: 423 atttcttctttttgttccttcacattgttgttttatcagttggaaagtcaggttactatg 482

FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 53988417 atttcttctttttgttccttcacattgttgttttatcagttggaaagtcaggttactatg 53988476

Query: 483 atgggaatacagctaaagaattactttcagactgtagttttcaatctctttagagacttg 542

FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 53988477 atgggaatacagctaaagaattactttcagactgtagttttcaatctctttagagacttg 53988536

Query: 543 atggatcaataaaaggggaattgagaaagcaagcactggatcatttcaat 592

FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e
Sbjct: 53988537 atggatcaataaaaggggaattgagaaagcaagcactggatcatttcaat 53988586
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5.2.6 Predikce aminokyselinového sloZeni ¢aste€né CDS stanovené na

zakladé sekvenace markeru 2550F — 2718R

Na obrazcich 27 a 28 jsou uvedeny sekvence predikovanych polypeptidl stanovenych

na zaklad¢ ¢astecnych CDS markeru 2550F — 2718R genu CHD1.

Obrazek 27:  Predikované aminokyselinové slozeni polypeptidu markeru 2550F — 2718R

lokalizovaného na gonozému Z

| G ] Ve Ly Ve OV V] VT L Ve Ve Ve O
- 10 20 30 40 50
Gallus gallus 2z GU132943.1 [LLIRLRERGNRVLIFS N
Gallus gallus f. domestica 2 (£ 0 ;1 [ e I Wy e i e
Coturnix chinensis. .z Cal: = [ cmma eciie miei e s slieie wimiai i miets 5= = siele e = el % s seisie sele s s e
Syrmatlcus reevaesia 7 GUA32945. 4. ... 200 [|SERSSEE LNl OTHh SToR SSEESTEL TR TR SSe N S ta gl Do Sl
Meleagris gallopavo £ domestica: Z G20 2 [|sssessis siocnaies ediim saiaiaisiaide o araliie o srase sl ieia itk saiia e viaia s
Cygnus olor 2z R | o USRS R et o s Sl 5 et S R s e R o R S R T R S BN B crataieis i i
Anser anser fs demesticus ZCZOY 00 [sdismemfssciesisd sadiinedE sid e senE Saae R e dae Bl Betowsisntsdm @ s
Anser cygnoides oriengalis ZEHUOAZBBOT cls: s siens s e S e e o oo e @R ] S ST S i
Anas platyrhynchos 2 C2U =00 [ttt tte sttt ittt ettt
Anas platyrhynchos f£. domestica Z CZU = = |sceececencnccenececneaasoceanaacncneasocansasscasnacnnesns
Anas penelope Z AY881812 T s e el s e mie eis ol Mot 5 N A e e e i el § (8 1 In 1 SIS S B Sl (e B IR @)
Larus glaucescens 2z CzU " SRS SR S S R SRR e S dE s S S S WS R AN SR a SO St
Coliamba 1ivis £ domestics ZYEaw = |Esssssssiaanssesmisman s ns e aanisa dsalasansm ananisses
Columba livia 2 AYS517719.1 e iaieaaacaaeiaaaas e
Columba palumbus Z CZU e et
Streptopelia decaocto Z GZU === feecececcccccnnccioccscesacs st nsssacssnassssasasnsannns
BES SpSraane o Gl 00 e ok e e B e A e 55w s o S RS o ik B chon e e
Ara militaris 2 DQ331021.1 e caeiaccaceasaaeacaaaaeaaa
Myiopsitt monachus 2z G20 3= [seecensimitsciitemmacsnesnananeasncaseenseansncencsenessnoeen
Amazona oratrix Z DQ331023.1 = == seeecicetecascctcsassstsasccnacscsasesacetanecasssasssanena
Psittacus erithacus erithacus 2z CZU | ettt i e
Agapornis roseicollis 2 CZTN R et e e T e S R G e e R B SRS RS ST
Eolophus roseicapilla Z €ZU =0 |cecscessccecsccncaascesssasssansacacsanctcesamsnesiaaens
Melopsittacus undulatus 2 CZU |t eeeeeei e eeeaeiaaasasaisaaa e
Corvus fzugllegus ZOCET - small oSt es e w s b e el et S e sy o e e e ST S e e i
Corvus frugilegus 2 HM244402.1 = |t et ittt ettt et
Corvus corone corone 2z AB246035.1 3= [ceceecencceaccaccaanssassacacnnanecacosncsneacancsanacsnasas
Corvus macrorhynchos japonensis Z AB246034 .1 |-« c vttt ettt ittt e
Cyanocitta cristata 2 HQ391560.1 = [ceceeccniecenineaionaieceecoaaceaacccacaacacacacacasasass
Pica pica Z HQ391559.1 = = = [eesecsescssiamecinimsasiaasase saiean e ssssdensseieseiseaeses

Obrazek 28: Predikované aminokyselinové sloZeni polypeptidu markeru 2550F — 2718R

lokalizovaného na gonozomu W

_!I'Il|llll|IIII]Ill'[1Ill|llll]I'llI'Illlllll|llll|llll]ll
= 10 20 30 40 50
Gallus gallus W GU132944.1 LLIRLRERGNRVL QOMVRMLDILAEYLKYRQ TQRLD::IK ELRRKQALDHFN
Gallus gallus f£. domestica W CzU | - .-
Coturnix chinensis W €zU

Coturnix coturnix W FJ937780.1

Syrmaticus reevesii W GU132946.1

Meleagris gallopavo f. domestica W CzU
Cygnus olor W &zU

Ara militaris W DQ331022.1

Anser anser f. domesticus W CzZU

Anser cygnoides orientalis W HQ423306.1
Anas platyrhynchos f£. domestica W €zU

Anas platyrhynchos W ¢zU

Anas platyrhynchos W _GU166157.1

Larus glaucescens W CzZU

Columba livia f. domestica W ¢zU

Columba livia W AY517718.1

Columba palumbus W CzZU

Streptopelia decaocto W C2U

Ara ararauna W C¢zU ;

My1opsltta monachus W CzZU }

Psittacus erithacus erithacus W CzU
Agapornis roseicollis W CzU

Eolophus roseicapilla W CZU

Melopsittacus undulatus W CzU

Corvus frugilegus W CzU

Corvus corone corone AB246037.1

Corvus macrorhynchos japonensis W AB246036.1 |

Tecky na predchozich obrazcich, pfedstavuji stejnou aminokyselinu, jako je u prvniho

hodnoceného genotypu.
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5.2.7 Konstrukce fylogramu na zakladé informaci vyplyvajicich ze
sekvenaci markeru 2550F — 2718R

Z predchozich kapitol vyplyva, ze bylo ziskano nékolik skupin vzajemné

porovnatelnych sekvenci. Tyto skupiny sekvenci je mozné rozdélit nasledujicim zptisobem:

o fylogramy stanovené na zakladé sekvenci amplifikovaného intronu genu CHD1

gonozému Z a W — obrazky 29, 30 a 31

e fylogramy stanovené na zaklad¢ sekvenci celého amplikonu genu CHD1 vymezeného

primery 2550F — 2718R gonozomu Z a W — obrazky 32, 33 a 34

o fylogramy stanovené na zaklad¢ sekvenci castecnych CDS gonozému Z a W —

obrazky 35, 36 a 37

o fylogramy stanovené na zéklad€ predikovanych aminokyselinovych sekvenci, podle

CDS gonozémi Z a W — obrazky 38, 39 a 40.

Dalsi ¢asti této kapitoly jsou uvedeny sestavené fylogramy, které jsou vystupem

programu ClustalX a TreeView.
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Obrazek 29: Fylogram sestaveny na zaklad¢ porovnani sekvenci amplifikovaného intronu genu CH1D u gonozému Z

Ara ararauna Z CZU

Ara militaris Z DQ331021.1

Amazona oratrix Z DQ331023.1

Myiopsitt monachus Z CZU
Cyanoramphus novaezelandiae chathamensis Z AB247269.1
Cyanoramphus forbesi Z AB247267.1

gaponis roseicollis Z CZU
Melopsittacus undulatus Z CZU
Psittacus erithacus erithacus Z CZU
Eolophus roseicapilla Z CZU

Columba livia f. domestica Z CZU
Columba livia Z AY517719.1
Columba palumbus Z JF279562.1

| Columba palumbus Z CZU i
Strep lia ds ZCZu

Larus hyperborreus Z AF525988.1
,_|—— Larus argentatus Z AF525994 1

I_E Larus ridibundus Z JF279565.1
Larus glaucescens Z CZU
Convus frugilegus Z CZU
Comvus frugilegus Z HM244402.1
Corvus corax Z AF525982.1
Corvus corone corone Z AB246035.1
Corvus macrorhynchos japonensis Z AB246034.1

Peri infaustus Z AF526010.1
I l— Cyanocitta cristata Z HQ391560.1
Pica pica Z HQ391559.1
; Cotumnix coturnix Z AY628569.1

1 Cotumnix japonica Z HQ593873.1
Coturnix chi is ZCzZU

Alectoris rufa Z AY628570.1
~ Gallus gallus Z GU132943.1

Dendrocygna viduata Z JF279561.1
Anser cygnoides orientalis Z HQ423307.1

Branta leucopsis Z AF525972.1
Cygnus olor Z CZU

Cygnus buccinator ZAY178114.1

Bucephala clangula Z AF525992.1
Aix sponsa Z AY881837.1

Somateria mollissima Z AF525986
Anas platyrhynchos Z CZU

Anas platyrhynchos f. domestica Z CZU

Anser anser f. domesticus Z CZU

Anas penelope Z AY881812.1
Anas americana Z AY881818.1
Anas sibilatrix Z AY881815.1
Anas clypeata Z AY881840.1

Anas discors Z AY881839.1
Anas acuta Z AY881838.1

- Gallus gallus f. domestica Z CZU
Syrmaticus reevesii Z GU132945.1

_l—!_

Phasi; colchicus Z AF526002.1 )
| Mel I f. domestica Z CZU

1 Meleagris gallopavo Z AF526014.1
— Centrocercus urophasianus Z AF526006.1

L Tetrao tetrix Z AF364552.1
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Obrazek 30: Fylogram sestaveny na zaklad¢ porovnani sekvenci amplifikovaného intronu genu CH1D u gonozému W

Convus corone corone AB246037.1
Corvus corax W AF525981.1
Convus frugilegus W HQ230021.1

Conus frugilegus W €ZU
Convus macrorhynchos japonensis W AB246036.1

Larus ridibundus W JF279571.1

Larus hyperboreus W AF525987.1

Larus argentatus W AF525993.1

Larus glaucescens W CZU

Columba livia f. domestica W CZU
Columba livia W AY517718.1
Columba palumbus W CZU

Columba palumbus W JF279568.1
Streptopelia decaocto W €ZU
Ara militaris W DQ331022.1
Ara ararauna W CZU
Psittacus erithacus erithacus W CZU

Agapomi icollis W €ZU
Myiopsitta monachus W CZU
Melopsi undulatus W CZU
Eolophus roseicapilla W €¢ZU

Perisoreus infaustus W AF526009.1

| Meleagris gallopavo f. domestica W Czu

1 Meleagris gallopavo W AF526013.1
Centrocercus urophasianus W AF526005.1
Tetrao tetrix W AF364551.1

| Gallus gallus f. domestica W CZU
Gallus gallus W GU132944.1

Coturnix chinensis W CZU

Anas platyrhynchos f. domestica W CZU

4|ﬁplatyrhynchus W GU166157.1
Anas platyrhynchos W €ZU

'— Bucephala clangula W AF525991.1
Anser anser f. domesticus W CZU
Anser cygnoides orientalis W HQ423306.1
Branta leucopsis W AF525971.1
Cygnus olor W CZU
Cygnus buccinator W AY178138.1
Dendrocygna viduata W JF279567.1
- Somateria mollissima W AF525985.1

01

reevesii W GU132946.1

414
—L___ Phasianus colchicus W AF526001.1

Coturnix coturnix W FJ937780.1

Alectoris rufa W AY628500.1
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Obrazek 31: Fylogram sestaveny na zékladé porovnani sekvenci amplifikovaného intronu genu CH1D u gonozémii Z aW

Anas platyrhynchos Z czu
Anas platyrhynchos f. domesﬂca zCzu
Anser anser f. domesticus Z CZU

Anas clypeata ZAY331840.1

Anas discors Z AY881839.1

Anas acuta ZAY881838.1
Anas penelope ZAY881812.1

Anas americana Z AY881818.1

Anas sibilatrix Z AY881815.1

Bucepnalﬂ clan&ula ZAFSZQ@JZ 1
sponsa Z
Somateria molllsslma f AF525986

ZAY178114.1

Anser cygnoides orientalis Z H04233D7 1
Branta Zuco s is Z AF52597.

a
Cygnus olor
ygna viduata Z JF279561.1
Coturnix coturnix Z AY628569.1
Coturnix iannnica 7 HQS93R73 1

Syrmatlcus reevesu Z GU1329:

asianus colchicus ZAFSZGDDZ 1
Meleagrs gallopavo f. dnmestlca ZCzZu
Meleagns gallopavo Z AFS:
Centrocercus uro hasmnus Z AF526006.1
Tetrao tetrix Z AF364552.1
Ara ararauna Z
Ara militaris Z DQ3310.
Amaznna oratrix Z 3
Myiopsitt ZCzZu

i Cyannramphus forbesi ZA3247267 1
Agapornis roselcullts ZCZU

is Z AB247269.1

o

Anas platyrhynchos f. domestica W ézu
_Linss playrynchos 1 GUTESTST 1
s platyrhynchos W CZU
Anser anser f. domesticus W CZU
Anser cygnoides orientalis W HQ423306 1
Branta Ieuco sis WAFS525971.
Cygnus olor W C.
Cygnus buccinator WAY178138.1
ndrocygna viduata W JF279567.1
Somateria rnollxsslma W AF525985.
Bucephala clangula WAF‘ZSBS; 1]

olophus ZCZU
L' Psittacus enmacus erithacus Z CZU
Melopsittacus undulatus Z CZU

Columba livia T. domestica Z CZU
Colymba livia ZAYS17719.1
Columba palumbus Z CZU
Columba palumbus Z JF279562 1

]

= Streptopelia decaocts

o ZCZU,
Larus ndlbundus Z JF279565.1
r—& s hyperboreus ZAF<25988 1
Larus glaucesce s Z CZU

— “lanus argentatus Z AF525994.1
Corvus frugilegus Z HM244402 1
Corvus corax AF 12598
Cnrvus 'ruglleg CcZU
Corvus corone corone Z AB246035.
Corvus macrorhy nchnsgzgnnensnsZABZ%Oy 1
Perisoreus infaustus Z AF!

Meleagris gallopavo f. domestica W czu
Meleagnis gallopavo W AF526013.1
entrocercus urophss»anus WAF526005 1
Tetrao tetrix WAF364551
Syrmaticus reevesii W GU132946. 1
Phasianus colchicus W AF526001.1
Coturnix chinensis W

oturnix coturnix W FJ937780.1
Gallus gallus f. domestica W CZU
Gallus gallus W GU132944.1

- Alectoris rufa W AY628500.1
Ara miltaris W DQ331022.1
Ara ararauna W CZU
Agapornis ro%euuzollls wczu

Hylopsnt& monachus W CZU "
Psittacus erithacus erithacus W CZU

Columba livia WAYS1
Columba palumbus W

w ézu
ru Columba livia f. domestlca W czu

Columba palumbus W JF279.68 1

Streptopelia decaocto W CZU
Perisoreus infaustus W AF526009.1
Corvus corone curoneABZéGUBT 1
Corvus corax W AF52598
macrnrhgrncnns japonensis W AB246036.1

orvus
Corvus frugilegus W
Corvus fruglle‘%us wcCzu
Lart glaucesce
Larus r»dlbundus W JF279571.1
Larus argentatus W AF525993 1
Larus hyperboreus W AF525987.1

1 Cyanocitta cristata Z HQ391560.1
Pica pica Z HQ391559.1
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Obrazek 32: Fylogram sestaveny na zékladé porovnani sekvenci celého amplikonu vymezeného primery 2550F — 2718R u gonozému Z

Anas platyrhynchos Z CZU
Anas platyrhynchos f. domestica Z CZU

Anas penelope ZAY881812.1

Anser anser f. domesticus Z CZU

Cygnus olor Z CZU

Anser cygnoides orientalis Z HQ423307.1

o

Syrmaticus reevesii Z GU132945.1

Meleagris gallopavo f. domestica Z CZU

Coturnix chinensis Z CZU

| — Gallus gallus Z GU132943.1

L Gallus gallus f. domestica Z CZU
Convus frugilegus Z CZU
Convus frugilegus Z HM244402.1

Corvus corone corone Z AB246035.1

Eolophus roseicapilla Z CZU

[ Ara ararauna Z CZU
Ara militaris Z DQ331021.1
Myiopsitt monachus Z CZU
_|— Amazona oratrix Z DQ331023.1

Melopsittacus undulatus Z CZU

llis Z CZU

Psittacus erithacus erithacus Z CZU
0.1

Corvus macrorhynchos japonensis Z AB246034.1

Cyanocitta cristata Z HQ391560.1

Columba livia . domestica Z CZU
Columba livia Z AY517719.1
Columba palumbus Z ¢ZU
Streptopelia decaocto Z CZU

Larus glaucescens Z CZU

Pica pica Z HQ391559.1
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Obrazek 33: Fylogram sestaveny na zékladé porovnani sekvenci celého amplikonu vymezeného primery 2550F — 2718R u gonozému W

[ Anas platyrhynchos f. domestica W CZU
Anas platyrhynchos W CZU

Anas platyrhynchos W GU166157.1
Anser anser f. domesticus W CZU
Anser cygnoides orientalis W HQ423306.1

Cygnus olor W CZU

-r Corvus corone corone AB246037.1
Conws frugilequs W €ZU

Eolophus roseicapilla W ¢ZU
r Ara militaris W DQ331022.1
Ara ararauna W CZU

|| L——— Wyiopsitta monachus W €ZU

Melopsil undulatus W €zU

-,7 Psittacus erithacus erithacus W CZU
A i icollis W €ZU

01

Corvus macrorhynchos japonensis W AB246036.1

Larus glaucescens W CZU

Columba livia f. domestica W CZU

Columba livia W AY517718.1

Columba palumbus W CZU

lia d w Czu

| Gallus gallus f. domestica W CZU
Gallus gallus W GU132944 1

—1

Mel - m

Syrmaticus reevesii W GU132946.1

Cotumnix chinensis W CZU

—

Coturnix coturnix W FJ937780.1

w Czu
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Obrazek 34: Fylogram sestaveny na zaklad¢ porovnani sekvenci celého amplikonu vymezeného primery 2550F — 2718R u gonozémi Z a W

Ara militaris Z DQ331021.1
Ara ararauna Z CZU
Amazona oratrix Z DQ331023.1

Myiopsitt hus Z CZU
Agapornis roseicollis Z CZU
r Melopsi undulatus Z CZU

Psittacus erithacus erithacus Z Czu
Eolophus roseicapilla Z CZU

Columba livia f. domestica Z CZU
|_|:_l_(:olumba liia Z AY517719.1

1 Columba palumbus Z CZU :
Streptopelia decaocto Z CZU

Larus gl zCw
Convus frugilegus Z CZU
Comvus frugilegus Z HM244402.1
Corvus corone corone Z AB246035.1
Corvus macrorhynchos japonensis Z AB246034.1

I Cyanocitta cristata Z HQ391560.1

Pica pica Z HQ391559.1

gris gallopavo f. domestica Z CZU
|_|_|— Syrmaticus reevesii Z GU132945.1
Coturnix chi is ZCZU

| — Gallus gallus Z GU132943.1
'L Gallus gallus f. domestica Z CZU
Anas platyrhynchos Z CZU
Anas platyrhynchos f. domestica Z CZU
Anas penelope Z AY881812.1

Gallus gallus f. domestica W CZU
Gallus gallus W GU132944.1
—| Miloaass all f d

Syrmaticus ree\_/;sii \;-V GUi32946,1
Coturnix chinensis W CZU
Coturnix coturnix W FJ937780.1

Larus glaucescens W CZU
rI—_Corvus corone corone AB246037.1

Corvus macrorhynchos japonensis W AB246036.1
L Corvus frugilegus W CZU

Anas platyrhynchos f. domestica W CZU
_t Anas platyrhynchos W CZU

Anas platyrhynchos W GU166157.1

Anser anser f. domesticus W CZU
_EL Anser cygnoides orientalis W HQ423306.1
Cygnus olor W CZU

Columba livia f. domestica W CZU
|_|_| Columba livia W AY517718.1

Melopsittacus undulatus W ¢zu
Agapornis roseicollis W CZU

Ara militaris W DQ331022.1
Avra ararauna W CZU )
Myiopsitta monachus W CZU

Psittacus erithacus erithacus W Czu
Eolophus roseicapilla W CZU
0.1

Columba palumbus W CZU
L Streptopelia decaocto W CZU

Anser anser f. domesticus Z CZU

I_? Cygnus olor Z CZU

Anser cygnoides orientalis Z HQ423307.1

w Czu
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Obrazek 35: Fylogram stanoveny na zaklad¢ sekvenci c¢aste¢nych CDS gonozému Z

Anas platyrhynchos f. domestica Z CZU
Anas penelope Z AY881812.1
Anas platyrhynchos Z CZU

Anser cygnoides orientalis Z HQ423307.1

 — Cygnus olor Z CZU

L Anser anser f. domesticus Z CZU

Gallus gallus Z GU132943.1
Gallus gallus f. domestica Z CZU

| — Syrmaticus reevesii Z GU132945.1

Meleagris gallopavo f. domestica Z CZU

Cotumix chinensis Z CZU

Convus frugilegus Z CZU
Convus frugilegus Z HM244402.1
Corvus corone corone Z AB246035.1

Cyanocitta cristata Z HQ391560.1

Pica pica Z HQ391559.1
Corvus macrorhynchos japonensis Z AB246034.1

Columba palumbus Z CZU

lia decaocto Z CZU

Columba livia Z AY517719.1

ens Z CZU

Agapornis roseicollis Z CZU

Melopsittacus undulatus Z CZU

Psittacus erithacus erithacus Z CZU
Ara ararauna Z CZU
Ara militaris Z DQ331021.1
Myiopsitt monachus Z CZU
_: Amazona oratrix Z DQ331023.1

Eolophus roseicapilla Z CZU
1

Larus

Columba livia f. domestica Z CZU
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Obrazek 36: Fylogram stanoveny na zaklad¢ sekvenci c¢aste¢nych CDS gonozému W

Columba livia f. domestica W CZU
| Columba livia W AY517718.1

E lia decaocto W CZU

pop

I 1s W CZU

Larus

: Corvus corone corone AB246037.1
Corvus macrorhynchos japonensis W AB246036.1

Convus frugilegus W €ZU

| Ara ararauna W CZU

Myiopsitta monachus W CZU

—| | Ara militaris W DQ331022.1

Psittacus erithacus erithacus W CZU

Eolophus roseicapilla W CZU

Anser cygnoides orientalis W HQ423306.1

L Agaponmis roseicollis W €ZU

Melopsittacus undulatus W CZU

Anas platyrhynchos W GU166157.1
Gallus gallus f domestica W CZU
Gallus gallus W GU132944 1

Coturnix chinensis W CZU

Coturnix coturnix W FJ937780.1

Syrmaticus reevesii W GU132946.1

Anas platyrhynchos f. domestica W CZU
Anser anser f. domesticus W CZU

Cygnus olor W €ZU

Anas platyrhynchos W CZU
0.01

Meleagris gallopavo f. domestica W CZU

Columba palumbus W CZU
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Obrazek 37:

Fylogram stanoveny na zaklad¢ sekvenci ¢aste¢nych CDS gonozému Z a W

Ara ararauna Z CZU
Ara militaris Z DQ331021.1
Myiopsitt monachus Z CZU
Eolophus re pilla Z CZU
Amazona oratrix Z DQ331023.1
Psittacus erithacus erithacus Z CZU
ittacus undulatus Z CZU

_|

l— Agapornis roseicollier Czu

Larus glaucescens Z CZU

Pica pica Z HQ391559.1

Corvus macrorhynchos japonensis Z AB246034.1
Cyanocitta cristata Z HQ391560.1

Corvus corone corone Z AB246035.1

| Convus frugilegus Z HM244402.1
Corvus frugilegus Z CZU

Columba palumbus Z CZU

Il Columba livia Z AY517719.1
Columba livia f. domestica Z CZU

 — Streptopelia decaocto Z CZU

Anser cygnoides orientalis Z HQ423307.1
Anas platyrhynchos Z CZU ;
Anas platyrhynchos f. domestica Z CZU

Anas penelope ZAY881812.1 }
Cygnus olor Z CZU

—
L~ Anser anser f. domesticus Z CZU
Gallus gallus Z GU132943.1

Gallus gallus f. domestica Z CZU
[—— Syrmaticus reevesii Z GU132945.1 ;
L Meleagris gallopavo f. domestica Z CZU

Coturnix chinensis Z CZU

Columba livia f. domestica W CZU

Columba livia W AY517718.1

Columba palumbus W CZU

Streptopelia decaocto W CZU

Corvus corone corone AB246037.1

Larus glaucescens W CZU

Corvus macrorhynchos japonensis W AB246036.1

_ECDNUS frugilequs W CZU

I Ara ararauna W CZU

|.| Ara militaris W DQ331022.1

Myiopsitta monachus W ¢ZU

Psittacus erithacus erithacus W CZU

A Eolophus roseicapilla W ¢ZU

Agapormis roseicollis W CZU

us undulatus W CZU

Anser cygnoides orientalis W HQ4233

Anas platyrhynchos f. domestica W CZU
Anas platyrhynchos W CZU

Cygnus olor W CZU

Anser anser f. domesticus W CZU

Cotumnix chinensis W CZU

Gallus gallus f. domestica W CZU

Gallus gallus W GU132944.1
0.01

Syrmaticus reevesii W GU132946.1

Coturnix coturnix W FJ937780.1

06.1
Anas platyrhynchos W GU166157.1

Meleagris gallopavo f. domestica W CZU
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Obrazek 38: Fylogram stanoveny na zaklad¢ predikovanych aminokyselinovych sekvenci podle CDS gonozému Z

Corvus corone corone Z AB246035.1
Corvus macrorhynchos japonensis Z AB246034.1
Convus frugilegus Z HM244402.1

Conus frugilegus Z €ZU

Amazona oratrix Z DQ331023.1
Meleagris gallopavo f. domestica Z CZU
Streptopelia decaocto Z CZU

Ara ararauna Z CZU

Ara militaris Z DQ331021.1

Columba palumbus Z CZU

Columba livia ZAY517719.1

Myiopsitt monachus Z CZU

Psittacus erithacus erithacus Z CZU
Columba livia f. domestica Z CZU
Agapornis roseicollis Z CZU

Pica pica Z HQ391559.1

Gallus gallus Z GU132943.1

Gallus gallus f. domestica Z CZU
Cotumnix chinensis Z CZU

Melopsittacus undulatus Z CZU

Larus glat zC
Syrmaticus reevesii Z GU132945.1
Eolophus roseicapilla Z CZU
Anser cygnoides orientalis Z HQ423307.1
Anas penelope Z AY881812.1
Anas platyrhynchos Z CZU

| Cygnus olor Z CZU

I Anser anser f. domesticus Z CZU

Cyanocitta cristata Z HQ391560.1

Anas platyrhynchos f. domestica Z CZU
0.01
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Obrazek 39: Fylogram stanoveny na zakladé predikovanych aminokyselinovych sekvenci podle CDS gonozému W

Larus gl ens W CZU

Eolophus roseicapilla W €ZU
Corvus frugilegus W CZU

Columba palumbus W CZU

Ara militaris W DQ331022.1

I Psittacus erithacus erithacus W CZU

Anas platyrhynchos W GU166157.1
Ara ararauna W CZU

Melopsittacus undulatus W CZU

Myiopsitta monachus W €ZU

Anas platyrhynchos f. domestica W CZU

Gallus gallus f. domestica W CZU

Anser cygnoides orientalis W HQ423306.1
Agapornis roseicollis W CZU

Corvus corone corone AB246037.1

Streptopelia decaocto W CZU

Corvus macrorhynchos japonensis W AB246036.1
Columba livia W AY517718.1

Syrmaticus reevesii W GU132946.1

Gallus gallus W GU132944 1

Anas platyrhynchos W CZU

Cygnus olor W CZU

Anser anser f. domesticus W CZU

Cotumix chinensis W CZU

Columba livia f. domestica W CZU

Coturnix coturnix W FJ937780.1

Mel gallopavo f. domestica W CZU
0.01
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Obrazek 40: Fylogram stanoveny na zaklad¢ predikovanych aminokyselinovych sekvenci podle CDS gonozéma Z a W

Anas platyrhynchos f. domestica W CZU
Agapomis roseicollis W CZU
Streptopelia decaocto Z CZU

Cygnus olor W CZU

Anser cygnoides orientalis Z HQ423307.1
Streptopelia decaocto W CZU

Columba livia W AY517718.1

Columba livia f. domestica W CZU

Gallus gallus . domestica W CZU
Syrmaticus reevesii W GU132946.1
Corvus corone corone AB246037.1
Coturnix chinensis Z ¢ZU

Anas platyrhynchos f. domestica Z CZU
Anser cygnoides orientalis W HQ423306.1
Columba palumbus Z CZU

Anas platyrhynchos W CZU
Melopsittacus undulatus W €ZU

Eolophus roseicapilla W €ZU
’—[I Conus frugilegus W CZU
I wCzu

| Larus

Columba palumbus W CZU

Larus glaucescens Z CZU
Coturnix coturnix W FJ937780.1

Meleagris gallopavo f. domestica W CZU
Ara militaris W DQ331022.1
Psittacus erithacus erithacus Z CZU
Myiopsitt monachus Z CZU
Ara ararauna W CZU
Ara militaris Z DQ331021.1
Anser anser f. domesticus W CZU
Columba livia f. domestica Z CZU
Anas platyrhynchos Z CZU
Gallus gallus f. domestica Z CZU
Corvus macrorhynchos japonensis W AB246036.1
Coturnix chinensis W CZU
Myiopsitta monachus W CZU
Ara ararauna Z CZU
Syrmaticus reevesii Z GU132945.1
Gallus gallus Z GU132943.1
Meleagris gallopavo f. domestica Z CZU
Gallus gallus W GU132944 1
Columba livia Z AY517719.1
Anas penelope Z AY881812.1

I Psittacus erithacus erithacus W CZU
Anas platyrhynchos W GU166157.1

| Cygnus olorZ CZU
| Anser anser f. domesticus Z CZU

0.01
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5.3 Vyhodnoceni PCR markeru pohlavi ptaka pri pouZziti
markeru P2 — P8 podle Griffits et al. (1998)

5.3.1 Vysledky elektroforetické detekce polymorfismu markeru P2 — P8

Griffits et al. (1998) predpokladaji, Ze produktem amplifikace by mély byt rovnéz dva
ruzné velké fragmenty u samicich jedinct. U samct se piedpoklada vznik jednoho amplikonu,
ktery je na rozdil od markeru 2550F — 2718R shodné velkym jako mensi fragment samic.
Tento vysledek odpovida skutecnosti, ze intron aplikovany primery P2 — P8 je krat$i u
gonozému Z, oproti intronu gonozému W. Pro elektroforetické vyhodnoceni tohoto markeru,
byla pouzita stejna separace, jako u markeru 2550F — 2718R. Velikostni rozdily mezi
amplikony byly patrné az po separaci trvajici 150 minut. Béhem dlouhé separace vSak
dochdzelo k deformaci zon elektroforeogramu. Tento vysledek je patrny z nasledujiciho

obrazku 41.

Obrazek 41:  Vzorovy elektroforeogram PCR markeru P2 — P8 genu CHDI1 u vybranych
ptakt

1 2 34 5 67 8 91011121314 1516 17 18 19 S

A R R T T T L Y Y-

Komentar k obrazku 41: draha 1 — 2 kur domaci samice, 3 kur domaci samec, 4 kur domaci
samice, 5 — 7 krocan domaci samice, 8 — 11 krocan doméci samec, 12 — 13 kachna domaci
samice, 14 — 15 kachna domaci samec, 16 — 19 husa domaci samec, S — hmotnostni standard

Generuler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas).
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5.3.2 Aplikace kapilarni elektroforézy pro vyhodnoceni polymorfismi
markeru P2 — P8

Vzhledem Kktomu, Ze elektroforeticka detekce polymorfismu tohoto markeru
nepiinesla dostatecné kvalitni vysledky, byl navrzen zptsob identifikace alel tohoto markeru
pomoci kapilarni elektroforézy. Na nasledujicim obrazku 42 jsou uvedeny chromatogramy

samic ur¢enymi velikostmi jednotlivych piku.

Obrazek 42: Alely markeru P2 - P8 u samic hodnocenych druhi ptakt stanovené pomoci

kapilarni elektroforézy — 1. Cast
Gallus gallus f. domestica Coturnix chinensis

z
343 bp

w
360 bp
“."
397 bp

369 bpl

Meleagris gallopavo f. domestica Cygnus olor
zZ V4
339 bp 340 bp
w w
359 bp 363 bp
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Obrazek 42:  Alely markeru P2 - P8 u samic hodnocenych druhl ptakt stanovené pomoci

kapilarni elektroforézy — 2. ¢ast

Anas platyrhynchos
W
357 bp
Z
340 bp

- l..u

Columba livia . domestica

zZ
347 bp

“I
366 bp

il

Streptopelia decaocto

362 bp

Z
346 bp

Larus glaucescens

392 bp
358 bp

o Aol saale, oy

Columba palumbus

Z
346 bp

W
367 bp

Ara ararauna

| “/
394 bp

368 bp
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Obrazek 42:  Alely markeru P2 - P8 u samic hodnocenych druhli ptakt stanovené pomoci

kapilarni elektroforézy — 3. Cast

Psittacus erithacus erithacus

w
397 bp

z
365 bp

Mpyiopsitta monachus

W
‘ 397 bp

Z
358 bp

[N TR A RO v )t U Lt

Melopsittacus undulatus

Z
366 bp

w
397 bp

. )

Agapornis roseicollis

W
397 bp

L A AL

Eolophus roseicapilla

4 397 bp |
369 bp

Corvus frugilegus

w N

w | [’
bp ‘384 bp
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5.3.3 Stanoveni velikosti amplikonu markeru P2 — P8

Z vysledkt kapilarni elektroforézy v uvedené piedchozi kapitole, byly odecteny

presné velikosti amplikonu, které odpovidaji Z respektive W alele genu CHD1. Ziskané

vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce 12.

Tabulka 12:  Velikosti amplikont markeru P2 — P8 pro gonozomy Z a W

Cesky nazev Védecky nazev Z (bp) | W (bp)
agapornis ruzohrdly | Agapornis roseicollis 367 397
andulka vinkovana | Melopsittacus undulatus 366 397
ara ararauna Ara ararauna 368 394
havran polni Corvus frugilegus 358 384
holub domaci Columba livia f. domestica 347 366
holub hiivnaé Columba palumbus 346 367
hrdli¢ka zahradni Streptopelia decaocto 346 362
husa domaci Anser anser f. domesticus 340 359
kachna divoka Anas platyrhynchos 340 357
kachna domaci Anas platyrhynchus f. domestica 340 357
kakadu rizZovy Eolophus roseicapilla 369 397
krocan domaci Meleagris gallopavo f. domestica 339 359
krepelka ¢inska Coturnix chinensis 369 397
kur domaci Gallus gallus f. domestici 343 360
labut’ velka Cygnus olor 340 363
papousek mnisi Myiopsitta monachus 358 397
racek Sedokridly Larus glaucescen 358 392
Zako Sedy Psittacus erithacus 365 397
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6 Diskuze

6.1 Volba vychoziho biologického materialu a metody izolace

DNA

6.1.1 Biologicky material urceny pro izolaci DNA

Ze studia védecké literatury, ktera je zaméfena na problematiku aplikace DNA
markert pro identifikaci pohlavi ptakii vyplyva, Zze rizni autofi zvolili pro své experimenty
ruzné typy biologickych materidlti, které byly ziskavany invazivnim i neinvazivnim
zpusobem. Mezi invazivni zpisob odbéru biologického materialu uréeného k izolaci DNA
patii takové zasahy, které obvykle provadi veterinarni 1ékai. Mezi typické invazivni metody
patii odbéry krve. Krev jako vychozi biologicky material pouzili pro izolaci DNA napftiklad
Itoh et al (2001), Huynen et al. (2002), Peters et al. (2005), Fukui et al. (2008) nebo Mu —
Yeong et al. (2008).

Vzorky krve byly pouzity pifimo bez pfidani antikoagulacnich latek, DNA byla
izolovana z krevni srazeniny. Tento postup pouzili napfiklad Huynen et al. (2002) u

pStrosovitych.

Dalsi autofi doporucuji pti odbéru krve ptdkli pouzivat nékteré antikoagulacni latky.
Tento postup pouzili naptiklad Itoh et al. (2001), ktefi izolovali DNA z heparinizované krve.
Pti feSeni bakalatské prace, jsem nepouzil pro izolaci DNA krev. Diivodem byla skutecnost,
ze u nekterych druht ptakt — velkych papouskd, se jednalo o jedince chované v zajeti, které

nebylo vhodné stresovat veterindrnim zakrokem.

Za invazivni zplsoby ziskani biologického materidlu lze povaZovat i izolaci DNA
z ostatnich tkani, které byly ziskdny naptiklad pii pitv€é a anatomickych studiich rGznych
druhii ptakid. Tento zplisob ziskani biologického materidlu pouzili naptiklad Ito et al. (2003).
Tito autofi ziskali kvalitni vysokomolekularni DNA z prsnich svalli a bunék ledvin u motakd,

orll, jestiabl a sokold.

Za invazivni zpiisob ziskani vychoziho biologického materialu lze povaZovat i n¢ktery
material, ktery jsem pouzil pii feSeni bakalarské prace. Jednéd se o vzorky izolované z kréni,
srde¢ni, zalude¢ni svaloviny a z jaternich bun¢k. Pro ziskani tohoto biologického materialu

pii feSeni bakalafské prace nebyla potfeba veterinarniho 1ékafe. Vyse uvedené tkané byly
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ziskany z komer¢né prodavanych drobl, jako takzvana chlazend dribez. Z vysledka
bakalarské prace vyplyva, ze i1 takovyto netradicni materidl pouzity pro genetické experimenty
poskytl velké mnozstvi DNA. To znamend, ze obdobi od porazky zvifete do zakoupeni
produktu nebyla DNA degradovana. Cilem experimentd vyuzivajicich vySe popsané tkané pro
izolaci DNA, bylo rovnéz ovéfit, zdali jednotlivé droby (krky, srdce, jatra a zaludky) se
nemohly vzajemné kontaminovat béhem distribuce. Mam na mysli kontaminace na trovni
DNA. Pro omezeni povrchové kontaminace byly vzorky pied odbérem materialu individualné
a dikladné oplachnuty ve fyziologickém roztoku. Tkané pouzivané pro extrakci DNA nebyly
odebirany z povrchovych ¢asti. PCR testy jednoznaéné prokazaly, ze ke kontaminaci vzorki
nedochazelo, protoze v rdmci jednoho baleni drobli se nachdzelo napiiklad vice zaludki a

pohlavi jedince bylo u kazdého zaludku spolehlivé a jednozna¢né detekovano.

Néekteti autofi, ktefi se zabyvaji populacnimi analyzami, pouZzivaji pro izolaci DNA
zbytky tkani ptakd uhynulych pfirozenym zplsobem a nalezenych v riznych ptirodnich
lokalitach. Tento postup pouzili napiiklad: Peters et al. (2005), ktefi izolovali DNA z populaci
riznych zastupct Celedi Anatidae. Pro své analyzy pouzili naptiklad Supiny z nohou, ze

kterych izolovali dostate¢né mnozstvi DNA pouzitelné pro molekularni analyzy.

Za neinvazivni metody odbéru biologického materidlu nejsou povazovany takové
postupy, které vyrazné nestresuji zvife a které¢ mize provadét napiiklad chovatel bez asistence
veterinarniho 1ékafe. U savcl patii mezi jednu z nejbéZnéjSich neinvazivnich metod odbér
bukalnich bun¢k. Tento postup je zaloZey na vsunuti cytologického kartacku do ustni dutiny a
setieni povrchovych bunék ze sliznic tvafi. U ptakd tento zplsob nepatii mezi nejCastéjsi
metody a to zejména z divodu pomérné¢ malého ustniho otvoru a pomérné obtizné
manipulovatelnosti s jedinci. Pouziti odbéru bukalnich bun€k popisuji u nékterych sov
Brubaker et al. (2011). Misto cytologickych kartaCkli pouzili komeréné vyrabéné bunic¢inové

tamponky na ty¢inkach.

Za typickou neinvazivni metodu odbéru biologického materialu 1ze povazovat ziskani
per hodnocenych ptaki. Pii izolaci DNA z tohoto materialu lze vyuzit dvé strategie. Pro
analyzu lze pouZit rostouci pera, kterd jsou naplnéna krvavou dreni. Tento zplisob izolace
DNA v podstaté piedstavuje izolaci DNA z krve. Tento postup popisuji napiiklad Peters et al.
(2005) a Fukui et al. (2008). Rada veterinarnich laboratofi povazuje pravé DNA izolovanou
z takovychto rostoucich per za vhodnou pro molekularni identifikaci pohlavi ptakt. Tento

pozadavek na vychozi biologicky material popisuji naptiklad Kucerovd a Vodicka (2009),
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ktefi popisuji analyzy provadéné firmou Genexone, s.r.o Olomouc. Tento typ vychoziho
biologického materidlu byl pouzit v bakalatské praci u fady hodnocenych druhi. Z vysledka
kvantifikace takto izolované DNA vyplynula jeji vyssi vytéznost. Jako rostouci brka nebylo
nutné pouzit velka pera letek nebo ocasu, ktera by teoreticky mohla zpasobit vyraznéjsi
krvaceni. Bylo prokazano, ze pro ziskani dostate¢ného mnozstvi kvalitni DNA postaci pouzit

1 Cerstvé rostouci drobné pirky z oblasti hlavy, nebo hibetu prepetujiciho jedince.

Nekteti z autorti, pouzivaji pro své analyzy jiz dorostla pera, kterd jsou bud’to vytrzena
Z jednotlivych ptaki, nebo ktera pochazeji z nélezii v ptfirodé. Tento druh biologického
materialu pouzili napiiklad u tuénakt Costantini et al. (2008) a Fukui et al. (2008).
Problematikou kvality a kvantity izolované DNA z pefi a krve ptakl se zabyvaji naptiklad
Havey et al. (2006). Tito autofi dospéli ke stejnému zavéru jako pfi feSeni bakalarské prace,
ze z Cerstvych tkani obsahujicich somatické nebo krevni buniky lze ziskat vzdy vétsi mnozstvi
DNA. Izolace DNA z vypadlych per je zaloZena na tom, Ze i v peru s ukonéenym rustem Se
mohou nachazet oblasti obsahujici buiky pouzitelné pro izolaci DNA. Prvnim takovym
mistem je oblast v dutiné brku v misté pfed vyristajicim praporem. V této ¢asti brku se muze
nachazet tmavé Cervend krevni srazenina, kterd vznikd pii ukonceni rastu. Typicka krevni
srazenina je demonstrovana na obrazklu 15 u letky ary ararauny. Dal§im moznym vyskytem
bunck obsahujici DNA, je podle vyse uvedenych autori samotny hrot ostenu, kde se zejména
u cCerstvé vytrzenych nebo u Cerstvé vypadlych per mohou nachazet zbytky koznich bunék.
Z metodické ¢asti vyplyva, Ze krevni srazenina byla pouzita pro izolaci DNA. Rad bych vSak
poznamenal, Ze vyskyt krevni sraZeniny nebyl charakteristicky pro vSechna pfirozené vypadla
pera. Naptiklad u holuba htivnace bylo nasbirano celkem 130 letek, z nichz pouze 21
vykazovalo viditelnou krevni srazeninu. U labuté velké z 80 ziskanych letek obsahovalo
krevni srazeninu pouze 15. U ary ararauny bylo ziskdno 15 letek, z nichZ pouze jedna
obsahovala krevni sraZzeninu. Vyskyt krevni sraZeniny byl sledovan i v letkach a ocasnich
perech drobnéjsich ptaku, jako je napiiklad agapornis rizohrdly. V tomto ptipadé zadné
Z hodnocenych per neobsahovalo viditelnou srazeninu. Pii feSeni bakalafské prace bylo
potvrzeno, ze velikost krevni srazeniny je zavisla na tloust’ce brku a velikosti daného ptaciho
druhu. U druht s vétsi velikosti jako je napiiklad labut velka, nebo ara ararauna, byla
srazenina vyrazn€ veétsi a z toho vyplyva vétsi mnoZstvi izolované DNA oproti druhiim
s menSim primérem brka. Pfi feSeni bakaldiské prace jsem pouzil postup zalozeny na
aseptické preparaci brku, kdy sterilnimi ntzkami byl brk rozstfizen viz obrazek 15 a

preparacni jehlou byla Cervené zbarvena srazenina ptfenesena do zkumavky. Jini autofi jako
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napiiklad Konstantini et al. (2008) pouZzivaji pro extrakce DNA celé odstfizené ¢asti brku,

vcéetné keratinovych ¢asti.

6.1.2 Metody izolace DNA

Z odborné literatury vyplyva, ze rGzni autofi pouzili pro izolaci genomické DNA
uréené pro identifikaci pohlavi rizné metodické postupy. Nékteti z autortt doporucuji izolovat
DNA pomoci extrakéniho pufru, obsahujiciho dodecylsiran sodny (SDS). Tento postup pro
izolaci DNA z vypadlych per popisuje napiiklad Harvey et al. (2006) a Fukushima et al.
(1999). Tito autofi povazuji SDS metodu izolace DNA za velice levnou a spolehlivou. Casti
per jsou inkubovany v SDS pufru s ptidavkem proteinazy K pii 56°C pies noc. Extrahovana
DNA je nasledné purifikovana fenol — chloroformovou metodou. Tento postup pouzili
naptiklad pfi izolaci DNA z peti u rodu Corvus (Fukui et al. 2008). SDS metodu u riznych

druhti ptakt véetné kachen, sovice snézné, turako, pénkav a Spackt pouzili Itoh etl al. (2001).

Dalsi skupina autorit vyuzivd pro izolaci DNA komeréné vyrdbéné izolacni kity.
Naptiklad Mu — Yeong et al. (2008) pouzili pro izolaci DNA ztkani a krevnich vzorku
vychodoasijskych druhti ptakti DNeazy Tissue Kit (Qiagen). Shodny kit pouzili rovnéz Peters
et al.(2005) pro izolaci DNA z raznych tkani u rodu Anas. Izolaci genomické DNA z Casti
brku o délce 0,3 cm u tucndklt pomoci kitu GenEluteTM Mammalian GenomicDNA

Miniprep kit (Sigma) pouZili Costantini et al. (2008).

Pfi feSeni bakalatské prace byl rovnéz zvolen postup izolace DNA pomoci kitu. Pro
experimenty byl pouzit kit NucleoSpin® Tissue XS (Machery — Nagel). Tento kit, stejné jako
Kity které pouzili Mu — Yeong et al. (2008), Peters et al.(2005) a Costantini et al. (2008),
pracuje na principu lyze bun¢k pomoci pufru s proteindzou K a na nasledné purifikaci DNA
kolonkovym zplsobem. Pfi feSeni bakalaiské prace bylo ovéteno, Ze tento kit lze s ispéchem
pouzit pro izolaci DNA z rtizného biologického materialu. Jeho nevyhodou je vyssi cenova
naro¢nost ale soucasné tento kit predstavoval zaruku pro ziskani kvalitni genomické DNA za
konstantnich izola¢nich podminek. Kvalita izolované DNA byla pfi feSeni bakalatské prace

potvrzena tim, ze extrahovand DNA fungovala u vSech vzorkl jako bezproblémovy templat
pro PCR.
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6.2 Polymorfismus PCR markeru 2550F — 2718R

6.2.1 Metody stanoveni polymorfismi PCR markeru 2550F — 2718R

Marker 2550F — 2718R CHDI1 genu patii mezi jeden znejéastéji pouzivanych
molekularnich postupt pro identifikaci pohlavi ptakii. Svétci o tom 1 velké mnoZzstvi autort,
ktefi tento marker pouzili ve svych pracech.

Experimentalni ¢ast bakalatské prace vychdzela z ovéfeni experimentalnich postupt,
které pouzili napiiklad Peters et al. (2005), Cortes et al (1999), Khan et al. (1998), Garcia a
Mindell (2003), Sundstrom et al. (2003), Tokunaga et al. (2007), Brubaker et al. (2011),
Bartosch et al. (2003), Berlin et al. (2006), Montell et al. (2001), Fukui et al. (2008). Vsichni
tito autofi pouzili pro identifikaci rozdilu mezi amplikony agarézovou geleovou
elektroforézou v prostfedi 1 x TBE pufru. Koncentrace gelu se u téchto autorti pohybovala
v rozmezi od 2 do 3%. Vyse uvedeni autofi pouzili obvykle pro vizualizaci elektroforeogramu
ethidium bromid. Stejny postup byl pouzit 1 pfi feSeni své bakalatské prace.

Metoda detekce polymorfismii pomoci gelové elektroforézy se u tohoto markeru
ukazala jako zcela vhodna. Uspé&$nost aplikace agarézové gelové elektroforézy souvisi
s pomérné velkymi rozdily mezi velikostmi amplikont mezi gonozémy Z a W. Tyto vysledky
jsou patrné se souhrnné tabulky 11. Napiiklad u holuba hfivnace byl zjistén rozdil mezi
gonozomy odpovidajici 248 bp. Vhodnost elektroforetické detekce u tohoto markeru vyplyva
rovnéz z obrazku 21, na kterém je uveden vzorovy elektroforeogram.

V bakalatske praci je provedena piesnéjsi charakterizace ziskanych amplikont, nez je
jejich pouhy odhad na zakladé porovnani s hmotnostnim standardem. Postup odhadu velikosti
fragmentu pouhym srovnanim hmotnostnim standardem vSak pouziva fada vySe citovanych
autori. Mnohdy jejich zavéry pouze konstatuji, Ze u dané¢ho druhu ptakl bylo provedeno
odliSeni samcil a samic a to pouze na principu existence dvou aplikonu u jedinc samiciho

pohlavi a jednoho amplikonu u jedincti samciho pohlavi.

6.2.2 Sekvenéni variabilita PCR markeru 2550F — 2718R

Z divodu blizsi charakterizace amplikond byla v bakalaiské praci provedena
sekvenace amplikonu genu CHD1, ktery byl vymezen dvojici primert 2550F — 1718R. Byly
ziskany sekvence u druht, které bylyy sekvenovany jiz jinymi autory (kur domaéci, krocan
domaci, kachan divokd, holub doméci, holub hiivna¢ a havran polni). Sekvenacni analyza
byla provedena u dalSich druht, které nebyly na zaklad¢ sekvencnich analyz studovany. Jedna
se o kiepelku c¢inskou, labut’ velkou, kachnu doméaci, husu domaéci, hrdlicku zahradni, aru
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araraunu, papouska mnisiho, agapornise rtzohrdlého, Zaka Sedého, kakadu rGzového a

andulku vinkovanou.

Sekvenacni analyzu amplikonu pouzili ve svych pracech naptiklad nésledujici autofi:
Peters et al. (2005), Cortes et al (1999), Khan et al. (1998), Garcia a Mindell (2003),
Sundstrom et al. (2003), Tokunaga et al. (2007), Brubaker et al. (2011), Bartosch et al.
(2003), Berlin et al. (2006), Montell et al. (2001), Fukui et al. (2008), Suh et al. (2011),

Tokunaga et al. (2007). Tabulka 1 svéd¢i o tom, ze genetici a ornitologové se zabyvaji

molekularni detekci pohlavi ptaki u Siroké Skaly taxonu. Mezi ¢asté modelové druhy pro tyto

experimenty patiéi papousci, u kterych je obtizné identifikovat pohlavi na zaklad¢ znaki

pohlavniho dimorfismu. O této skutecnosti rovnéz svéd¢i tidaje uvedené v tabulce 1. Divod

muzeme spatfit, ze identifikace pohlavi zejména u velkych papouskti pomoci molekularnich

markerii mize byt komeréné vyuzita — fada genetickych laboratofi nabizi komercni test

molekularni detekce pohlavi. Naptiklad plzenska firma Genomia nabizi kromé jinych analyz

u ptakd rovnéz molekularni testaci pohlavi na zakladé genetickych markert, které byly

pouzity v této pbakalafské praci. Na obrazku 43 je dokumentovan nabidkovy list vySe

uvedené firmy.

Obrazek 43: Nabidka firmy Genomia pro identifikaci pohlavi ptakt — www.genomia.cz

Piehled slufeb
Cenik slufeb
Wygetfeni pro pey
WySetfeni pro kodky
Barvy srstiu psi
Barwy srsti u koni
Wydetfeni pro ptaky
wyetfani patogend

Tematicke stranky whranych psich

plemen
Genealogicks DA testy

Polkyny k odbérlm zvifecich vzorkd

Formulafe ke staZeni

wieobecne obchodni podrmirky

Reference

Piehled nemoci psd
Slavnik pojrn i

Casto kladené datazy

Adresa a mapa
Facehook

Blog

Enaglish Deutsch
T
Poiet Stanoweni | APY+FBFD | Chlamydie | Chlamydie Pohlavi + Pohlavi + Pohlavi +
wzarkl pohlavi +APY+PBEFED | chlamydie APW+PBFD APV+PBFD
+chlatmydie

1-4 365 690 B0 1100 4950 950 14490
B-15 335 580 5380 1030 g80 880 1390
16-25 315 a10 510 3a0 780 750 1280
26 = 2580 450 450 a0 5590 550 1190

Objednat Objednat Ohjednat Ohjednat Objednat Ohjednat Objednat

Cenyvietné DPH.

Cehy kambinavangch testd jsou platné v pfipadé, #2 jsou pravedeny 2 jednoho vzarku (i smésného).

wiigledky testd patogend jsou do ti dnd, visledky testd pohlaw jsou do tidne.

Mnofstevni slevy od 15 kuswie budou zohlednény pfi potvzeni ohjednévky.

Typy wratkl vhadné pra jednatlivd stanowveni jsou uvedeny na strédnkéch pfislusngeh test.

Geneticki profil u jestfahd lesnich (hecipiter gentilis)

Geneticky prafil u papoudkl - pfipravuje se na podzim 2013
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6.2.3 Vysledky plynouci z fylogramii stanovenych na zakladé PCR
markeru 2550F — 2718R

Ziskané sekvence amplikonu byly vziajemné porovnany pomoci programu ClustalX.
Z obrazkui 22 a 23 je ptrné, ze ruzni autofi do mezinarodni nukleotidové databaze NCBI
umistili rizné dlouhé sekvence markeru 2550F — 2718R. Z téchto divoda bylo provedeno
porovnani sekvenci podle schématu uvedeného v metodické a vysledkové Casti bakalaiské
prace. Z obrazka 22 a 23 jsou sice patrné typickd mutacni mista a oblasti deleci a inzerci,
pfesto tento zplsob grafického vyjadieni nepodava jasny obraz o sekvencnich podobnostech.
Z téchto divodi bylo provedeno vyhodnoceni sekvenci pomoci fylogramové studie. Pro
zpracovani vstupnich dat byl pouzit postup, ktery pro obdobné typy analyz doporucuji
Thompson et al. (1997) a Jeanmougin et al. (1998). Multiple — Alignment™ ziskanych
sekvenci byl proveden na zaklad¢ 1000 ,,boostrapi®. Stejné zpracovani vstupnich dat pouzili

napiiklad Peters et al. (2005).

Pro fylogenetické studie je obvykle vyuzivane sekvencnich polymorfismt veétsi casti
genomu. Peters et al. (2005) pro fylogenetické studie u rodu Anas zahrnuli kromé sekvenci
genu CHDI1 rovnéZ i1 sekvence mitochondridlniho genomu. Cilem bakaladfské prace bylo
pouze ovétit, zdali ve fylogramech bude nalezena souvislost mezi taxonomickym zatazenim
studovanych druhti. Piestoze byla sekvenovana pouze nepatrnd ¢ast ptaciho genomu, tato
hypotéza byla potvrzena. Fylogramy sestavené ze sekvenci intronu a celych amplikon tento
zavér pln¢ podporuji. Ziskané sekvence byly jednoznaéné piitazeny k sekvencim ziskanych

Vv databazi NCBI, které¢ odpovidaji jednotlivym ¢eledim.

Zajimaveé vysledky vyplyvaji i1 z fylogramli, u kterych byly srovnany soucasné
sekvence markeru u Z a W gonozomu. Tyto vysledky jsou dobie patrné zejména z obrazku 31
a 34. Z téchto fylogramti jasné vyplyva, ze existuje veétsi podobnost mezi sekvencemi jednoho
gonozomu u raznych ptacich druhii nez mezi Z a W gonozdémy jednoho ptaciho druhu. Tento
vysledek se shoduje s piedpokladem, ze gonozémy Z a W jsou sekvencné pomérné
konzervativni napii¢ riznymi druhy ptaka (Clinton,1998, Smith et al. (2007) a Chume Smith,
(2011).

Z tfylogramt je rovnéz patrné spolecné zatrazeni papusSkt do jednotlivych vétvi, které
koreluje s jejich geografickym ptivodem. Tento vysledek je patrny zejména u americkych
papouskl (rod ara, papousek mnisi), ktefi jsou fazeni do stejné skupiny. Do shodné skupiny

byli rovnéz zatazeni papusci pochazejici z Afriky — zako Sedy a agapornis ruzohrdly. Ziskané
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vysledky koresponduji s pivodem téchto druht, ktery popisuji naptiklad Abeele (2006),
Alderton (2002), Grahl (1984), Kooten (2010), Vasic¢ek (2004), Vasic¢ek (2001),

6.3 Polymorfismus PCR markeru P2 — P8

6.3.1 Metody stanoveni polymorfismu markeru P2 — P8

Z tabulky 1 je patrné, ze marker P2 — P8 je oproti markeru 2550F — 2718R vyuzivan
mén¢ cCasto pro identifikaci pohlavi. U rliznych druht ptakt tento marker pouzili napiiklad
Cortes et al. (1999), Garcia a Mindell (2003), Kahn et al. (1998) nebo Turk et al. (2007). Tito
autofi pouzili pro detekci polymorfismii seperaci markeru v agar6zovém gelu. Pfi¢inou miize
byt ziejmé ta skute¢nost, ze rozdily mezi amplikony CHDI1 genu u gonozému Z a W jsou
mensi. To znamend, Ze pro elektroforetické odliSeni dvou amplifikovanych fragmentt je
nutné pouzit koncentrovanéjsi agarézovy gel a delsi dobu seperace. K tomuto zavéru jsem se
dopracoval i pfi feSeni bakalatské prace. Rozdily mezi amplikony byly vyhodnotitelné az po
150 minutach separace, kdy soucasné dochédzelo k deformaci z6n elektroforeogramu. Tento

ziskany vysledek nazorné dokumentuje obrazek 41.

6.3.2 Pouziti kapilarni elektroforézy pro vyhodnoceni polymorfismu

markeru P2 — P8

Vysledky ziskané pifi separaci markeru v agarézovém gelu jsem nepovazoval za
dostate¢né reprezentativni. Z téchto diivodi byla provedena optimalizace postupu detekce
polymorfismi s vyuzitim kapilarni elektroforézy. Genetické analyzatory jsou vyuzivany pro
detekce délkokovych polymorfismi na tGrovni jednobazovych deleci nebo inzerci. Z tohoto
divoduu se technika, jejiz princip popisuje naptiklad Kasicka (1997), ukazala jako vhodné

pro detekci polymorfismi mezi Z a W alelami markeru P2 — P8 genu CHD1.

U tohoto markeru nebyla béhem feSeni bakalaiské prace provedena sekvenacni
analyza. Divodem bylo zejména horsi oddélovani amplikonti béhem gelové purifikace, které
je nezbytné pro izolaci fragmenti odpovidajicim haplotypim gonozémi Z a W. Rovnéz
Vv mezinarodnich nukleotidovych databazi se nachazi vyrazné¢ méné sekvenci tohoto markeru.
O spolehlivosti a pfesnosti stanoveni velikosti fragmenti pomoci kapilarni elektroforézy u
markeru P2 — P8 svéd¢i i nasledujici vysledek. U modelového druhu kura domaciho byly

stanoveny velikosti fragmenti Z 343 bp a W 360 bp. Tento vysledek se pln¢ shoduje se
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zavery, ktery publikoval Griffiths et al. (1998), ktery provedl rovnéz sekvencni analyzu

tohoto markeru a ktery prezentoval vysledky nasledujicim zptisobem.

Obrazek 44: Variabilita délky intronu u markeru P2 — P8 — upraveno podle Griffiths et al.

(2008)
Mousea CHD1 CTCCCGAGRA TGAGAARACTGE TGCAARGCAS HN{7?) ATARGTTTCA ATGGAAGTGR ASGERGGCE
Chicken CHD-W .. T..A. ... eiirnnnre sananns B... NI(L78) ..CL.CL.T. ..o Ao L iaee. AT .
Chicken CHD-2Z G . Nilel C..C..T. ....G..... LLLBALLRL L
Zebra Finch CHD-W T.G..A. . G. ... ...... coeua- F L i T R oy 1
EZebra Finch CHD-Z2 ..T..8.... +.iccevrnns snseaeBe.. N(L71) .. T..C.... ....C..... R
Frimer P8 CTCCCAAGGA TEAGRAAYTG
Moume CHD1 AGTAGAAGCR GGAGATATTC TGGATCTGAT AGTGATTCAA TCTCOGGAAAG GAARCGEECCOG
Chicken CHD-W ..... G B i i i eaaea s T A . 1
Chicken CHD-& ..... L T T T 1
Zebra Finch CHD-W ..... L L A A
Zebra Finch CHD-Z ..... G..T. .A..... Cor i N o e N N T 1
Mouze CHD1 AAGRARCGTE GGUGACCOCG CACTATCCCT COGGEAGARTA TTARAGGATT TAGTGATECS GA
Chicksn CHD-W .. A....... A..... Ao AL.... o e . S
Chicken CHD=-% ..A..G.... Ah....T.. BA..C..T... BB ... e iinnns T . N
Zebra Finch CHD-W ..A....... 8;A....G.., B.....T... BB 00 oo caCoii o B L
Zebra Finch CHD-2 L A....... .*A. A ¥ - R
Primer 2 TTTCOTAR ATCGCTACGT CT

Z obrazku 44 je patrné, Ze intron gonozému Z je kratSi oproti intronu gonozoému Z.

Tento vysledek byl potvrzen u vSech ptacich druhti hodnocenych v bakalaiské raci.
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Lze ptedpokladat, Ze komercni genetické laboratofe vyuzivaji rovnéz automatické
postupy zalozené na kapilarni elektroforéze. Napiiklad Kucerova a Vodicka (2009) ve své

publikaci prezentovali nasledujici obrazek.

Obrazek 45: Detekce pohlavi papuSka aratingy slunecniho — upraveno podle Kucerova a

Vodicka (2009)

G &
i %

- e—————

Bl 420:c7m0c
B/l <r-cmioc

@E +%0-cemric
I 43R :C8mMC

e 1)

Z obrazku 45 vyplyva, ze komer¢ni laboratof Genexone, provadi identifikaci pohlavi
rovnéz s vyuzitim kapilarni elektroforézy. Z velikosti piki, 1ze predpokladat, ze pro analyzu
byl pouzit s velkou pravdépodobnosti shodny geneticky marker, jako byl pouZit pfi feSeni
bakalarské prace. Lze pfedpokladat, Zze Kucerovd a Vodicka (2009) pouzili marker podle
Griffiths et al. (2008), protoze u samci ZZ je produktem amplifikace menzi fragment oproti

samicim ZW, u kterych byl detekovanan vétsi a mensi amplikon.
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7

Z7.aveér

V bakalatské praci jsou shrnuty vysledky pilotnich experimentt, které byly na Katedie

genetiky a $lechténi FAPPZ CZU Vv Praze provedeny u modelovych druhti ptakt. Bakalaiska

prace je zamétena na studium identifikace pohlavi ptakd.

Vysledky ziskané pii feSeni bakalaiské prace je mozné shrnout do nasledujicich bodu:

Byly vybrany modelové druhy ptakt o celkovém rozsahu 18 druht.

Pro optimalizaci molekuldrnich markert, kdy je zapotiebi pomérné velké mnozstvi
DNA, byla s tspéchem pouzita DNA izolovana z kréni, srde¢ni, a zalude¢ni svaloviny
a z jaternich bunék.

Odbéry rostoucich brki s krvi se ukazaly jako vhodna neinvazivni metoda pro ziskani
biologického materidlu uréeného k izolaci genomické DNA. Tento zplsob odbéru
biologického materidlu je mozné doporucit chovatelim se zdjmem o identifikaci
pohlavi ptakd.

Pro genetické analyzy lze pouzit s ispéchem i DNA izolovanou z Krevni srazeniny ve
vypadlém brku. Tato sraZenina se v§ak nemusi nachazet ve vSech perech.

Pouzity izola¢ni kit NucleoSpin® Tissue XS (Macherey-Nagel) se ukézal jako vhodny
pro extrakci genomické DNA. Vytéznost DNA 1 parametry jeji kvality
(elektroforeticky test, poméry A260/A280 a A260/A230) prokézaly, ze u vSech vzorka
byla ziskana vysoce Cistd vysokomolekularni DNA.

Byly optimalizovany dva molekularni markery vyhodnocujici délku intronti genu
CHDI, které souvisi se Z a W alelami tohoto genu.

Pro rychlé laboratorni uréeni pohlavi doporucuji pouzit mareker 2550F — 2718R podle
Fridolfsson a Ellegren (1999). U tohoto markeru je mozné identifikovat rozdily mezi
gonozOdmy Z a W pii pouziti agarozové gelové elektroforézy.

Pro identifikaci pohlavi je mozné pouzit rovnéz marker P2 — P8 podle Griffiths (1998).
U tohoto markeru doporucuji pouzit pro identifikaci rozdili mezi alelami kapilarni
elektroforézu.

Pti feSeni bakalaiské prace byly ziskany sekvence amplikoni markeru 2550F — 2718R
dosud necharakterizovanych druht ptaki. Jedna se o sekvence labuté velké, husy
domaci, kachny doméci, kiepelky c¢inské, hrdlicky zahradni, ary ararauny, Zaka

Sedé¢ho, papouska mniSiho, agapornise rizohrdlého a andulky vilnkované. Lze
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predpokladat, ze ziskané sekvence budou v blizké dobé ulozeny V mezinarodni
nukleotidové databazi NCBI.

e Ziskand molekularni data byla vyhodnocena pomoci fylogramt, které jednoznaéné
prokdzaly vztah mezi sekvencemi amplikonu 2550F — 2718R a taxonomickym
zafazenim studovanych druhti do celedi. Tento vysledek plati pro molekularni

hodnoceni gonozomu Z a W.
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9  Seznam pouzitych zkratek

A

AFLP

DNA

F-primer

CHD
PCR

R-primer

TBE
TE

TRIS

Adenin

délkovy polymorfismus amplifikovanych fragmenti

Cytosin

deoxirybonukleova kyselina

pfimy primer

Guanin
chromodomain-helicase-DNA-binding protein
polymerdzova fetézova reakce

zpétny primer

Thymin

tris-boratovy pufr (SAMBROOK et al., 1989)
tris-EDTA pufr (SAMBROOK et al., 1989)
tris[hydroxymetylJaminometan

sami¢i gonozoém

sam¢i gonozom
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Ptiloha 1:Fotodokumentace hodnocenych druhii — autofi fotografii Benc a Vejl

ey

Ara ararauna

Andulka vinkovana Kakadu rizovy

Agapornis rizohrdly Kiepelka ¢inska
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Holub hiivnac Kachna divoka

Labut’ velka Racek Sedoktidly
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Ptiloha 2: Slozeni pufrii pouzitelnych pro gelovou elektroforézu

Vzorkovy pufr (Sambrook et al., 1989)

- 0,25 % bromfenolové modfi - sodna sul (Serva, SRN)
- 0,25 % xylencyanolové modfi FF (Sigma, USA)

- 15,0 % ficolu (Sigma, USA)

- v§e rozpustit ve sterilni 2x deionizované H,O

- uchovavat pii 4°C

10XTBE pufr (Sambrook et al., 1989)
- 450 mM Tris-kyselina borita (Sigma, USA), pH 8,0
- 10 mM EDTA (Sigma, USA)

- uchovévat pii 4°C
1XTBE pufr (Sambrook et al., 1989)
- nafedit 10xTBE pufr 1x deionizovanou H,O

- uchovévat pii 4°C

Zasobni roztok ethidium bromidu (Sambrook et al., 1989)

- 10 mg ethidium bromidu (Sigma, USA)
- 1 ml sterilni 2x deionizované H,O
- pti pfipraveé a manipulaci pracovat v ochrannych rukavicich

- uchovévat ve tmé pfi teploté 4°C
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Elektrodovyv pufr

- 1500 ml 1XTBE
- 75 pl zésobniho roztoku ethidium bromidu
- pii pfipravé a manipulaci pracovat v ochrannych rukavicich

- puft je urc¢en pro okamzité pouziti.

1x TE (Sambrook et al., 1989)
10 mM Tris (pH 8) (Sigma, USA)
1 mM EDTA (Sigma, USA)

pufr byl pfipravovan jako 10x koncentrovany zasobni roztok
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