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Ziskala jsem celkem 21 polymorfnich mikrosatelitnich lokust, za pouziti 14 pari primert
puvodné navrzenych pro pét druht tucnadki, ctyfi pary primerd pro EST ptaci
mikrosatelity a tfi pary primerd pro konzervované ptaci mikrosatelity. Nalezené
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Klic¢ova slova: ¢ap simbil, Ciconia abdimii, tu¢nak, cross-species PCR amplifikace,
DNA, mikrosatelit

Pocet stran: 63

Pocet priloh: 0

Jazyk: Cesky



Bibliographical identification

Author’s first name and surname: Klara Kosatova

Title: Cross-species amplification of microsatellites from Sphenisciformes and
conserved avian microsatellites in Abdim's Stork (Ciconia abdimii)

Type of thesis: Bachelor thesis

Department: Department of Cell Biology and Genetics, Faculty of Science, Palacky
University, Olomouc

Supervisor: RNDr. Petr Nadvornik, Ph.D.

The year of presentation: 2020

Summary:

In this bachelor thesis | focused on searching for polymorphic microsatellite loci
for Abdim's Stork (Ciconia abdimii).

In the theoretical part | concentrated on the development and changes of the
Abdim's Stork classification within the current system of birds. Further I characterized
the order Ciconiiformes which currently contains only one family Ciconiidae. | described
microsatellites and their role as molecular markers with the emphasis on characteristics
of pairs of primers designed for the amplification of microsatellites of order penguins and
universal avian microsatellites.

In the experimental part | did cross-species PCR amplifications of totally 173
microsatellites on the genomic DNA of 6 unrelated individuals of Abdim's Stork with the
goal of determining polymorphic microsatellite loci. Originally 113 pairs of primers were
constructed for the amplification of microsatellites of penguin species and 60 pairs of
primers for the amplification of universal avian microsatellites, of which 36 primer pairs
were designed for amplification of EST avian microsatellites and 24 pairs of primers for
amplification of conserved avian microsatellites. 1 determined 21 polymorphic
microsatellite loci in total by utilization of 14 pairs of primers originally designed for 5
penguin species, 4 pairs of primers for EST bird microsatellites and 3 pairs of primers for
conserved bird microsatellites. The number of alleles ranged from 2 to 9 per locus.
Keywords: Abdim's Stork, Ciconia abdimii, penguin, cross-species PCR amplification,
DNA, microsatellite
Number of pages: 63
Number of appendices: 0

Language: Czech



Prohlasuji, Ze jsem tuto bakalafskou praci vypracovala samostatné v pribéhu
bakaléiského studia pod vedenim RNDr. Petra Nadvornika, Ph.D. s pouzitim uvedenych

literarnich zdroju.

V OIOMOUCE ANE: o

Klara KoSatova



Réda bych srde¢né podekovala svému vedoucimu bakaléaiské prace RNDr. Petru
Nadvornikovi, Ph.D. za veskerou ochotu, vénovany ¢as, poskytnuté materialy a odborné
vedeni po celou dobu vypracovavani této bakalaiské prace. Déle chei podékovat celému
kolektivu Laboratofe populacni genetiky Katedry bunécné biologie a genetiky
Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci za cenné rady a piijemné

pracovni prostiedi. V neposledni fad€ d€kuji své rodin€ za podporu béhem celého studia.



Obsah

(A 01 Y OO 1
2 ClIE PIACE.......oi it 2
3 Literarni prehled ... 3
3.1 Taxonomické zafazeni CAPU........cvvvveiiivieiiiiiiiiii it 3
3.2 RAA CAPL oo 4
T O T3 14113 1 RO 6
34 MIKIOSALEIITY ..o e 7
3.5  Mikrosatelity od zastupcti z Fadu tUCHACT....cveeveieievireiecie e 8
351 ROA EUAYPIES ..ottt 9
3.5.2 RO EUAYPLUIA .......oceeeiecece e 10
3.5.3  ROG MEJAAYPLES ...ttt 12
3.5.4  ROA PYQOSCELIS ...cuvieereivieiece sttt ene s 12
3.5.5  ROA SPRENISCUS.....ccuviiiiiiieitisie e 15
3.6 Univerzalni ptaci mikrosatelity .........cccooeviiiiiiiiiiiiiii s 17
3.6.1  EST ptaci miKroSatelity ........ccceeiiriiiieiiiiiiieieseeseese e 17
3.6.2  Konzervované ptaci mikrosatelity ........cccoooveriiiiiiiiiiiieiie e 18
4 Materidl @ METOAY..........coiiiiiii e 20
4.1  Biologicky materidl.........cccoiiiiiiiiiiiiiiici e 20
4.2 PouZit€ ChemMiKALIC ......ccviiiieiiiiiie e 20
4.3 POUZILE TOZEOKY ...ccuviiiiiiiiiicii e 21
4.4 LabOratorNi PriStrOJE. . ..coverieertiriiriesiieieeie ettt 22
4.5 PCR amplifikace mikrosatelitli .........cccooeviiiiiiiiiiiiiiici e 23
4.6  Elektroforeticka separace a vizualizace PCR produktil ...........cccocoevviiinnennnn, 26
O VYSIEAKY ...t 29
B DIESKUSE....c.eiecii e 36
T ZLAVEY ... 47
8 LITEIATUNE ..ot 48



Seznam symbolii a zkratek

A
bp

C
CAM
dNTPs
EST

min
PCR
SSRs
STRs

Ta

adenin

par bazi

cytosin

konzervovany pta¢i mikrosatelit (Conserved Avian Microsatellite)
deoxyribonukleosid trifosfaty

exprimované sekven¢ni useky

guanin

minuta

polymerédzova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
repetice jednoduchych sekvenci (Simple Sequence Repeats)
kratké tandemové repetice (Short Tandem Repeats)

thymin

teplota annealingu

Vi



Seznam obrazki a grafi

Obrazek ¢. 1: Znazornéni rodu ¢ap (Ciconia) a tu¢nak (Spheniscus) patiicich dle Prum

et al. (2015) do kladu AequOTTItOrNItNES. ........cvoiiiieiiee s 4
Obrazek ¢. 2: Fylogenetické vztahy druhti rodu ¢ap (Ciconia) podle Slikas (1997). .....5
Obrizek ¢&. 3: Cap simbil v Zoo Praha (Copyright © Miroslav Heri)...........c..cc.cc........ 7
Obrazek ¢. 4: Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitniho lokusu Ech011......... 34
Obrazek €. 5: Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitniho lokusu Ech036........ 34
Obrazek €. 6: Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitniho lokusu Sh2Cal?2. .... 34
Obrazek ¢. 7: Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitniho lokusu Sh2Ca58. .... 35
Obriazek ¢. 8: Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitniho lokusu CAM-24...... 35

Graf ¢. 1: Rozdéleni 21 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti nalezenych u Sesti
nepiibuznych jedinct ¢apa simbila podle zdroje...............oooi 31

vii



Seznam tabulek

Tabulka €. 1: Rody a druhy patfici do fadu tucnaci (Sphenisciformes) podle del Hoyo
et al. (2018) s pocéty mikrosatelitii (MS) pro jednotlivé druhy a s literarnim zdrojem. ... 8

Tabulka ¢. 2: Piehled mikrostelitovych lokusti zfadu tucnaci testovanych na

POlymMOrfiSmuS U Capa STMDILA. .......ccueiviiiiiiiiiicicee e 23
Tabulka ¢. 3: Piehled univerzalnich ptacich mikrosatelitd testovanych na polymorfismus
U CAPA SIMDILA. ..o 24
Tabulka €. 4: SloZeni PCR reak¢éni smési pro 6 VZOrkil. ........ccceevveiievveresiesieese e 25
Tabulka €. 5: Teplotni a asovy profil PCR reakce.........coovviiiiieiiiiieniiiseeices 26

Tabulka €. 6: Charakteristika 21 polymorfnich mikrosateliti u Sesti neptibuznych
Jedinch CAPA STMDILA. .....eiviiieiiiiiec e 30

Tabulka €. 7: Genotypy 21 polymorfnich mikrosatelitnich lokusi ziskanych amplifikaci
u Sesti neptibuznych jedincli Capa simbila.........ccooveiiiiiiiiiii e 33

Tabulka €. 8: Porovnani poctu ziskanych alel u ¢tyf EST ptacich mikrosatelitt
polymorfnich u Sesti nepiibuznych jedincti ¢apa simbila s pocty alel dalSich 22 druht
ptakti (Dawson €t al., 2010).......cccciiiiiiiiiiee e s 39

Tabulka €. 9: Porovnani po¢tu ziskanych alel u tii konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitt
polymorfnich u Sesti nepfibuznych jedinct ¢apa simbila s pocty alel dalsich 12 druhd
ptakl (Dawson €t @l., 2013) .....cviiiiiiiiiiiee e 41

Tabulka €. 10: Souhrn polymorfnich mikrosatelitelitti z fadu tu¢naci a univerzalnich
ptacich mikrosatelitii, které byly ziskany cross-species PCR amplifikaci u ¢apa simbila
ajejich porovnani s vysledky dalSich osmi druhii ptakt z kladu Aequorlitornithes,
testovanych se stejnymi MIKroSatelity. ......cccovviiiiiiiiiiiiiiiie e 45

viii



1 Uvod

Mikrosatelity jsou kratké, zpravidla 1-6 bp dlouhé, tandemové se opakujici
sekvence DNA. Vyskytuji se jak v prokaryotickych, tak v eukaryotickych genomech,
Vv protein kodujicich i protein nekodujicich oblastech DNA. Pro svou mutaéni rychlost
(fadové 102 az 107%/lokus/generace) jsou mikrosatelity vyuzivany jako genetické
markery. Lze je vyuzit pti studiu fylogenetické piibuznosti jedincii, paternity, velikosti
a struktury populaci a v taxonomii.

V Laboratoii populacni genetiky na Katedfe bunécné biologie a genetiky
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci byly jiz na vzorcich
neptibuznych jedinct ¢apa simbila (Ciconia abdimii) testovany mikrosatelity od zastupci
z kladu Aequorlitornithes z tada brodivi, potapky, potaplice, dlouhokiidli, tu¢naci,
vrubozobi, veslonozi a plamenaci. Tato bakalaiska prace je tedy v navaznosti
s predchozimi pracemi, zabyvajicimi se hledanim polymorfnich mikrosateliti u ¢apa
simbila.

Cilem m¢é bakalaiské prace je nalezeni polymorfnich mikrosatelitnich lokusti
u Sesti neptibuznych jedinci ¢apa simbila metodou cross-species PCR amplifikace.
Testovano bude celkem 173 parQ primerti, z toho 113 pard primerti pivodné navrzenych
pro zastupce z fadu tu¢naci a 60 pard primert pro univerzalni pta¢i mikrosatelity (36 part
primertt pro EST ptaci mikrosatelity a 24 pard primerd pro konzervované ptaci

mikrosatelity).



2 Cile prace
1. Shromazdéni dostupnych literarnich zdrojt.
2. Vypracovani reSerse na téma bakalafské prace.
3. PCR amplifikace DNA c¢apa simbila (Ciconia abdimii) s vyuzitim cross-species

primerd pro ptaky z fadu tu¢naci a konzervovanych ptac¢ich mikrosateliti.



3 Literarni prehled

3.1 Taxonomické zarazeni ¢api

Fylogeneze 1étavych ptakli (Neognathae) je studovana uz vice nez jedno stoleti,
divodem castého nesouladu mezi morfologickym a molekularnim hodnocenim
fylogeneze a systematicého cClenéni jsou dlouhodobé a slozité evolucni procesy.
V soucasnosti jsou za bazalni skupinu neognatnich ptaku povazovani hrabavi a vrubozobi
(Galloanseres), ostatni neognatni ptaci jsou fazeni do sesterské skupiny Neoaves, ktera
pravdépodobné prosla velice nahle nejméné osmi speciatnimi udalostmi a je tak
nejvetsim problémem fylogeneze ptakt (Kuramoto et al., 2015, Gaisler et Zima, 2018).

Pti DNA-DNA hybridiza¢nich studiich byla ¢eled’ ¢apoviti (Ciconiidae) fazena

spole¢né s celedémi volavkoviti (Ardeidae), kladivousSoviti (Scopidae), plamenakoviti
(Phoenicopteridae), ibisoviti (Threskiornithidae), pelikanoviti (Pelecanidae), fregatkoviti
(Fregatidae), tu¢nakoviti (Spheniscidae), potaplicoviti (Gaviidae) a buindkoviti
(Procellariidae) do parviadu Ciconiida, ktery byl soucasti nadfadu Ciconii. Nadiad
Ciconii patfil spoleéné s nadtadem Charadrii do fadu brodivi (Ciconiiformes) (Sibley et
al., 1988).
Hackettem et al. (2008) na zaklad¢ studii 19 jadernych lokust u 169 druhu ptakt
zménéno. D¢l tiidu ptaci na bézce (Paleognathae) a letce (Neognathae). Letci jsou dale
déleni do kladti Galloanserae a Neoaves. Capi (Ciconia) jsou v tomto pojeti systému opét
fazeni do tadu brodivi (Ciconiiformes), spole¢né s volavkami (Ardea), volav¢ikem
(Cochlearius), ibisem (Eudocimus), ¢lunozubcem (Balaniceps) a kladivousem (Scopus),
doslo vsak k pteskupeni tohoto fadu (Hackett et al., 2008).

Prum et al. (2015) pfi analyze sekvenacnich dat 198 druht ptakt nepotvrdili
pivodni rozdéleni brodivych a veslonohych. Vytvofiili velkou fylogenetickou linii
Neoaves zvanou Aequornithes, kterou v soucasnosti tvoii, s vyjimkou vrubozobych, ptaci
vazani na vodni prostiedi. Patfi zde potéplice, tuciaci, trubkonosi, ¢api, pelikani, brodivi
a veslonozi. Nékdy jsou do této skupiny fazeny i potapky a plamenéaci, potom se cela
skupina nazyva Aequorlitornithes. Do fadu Ciconiformes fadi autofi pouze ¢eled’ capoviti
(Ciconidae). Ostatni ¢eledi dfive fazeny do tohoto fadu byly pfesunuty k rodu pelikan
(Pelecanus) do fadu Pelecaniformes, ktery rozdélili na dvé sesterské skupiny (Obrazek
¢. 1).
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Obrazek €. 1: Znazornéni roda ¢ap (Ciconia) a tuénak (Spheniscus) patticich dle Prum
et al. (2015) do kladu Aequorlitornithes.

Gaisler et Zima (2018) uvadéji v souladu se studii Prum et al. (2015), Ze bylo
rozdéleni tradi¢niho fadu brodivych (Ciconiformes) a veslonohych (Pelecaniformes)
zpochybnéno blizkym vztahem mezi ¢eledémi pelikanoviti (Pelecanidae), kladivousSoviti
(Scopidae), ¢lunozobcoviti (Balaenicipitidae), volavkoviti (Ardeidae) a ibisoviti
(Threskiornithidae). Volavkoviti (Ardeidae), ibisoviti (Threskiornithidae) a ¢apoviti
(Ciconiidae) jsou v né¢kterych studiich odd€lovani do zvlastnich fada Ardeiformes
a Ciconiiformes, ptresné vétveni fylogenetického stromu brodivych ale stale neni jasné
(Gaisler et Zima, 2018).

3.2R4d ¢api
Rad ¢api (Ciconiiformes) byl v puavodnim fylogenetickém pojeti fadem brodivi,
v soucasné dob¢ je povazovan za monofyleticky a zahrnuje jedinou celed’ ¢apoviti
(Ciconiidae) (Stastny et Hudec, 2016). Do &eledi Eapoviti je fazeno necelych 20 druht
ze Sesti rodi: nesyt (Mycteria), zejozob (Anastomus), jabiru (Jabiru), marabu
(Leptoptilos) a rody Ciconia a Ephippiorhynchus, pro oba z nich je pouZivano ¢eské
rodové jméno ¢ap (Gill et al., 2020). Rod ¢ap (Ciconia) je tvofen sedmi druhy, jejichz

fylogenetické vztahy jsou zndzornény na obrazku €. 2 (Slikas, 1997). Tento rod je rozsifen



po celém svéts, pricemz v Ceské republice hnizdi pouze dva druhy - &ap bily (Ciconia

ciconia) a ¢ap cerny (C. nigra) (Gaisler et Zima, 2018).

—L—

. ciconia
. boyciana
. maguari

. episcopus
. stormi

. abdimii

. nigra

Ciconia —-l:

OO0 OO0

Obrazek ¢. 2: Fylogenetické vztahy druhti rodu ¢ap (Ciconia) podle Slikas (1997).

Capi jsou velci az obroviti ptaci s vyskou 70—-150 cm a hmotnosti 2-9 kg, patii
K vytrvalym letciim s Sirokymi kiidly s rozpétim az 320 cm (Gosler, 1994). Vzhledem
jsou podobni volavkam (Stastny et al., 1998). Maji dlouhy klinovy zobak a dlouhy krk.
Protahlé brodivé nohy, hlavné v oblasti béhaku a bérce, jim umoziuji udrzet opeteni
v suchu, zatimco natahuji hlavu a krk k vodé (Burnie, 2002, ét’astny et Hudec, 2016).
Vole jim obvykle chybi, zaludek je tfidilny a samci maji rudimentalni penis (Gaiser et
Zima, 2018).

Capi maji tuhé pifiléhavé obrysové pefi, bez vyrazného sexuéalniho dimorfismu,
jejich kostra je lehkd a pneumatizovand (Gosler, 1994). VétSinou se vyskytuji v okoli
vnitrozemskych vod, v oteviené i1 lesni krajin€. Hnizda si stavéji z vétvi a klackli na
stromech a v rakosinach, ziji jednotlivé nebo v koloniich. Oba partneti vysedavaji 30-50
dnti na 3—-5 vejcich. Mlad’ata jsou nidikolni a vzlétaji za 50—126 dn, staraji se o n€ oba

V ptipad€ ohroZeni neni pro Capy typicky béh, jestlize prchaji, radéji vzlétnou,
umi vyborné plachtit. Jejich nohy i krk jsou za letu natazené. Maji dlouhé a ohebné prsty,
s nizko posazenym palcem, které jim slouzi k udrzeni na vétvich stromi (Stastny et
Hudec, 2016). Jejich hlasové ustroji je zakrné€lé, proto se akusticky projevuji pouze
klapanim zobaku (Stastny et al., 1998).

Capi jsou piizptisobeni k ziskavani potravy z vody nebo bazinatych biotopti. Lovi
hlavné zivocisnou potravu, kterou sbiraji pii chiizi v mélké vodé nebo na suchu, jen
vyjimeéné jsou mrchozravi (Stastny et al., 1998, Gaisler et Zima 2018). Jejich potravou
jsou predevsim obojzivelnici, ryby, drobni savci, hmyz a ¢ervi (Gaisler et Zima, 2007).

Rad ¢api je kosmopolitné rozifen. S apy se setkame prevazné v tropickych oblastech



Afriky, do chladngjsiho uzemi se nastéhovalo jen nékolik z nich, na zimu vsak odlétaji
(Stastny et al., 1998).
3.3 Cap simbil
Systematické zatazeni ¢apa simbila (Obrazek €. 3) je podle Gaisler et Zima (2018)
nasledujici:
Rige: zivocichové (Animalia)
Kmen: strunatci (Chordata)

Podkmen: obratlovci (Vertebrata)

Trida: ptaci (Aves)

Podtfida: letci (Neognathae)

Rad: &api (Ciconiiformes)

Celed: capoviti (Ciconiidae)

Rod: ¢ap (Ciconia)

Druh: ¢ap simbil (Ciconia abdimii)

Cap simbil se svou vyskou od 75 do 81 cm a hmotnosti okolo 1-3 kg patii
k nejmensim z ¢apu (del Hoyo et al., 1992). Svrchni stranu téla ma tmavou, spodni stranu
naopak bilou, na obliceji je jeho kiize modra a ¢ervena, zobak ma tfislové hnédy. Jeho
nohy jsou Sed¢, lehce nariizovélé s vyraznym rizovym paskem na béhaku a chodidlech.
Pii letu je vidét velka bila skvrna na hibeté a kostieci (Gosler., 1994). Vzhledem se samec
od samice téméf nelisi, samec je pouze o néco vétsi (del Hoyo et al., 1992). Obvykle se
nijak neozyva, jen slab¢ piska nebo klape zobakem. Tento druh ¢apa Zije a migruje pouze
v ramci Afriky, obyva pfedevSim stepi a savany v blizkosti vod, nevyhybé se ani su$sim
oblastem, polopoustim a lidskym sidlistim (Stastny et al., 1998).

Céap simbil se pohybuje v hejnech tisicii jedinci a potravu si shani ve volné
piirodé, dovoli si ale i mirné piiblizeni k civilizaci (Gosler, 1994). Zivi se pfevazné vétsim
hmyzem, jako jsou cvrcci a kobylky, sleduje predev§im hejna sarancat. V mensi mife se
mize zivit také mySmi, zabami, jeStérkami a malymi rybami (Brown et al., 1993).
Zajimavosti je, Ze se neboji lovit potravu v blizkosti stepnich pozart (Stastny et al.,
1998). Aby se ¢ap simbil zbavil piebyte¢ného tepla, pii vysoké teploté okoli stoji ve vodé
s roztazenymi kiidly proti vétru, chladny vzduch se tak dostane k bfiSnim a podpaznim
nazinam. Cépi spole¢né s kondory také vysttikuji tekuty trus na dolni konéetiny, coZ pii

odparovani vody vede taktéz k ochlazeni organismu (Veselovsky, 2001).



Zpusobem Zzivota pfipomina naseho ¢apa bilého. Hnizdo si zaklada v oblastech
u lidskych osad, ne v§ak na domech, ale na stromech. Obvykle nehnizdi pouze jeden par,
ale cela kolonie pohromadé. Nékdy byvaji na jednom stromé i desitky hnizd (Hudec et
Hanzak, 1974). Hnizdi v dob¢ destt v severni Africe, v oblastech od Senegalu na vychod
do Etiopie a na jihozapadé Arabie (Gosler, 1994), v dob¢ sucha hnizdisté opousti a pieléta
ptes rovnik do jizni a jihovychodni ¢asti Afriky, kde travi vétsina jedinci zbytek roku
(del Hoyo et al., 1992).

V dobé hnizdéni pfilétaji nejdiive samci, ktefi osidluji stard hnizda, nebo
vyhledaji mista nova, nejcastéji na stromech a skalach, kde stavéji hnizda z vétvi, travy
alisti (Brown et al., 1993). Tvorba paru se stvrzuje riznymi postoji, sy¢ivymi hlasy
a klapanim zobaku (Stastny et al., 1998). Samice snaseji 1-3 vejce, v zajeti je pozorovana
inkuba¢ni doba 3031 dni. Nejstarsi sledovany jedinec se v zajeti dozil 21 let (del Hoyo
etal., 1992).

3.4 Mikrosatelity
Mikrosatelity jsou diky své struktufe, oznaCovany nékdy téz jako repetice
jednoduchych sekvenci, SSR (Simple Sequence Repeats) nebo kratké tandemové
repetice, STR (Short Tandem Repeats) (Oliveira et al., 2006). Jedna se o kratké, zpravidla
1-6 bp dlouhé, tandemové se opakujici sekvence. Vyskytuji se v prokaryotickych
i eukaryotickych genomech, jak v protein kodujicich, tak v protein nekodujicich
oblastech (Toth et al., 2000). Je pro né typicka vysoka muta¢ni rychlost fadové 1072 az

10*/lokus/generace. Piic¢ina vysoké variability mikrosateliti neni zcela objasnéna, za



hlavni zdroj je vSak povazovano sklouznuti DNA polymerazy béhem replikace, tzv.
replication slippage. Pak se jednotlivé alely li§i navzdjem svoji délkou, protoze dojde ke
ztraté nebo ziskani jednotky repetice a lze je tak snadno po PCR separovat elektroforézou
(Zima et al., 2004, Anmarkrud et al., 2008). Z mikrosateliti jsou nejfrekventovanéjsi
dinukleotidové motivy jako (AC)» a (AT)n, dale také tri-, tetra-, penta-
a hexanukleotidové motivy (Téth et al., 2000).

K vyhodam mikrosatelitl patii vysoka promeénlivost, pocetnost a rozsifeni po
celém genomu, dale kodominantnost alel a moznost jejich pifesné identifikace,
jednoduchost analyzy a s vyuzitim PCR je mozné diky mikrosatelitim analyzovat také
vymielé organismy (Zima et al., 2004). V posledni dob¢é maji mikrosatelity, pro jejich
vysokou proménlivost, rozsahlé vyuziti, naptiklad pii studiu velikosti a struktury
populaci, pfi analyze paternity, pti studiu genetické proménlivosti a toku gent (Oliveira
et al., 2006). Nevyhodou mikrosatelitti je nutnost nalezeni a identifikace vhodnych
primeru pro jejich amplifikaci. Pro druhy, které jsou zkoumany poprvé, je vétSinou nutné

jednotlivé lokusy izolovat de novo a navrhnou vhodné primery (Zima et al., 2004).

3.5 Mikrosatelity od zastupcii z Fadu tu¢naci

Tucnéaci (Sphenisciformes) jsou spole¢né s ¢apy (Ciconiiformes) fazeni do kladu
Aequorlitornithes (Prum et al., 2015). Jsou to mofs$ti ptaci, vyborni plavci a potapéci
pfizpisobeni k Zivotu v extrémné chladném podnebi, hnizdi nejcastéji na subarktickych
ostrovech. Jejich kiidla maji tvar ploutvi, proto ztratili schopnost 1état (del Hoyo et al.,
1992, Burnie, 2002).

Rad tudhaci je rozsifen na jizni polokouli, zahrnuje jedinou &eled tuéhakoviti
(Spheniscidae), ktera sestava z 6 rodu, do kterych je fazeno 18 druht (del Hoyo et al.,
1992). Dosud bylo v 11 studiich popsano 147 polymorfnich mikrosateliti u 10 druht

Z péti rodu tucnaku (viz tabulka €. 1).

Tabulka €. 1: Rody a druhy pattici do fadu tuc¢naci (Sphenisciformes) podle del Hoyo
et al. (2018) s pocty mikrosatelitii (MS) pro jednotlivé druhy a s literarnim zdrojem.

Rod Druh Pocet MS Literarni zdroj
Tucndk cisatsky
(A. forsteri)

Aptenodytes Tutik patagonsky
(A. patagonicus)
Eudyptes Tucnak jiZzni skalni

(E. chrysocome)




Tabulka €. 1: Pokracovani.

Rod

Druh

Pocet MS

Literarni zdroj

Eudyptes

Tucnék zlutorohy
(E. chrysolophus)

25

Ahmed et al., 2009

Tucénak severni skalni
(E. moseleyi)

Tucnak
novozélandsky
(E. pachyrhynchus)

Tucndk snarsky
(E. robustus)

Tuénék chocholaty
(E. sclateri)

Tuénak kralovsky
(E. schlegeli)

Eudyptula

Tuénék nejmensi
(E. minor)

Billing et al., 2007

Grosser et Waters,
2014

Megadyptes

Tucnaka zlutooky
(M. antipodes)

Boessenkool et al.,
2008

Pygoscelis

Tuénak krouzkovy
(P. adeliae)

Roeder et al., 2001

Tucénak osli
(P. papua)

Tuénak uzdickovy
(P. antarctica)

Vienna et al., 2017

Kang et al., 2015

Spheniscus

Tucnak Humboltiv
(S. humboldti)

Schlosser et al., 2003

Schlosser et al., 2008

Tucnak magellansky
(S. magellanicus)

Tucnak galapazsky
(S. mendiculus)

Tuénak brylovy
(S. demersus)

Akst et al., 2002

Labuschagne et al.,
2013

3.5.1 Rod Eudyptes

Do rodu Eudyptes je fazeno sedm druhti tu¢nakd. Polymorfni mikrosatelitni

lokusy byly popsany pouze pro jeden druh v praci Ahmed et al. (2009).

Tuénak Zlutorohy - 25 polymorfnich mikrosatelitii

U tucndka
a charakterizovano 25 mikrosatelitnich lokusu.
Vzorky krve byly odebrany dospélym jedincim tucnaka zlutorohého zijicim

v kolonii na misté zvaném Macaroni Cwm na Ptaé¢im ostrové lezicim v souostrovi Jizni

zlutorohého

(Eudyptes

chrysolophus)  bylo

cey

izolovano



Georgie. Kazdému jedinci bylo z kiidelni zily odebrano 0,1 ml krve, ktera byla ihned
vlozena do 1,4 ml absolutniho ethanolu. Genomickd DNA byla extrahovéna octanem
amonnym. Nasledn¢ byla zkonstruovana mikrosatelitni knihovna, ktera byla rozsifena
o di- a tetranukleotidové mikrosatelitni motivy. Ahmed et al. (2009) osekvenovali
288 transformovanych bakteridlnich kolonii a nalezli tak 132 unikatnich sekvenci
obsahujicich mikrosatelitni motivy. Pouzitim programu Primer 3.0 (Rozen et Skaletsky,
2000) navrhli pary primerd pro 32 téchto sekvenci, které dale testovali na 28
nepiibuznych jedincich tu¢ndka zlutorohého. Po provedeni PCR amplifikace bylo z 32
navrzenych primert sedm vyfazeno, zbylych 25 part primerti poskytlo polymorfni
produkt se ¢tyfmi az 33 alelami, nejcastéji pak s osmi alelami (Ech009, Ech010, Ech011,
Ech 020, Ech050 a Ech051). V piipadé lokusu Ech020 byla prokazana vazba na pohlavni
chromozom Z. U Sesti lokust byla zjisténa zna¢na odchylka od Hardy-Weinbergovy
rovnovahy a U nékterych z nich také nulové alely.

Téchto 25 nalezenych polymorfnich mikrosatelitnich lokust bylo dale testovano
pro jejich cross-species vyuziti na tfech nepiibuznych jedincich tu¢naka patagonského,
tu¢naka osliho, tuéindka uzdickového a tu¢naka krouzkového. 17 mikrosatelitnich lokust
bylo polymorfnich aspoii u jednoho ze Ctyf testovanych druhG tu¢ndkd a osm
mikrosatelitnich lokusti bylo polymorfnich u tii ze ¢tyf testovanych druht tucndki.
| pfesto, ze byly polymorfni mikrosatelitové lokusy testovany pouze u tfi jedinc od
kazdého ze Ctyt vySe zminénych druhi tucnakd, jsou pro své vysledky hodnoceny jako

vhodné pro uziti v dalSich populacnich studiich (Ahmed et al., 2009).

3.5.2 Rod Eudyptula
Do rodu Eudyptula je fazen pouze jeden druh tu¢naka. Pro tento druh bylo
popsano celkem 28 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti ve dvou pracich (Billing et al.,
2007 a Grosser et Waters, 2014).

Tucnak nejmensi - 8 polymorfnich mikrosateliti

Billing et al. (2007) popsali osm polymorfnich mikrosateliti u tucnaka
nejmensiho (Eudyptula minor). Cilem izolace a charakterizace mikrosatelitnich lokusti
bylo zjiSténi paternity a struktury populace tu¢iidka nejmensiho.

Genomickd DNA byla extrahovana vysolovaci metodou ze vzorkd krve
odebranych neptibuznym jedinciim tu¢naka nejmensiho zijicim v kolonii Summerland na

Filipové ostrové. Genomicka DNA byla rozstipana enzymem Sau3A, vzniklé fragmenty

byly separovany agar6zovou gelovou elektroforézou. Fragmenty o velikosti 400-900 bp
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byly purifikovany z gelu a hybridizovany na (GAAA)n a (GA)n oligonukleotidy znacené
biotinem. Dale byly fragmenty amplifikovany a klonovany do pGEM vektoru (Promega).
Transformované klony byly roztfidény pomoci colony PCR za pouziti specifickych
pGEM primert, (TTC)7 a G(AG)13 primeru k detekci mikrosateliti. Poté byly klony
s mikrosatelity amplifikovany a PCR produkty purifikovany QIAquick PCR purifika¢nim
kitem (Qiagen) a osekvenovany.

Autory bylo osekvenovano 18 klonti obohacenych o (GA)n sekvence, pro devét
z nich byly navrZeny primery, protoze obsahovaly sedm a vice GA repetic. Také bylo
autory osekvenovano 10 klonti obohacenych o (GAAA)n sekvence, primery ale byly
navrzeny jen pro jeden z nich, protoze obsahoval dostate¢ny pocet GAA repetic.

Polymorfismus téchto mikrosatelit byl testovan pomoci PCR amplifikace
u nejméné 20 nepiibuznych jedinct tu¢naka nejmensiho pochazejicich z Filipova ostrova
a u péeti az 15 neptibuznych jedinci z Troubridgeova ostrova. U tu¢nakt nejmensich
pochazejicich z Filipov+a ostrova byl jeden lokus monomorfni, a to lokus Emm4.
U jedincii pochazejicich z Troubridgeova ostrova byl také jeden lokus monomortfni, a to
lokus Emm8. Lokusy Emm2 a Emm8 vykazovaly odchylku od Hardy-Weinbergovy
rovnovahy. Nejvice alel bylo detekovano na lokusu Emm?2 a to 14 alel u 27 testovanych
jedinct pochazejicich z Filipova ostrova.

Ve studii byl testovan také lokus B3-2 od tué¢naka brylového (Akst et al., 2002).
Po provedeni cross-species PCR amplifikace lokusu B3-2 bylo zjisténo osm alel

u 47 testovanych jedinct tu¢inaka nejmensiho z Filipova ostrova (Billing et al., 2007).

Tucnak nejmensi - 20 polymorfnich mikrosatelitii

Grosser et Waters (2014) popsali ve své praci dalSich 20 polymortnich
mikrosatelitii pro tu¢iidka nejmensiho.

Genomicka DNA byla extrahovana fenol-chloroformovou metodou z krve
tucnaku zijicich v koloniich na Novém Zélandu a v Australii. Autory zajimaly predevsim
sekvence s di-, tri-, a tetranukleotidovymi motivy obsahujici alesponn pét repetitivnich
jednotek. Pomoci softwaru MSATCOMMANDER v1.0.8 (Faircloth, 2008) byly
navrzeny pary primertl pro amplifikaci 346 sekvenci. PCR amplifikace byla provedena
u30 vybranych lokusti, 10 z nich neposkytlo Zadny produkt, nebo byl produkt
monomorfni. U zbylych 20 polymorfnich mikrosatelitd bylo zjisténo od dvou (Em21
a Em29.2) do 26 (Em13) alel. Lokus Em15 vykazoval odchylku od Hardy-Weinbergovy

rovnovahy ale pouze u jedincii pochazejicich z populaci Zijicich na Novém Zélandu.
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Lokusy Em2, Em6 a Em28 pak vykazovaly odchylku od Hardy-Weinbergovy rovnovahy
vzdy pouze Vv jedné populaci, pravdépodobné v dasledku vyskytu nulovych alel (Grosser
et Waters, 2014).

3.5.3 Rod Megadyptes
Do rodu Megadyptes je fazen pouze jeden druh tuc¢naki. Pro tento druh byly

popsany polymorfni mikrosatelitni lokusy v praci Boessenkool et al. (2008).

Tuénak Zlutooky - 12 polymorfnich mikrosateliti

U tuc¢néaka Zlutookého (Megadyptes antipodes) bylo autory Boessenkool et al.
(2008) nalezeno 12 polymorfnich mikrosatelitu.

Nejdtive byly sestaveny dvé genomické knihovny tu¢niaka zlutookého obohacené
0 repetice, ale proto, ze bylo ziskano malo pozitivnich klont, byla sestavena tieti
genomicka knihovna. Genomicka DNA byla izolovana za pomoci DNeasy Kitu (Qiagen)
a Stépena restrikénim enzymem Mbol nebo Rsal. Takto ziskana DNA byla ligovana do
klonovaciho vektoru pUC19 a DNA inzerty byly amplifikovany uZitim M13 primeri.
Produkty s repetitivnimi sekvencemi byly selektivné izolovany magnetickymi ¢asticemi
znaenymi streptavidinem (Roche Applied Science). Poté byly fragmenty obsahujici
repetice ligovany do klonovaciho vektoru pUCI19 a transformovany One Shot Top
kompetentnimi buiikami (Invitrogen). Z 2976 bakteridlnich klonli pfenesenych na
nylonovou membranu bylo nakonec 159 z nich amplifikovano a osekvenovano pomoci
M13 primera.

Boessenkool et al. (2008) navrhli celkem 58 pard primera - 38 part primerd
zprvni a druhé genomické knihovny a 20 ze tfeti genomické knihovny, amplifikace
téchto primerti byla testovana na DNA 12 nepfibuznych jedincii tu¢idka Zlutookého.
Autory bylo nalezeno 12 polymorfnich lokust, které byly nasledné genotypizovany u 43
jedinctd tuc¢naka zlutookého z Campbellova ostrova a které obsahovaly od dvou do osmi

alel. VSechny lokusy pak byly v Hardy-Weinbergové rovnovaze kromé lokusu Man47.

3.5.4 Rod Pygoscelis
Do rodu Pygoscelis jsou fazeny t¥i druhy tucnakd. Polymorfni mikrosatelitni
lokusy byly popsany pro vSechny tii druhy v pracich Roeder et al. (2001), Kang et al.
(2015) a Vienna et al. (2017). Pro tento rod bylo nalezeno celkem 56 polymorfnich

mikrosatelitu.
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Tuénak krouzkovy - 6 polymorfnich mikrosateliti

U tucnaka krouzkového (Pygoscelis adeliae) bylo autory Roeder et al. (2001)
izolovano a charakterizovano Sest polymorfnich mikrosatelitovych lokusii.

Vzorky krve byly odebrany 442 dospélym jedincim tucidka krouzkového zijicim
ve 13 koloniich v Antarktidé. Genomicka DNA byla extrahovana fenol-chloroformovou
metodou nebo pomoci kitu Progenome II (Progen Industries). [zolovana genomicka DNA
byla rozstépena restrikéni endonukledzou Sau3A a byly zkonstruovany dvé genomické
knihovny.

Prvni genomicka knihovna byla sloZena z fragmentd dlouhych 250-900 bp. Tyto
fragmenty byly ligovany do plazmidu pUCI8, dale transformovany do kompetentnich
bunck DHS5a a ponechany rist na agarovém médiu s ampicilinem. Poté byly kolonie
preneseny z agard6zového média na nylonovou membranu, hybridizaci se sondou byly
identifikovany inzerty s repeticemi, které autofi osekvenovali. K pozitivnim
mikrosatelitnim sekvencim byly pomoci programu Primer 3.0 (Rozen et Skaletsky 1998)
navrzeny primery (Roeder et al., 2001).

Druha genomicka knihovna sestavala z fragmenti dlouhych 300-600 bp.
Fragmenty DNA byly ligovany do SAULA / SAULB linkert a byla provedena PCR se
SAULA primery. Poté byly DNA fragmenty denaturovany a inkubovany na nylonové
membrané a byla provedena dal§i PCR. Déle autofi ligovali fragmenty do plazmidu
pUC18 a transformovali do bunék MAX Efficiency (GIBCO BRL) a ponechali je rlist na
agarovém médiu s ampicilinem. Vzniklé kolonie byly opét pfeneseny z agar6zového
média na nylonovou membranu. Pomoci hybridizace s (CA)n zna¢enymi sondami byly
identifikovany inzerty s repeticemi a osekvenovany. Celkem bylo izolovdno Sest
polymorfnich mikrosatelitd.

Ke genotypizaci tu¢iiakd bylo pouZito sedm mikrosateliti. Sest polymorfnich
mikrosatelitnich lokust (TP500, AM12, AM13, AM3, RM3 a RM6) izolovanych od
tuénaka krouzkového a sedmy polymorfni mikrosatelitni lokus (HrU2), ktery byl
izolovan od vlastovky obecné (Hirundo rustica) (Ellegren, 1992, Primer et al., 1996).

P&t mikrosatelitnich lokusi (AM12, AM13, AM3, RM3 a RM6) bylo pouzito ke
genotypizaci vSech 442 vzorkli DNA jedincii ze 13 kolonii v Antarktid¢. Pro téchto pét
mikrosatelitnich lokusti byla u deviti ze 13 kolonii zjisténa odchylka od Hardy-
Weinbergovy rovnovahy. Mikrosatelitni lokus TP500 slouzil ke genotypizaci jedincii ze
zapadni Antarktidy a HrU2 pak slouzil ke genotypizaci jedincii z vychodni Antarktidy.
Autory bylo nalezeno od ¢ty (AM3) do 20 (AM13) alel na lokus (Roeder et al., 2001).
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Tucnak uzdi¢kovy - 16 polymorfnich mikrosateliti

Kang et al. (2015) popsali u tu¢ndka uzdi¢kového (Pygoscelis antarctica)
16 polymorfnich mikrosateliti.

Sedmi jedinctim, pochazejicim z chranéné oblasti Nargbski Point v Jiznich
Shetlandskych ostrovech na Antarktidé, byla odebrana krev z k¥idelni zily a uchovana
v roztoku EDTA. Genomicka DNA byla extrahovana pomoci DNeasy Blood and Tissue
Kitu (Qiagen). Za uziti QDD3 softwaru bylo zvoleno 30 repetitivnich sekvenci, ke kterym
byly pomoci programu Primer 3.0 (Rozen et Skaletsky, 2000) navrzeny primery.
Variabilita téchto 30 lokust byla testovdna na 23 jedincich, u 29 lokust byla zjisténa
uspésna amplifikace, kdy 16 z nich bylo polymorfnich. Pocet alel byl v rozmezi od dvou
do deviti.

Pouze dva z 16 polymorfnich lokust (Pygantarc 11 a Pygantarc 18) vykazovaly
odchylku od Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Nasledné byla provedena cross-species
PCR amplifikace vzdy u dvou jedincii ze tii druhli tu¢naka (tuc¢iiaka osliho, t. Zlutorohého
at. krouzkového) se viemi 16 polymorfnimi mikrosatelity tuéiidka uzdi¢kového. Uspésng
bylo amplifikovano 11 lokust u tuéiidka zlutorohého, 14 lokusi u tuéidka krouzkového
a 15 lokust u tuc¢naka osliho. Autofi neuvadéji, zda byly ziskané produkty polymorfni

(Kang et al., 2015).

Tucndk krouZkovy - 14 polymorfnich mikrosatelita, t. osli - 11
polymorfnich mikrosateliti a t. uzdickovy - 9 polymorfnich
mikrosateliti

Vienna et al. (2017) izolovali a charakterizovali celkem 34 polymorfnich
mikrosateliti pro tu¢naky z rodu Pygoscelis, z toho 14 mikrosatelitd pro tu¢naka
krouzkového (P. adeliae), 11 mikrosatelitd pro t. osliho (P. papua) a devét mikrosatelitti
pro t. uzdickového (P. antarctica).

Genomickd DNA byla izolovana z krve Sesti jedinct od kazdého ze tii testovanych
druhil tuéndkl vysolovaci metodou. Izolovana genomickd DNA byla nastipana pomoci
systému CovarisS2220 (Thermo Fisher Scientific) na fragmenty o délce ptiblizné€ 160 bp,
které byly dale purifikovany prostfednictvim SOLiID Library Column Purification Kitu
(Thermo Fisher Scientific) a byly z nich vytvotreny genomické knihovny. Fragmenty byly
autory osekvenovany a diky programu MISA vyhledali di-, tri- a tetranukleotidové
tandemové repetice. Primery byly navrzeny pro fragmenty o délce méné nez 200 bp za

pouziti programu Primer 3.0 (Rozen et Skaletsky, 2000).
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Ze 170 zvolenych tetranukleotidovych lokust poskytlo 34 lokusti polymorfni
produkt, alespon u jednoho ze tii zkoumanych druhd tu¢ndka. Se vSemi 34 pary primerti
byla provedena cross-species PCR amplifikace, a to u deviti jedincu tuc¢naka osliho,
U deviti jedinct t. uzdickového a u osmi jedinct t. krouzkového. Ve vysledku bylo
15 lokust polymorfnich u vSech tfi druht, 13 lokust polymorfnich u dvou druht a Sest
lokusti polymorfnich pouze U jednoho druhu. Celkem 30 mikrosateliti poskytlo
polymorfni produkt u tucindka krouzkového, 25 mikrosateliti polymorfni produkt
u t. osliho a 22 mikrosateliti polymorfni produkt u t. uzdickového. Pocet alel na lokus
bylo v rozmezi dvé az osm. Odchylku od Hardy-Weinbergovy rovnovahy vykazovaly
pouze dva lokusy pochazejici od tu¢naka osliho a tfi lokusy pochazejici od t. uzdi¢ckového

(Vienna et al., 2017).

3.5.5 Rod Spheniscus
Do rodu Spheniscus jsou fazeny ¢tyti druhy tuénakt. Polymorfni mikrosatelitni
lokusy byly popsany pro vSechny ¢tyii druhy v pracich Akst et al. (2002), Schlosser et
al. (2003), Schlosser et al. (2008) a Labuschagne et al. (2013). Celkem bylo pro tento rod

nalezeno 26 polymorfnich mikrosatelita.

Tuénak Humboldtiiv - 1 polymorfni mikrosatelit, t. magellansky -

1 polymorfni mikrosatelit, t. galapazsky - 3 polymorfni mikrosatelity

a t. brylovy - 1 polymorfni mikrosatelit

Akst et al. (2002) ve své studii popsali a charakterizovali celkem Sest
polymorfnich mikrosatelitii pro ¢tyti druhy tu¢naka z rodu Spheniscus - t. Humboldtova,
t. magellanského, t. galapazského a t. brylového, s cilem porovnat genetickou diverzitu
mezi tucnakem galapazskym a magellanskym.

Vzorky krve byly odebrany tu¢nakiim galapazskym zijicim na ostrovech Isabela
a Fernandina, t. magellanskym byla krev odebrana v oblasti Punta Tombo v Argentiné
a ZOO Baltimore poskytla vzorky krve t. brylového, ptesny udaj o geografickém ptavodu
vzorkt Krve t. Humboldtova autofi neuvadéji. Krev byla testovanym jedincim odebrana
z ktidelni Zily nebo z zily na chodidle a uchovéna v lyzaénim pufru. Genomicka DNA
byla poté extrahovana pomoci DNeasy Blood and Tissue Kitu (Qiagen).

Optimalizovana byla amplifikace Sesti dinukleotidovych lokust, lokus B3-2 pro
tuc¢naka brylového, lokus M1-11 pro t. magellanského, lokus H2-6 pro t. Humboldtova
a tfi lokusy G2-2, G3-6 a G3-11 pro t. galapazského. Pét ze Sesti ziskanych lokusu (B3-2,
G2-2, G3-11, G3-6 a H2-6) bylo autory dale testovano pomoci cross-species PCR
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amplifikace u 46 jedinct tucndka galapazského a u 46 jedincl t. magellanského.
V piipad¢ t. galapazského poskytly polymorfni produkt tfi lokusy (G3-11, G3-6 a H2-6)
aV pripad¢ t. magellanského poskytly polymorfni produkt ¢tyfi lokusy (B3-2, G2-2, G3-6
a H2-6) z péti testovanych. Odchylku od Hardy-Weinbergovy rovnovahy vykazoval
pouze lokus G3-6 (Akst et al., 2002).

Tuénak Humboldtiiv - 7 polymorfnich mikrosateliti

Schlosser et al. (2003) popsali u tu¢naka Humboldtova sedm polymorfnich
mikrosatelitli za ucelem studia genetické diverzity a populacni struktury tohoto druhu.

Vzorky krve byly odebrany 24 jedinciim, zijicim v koloniich na pobfezi Peru
a Chile. Genomickda DNA byla z krve extrahovana fenol-chloroformovou extrakei.
Autory byly vytvofeny pary primera a to tak, ze extrahovana genomickd DNA byla
nejdiive rozstipana restrikénim enzymem Tsp5091, fragmenty o délce 500-1000 bp byly
izolovéany a ligovany do TSPADSHORT/TSPADLONG linkera a byla provedena PCR
amplifikace. PCR produkty byly hybridizovany na biotynylované sondy s CA repeticemi.
Po druhé PCR byly tyto obohacené fragmenty klonovany pomoci Invitrogen TA cloning
kitu a umistény na selektivni agarové médium (X-gal). Z bilych pozitivnich kolonii byly
izolovany a osekvenovany fragmenty s CA repeticemi a pomoci programu Primer 3.0
(Rozen et Skaletsky, 1998) byly navrzeny primery.

Ze sedmi uspéSné amplifikovanych mikrosatelitnich lokusi pouze jeden
(Sh2Ca22) vykazoval odchylku od Hardy-Weinbergovy rovnovahy a byly nalezeny
lokusy s péti (Sh1Ca9) az 11 (Sh1Cal2) alelami. Téchto sedm polymorfnich lokusi bylo
dale testovano pomoci cross-species PCR amplifikace na dalSich osmi druzich tu¢haka
z péti rodi. Vzorky krve pochazely od jedinct Zzijicich v zoologickych zahradach
v Severni Americe. U péti druhd (t. magellansky, t. brylovy, t. osli, t. jizni skalni
at. nejmensi) z osmi byl zjiStén polymorfismus u vSech sedmi testovanych lokust.
U t. Zlutorohého a t. patagonského byl zjistén polymorfismus u péti lokust ze sedmi
testovanych a v ptipadé t. uzdi¢kového byl zjistén polymorfismus pouze u jednoho lokusu

(Sh2Ca22) ze sedmi testovanych (Schlosser et al., 2003).

Tuénak Humboldtiiv - 5 polymorfnich mikrosatelitu

U tu¢naka Humboldtova bylo autory Schlosser et al. (2009) nalezeno dalSich pét
polymorfnich mikrosateliti.

Vzorky krve byly odebrany z kréni nebo hibetni Zily 336 jedinctim, pochézejicim

ze Ctyt lokalit v Peru a Chile. Genomickd DNA byla izolovana z krve fenol-
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chloroformovou extrakci. Autory bylo navrzeno 28 mikrosatelitnich parti primert
stejnym zpusobem jako ve vySe popsané studii Schlosser et al. (2003). Nalezeno bylo
12 polymorfnich dinukleotidovych repetic, z toho bylo sedm lokusti popsano jiz diive
(viz vyse). K vizualizaci a charakterizaci vSech genotypti byl pouzit DNA Analysis
Systém Software, verze 4.3.9 (Beckman Coulter, Inc.). Na lokusech bylo detekovano od
ctyf (Sh2Ca58) do 16 (Sh1Cal6 a Sh2Ca40) alel (Schlosser et al., 2009).

Tuénak brylovy - 8 polymorfnich mikrosateliti

Pro tuc¢naka brylového bylo autory Labuschagne et al. (2013) izolovano
a charakterizovano osm polymorfnich mikrosatelita.

Vzorky krve byly odebrany 25 dospélym jedinciim z kolonie nachazejici se
v provincii KwaZulu v Jizni Africe. Extrakce genomické DNA z krve byla provedena
pomoci DNeasy Blood and Tissue Kitu (Qiagen). Vzniklad genomickd knihovna
obohacena o mikrosatelitni repetice byla osekvenovdna a za pouziti programu
MSATCOMMANDER, verze 0.8.1 (Faircloth, 2008) byly vyhledany mikrosatelitni
motivy 0 délce dva az Sest pari bazi s nejméné osmi repeticemi. Z celkem
1791 identifikovanych motivii bylo vybrano 12 lokusi, ke kterym byly za pomoci
programu Primer 3.0 (Rozen et Skaletsky, 1997) navrzeny pary primerd. Z celkem
12 amplifikovanych mikrosatelitnich lokusti bylo osm polymorfnich s poctem alel dvé
(PNNO5 a PNNO07), ¢tyii (PNNO1, PNNO3, PNNO6 a PNNOS) a Sest (PNN09 a PNN12).
Odchylku od Hardy-Weinbergovy rovnovahy nevykazoval zadny z lokust (Labuschagne
etal., 2013).

3.6 Univerzalni ptaci mikrosatelity
Doposud byly vytvafeny hlavné druhové specifické mikrosatelitni primery,
Dawson et al. (2010) se vsak rozhodli pro novy zptsob pripravy mikrosatelitnich primerd,
které budou pienositelné v ramci $irokého spektra druhii ptakt. Ve dvou pracich popsali
Dawson et al. (2010 a 2013) 60 univerzalnich ptacich mikrosatelitd - 36 EST ptacich
mikrosatelitlh a 24 konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitii. NiZze popsané mikrosatelitni

lokusy jsou vhodné ke studiu polymorfismu, paternity a také pro populacni studie.

3.6.1 EST ptaci mikrosatelity
Dawson et al. (2010) navrhli metodou in silico celkem 36 parti primert pro
35 EST mikrosatelitnich lokusi, s vysokou sekvenéni homologii mezi zebtickou pestrou
(Taeniopygia guttata) a kurem bankivskym (Gallus gallus). Tyto dva velmi vzdalené

druhy byly vybrany proto, aby mély ziskané mikrosatelitni péary primerl co
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nejuniverzaln&jsi vyuziti v tfidy ptaci. EST (Expressed Sequence Tags) sekvence byly
autory zvoleny pro svou konzervativnost, jednd se o sekvence vytvofené reverzni
transkripci mRNA.

Pomoci nastrojui WU-BLAST a MEGA3 (Kumar et al., 2004) bylo vybrano
135 EST sekvenci od zebticky pestré homolognich s EST sekvencemi kura bankivského
a ke 35 shodnym hybridnim sekvencim bylo navrzeno 36 parti primerti za pouziti
programu Primer 3.0 (Rozen et Skaletsky, 2000), pro lokus TG08-024 byly navrzeny dva
pary primert. Sekvence primerti byly navrzeny tak, aby jejich teplota tani byla v rozmezi
54-61 °C, tedy co nejblize teploté 58 °C a maximalni rozdil teploty tani mezi forward
a reverse primery byl 0,5 °C. U kazdého z testovanych part primert byl forward primer
zna¢en HEX nebo 6-FAM fluorescen¢ni znackou.

Nalezené¢ mikrosatelitni lokusy byly pojmenovany podle prvnich pismen
latinskych nazvu zdrojovych druhd ptakd, tedy TG (Taeniopygia a Gallus). Prvni dvé
Cislice za zkratkou informuji o chromozému, na kterém se lokus nachazi a trojcisli na
konci udava piesnou pozici lokusu na chromozomu v Mbp.

U 52 druhi ptakt z 15 rliznych fada byla provedena genotypizace s navrzenymi
primery. Z testovanych druht ptaka pattilo 22 druhii do fadu pévci a zbylych 30 druhi
spadalo do jinych tadia. U 33 mikrosatelitnich lokust z 35 testovanych byl zjistén
polymorfni produkt. Lokus TG09-014 poskytl u vSech testovanych druhti monomorfni
produkt a lokus TG01-086 neposkytl zadny produkt. Zadny z lokusii nevykazoval
odchylku od Hardy-Weinergovy rovnovahy. U zebficky pestré bylo zjisténo od dvou do
Sesti alel na lokus a u kura bankivského od dvou do péti alel na lokus (Dawson et al.,

2010).

3.6.2 Konzervované ptaci mikrosatelity

Dawson et al. (2013) izolovali a charakterizovali 24 konzervovanych ptacich
miktosateliti. Ackoli navazali na ptedchozi studii a pary primert byly opét odvozeny
z homolognich sekvenci zebficky pestré a kura bankivského, rozhodli se v tomto ptipadé
pracovat s celogenomovymi daty a se sekvencemi, Které obsahovaly minimalné¢ osm
repetitivnich jednotek.

Shodné sekvence zebficky pestré a kura bankivského byly vyhledany pouZitim
nastroje MEGA3 (Kumar et al., 2003) a pary primera byly ziskany pomoci programu
Primer 3.0 (Rozen et Skaletsky, 2000). Pary primerti byly navrZeny tak, aby byla jejich

teplota tani v rozmezi 57-63 °C, s rozdilem mezi forward a reverse primery do 1,0 °C.
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U kazdého z testovanych parti primert byl opét forward primer znaten HEX nebo 6-FAM
fluorescenéni znackou. Lokusy byly pojmenovany zkratkou CAM tedy Conserved Avian
Microsatellite.

S 24 navrzenymi pary primeru byla provedena genotypizace, a to minimalné
u ¢tyt jedinct z osmi druhtl ptakl z fadu pévci a u Ctyt druhi z dalsich fada. V priméru
68 % z 94 % uspésne amplifikovanych CAM lokust bylo polymorfnich u jedinct z fadu
pével a 42 % z 95 % uspésné amplifikovanych CAM lokust bylo polymorfnich
U ostatnich testovanych druhti. Zadny z lokusi nevykazoval odchylku od
Hardy-Weinergovy rovnovahy a u polymorfnich mikrosatelitnich lokust bylo zjisténo od

dvou do 11 alel na lokus (Dawson et al., 2013).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

DNA ziskana z krve 6 nepfibuznych jedincti ¢apa simbila (Ciconia abdimii). Vzorky krve
byly poskytnuty Zoologickou zahradou Dvur Kralové. Izolaci genomické DNA
fenol-chloroformovou metodou provedl vedouci mé bakalaiské prace. Vysledna

koncentrace izolované genomické DNA rozpusténé v TE pufru byla v rozmezi

Biologickym materidlem pro praktickou ¢ast mé bakalatské prace byla genomicka

5-15 pg'ml™.

4.2 Pouzité chemikalie

Akrylamid (Sigma)

aTag DNA polymeraza (5U-plt), M1241 (Promega)
Bromfenolovéa modf (Serva)

Deionizovana voda

Dusic¢nan stiibrny (Sigma)

Ethanol - 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
Ethylendiaminotetraoctan sodny - Na2EDTA (Lachner)
Formaldehyd (Lachner)

Formamid (Lachner)

Hydroxid sodny (Lachner)

Chlorid sodny (Lachner)

Kyselina borita (Lachner)

Kyselina dusi¢na - 65% roztok (Lachner)

Kyselina octové (Lachner)

3 - methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)
Mocovina (Lachner)

N, N" - methylenbisakrylamid (AppliChem)

N, N, N, N" - tetramethylethylendiamin - TEMED (AppliChem)
Peroxodisiran amonny (Lachner)

Rain off - tekuté stérace (Sheron)

Thiosiran sodny (Lachema)
Trishydroxymethylaminomethan - Tris (AppliChem)
Uhli¢itan sodny (Lachner)
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e Xylenova modr - Xylencyanol FF (AppliChem)

4.3 Pouzité roztoky
e Akrylamid, 6% zasobni roztok
420 g mocoviny
484 ml deionizované vody
50 ml 10x TBE
150 ml 40% zasobniho roztoku - akrylamid : N, N° - methylenbisakrylamid
(19:1)
Po rozpusténi vSech slozek zfiltrovat a ulozit v temné 1ahvi v lednici
¢ Dusi¢nan stfibrny, 0,1% roztok
0,8 g dusi¢nanu sttibrného
800 ml deionizované vody
Pted pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu
e Fix/stop roztok
88 ml ledové kyseliny octové
800 ml deionizované vody
e Hydroxid sodny, 1 mol-dm= roztok
40 g hydroxidu sodného
Doplnit deionizovanou vodou do 1 |
e Kyselina dusi¢na, 1% roztok
12 ml 65% kyseliny dusi¢né
800 ml deionizované vody
e Roztok 3 - methakryloxypropyltrimethoxysilanu
1 ml 0,5 % kyseliny octové v 96% ethanolu
3 ul 3 - methakryloxypropyltrimethoxysilanu
e NanaSeci pufr pro elektroforézu
0,125 g bromfenolové modii
0,125 g xylenové modii
100 ml formamidu
25 ml deionizované vody
e Peroxodisiran amonny, 10% roztok
1 g peroxodisiranu amonného

Rozpustit v 10 ml deionizované vody
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Uchovavat v lednici

Polyakryamidovy gel, 6% roztok

60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu

400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného
40 ul N, N, N’, N - tetramethylethylendiaminu
Reak¢éni pufr pro PCR, 10x zasobni roztok
1,211 g trishydroxymethylaminomethanu

80 ml deionizované vody

pH upravit pomoci HCI na hodnotu 9,0

3,73 g KCI

1 ml Triton X-100

Po rozpusténi doplnit na 100 ml

TBE pufr, 10x zasobni roztok

108 g trishydroxymethylaminomethanu

55 g kyseliny borité

40 ml roztoku Na2EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
Doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Vyvojka

24 g uhli¢itanu sodného

800 ml deionizované vody

Umistit do lednice, vychladit na teplotu nizsi nez 10 °C
Pied pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl roztoku 1% roztoku thiosiranu

sodného

4.4 Laboratorni pristroje

Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

Hybridiza¢ni pec HB-2D (Techne)

Chladnicka kombinovana (Whirlpool)

Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)

Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)

Mikropipety Finnpipette 0,510 pl (osmikanalova) (Thermo Labsystem)
Mikropipety Finnpipette 0,3 pul—1 ml (Thermo Labsystem)

Mikropipety Nichipet EX 0,5 pl—1 ml (Nichiryo)

Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)
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e Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)

e Negatoskop NEGAL (Maneko)

e Sekvenacni elektroforetickd komurka S2 (Whatman Biometra)
e Susarna CAT 8050 (Contherm)

e Termocykler GenePro (BIOER Technology)

e Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

e Termocykler TC XP (BIOER Technology)

e Ttepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

e Vortex mixer (Labnet International)

e Vortex MS2 (lka)

e Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)
e Vyrobnik ledové tristé Ice Markers 872281 (Brema)

4.5 PCR amplifikace mikrosateliti
Genomickd DNA 6 neptibuznych jedinci ¢apa simbila byla testovana pomoci
cross-species PCR amplifikace se 173 pary primerd. 113 pard primera bylo puvodné
navrzeno pro amplifikaci mikrosatelitt ptakt z fadu tucnaci (viz tabulka ¢. 2) a 60
univerzalnich ptac¢ich mikrosatelitl, z toho 36 paria primert pro amplifikaci EST ptacich

mikrosatelitl a 24 par primert pro amplifikaci konzervovanych ptacich mikrosatelitt
(viz tabulka ¢. 3).

Tabulka €. 2: Prehled mikrostelitovych lokusti z tadu tucnaci testovanych na

polymorfismus u ¢apa simbila.

Zdrojovy druh Testovany mikrosatelitovy lokus Literarni zdroj

Ech003, Ech005, Ech007, Ech008,
Ech009, Ech010, Ech011, Ech012,
Ech014, Ech020, Ech024, Ech029,
Ech030, Ech036, Ech039, Ech050,
Ech051, Ech060, Ech063, Ech065,
Ech071, Ech081, Ech091, Ech113,
Ech130
Pygantarc02, Pygantarc03,
Pygantarc06, Pygantarc07,
Pygantarcll, Pygantarcl5,
Tucnak uzdickovy Pygantarc16, Pygantarc18, Kang et al. (2015)
(Pygoscelis antarctica) Pygantarc19, Pygantarc22,
Pygantarc24, Pygantarc25,
Pygantarc26, Pygantarc27,
Pygantarc28, Pygantarc29

Ahmed et al.
(2009)

Tucnék zlutorohy
(Eudyptes chrysolophus)
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Tabulka ¢. 2: Pokradovani.

Zdrojovy druh Testovany mikrosatelitovy lokus Literarni zdroj
Tuchdk krouzkovy AM3, AM12, AM13, TP500, RM3, Roeder et al.
(P. adeliae) RM6 (2001)

Tudiaka zlutooks Man03, Man08, Man13, Man21, Boessenkool et al.
(Megadyptes antipoﬁes) Man22, Man27, Man39, Man47, (2008)
Man50, Man51, Man54, Man55
Emm1, Emm2, Emm3, Emm4, Billig et al.
Emm5, Emm6, Emm7, Emm8 (2007)

Tucnék nejmensi
(Eudyptula minor)

Em1, Em2, Em4, Em5, Em6.2, EmS,

Em9, Em12.2, Em13, Em14, Em15,

Em21, Em22, Em23, Em24, Em26,
Em27, Em28, Em29.2, Em30

Grosser et Waters
(2015)

Tuénak Humboldtuv
(Spheniscus humboldti)

Sh1Ca9, ShiCal2, Sh1Cals,
Sh1Cal7, Sh2Cal2, Sh2Ca21,

Schlosser et al.

Sh2Ca22 (2003)
Sh2Ca31, Sh2Ca40, Sh2Ca49, Schlosser et al.
Sh2Cab5, Sh2Ca58 (2009)

H2-6

Tucénak magellansky
(S. magellanicus)

M1-11

Tuénak galapazsky
(S. mendiculus)

G3-11, G3-6, G2-2

Tucnék brylovy
(S. demersus)

B3-2

Akst et al. (2002)

PNNO1, PNNO3, PNNO5, PNNO6,
PNNO7, PNNO8, PNNO9, PNN12

Labuschange et
al. (2013)

Tabulka ¢. 3: Piehled univerzalnich ptac¢ich mikrosatelitii testovanych na polymorfismus

u ¢apa simbila.

Zdroj

Testovany mikrosatelitovy lokus

Literarni zdroj

EST ptaci mikrosatelity

TG01-000, TGO1-040, TGO1-077,
TG01-086, TG01-092, TG01-114,
TGO01-124, TGO1-147, TGO1-148,
TG02-078, TG02-088, TG02-120,
TG03-002, TG03-031, TG03-034,
TG03-035, TG03-098, TG04-004,
TG04-012, TG04-041, TG04-061,
TG05-030, TG05-046, TG05-053,

TG06-009, TG07-022, TG08-024(1),
TG08-024(2), TG09-014, TG11-011,

TG12-015, TG13-009, TG13-016,
TG13-017, TG22-001

Dawson et al.
(2010)
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Tabulka €. 3: Pokradovani.

Zdroj Testovany mikrosatelitovy lokus Literarni zdroj

CAM-01, CAM-02, CAM-03, CAM-
04, CAM-05, CAM-06, CAM-07,
CAM-08, CAM-09, CAM-10, CAM-
11, CAM-12, CAM-13, CAM-14,
CAM-15, CAM-16, CAM-17, CAM-
18, CAM-19, CAM-20, CAM-21,
CAM-22, CAM-23, CAM-24

Dawson et al.
(2013)

Konzervované ptaci
mikrosatelity

Postup PCR amplifikace:
Kazdd PCR reakéni smés byla pfipravena pro amplifikaci genomické DNA
6 nepiibuznych jedincii ¢apa simbila jednim ze 173 vyse uvedenych parti primert:
1. Slozky PCR reakéni smési byly nejdfive rozmraZeny, poté byly kratce
zvortexovany a zcentrifugovany.
2. Jednotlivé reagencie byly v pozadovaném objemu (viz tabulka ¢. 4) napipetovany

do oznacené 1,5ml mikrozkumavky.

Tabulka €. 4: Slozeni PCR reakéni smési pro 6 vzork.

Reagencie Objem [ul]
Deionizovana voda 44,4
Reakeni pufr, 10X zasobni roztok 6,7
Roztok MgCl; (25 mmol-I?) 4,0
Roztok dNTPs (20 mmol-I%) 0,7
Primer F (10 umol-I%) 3,3
Primer R (10 pmol-I?) 3,3

aTaq DNA polymeraza (5 U-ul™?) 1,0

3. PCR reak¢ni smés byla zvortexovana a zcentrifugovana.

4. Do 6 oznaCenych 0,2ml PCR mikrozkumavek byl napipetovan 1 pl pfedem
zvortexované a zcentrifugované genomické DNA a 9 pl PCR reakéni smési.

5. Mikrozkumavky byly uzavieny a vlozeny do termocykleru a byla spusténa PCR
reakce v daném ¢asovém a teplotnim profilu (viz tabulka ¢. 5). Teplota annealingu
byla nejdfive nastavena pro vSechny amplifikacni reakce na 50 °C, pozd¢ji byla
tato teplota u nckterych mikrosateitl upravena (zvySena/sniZzena) tak, aby byl

vysledny produkt hodnotitelny.
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Tabulka €. 5: Teplotni a ¢asovy profil PCR reakce.

Teplota Cas Pocet opakovani Proces

94°C  5min 1x Denaturace
94°C 30s Denaturace
50°C  30s 35X Annealing
72°C  30s Elongace
72°C 7 min 1X Elongace

4.6 Elektroforeticka separace a vizualizace PCR produktu

Pro elektroforetickou separaci byl zvolen 6% polyakrylamidovy gel o tloustce

0,4 mm. Rozmér velkého skla byl 330 x 420 mm a rozmér malého skla byl 330 x 390 mm.

Samotna elektroforetickd separace pak byla provedena ve vyhiivané sekvenacni

elektroforetické komtirce S2 Whatman Biometra za denaturujicich podminek.

1.

Plochy velkého a malého skla, které se pozdéji dotykaly gelu, byly pomoci kartace
omyty vodou se saponatem. Poté byly obé tyto plochy skel 2x oplachnuty
deionizovanou vodou a 2x 96% ethanolem a vzdy osuseny papirovymi utérkami.
Plocha velkého skla, oplachnuta vodou a 96% ethanolem, byla dale oSetfena
pfipravkem na odpuzovani vody (Rain-off) a po =zaschnuti 2x omyta
deionizovanou vodou a osusena papirovymi utérkami.

Malé¢ sklo bylo umisténo do digestoie na polystyrenovou podlozku a plocha skla,
ktera se pozd¢ji dotykala gelu, byla oSetfena 1 ml roztoku molekularniho lepidla.
Po zaschnuti bylo sklo 4x omyto 96% ethanolem a osuseno papirovymi utérkami.
Velké sklo bylo umisténo do digestofe na polystyrenovou podlozku oSetfenou
stranou nahoru. Po delSich stranach velkého skla byly umistény dva spacery
o0 tloust’ce 0,4 mm. Na takto ptipravené velké sklo bylo umisténo malé sklo
oSetfenou plochou dolti. Spacery byly podé€ln¢ zarovnany s okraji skel a zaroven
byly gumy spacerti tésné prilozeny k hranam malého skla. Ob¢ skla byla v misté
spacert sepnuta Ctyimi klipsy.

V kadince byl ptipraven 6% roztok polyakrylamidového gelu, opatrné promichan
a ihned rovnomérné nalit mezi pfipravena skla. Nakonec do mista, kde byl nalit
gel, byl zasunut rovnou stranou, asi 5 mm hluboko, hiebinek. Toto misto bylo

sepnuto Ctyfmi klipsy a minimaln€ hodinu byl gel ponechdn polymerizovat.
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10.

11.

12.

13.

14.

Po ztuhnuti gelu byly odstranény vsechny klipsy a skla s gelem byla vodou
a kartdCem omyta od zbytkli polyakrylamidového gelu. Svrchni strana malého
skla byla dikladn¢ osusena papirovymi utérkami.

Skla s gelem byla umisténa do elektroforetické komirky kratSim sklem smérem
k hlinikové desce a hranou s hiebinkem smérem nahoru a pevné utahnuta Srouby.
Katodovy a anodovy prostor byl zalit 0,5x TBE pufrem. Poté byl vytdhnut
hiebinek a vznikla mezera byla vyc¢isténa od necistot a bublin proudem 0,5x TBE
pufru z injekéni stiikacky.

Katodovy a anodovy prostor byl uzavien a elektroforetickd komiirka byla
elektrodami pripojena ke zdroji stejnosmérného elektrického proudu. Jako limitni
faktor byla nastavena hodnota vykonu na 90 W (napéti 3000 V, proudu 150 mA)
a gel byl v téchto podminkach 30 minut nahfivan.

Béhem nahiivani gelu byly pfipraveny vzorky, ke kterym bylo napipetovano
5 ul nanaseciho pufru. P& minut pfed nanesenim do gelu byly vzorky vloZeny do
termocykleru a 3 minuty denaturovany pti 94 °C. Po denaturaci byly vzorky ihned
umistény do ledové tfisté, aby nedoslo k renaturaci.

Po 30 minutach nahtivani byl zdroj stejnosmérného elektrického proudu odpojen.
Byl otevien katodovy prostor a mezera pro hiebinek byla opét vycisténa proudem
0,5x TBE pufru z injekéni stiikacky od zbytki polyakrylamidu a mocoviny. Do
vy¢isténé mezery byl vsunut hiebinek zoubky asi 1 mm hluboko do gelu.
Osmikanalovou pipetou bylo do gelu mezi zoubky hiebinku naneseno vzdy po
1,8 ul vzorku.

Po naneseni vSech vzorkl byl katodovy prostor uzavien a pfipojen ke zdroji
stejnosmérného elektrického proudu, jako limitni faktor byla nastavena hodnota
vykonu na 70 W (napéti 3000 V, proudu 150 mA) a byla zahajena 1,5-3hodinova
separace vzorki.

V prabéhu elektroforetické separace byl pfipraven fix/stop roztok, 1% roztok
kyseliny dusicné, 0,1% roztok AgNOs a vyvojka. Vyvojka byla vlozena do
chladnicky, aby doslo k vychlazeni na 4 °C a 0,1% roztok AgNOz3 byl umistén do
tmy.

Po uplynuti doby elektroforetické separace byl vypnut zdroj stejnosmérného
elektrického proudu, byly odpojeny elektrody a byl uvolnén sroub, ktery umoznil
odtok 0,5x TBE pufru z katodového prostoru do sbérné misky.
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.
23.

24,

Skla s gelem byla vyjmuta a poloZena na misku malym sklem vzhiru. Hiebinek
a spacery byly opatrné vytahnuty a ¢epeli noze byla od sebe skla oddélena.

Malé¢ sklo bylo umisténo do fotomisky na tfepacce piilnutym gelem smérem
nahoru a zalito fix/stop roztokem. Po 20 minutach pusobeni byl fix/stop roztok
slit zpét do banky a sklo s gelem bylo 3x dikladné promyto asi 1-1,5 |
deionizované vody.

Fotomiska s gelem byla umisténa zpét na tiepacku a gel byl zalit 1% roztokem
kyseliny dusi¢né. Po 4 minutach pasobeni byl roztok vylit do odpadu a sklo
s gelem bylo 4x dikladné promyto asi 1-1,5 1 deionizované vody.

Sklo s gelem bylo vloZeno do jiné fotomisky na tiepacce a zalito 0,1% roztokem
AgNOs s piidanymi 1200 ul formaldehydu.

Po 30 minutach pisobeni 0,1% roztoku AgNOs na gel byl roztok slit zpét do
zasobni 1ahve. Sklo s gelem bylo maximalné na 10 vtefin umisténo do pfedem
nachystané fotomisky s deionizovanou vodou a poté vlozeno do nové fotomisky
na tiepacce.

Do vychlazené vyvojky bylo tésné pfed pouzitim napipetovano 1200 pl
formaldehydu a 160 pl 1% roztoku Na»S,0Os. Sklo s gelem bylo zalito takto
pripravenou vyvojkou a bylo pozorovano vyvijeni hnédoSedych, stfibrem se
barvicich, prouzki PCR produktt.

Poté, co doslo k dostatecnému zbarveni prouzki, byl k vyvojce ptidan fix/stop
roztok a vyvijeni bylo ukonc¢eno. Kdyz se ptestaly tvotit bublinky CO>, bylo sklo
s gelem piesunuto na 2 minuty do fotomisky s deionizovanou vodou.

Podepsané sklo bylo usuSeno v susarné pii 60 °C po dobu 60 minut.

Suchy gel by vyhodnocen na negatoskopu a nasledné pro uchovani informaci
naskenovan do pocitace.

Sklo s vyhodnocenym gelem bylo namocdeno do 1 mol-dm™ roztoku 1 NaOH, ve
kterém doslo po né€kolika hodinach k odlepeni gelu od skla. Sklo bylo néasledné

pomoci karta¢e omyto vodou se saponatem a oplachnuto deionizovanou vodou.
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5 Vysledky

Naplni praktické ¢asti mé bakalaiské prace byla cross-species PCR amplifikace
mikrosateliti z fadu tucnaci a konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitii u Sesti neptibuznych
jedinct ¢apa simbila (Ciconia abdimii) s cilem nalezeni polymorfnich mikrosatelitnich
lokusti. Provedla jsem amplifikaci celkem 173 paru primert, 113 z nich bylo navrzeno
pro amplifikaci ptakt z fadu tucnéci. Déle jsem testovala amplifikaci 60 univerzalnich
ptacich mikrosatelitd, z toho bylo 36 part primerti navrzeno pro amplifikaci EST ptacich
mikrosatelitti a 24 pard primert pro amplifikaci konzervovanych ptacich mikrosatelit

Na zacatku experimentu jsem vSechny mikrosatelitni pary primeri testovala pti
teploté annealingu 50 °C, po provedeni PCR amplifikace byly produkty separovany
polyakrylamidovou gelovou elektroforézou po dobu 90 minut. Nasledné byly parametry
experimentu - teplota annealingu, koncentrace hofe¢natych iontd a ¢as elektroforetické
separace optimalizovany. V pfipadé, ze nebyl pii teploté 50 °C ziskan zadny produkt,
byla teplota nasedani primert pii PCR reakci sniZzena na 48 °C. Pokud ani pfi této teploté
nebyl produkt ziskan, byla teplota snizena aZ na 46 °C a u ¢tyt vzorkid dokonce na 44 °C.
Pokud byl naopak ziskan pftili§ vyrazny produkt a nebylo mozné odecist genotyp, byla
teplota annealingu naopak zvySena, a to podle potieby postupné az na 69 °C. U nékterych
vzorki byl v pribéhu experimentu upravovan objem hotec¢natych ionti v PCR mixu. Ve
vysledku ale bylo potieba objem snizit jen u jednoho mikrosatelitniho lokusu, a to
konktrétné v ptipadé lokusu Em23 na polovinu ptivodniho objemu. Pro dva mikrosatelitni
lokusy CAM-05 a TGO01-148 byla prodlouzena doba elektroforetické separace
z pavodnich 90 na 180 minut.

Na vzorcich Sesti nepiibuznych jedinct ¢apa simbila jsem otestovala vSech 113
para primert navrzenych pro fad tucnaci a 60 univerzalnich ptac¢ich mikrosateiti. Ve
vysledku poskytlo celkem 21 mikrosatelitnich lokusti polymorfni produkt, z toho 14
mikrosatelitnich lokusti navrzenych pro fad tu€iidci a sedm univerzalnich ptacich
mikrosatelitd (viz tabulka ¢. 6). U Sesti mikrosatelitnich lokusti Se mi ani po upravach
podminek PCR reakce nepodatilo opakované ziskat zadny produkt, konkrétné se jednalo
0 lokusy G2-2, CAM-02, CAM-15, CAM-18, Man39 a Pygantarc22. Zbylych 146
mikrosatelitnich lokusti poskytlo monomorfni produkt. Po genotypizaci polymorfnich
mikrosatelitnich lokust u Sesti nepfibuznych jedinct ¢apa simbila jsem zjistila od dvou

do deviti alel.
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Tabulka ¢. 6: Charakteristika 21 polymorfnich mikrosatelitd u Sesti nepfibuznych jedinci ¢apa simbila. Ve sloupcich tabulky jsou uvedeny
zdrojové druhy, jednotlivé lokusy s Accesion number podle databaze GeneBank, sekvence primert, jednotky repetic, teplota annealingu - Ta, Cas

elektroforetické separace a pocet alel.

Cas «
Zdroj ( Alz:g.klldlf).) Sekvence primeri (5" —3") erdpré?;[;a [;I' Ca] se[prsirr?]ce P;)I:t
Ech007 F: CAGTGAAGCATTCTCTCGCAGAAC CTTT 68 90 5
(FM878338) R: AAGCTTGGTGCCCGTATCTTTG
Ech011 F: CACAGCACTGTGACAGAAGCA GT 66 90 3
(FM878342) R: TTAACTGGTTCGATTTGTCAGTCTTT
Tuc¢nak Zlutorohy Ech020 F: GCTCCCTTGCAAACGAAACC CTTT 56 90 3
(Eudyptes chrysolophus) (FM878351) R: AAACGTGGATAGACAGATGCAGAGAG
Ech030 F: TGACGCCGCAGGGACTTC CTAT 67 90 5
(FM878361) R: GCTCAGCTCTTGCTCACAGTTTCAG
Ech036 F: GAGAGGGTTCAGAATGACATCACG GT 69 90 4
(FM878367) R: GTCCATGGGAGCAGACCTGAG
Man27 F: GATCCTGAGAAGAGAGACAG GAICA/ 62 90 3
Tucnak Zlutooky (EU267114) R: GGCTGTTCATTTTGTCAC TG/IGCA
(Megadyptes antipodes) Man47 F: ATACCTCCAGAATGGCTG TGA 57 90 9
(EU267116) R: CACTAAGGGTGACCAAGG
Tuénak uzdickovy Pygantarc29 F: TGTCCAAAATCCTGGAAAGTG AG 55 90 9
(Pygoscelis antarctica)  (KP316226) R: CCAAAAGAGCCCTGAGCA
Emm?2 F: AGCCTACATGACTGCAAAGC
Tuciidk nejmensi  (DQB837730) R: TGGCTTCTACACATCTTCTGG CT/CTTTICTTTT 48 %0 2
(Eudyptula minor) Emm8 F: TGCACACTAGCAGATACGG CA/CT 61 90 5
(DQ852599) R: GACAAATTGTGCTTGTCAGC
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Tabulka €. 6: Pokradovani.

Cas .
Zdroj ( Alz:g_kll\ﬁ)_) Sekvence primert (5°—3") erdpr;(t)itgea [;I'g] Se[pr;lirr?]ce P‘;I:?t
Em5 F: CGGAGACCTTGCATCTTACC AAAT 56 90 3
Tucnak nejmensi (KM272224) R: CAGTCCTGTACCTCCCTCAC
(Eudyptula minor) Em23 * F: GATGCATGTGGAGGAAGTGC CA 60 90 3
(KM272234) R: GGCAACATGGTAGCTGACAC
Sh2Cal2 F: TCAGTGTACGAGCCAGAAGG TICA/A 53 90 5
Tu¢nak Humboldtav (AF540010) R: CTAGGATCCCGGCTTTTGTC
(Spheniscus humboldti) Sh2Cab8 F: TACAGCAATGCAGCGTGTGT GT 66 90 3
(AY435091) R: ACCTGGTAGAGGGCAGTAGT
TGO01-077 F: GGTATGTCAGTTATCAAAAACAAGC AJCA 65 90 3
(CK305147) R: AAATGGCAGGTAAGGATACTCTC
TGO01-148 F: TTGCAACACATTCTAATATTGC ATIAC 59 180 3
EST ptaci mikrosatelity (CK301512) R: TTTAAAGTACATCAAACAACAAAATC
TG04-061 F: GACAATGGCTATGAAATAAATTAGGC AJAG/AT 66 90 3
(CK235034) R: AGAAGGGCATTGAAGCACAC
TG11-011 F: ACAAACTAAGTACATCTATATCTGAAG AT 60 90 3
(CK308096) R: TAAATACAGGCAACATTGG
CAM-05 F: TTACACAGACTGCAAACCGC CA 50 180 9
(HG518763) R: CTGTTKCTCTAGTAATGAGATCCTG
Konzervované ptaci CAM-11 F: TGGTACAGGGACAGCAAACC GT 66 90 5
mikrosatelity (HG518769) R: AGATGCTGRGAGCGGATG
CAM-24  F: CCCACTTCAGTCTTCAGAGC CA 65 90 5
(HG518782) R: TGGAGTATTTGGGATTGGAG

* - snizeny objem roztoku MgClz> v PCR mixu ze 4 ul na 2 pl.
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Ze vsech 173 mikrosatelitnich lokusut, které jsem testovala pomoci Cross-species
PCR amplifikace na vzorcich Sesti neptibuznych jedincii ¢apa simbila, bylo ziskéano 21
polymorfnich mikrosatelitnich lokusti. Uspesnost nalezeni polymorfnich mikrosatelitnich
lokust tedy ¢inila 12,14 %.

Z 21 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti bylo 14 mikrosatelitnich lokust
navrzenych pro tad tu¢néci, konkrétné pét pro tuc¢naka zlutorohého, dva pro t. zlutookého,
jeden pro t. uzdickového ¢tyfi pro t. nejmensiho a dva pro t. Humboldtova. Procentualni
uspesnost nalezeni polymorfnich mikrosatelitnich lokust navrzenych pro fad tuc¢naci byla
12,39 %. Zjistény pocet alel byl dvé az Ctyfi, nejvice lokust bylo dvoualelovych, a to
sedm. Tii alely byly detekovany u Sesti lokusi a Ctyfi alely pouze u jednoho lokusu
(Ech036).

Zbylych sedm polymorfnich mikrosatelitnich lokust jsem ziskala za pouziti parii
primert pro univerzalni ptac¢i mikrosatelity. Pary primerd navrzené pro EST ptaci
mikrosatelity poskytly polymorfni produkt u &tyf z nich a pary primeri pro
konzervovanych ptac¢ich mikrosateliti poskytly polymorfni produkt u tii z nich,
ptehledné v grafu ¢. 1. Pro univerzéalni ptac¢i mikrosatelity je procentudlni tspé&Snost
nalezeni polymorfnich mikrosatelitti 11,66 %. Polymorfni produkty mély dvé (CAM-11
a CAM-24), tii (TG01-077, TG01-148, TG04-061 a TG11-011) a v jednom ptipade
(CAM-05) az devét alel (viz tabulka ¢. 7).

Graf ¢. 1: Rozdéleni 21 polymorfnich mikrosatelitnich lokus nalezenych u Sesti
nepiibuznych jedinct ¢apa simbila podle zdroje. Hnédou barvou jsou oznaceni tu¢naci
a rizovou univerzalni pta¢i mikrosatelity. Cisla v zavorkach udéavaji po&et polymorfnich

mikrosatelitnich lokusii ziskanych z kazdého zdroje.

» Tucnék Zlutorohy (5)

= Tuc¢néak nejmensi (4)

» Tu¢nak Humboldtiv (2)

= Tucnak zlutooky (2)
Tucénak uzdickovy (1)

EST ptaci mikrosatelity (4)
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Tabulka €. 7: Genotypy 21 polymorfnich mikrosatelitnich lokusii ziskanych amplifikaci
u Sesti neptibuznych jedincl ¢apa simbila. V tabulce je s genotypem uveden i nazev

lokusu, zdrojovy druh a pocet alel.

Zdroj Lokus Pocet alel Genotypy Sesti jedinci
1 2 3 4 5 6

Ech007 2 /1 1/2 1/1 1/1 1/2 1/1

Tuiak Ech011 3 1/2 3/3 3/3 1/3 1/3 1/3

Flutorohy Ech020 3 3/3 3/3 3/3 1/2 1/2  3/3

Ech030 2 /1 11 1/1 1/2 1/1 1/1

Ech036 4 3/3 34 214 1/4 4/4 4/4

Tucnak Man27 3 3/3 1/2 2/3 2/3 2/2 1/2

Zlutooky Man47 2 171 11 12 12 11 11

Tuéhdk by antarc20 2 22 202 12 12 22 22
uzdi¢kovy

Emm?2 2 22 11 11 11 11 11

Tucénak Emm8 2 /1 2/2 1/2 212 1/2 2/2

nejmensi Em5 3 /1  1/3 1/3 1/1 1/3 2/2

Em23 3 212 213 3/3 2/3 1/3 2/2

Tucnak Sh2Cal2 2 172 2/2 1/2 2/2 2/2 1/2

Humboldtiv Sh2Ca58 3 /1 11 1/3 212 1/3 1/1

TGO01-077 3 1/3 1/3 1/2 2/2 2/2 2/2

EST ptaci TGO01-148 3 212 2/3 1/2 2/2 2/2 1/2

mikrosatelity TG04-061 3 13 11 12 112 11 1n

TG11-011 3 /1 2/2 2/2 1/2 1/3 1/2

Konzervované CAM-05 9 4/6  2/5 1/9 4/8  4l7 3/5

ptaci CAM-11 2 22 11 11 11 11 11

mikrosatelity CAM-24 2 12 2/2 11 11 11 1/2

Ne vSechny polymorfni mikrosatelitni lokusy ziskané cross-species PCR
amplifikaci u Sesti nepfibuznych jedinci ¢apa simbila byly snadno hodnotitelné.
Naptiklad u lokusu TG04-061 nebo CAM-05, u kterého jsem ziskala devét alel, bylo
hodnoceni velmi problematické. Ne&které z dobfe hodnotitelnych polymorfnich
mikrosatelitnich lokusi jsem znazornila na nasledujicich elektroforetogramech. Na
obrazku €. 1 je zndzornén lokus Ech011 se tfemi alelami, na obrazku €. 2 lokus Ech036
se Ctyfmi alelami, na obrazku ¢. 3 lokus Sh2Cal2 se dvéma alelami, na obrazku ¢. 4 lokus
Sh2Ca58 se tfemi alelami, na obrazku ¢. 5 lokus TG01-077 se tfemi alelami a na obrazku

¢. 6 lokus CAM-24 se dvéma alelami.
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<«—— alela3

. ) Sl s Xl
Obrazek ¢. 4: Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitniho lokusu EchO11.
Testovanim Sesti nepiibuznych jedincl ¢apa simbila byly ziskany tfi alely oznacené

Sipkami. Ta byla stanovena na 68 °C a Cas elektroforetické separace na 90 minut.
alela 1
alela 2

alela 3
alela 4

Obrazek €. 5: Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitniho lokusu Ech036.
Testovanim Sesti neptibuznych jedinct ¢apa simbila byly ziskany ¢tyii alely oznacené

Sipkami. Ta byla stanovena na 69 °C a €as elektroforetické separace na 90 minut.

<«—— 3lelal

<« alela?2

Obrazek €. 6: Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitniho lokusu Sh2Cal2.
Testovanim Sesti neptibuznych jedincii ¢adpa simbila byly ziskany dvé alely oznacené

Sipkami. Ta byla stanovena na 53 °C a cas elektroforetické separace na 90 minut.
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Obrazek €. 7: Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitniho lokusu Sh2Ca58.
Testovanim Sesti nepiibuznych jedincii ¢apa simbila byly ziskdny tii alely oznacené

Sipkami. Ta byla stanovena na 66 °C a Cas elektroforetické separace na 90 minut.

- oS <« alelal

- =" : <+«— alela2

Obrazek ¢. 8: Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitniho lokusu CAM-24.
Testovanim Sesti nepiibuznych jedincli ¢apa simbila byly ziskdny dv€ alely oznaené

Sipkami. T, byla stanovena na 65 °C a ¢as elektroforetické separace na 90 minut.
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6 Diskuse

Cilem praktické ¢asti mé bakalarské prace bylo nalézt polymorfni mikrosatelitni
lokusy pomoci cross-species PCR amplifikace 173 parQ primerti na genomické DNA Sesti
nepiibuznych jedinct ¢apa simbila (Ciconia abdimii). Ze 173 testovanych mikrosatelitt
bylo navrzeno 113 pro ptaky ziadu tu¢niaci. Zbylych 60 univerzalnich ptacich
mikrosatelitd piedstavovalo 24 part primert pro amplifikaci EST ptacich mikrosatelita
a36 pro konzervované ptaci mikrosatelity. Polymorfni produkt poskytlo 21

mikrosatelitnich lokusii s po¢tem alel od dvou do deviti.

Ve své praci jsem testovala 113 mikrosatelitnich lokust pro devét druhti tuénaka
(t. Zlutorohy, t. Zlutooky, t. krouzkovy, t. uzdickovy, t. nejmensi, t. Humboldtiv,
t. magellansky, t. galapazsky a t. brylovy) z jiz popsanych 147 mikrosatelitnich lokusii
pro 10 druht tué¢nakt. Polymorfni produkt poskytly mikrosatelitni lokusy navrzené pro
tuénaka zlutorohého, t. Zlutookého, t. uzdickového, t. nejmensiho a t. Humboldtova.

Pro tu¢naka Zlutorohého popsali Ahmed et al. (2009) 25 polymorfnich
mikrosatelitnich lokusi, pfi€¢emz pét z nich poskytlo pfi mém testovani pomoci Cross-
species PCR amplifikace u Sesti neptibuznych jedincii ¢apa simbila polymorfni produkt.
Vsech 25 mikrosatelitd bylo autory testovano pii Ta (teploté annealingu) 60 °C. Lokus
Ech007 byl testovan na 28 jedincich t. Zlutorohého a poskytl 18 alel. J4 jsem u ¢apa
simbila nalezla pii Ta 68 °C dvé alely. Lokus Ech011 byl autory testovan na 27 jedincich
a poskytl osm alel, v mé praci poskytl pii Ta 66 °C tii alely. Lokus Ech020, u kterého byla
autory zjiSténa u t. zlutorohého vazba na pohlavi, byl testovan na 13 samicich a ¢tyfech
samcich, u samic bylo ziskdno osm alel a u samcti tfi alely. Pfi mém testovani byly pii Ta
56 °C detekovany tii alely. Lokus Ech30 byl testovan na 28 jedincich a bylo ziskano 11
alel, v mém piipadé poskytl pii Ta 67 °C pouze dv¢ alely. Poslednim mnou detekovanym
polymorfnim mikrosatelitnim lokusem byl lokus Ech036. Na rozdil od autord Ahmed et
al. (2009), kteti jej testovali na 28 jedincich t. Zlutorohého a zjistili 16 alel, jsem pfi
testovani za Ta 69 °C ziskala 4 alely.

Pro tuénaka Zzlutookého popsali Boessenkool et al., (2008) 12 polymorfnich
mikrosatelitnich lokust, dva z nich poskytly pifi mém testovani na vzorcich Sesti
nepiibuznych jedincii ¢apa simbila polymorfni produkt. Lokus Man27, ktery autofi
testovali pii Ta 48 °C na vzorcich 43 jedinci t. zlutookého, poskytl dvé alely, ja jsem

tento lokus testovala pti Ta 62 °C a zjistila jsem tf1i alely. Druhy polymorfni lokus Man47
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autofi testovali opét pii 48 °C na vzorcich 43 jedincii a detekovali Ctyfi alely, v mém
ptipad¢ byly pii Ta57 °C zjistény pouze dvée alely.

Pro tuc¢naka uzdickového popsali Kang et al., (2015) 16 polymorfnich
mikrosatelitnich lokust. Po testovani téchto lokust na Sesti nepfibuznych jedincich ¢apa
simbila jsem ziskala pouze jeden polymorfni produkt, a to v ptipadé lokusu Pygantarc29.
Autofi tento lokus testovali na vzorcich 23 jedincti pfi ménici se Ta béhem 42 cykli
a ziskali t alely. Ja jsem u lokusu Pygantarc29 ziskala pii Ta 55 °C dv¢ alely.

Ve dvou pracich (Billing et al., 2007 a Grosser et Waters, 2014) bylo pro tu¢fiaka
nejmensiho popsano celkem 28 polymorfnich mikrosatelitnich lokust. J& jsem pfii
testovani téchto lokusii na Sesti nepfibuznych jedincich ¢apa simbila zjistila
polymorfismus u ¢ty mikrosatelitnich lokust. Billing et al. (2007) testovali lokus Emmz2

vy

pti Ta 56 °C na 27 jedincich t. nejmensiho Zijicich na Filipové ostrové a ziskali 14 alel,
dale tento lokus testovali na 15 jedincich zijicich na Troubridgeove ostrové a ziskali 0sm
alel. Ja jsem lokus Emm? testovala pfi Ta 48 °C a ziskala jsem dv¢ alely. Lokus Emm§
autofi testovali také pti Ta 56 °C na 26 jedincich z Filipova ostrova a ziskali tfi alely, tento
lokus testovali také na péti jedincich z Troubridgeova ostrova, u vSech téchto jedinct byl
ale produkt monomorfni. Ja jsem amplifikaci lokusu EmmS8 pti Ta 61 °C ziskala dvé alely.

Grosser et Waters (2014) testovali lokus EmS5 pii Ta 60 °C a nasli osm alel, ja jsem
u Sesti nepfibuznych jedincli ¢apa simbila naSla pii Ta 56 °C tfi alely. Lokus Em23 autofi
testovali také pfi Ta 60 °C a ziskali devét alel, j& jsem pii stejné Ta a se sniZenou
koncentraci MgClz v PCR mixu na polovinu nasla tfi alely.

Pro tu¢naka Humboldtova bylo ve tfech pracich (Akst et al., 2002, Schlosser et
al., 2003 a Schlosser et al., 2008) popsano celkem 13 polymorfnich mikrosatelitnich
lokusii. Ja jsem pfi testovani na Sesti nepiibuznych jedincich ¢apa simbila pozorovala
polymorfismus u dvou lokust - Sh2Cal2 a Sh2Ca58. Schlosser et al. (2003) testovali
lokus Sh2Cal2 pii Ta 60 °C na vzorcich 24 jedinct t. Humboldtova a nalezli Sest alel. Ja
jsem tento lokus testovala pii Ta 53 na Sesti vzorcich ¢apa simbila a ziskala jsem dvé alely.
Druhy lokus Sh2Ca58 testovali Schlosser et al. (2008) pii Ta 63 °C a nasli ¢tyii alely, ja
jsem pii Ta66 °C ziskala tii alely.

U vétSiny ze 14 ziskanych polymorfnich mikrosatelitnich lokust byl pii testovani
na Sesti nepfibuznych jedincich ¢apa simbila detekovan vyrazné nizsi pocet alel, nez je
uveden v puvodnich zdrojich. Naptiklad u vSech péti mnou ziskanych polymorfnich
mikrosatelitnich lokusti pochézejicich od tu¢naka zlutorohého bylo autory Ahmed et al.

(2009) ziskano minimalné o pét alel vice. V nékterych piipadech byl ale pocet alel
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podobny, napiiklad u lokusu Man 47 jsem ziskala dv¢ alely a autofi Boessenkool et al.
(2008) ctyfti alely. Lokusy Pygantarc29 a Sh2Ca58 mély v mém piipadé pouze o jednu
alelu méné, nez uvadéji puvodni autofi. U lokusu Emm8 zjistili autofi u dvou populaci t.
nejmensiho monomorfni produkt a polymorfni produkt se tfemi alelami, ja jsem ziskala
produkt se dvéma alelami. V jednom piipad¢ jsem ziskala dokonce vyssi pocet alel, nez
ziskali ptivodni autofi. Jednalo se o lokus Man 27, u kterého jsem nalezla tii alely a autofi
Boessenkool et al. (2008) pouze dv¢ alely.

Mikrosatelitni pary primert navrzené pro zbylé ctyfi druhy tuénaka, 20
mikrosateliti pro t. krouzkového, jeden mikrosatelit pro t. magellanského, tfi
mikrosatelity pro t. galapazského a devét mikrosateliti pro t. brylového, neposkytly pti

testovani na vzorcich Sesti neptibuznych jedinct ¢apa simbila Zadny polymorfni produkt.

Z 60 univerzalnich ptacich mikrosatelitli popsanych ve dvou pracich (Dawson et
al., 2010 a Dawson et al., 2013) poskytlo polymorfni produkt, pti amplifikaci genomické
DNA Sesti nepfibuznych jedinci c¢apa simbila, sedm znich. Konkrétné Ctyfi
z 36 navrzenych part primert pro amplifikaci EST ptac¢ich mikrosatelitl a tii z 24 part
primert navrzenych pro amplifikaci konzervovanych ptacich mikrosateliti.

Dawson et al. (2010) testovali vSech 36 mikrosatelitnich part primert pfi stejné
Ta 56 °C. Lokus TGO01-077 byl autory testovan na ctyfech nepfibuznych jednicich
zebticky pestré, ziskany byly tfi alely. Pfi mém testovani na Sesti nepiibuznych jedincich
¢apa simbila byly za Ta 65 °C ziskény také tii alely. VSechny tfi zbylé mikrosatelitni
lokusy TGO01-148, TGO04-061, a TG11-011 poskytly pii testovani na Ctyfech
nepiibuznych jedincich zebtiCky pestré dvé alely. Ja jsem pii testovani vSech tii lokusi
na vzorcich ¢apa simbila ziskala tii alely. Lokus TG01-148 jsem testovala pii Ta 52 °C,
lokus TG04-061 pti Ta 66 °C a lokus TG11-011 pii Ta 60 °C. Nasledn¢ autofi testovali
vSech 36 part primerdi na 22 dalSich druzich ptaki (17 druht z fadu pévci a 5 druhil
z jinych tadt). Mnou ziskany polymorfni lokus TG01-077 byl v praci Dawson et al.
(2010) polymorfni u deviti druhti ptakd, lokus TGO1-148 byl polymorfni u 10 druhi,
lokus TG04-061 byl polymorfni u 13 druhti a lokus TG11-011 byl polymorfniu 15 druhi

ze vSech 22 testovanych druhti, podrobnéji v tabulce €. 8.
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Tabulka €. 8: Porovnani poctu ziskanych alel u ¢tyf EST ptacich mikrosateliti
(TGO01-077, TGO01-148, TG04-061 a TG11-011) polymorfnich u Sesti neptibuznych
jedincu ¢apa simbila s pocty alel u dalSich 22 druhd ptaka (Dawson et al., 2010).
V tabulce je uveden ndzev lokusu a testovany druh se zjisténym poctem alel, v zavorce je
uveden pocet testovanych jedincl. Pismenem M je oznaCen monomorfni produkt

a pismenem P polymorfni produkt.

Testovany druh T0L07 oI 1008 TOILoM

Zebricka pestra 3 (4) 2 (4) 2 (4) 2 (4)
(Taeniopygia guttata)

(Gallu gail) 2 M@ mME Me
oty PEI M@ M@ 20
(Anthus berthlot M@ M@ ME M
(Paseer domestious) M@ 3@ 20 2
(Carduslis shioris) 20 P& P P®
(Loxia sunirostra) M@ P@ P@ P
(Fringilla coslebs) M@ Pw PG P
(Pyrihula pyrthula) M@ P P@ PO
(Petrochelidon arie) M@ aw 209 3@
(Cyanistes aerulets) M@ Mm@ 24 2
el M@ M@ M@ ue
(Acrocg)ilzzzlgrnﬂgi};]aceus) M (4) M (4) P(4) 2(4)
(Par%léi(r)lrcr?i: ;rvlggtr)?gnus) M (4) 3(4) M (4) 3(4)
(Turdus mercia) M@ M@ M@ 4@
Fomawsomusruficspy M@ MO 20 2@
(Pica hudsoni) 2@ 200 209 M@
(truthidea cnerea) 2@ M@ M@ 20
Kulik moftsky 2 (4) M (4) M (4) M (4)

(Charadrius alexandrinus)
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Tabulka ¢&. 8: Pokra¢ovani.

Testovany druh Lokus
TGO01-077 TGO01-148 TGO04-061 TG11-011

2(4) 2 (6-8) 3 (6-8) M (4)

Kolibtik rezavoleskly
(Selasphorus rufus)
Sova palena

2 (8-20) M (4) 7 (194) M (4)

(Tyto alba)
Agapornis rizohrdly
(Agapornis rosgicollis) M (4) M (4) M (4) 2 (4)
Cép simbil 36) 36) 6 .

(Ciconia abdimii)

Dawson et al. (2013) popsali dale 24 parG primerd pro amplifikaci
konzervovanych ptacich mikrosatelitl. Pfi testovani vSech téchto part primerd na
vzorcich ¢apa simbila jsem ziskala polymorfni produkt u tii z nich, a to u lokusu CAM-05,
CAM-11 a CAM-24. Autoti testovali vSechny lokusy jako v ptedchozi praci pii Ta 56 °C.
Lokus CAM-05 testovali na sedmi nepfibuznych jednicich zebficky pestré a ziskali Sest
alel, dale lokus testovali na ctyfech neptibuznych jednicich kura bankivského a ziskali
dvé alely. Ja jsem testovanim tohoto lokusu na vzorcich ¢apa simbila ziskala pii Ta 50 °C
ziskala devét alel. Lokusy CAM-11 a CAM-24 testovali autofi na 12 neptibuznych
jedincich zebticky pestré a v obou ptipadech ziskali Sest alel, u ¢tyt nepiibuznych jedinct
kura bankivského detekovali u obou lokusti monomorfni produkty. Ja jsem testovanim
lokusu CAM-11 na vzorcich ¢apa simbila ziskala pti Ta 66 °C dvé alely. Posledni lokus
CAM-24 jsem testovala pii T2 65 °C a ziskala jsem také dvé alely. VSech 24 pard primerd
bylo autory zkoumano na dalSich 12 druzich ptdkli. Mnou testovany polymorfni lokus
CAM-05 vykazoval polymorfismus u dal$ich 10 druhi ptakd s poctem alel na lokus od
dvou do sedmi. Lokus CAM-11 byl polymorfni u dal$ich deviti druhti ptaka a lokus
CAM-24 u c¢tyi druht ptakt, oba s poctem alel na lokus od dvou do Sesti, prehledné

V tabulce ¢. 9.
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Tabulka €. 9: Porovnani poctu ziskanych alel u tfi konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitt
(CAM-05, CAM-11 a CAM-24) polymorfnich u Sesti nepfibuznych jedinci ¢apa simbila
s pocty alel dalSich 12 druht ptaka (Dawson et al., 2013). V tabulce je uveden nazev
lokusu a testovany druh se zjisténym poctem alel, v zavorce je uveden pocet testovanych

jedincti. Pismenem M je ozna¢en monomorfni produkt.

, Lokus
Testovany druh CAM-05 CAM-11 CAM-24
Zebiicka pestra (Taeniopygia guttata) 6 (7) 6 (12) 6 (12)
Kur bankivsky (Gallus gallus) 2 (4) M (4) M (4)
Linduska kanarska (Anthus berthelotii) 3(4) 3(4) M (4)
Vrabec domaci (Passer domesticus) 7 (10) 4 (11) M (12)
Pénkava obecna (Fringilla coelebs) 3(4) 2(3) M (4)
Hyl obecny (Pyrrhula pyrrhula) 3(4) 3 (4) M (4)
Sykora konadra (Parus major) 4(4) M (4) M (4)
Kos ¢erny (Turdus merula) 4 (4) M (4) M (4)
Sova palena (Tyto alba) 4 (4) 2 (3) M (4)
Pokiovnik zeleny (Acanthisitta chloris) 04 34 2(4)
Buinacek dlouhokiidly (Hydrobates leucorhous) 2 (6) 3 (6) 6 (6)
Mandelik hajni (Coracias garrulus) M (4) 2 (4) 4(4)
Cap simbil (Ciconia abdimii) 9 (6) 2 (6) 2 (6)

Vsechny ¢&tyfi mikrosatelity (TG01-077, TGO01-148, TG04-061 a TG11-011),
ziskané s pouzitim pari primert pro EST ptaci mikrosatelity, které byly pii testovani na
vzorcich Sesti nepfibuznych jedincl capa simbila polymorfni, poskytly produkt
s podobnym poctem alel, jako je uvedeno v puvodnim zdroji (Dawson et al., 2010).
U dvou polymorfnich lokusti (CAM-11 a CAM-24), které¢ jsem ziskala s pouzitim parQ
primerd pro konzervované ptaci mikrosatelity, byl zjistény pocet alel vyrazn€ niz$i, nez
je uvedeno v pivodnim zdroji (Dawson et al., 2013). V piipadé polymorfniho lokusu
CAM-05 byl mnou zjistény pocet alel naopak vyssi, nez je uvedeno v piivodnim zdroji

(Dawson et al., 2013). U lokusu CAM-05 jsem ziskala nejvyssi pocet alel, a to devét.

Mikrosatelity navrzené pro fad tucndci a univerzalni ptaci mikrosatelity byly
vramci Laboratofe populatni genetiky na Katedie bunééné biologie a genetiky
Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci testovany pomoci Cross-
species PCR amplifikace na genomické DNA jiz v predeslych bakalarskych pracich
celkem na osmi druzich vodnich ptaki.

Pechova (2014) testovala ve své bakalarské praci celkem 135 mikrosatelitii na
genomické DNA Sesti nepfibuznych jedinci nesyta indomalajského (Mycteria

leucocephala). Ze vsech testovanych mikrosatelitd bylo 77 navrzenych pro fad tuénaci,
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34 pard primeri pochazelo od EST ptacich mikrosateliti a 24 part primert od
konzervovanych ptac¢ich mikrosateliti. Polymorfni produkt ziskala celkem u 17
mikrosatelitii, z toho pochazelo devét mikrosateliti z fadu tu¢naci, jeden mikrosatelit
z EST ptacich mikrosatelita a tii mikrosatelity z konzervovanych ptacich mikrosateliti.
Tti mikrosatelity (Ech007, Ech020 a Man27), navrzené pro fad tucndci, poskytly
polymorfni produkt jak u nesyta indomalajského, tak i u ¢apa simbila a pouze mikrosatelit
CAM-11, tazeny mezi konzervované ptac¢i mikrosatelity, poskytl produkt u nesyta
indomalajského 1 u ¢apa simbila.

Filipova (2016) testovala ve své bakalarské praci amplifikaci celkem
171 mikrosatelith na genomické DNA Sesti nepiibuznych jedincii potapky rohace
(Podiceps cristatus). Testovano bylo 113 mikrosateliti navrzenych pro devét druhi
ztadu tucnaci, dale 34 EST ptacich mikrosateliti a 24 konzervovanych ptacich
mikrosatelitii. Nalezla celkem 19 polymorfnich mikrosatelitii, Sest mikrosatelitd z fadu
tucnaci, pét konzervovanych ptacich mikrosatelith a osm EST ptacich mikrosateliti.
Janusova (2017) ve své diplomové praci analyzovala na DNA 13 neptibuznych jedinct
potapky rohéafe pary primerd pro mikrosatelitni lokusy odvozené od zastupci z fadu
tucnaci a univerzalni ptaci mikrosatelity, které byly v praci Filipové (2016) nalezené jako
polymorfni. VSech Sest mikrosateliti pochazejicich od zéastupct z fadu tucnaci a pét
konzervovanych ptacich mikrosatelitli poskytlo jako v préci Filipové (2016) polymorfni
produkt. Z ptavodnich osmi polymorfnich mikrosatelitnich lokust, odvozenych od
konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitd, v praci Janusové (2017) nebyl polymorfni lokus
TG02-120, naopak mikrosatelitni lokus TG09-014 dfive oznaceny jako monomorfni byl
polymorfni. Zadny z mikrosateliti pro ¥ad tu¢hiaci neposkytl polymorfni produkt
U potapky rohace a zaroven u ¢apa simbila, ale dva mikrosatelity (CAM-11 a CAM-24)
pro konzervované pta¢i mikrosatelity a dva EST pta¢i mikrosatelity (TG04-061
a TG11-011) poskytly polymorfni produkt u obou testovanych druhti (viz tabulka ¢. 10).

Sulakova (2017) testovala ve své bakalaiské praci cross-species PCR amplifikaci
celkem 173 mikrosateliti na genomické DNA Sesti nepiibuznych jedincl pelikdna
skvrnozobého (Pelecanus philippensis). Testovala stejné jako ja 113 lokusti z osmi druhti
fadu tucnaci, 36 parG primerd pro amplifikaci 35 EST ptacich mikrosatelith
a 24 konzervovanych ptacich mikrosatelitt. Polymorfni produkt nalezla celkem u 14
mikrosatelitli, osm z nich pochéazelo z fadu tu¢naci, jeden z EST ptacich mikrosatelit
a pét z konzervovanych ptacich mikrosatelitd. Pouze jeden lokus (EmmS8) navrzeny pro

fad tucnaci poskytl polymorfni produkt u pelikana skvrnozobého i u ¢apa simbila. Dale
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byl u obou testovanych druhti polymorfni jeden mikrosatelit (TG11-011) z EST ptacich
mikrosatelitt a tfi (CAM-05, CAM-11 a CAM-24) zkonzervovanych ptacich
mikrosateliti.

Zlochova (2017) ve své bakalarské praci testovala polymorfismus pomoci
cross-species PCR amplifikace 171 parG primerd na Sesti nepfibuznych jedincich
plamenaka karibského (Phoenicopterus ruber). 113 pard primert bylo navrzeno pro devét
druht tucnaka, 34 para primerd pro EST ptaci mikrosatelity a 24 pari primerti pro
konzervované ptaci mikrosatelity. Celkem u 23 mikrosatelitl ziskala polymorfni produkt,
z toho 16 mikrosatelitti pochazelo od tuc¢naku, tii byly EST ptaci mikrosatelity a ¢tyfi
byly konzervované pta¢i mikrosatelity. Suldkova (2019) ve své diplomové praci
analyzovala na DNA 30 neptibuznych jedincti plamenidka karibského 23 mikrosatelitnich
lokust, které ve své bakalarské praci Zlochova (2017) oznadila jako polymorfni. Z 16
polymorfnich mikrosatelitnich lokust navrzenych pro fad tuc¢naci nebyl u dvou lokusi
(Em9 a Pygantarc07) polymorfismus potvrzen, lokusy byly monomorfni. U lokus Emm5,
ktery byl piivodné monomorfni nalezla Suldkova (2019) tii alely. Viechny t¥i EST ptaci
mikrostelity (TGO03-002, TGO04-061 a TGO022-001) a &tyfi konzervované ptaci
mikrosatelity (CAM-06, CAM-11, CAM-20 a CAM-24) byly opét polymorfni. Osm
polymorfnich lokust nalezenych u plamenaka karibského - Ech011, Ech030, Man24,
Man47, Em23, TG04-061, CAM-11 a CAM-24 poskytlo polymorfni produkt 1 u ¢apa
simbila, podrobné v tabulce €. 10.

Klaclova (2018) testovala cross-species PCR amplifikaci na Sesti nepiibuznych
jedincich plamenaka riizového (Phoenicopterus roseus), stejné jako Sulakova (2017),
celkem se 173 pary primert. 113 part primert pro devét druht z fadu tucnaci, 36 part
primertt pro EST ptaci mikrosatelity a 24 pard primerd pro konzervované ptaci
mikrosatelity. Nalezla 24 polymorfnich lokusi s 25 polymorfnimi produkty (lokus
PNNO8 mél dvé polymorfni mista), z toho bylo 13 parti primert navrzeno pro fad tu¢idci,
pét pro EST ptaci mikrosatelity a Sest pro konzervované pta¢i mikrosatelity. U osmi
lokust, které byly polymorfni u plamenaka rizového - Ech011, Ech030, Em23, Man27.
Man47, TG01-148, CAM-11 a CAM-24, jsem 1 ja zjistila polymorfismus.

Adamkova (2019) provedla ve své bakalarské praci cross-species PCR
amplifikaci na Sesti nepfibuznych jedincich pelikana afrického (Pelecanus rufescens) se
stejnym podtem mikrosatelitd jako Suldkova (2017) a Klaclova (2018). Ziskala
12 polymorfnich mikrosatelitl, z toho osm pochazelo z fadu tuciiaci, dva z EST ptacich

mikrosatelitii a dva z konzervovanych ptacich mikrosateliti. Kopec¢na (2020) ve své
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diplomové praci analyzovala na DNA 12 nepfibuznych jedinct pelikana afrického 12
mikrosatelitnich lokusi, které ve své bakalaiské praci Adamkova (2019) oznacila jako
polymorfni. U vSech 12 mikrosatelitnich lokusii byl opét zjistén polymorfismus. Pouze
tfi mikrosatelitni lokusy (Emm8, CAM-24 a TG11-011) byly polymorfni zaroven
u pelikéana afrického a ¢apa simbila, detailné v tabulce ¢. 10.

Kremlova (2019) ve své bakalaiské praci testovala prostiednictvim cross-species
PCR amplifikace na Sesti nepiibuznych jedincich pelikana bilého (Pelecanus
onocrotalus) stejny pocet mikrosatelitd jako Sulakova (2017), Klaclova (2018)
a Adamkova (2019). Pomoci 34 pard primerti nalezla celkem 35 polymorfnich
mikrosatelitnich produktt (lokus TG13-016 mél dvé polymorfni mista), 18 part primera
bylo piivodné navrzeno pro fad tuciidci, devét pro EST ptaci mikrosatelity a sedm pro
konzervované ptac¢i mikrosatelity. Ziskala tedy nejvice polymorfnich mikrosateliti
pochazejicich zfadu tuénaci a z univerzalnich ptacich mikrosatelitd testovanych na
druzich z kladu Aequorlitornithes. Celkem Sest mikrosateliti (Ech011, Em23, TG01-148,
TG04-061, CAM-05 a CAM-11) polymorfnich u pelikana bilého bylo polymorfnich
zaroven u ¢apa simbila.

V ramci Laboratofe populacni genetiky na Katedfe bunééné biologie a genetiky
Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci byla provedena cross-species
PCR amplifikace se 173 pary primeri u péti nepiibuznych jedincii pelikana kadetavého
(Pelecanus crispus) (Nadvornik, osobni sdéleni). Ze 113 part primerd navrzenych pro
vybrané druhy z fadu tucidci, byl nalezen pouze jeden polymorfni mikrosatelit, a to
Ech008. Dale byl z 36 EST ptacich mikrosateliti testovanych u pelikana kadetavého
polymorfni jeden mikrosatelit TG03-098 a z 24 konzervovanych ptacich mikrosatelitd
poskytly polymorfni produkt dva z nich (CAM-17 a CAM-24). VSechny ¢tyii ziskané
polymorfni lokusy mély dvé alely. Pouze jeden mikrosatelit (CAM-24) byl polymorfni

u pelikana kadetavého a zaroven u ¢apa simbila.
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Tabulka €. 10: Souhrn polymorfnich mikrosatelitelitli z fadu tucnaci a univerzalnich
ptacich mikrosatelit, které byly ziskany cross-species PCR amplifikaci u ¢apa simbila
ajejich porovnani s vysledky dalSich osmi druhd ptaka z kladu Aequorlitornithes,
testovanych se stejnymi mikrosatelity. V tabulce je uveden nazev lokusu a pocet alel
nalezenych u daného druhu. V zavorkach je uveden pocet testovanych jedinct. Pokud byl
produkt monomorfni je oznacen pismenem M, zkratka NT znamen4, Ze dany lokus nebyl

u tohoto druhu testovan.

O
=
c
>
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(tato prace)
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(Kremlova, 2019)

%

Pelikan africky

(Pechova, 2014)
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(JanuSova, 2017)
(Sulakova, 2017)
(Sulakova, 2019)
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(Kopecna, 2020)
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Z tabulky ¢. 10 lze odecist, Ze zaddny z polymorfnich lokusii ziskanych

cross-species PCR amplifikaci u Sesti nepfibuznych jedinc ¢apa simbila nebyl

vvvvvv

mikrosatelitnimi lokusy byly CAM-11 a CAM-24, které poskytly polymorfni produkt
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usedmi z deviti testovanych druht. Pét lokusi (EchO11, Man27, Em23, TG01-061
a TG11-011) poskytlo polymorfni produkt u ¢tyt z deviti testovanych druhd. VSechny
zbylé mikrosatelitni lokusy byly polymorfni u méné nez Ctyt z deviti testovanych druhd.
Lokusy Ech036, Emm2, Em5, Sh2Cal2, Sh2Ca58 a TGO01-077 vykazovaly
polymorfismus pouze u ¢apa simbila, u ostatnich druhti z kladu Aequorlitornithes
mikrosateliti od deviti druht z fadu tuc¢naci a univerzalnich ptac¢ich mikrosatelitd byla

provedena Kremlovou (2019) u pelikana bilého, a to s uspésnosti 19,65 %.

U c¢4pa simbila bylo v ramci Laboratofe populacni genetiky na Katedie bunécné
biologie a genetiky Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci doposud
testovano ve étytech pracich (Nevimova, 2012, Novosadova, 2012, Fiserova, 2014 a tato
prace) celkem 580 mikrosatelitnich lokust, 71 z nich poskytlo polymorfni produkt. 520
testovanych mikrosatelitnich lokust pochéazelo od zastupcti z kladu Aequorlitornithes
ztadu brodivi, potapky, potaplice, dlouhoktidli, tuénaci, vrubozobi, veslonozi
a plamenéaci. Zbylych 60 mikrosatelitnich lokust pochazelo z univerzalnich ptacich

mikrosatelitti. Uspé&$nost zisku polymorfnich mikrosatelitnich lokust ¢inila 14,2 %.

Vienna et al. (2017) popsali ve své praci dalSich 34 part primert pro tfi druhy
tucnaku (t. krouzkovy, t. osli a t. uzdickovy), které nebyly do této doby v Laboratofi
populaéni genetiky Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci testovany.
Do budoucna proto navrhuji tyto pary primerd na Sesti nepfibuznych jedincich ¢apa
simbila otestovat. Dale bych doporucila provést cross-species PCR amplifikaci vsech 71
polymorfnich mikrosatelitnich lokusti a naslednou genotypizaci u vétsiho poctu
nepiibuznych jedinct ¢apa simbila, aby byla ziskana data kvalitnéjsi a vhodna napiiklad

k popula¢nim studiim ¢4pa simbila.
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7 Zavér

Ve své bakalaiské praci jsem se vénovala cross-species PCR amplifikaci
genomické DNA u Sesti neptibuznych jedinct ¢apa simbila (Ciconia abdimii) s cilem
nalézt polymorfni mikrosatelitni lokusy.

Pouzila jsem celkem 173 part primert, Z toho bylo 113 part primerti navrzenych
pro devét druhti z fadu tuénaci (tucnak zlutorohy, t. zlutooky, t. nejmensi, t. krouzkovy,
t. uzdickovy, t. Humboldtlv, t. magellansky, t. galapazsky a t. brylovy). Ze zbylych 60
univerzalnich ptacich mikrosatelitii bylo 36 para primeri navrzeno pro 35 EST ptacich
mikrosatelitli a 24 para primert pro konzervované ptaci mikrosatelity.

Ze vSech 173 testovanych mikrosatelitnich pard primer jsem pomoci
cross-species PCR amplifikace ziskala 21 polymorfnich mikrosatelitd, 146
monomorfnich mikrosatelitii a u Sesti mikrosateliti se mi opakované nepodatilo
amplifikovat zadny produkt. Celkova uspéSnost pro amplifikaci mikrosateliti z fadu
tucnaci a univerzalnich ptacich mikrosatelith u ¢dpa simbila Cinila 12,14 %.
14 polymorfnich mikrosateliti bylo piivodné navrzeno pro pét druhil z fadu tucndci
(tuétiak Zlutorohy, t. Zlutooky, t. uzdi€kovy, t. nejmensi a t. Humboldtav). Uspé&nost
amplifikace mikrosateliti zfadu tucnaci byla u capa simbila 12,39 %. Dale byly
polymorfni ¢tyfi EST ptac¢i mikrosatelity a tfi konzervované ptac¢i mikrosatelity.
Uspé&snost amplifikace univerzalnich ptadich mikrosateliti u ¢apa simbila &inila 11,66 %.

Po nasledné optimalizaci podminek cross-species PCR amplifikace u ¢apa simbila
byla teplota annealingu polymorfnich mikrosatelitnich lokusi stanovena na 48-69 °C
a délka elektroforetické separace na 90—-180 minut. Pro 21 mnou ziskanych polymorfnich

mikrosatelitnich lokust byl zjistény pocet alel od dvou do deviti.
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