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Souhrn

V mé bakalaiské praci jsem feSila polymorfizmus u potapky rohace (Podiceps
cristatus) pomoci cross-species PCR amplifikace mikrosateliti ziskanych od druht
z fadu tu¢naci, konzervovanych ptacich mikrosateliti a EST ptacich mikrosatelith.

V teoretické Casti jsem se zabyvala popisem fadu potapky (Podicipediformes)
a zafazenim do systému, dale popisem potapky rohace. Popsala jsem mikrosatelity,
jejich cross-species PCR amplifikace a doposud objevené mikrosatelity u druht fadu
tucnaci, konzervované ptaci mikrosatelity a ptaci EST mikrosatelitové sekvence.

V praktické ¢asti jsem testovala 171 mikrosateliti na cross-species PCR
amplifikaci u potapky rohace. 113 testovanych mikrosateliti bylo izolovano z deviti
druhti fadu tucnaci, 34 EST mikrosatelitii a 24 konzervovanych ptac¢ich mikrosatelita.
Na testovani jsem pouzila genomickou DNA od Sesti nepiibuznych jedincl potapky
rohace.

Diky nasledné elektroforetické separaci jsem objevila celkem 19 polymorfnich
mikrosatelitt. Sest mikrosatelitli pochazi z fadu tudhaci, od tucihdka nejmensiho
a Zlutorohého. P&t polymorfnich konzervovanych ptacich mikrosateliti a zbyvajicich
osm EST polymorfnich mikrosateliti. Polymorfni mikrosatelity mély 2-8 alel.
U polymorfnich mikrosatelita jsem urcila optimalni podminky pro PCR reakci (teplotu

annealingu a koncentraci hofe¢natych ionti) a délku elektroforetické separace.



Summary

| dealt with polymorphism of Crested Grebe (Podiceps cristatus) using
the method of  cross-species PCR  amplification  testing  microsatellites
from representatives of order of Sphenisciformes, EST avian microsatellites
and conserved avian microsatellites in my bachelor thesis.

In the theoretical part |1 described order Podicipediformes, their taxonomy
and description of the Crested Grebe. | dealt microsatellites, their cross-species PCR
amplification and previously discovered microsatellites isolated from representatives
of order of Sphenisciformes, EST avian microsatellites and conserved avian
microsatellites.

In the experimental part | tested 171 pairs of primers for cross-species PCR
amplification of Crested Grebe. 113 of tested primer pairs were isolated from nine
species of Sphenisciformes, 34 of EST avian microsatellites and 24 of conserved avian
microsatellites. 1 used a genomics DNA from six unrelated individuals of Crested
Grebe.

| have discovered 19 polymorphic microsatellites loci. Six of them have been
from two species of the order of Sphenisciformes (Little Blue Penguin — Eudyptula
minor and Macaroni Penguin — Eudyptes chrysolophus). Another five have been
conserved avian microsatellites and the least eight have been EST avian microsatellites.
Polymorphic microsatellites had 2-8 alleles. | determined optimal conditions for PCR
amplification of polymorphic microsatellites (annealing temperature and concentration

of magnesium ions) and the time of electrophoretic separation.
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1 Uvod

Potapka rohac¢ (Podiceps cristatus) je jednim z pfiblizné 20 druhti potapek,
které tento fad zahrnuje. V teoretické ¢asti mé bakalaiské prace se budu zabyvat prave
timto druhem — jeho charakteristikou a rozsifenim. Potapka roha¢ je uvedena
v Cerveném seznamu IUCN v kategorii malo dotéeny druh (vemi malé nebo zadné
obavy z vyhynuti; Anonymous, 2012). Dale budu popisovat mikrosatelity. Budu
se zabyvat jejich charakteristikou a vyuzitim. Zamé&fim se na mikrosatelity od tu¢naku,
jimiz se budu zabyvat 1 v praktické ¢asti — budu hledat polymorfni mikrosatelity u Sesti
nepiibuznych jedincti potapky rohace pomoci cross-species PCR amplifikace
171 mikrosateliti: 113 mikrosatelitd ztadu tucnaci, 34 ptacich EST mikrosateliti
a 24 konzervovanych ptacich mirosateliti. Na téma hledani polymorfnich mikrosatelit
u potapky rohace pomoci metody cross-species PCR amplifikace byly jiz v Laboratofi
populacni genetiky Katedry bunécné biologie a genetiky na Pfirodovédecké fakulté
Univerzity Palackého v Olomouci napsany bakalafské a diplomové prace, které byly
uspésné v hledani polymorfnich mikrosateliti od jinych skupin kladu Aequorlitornithes.
Tato prace bude prvni, ktera otestuje u potapky rohace mikrosatelity od tucnakt

a univerzalnich ptacich mikrosateliti (véetné pta¢ich EST mikrosatelit®).



2 Cil prace

1. Shromézdéni dostupnych literdrnich zdroja.

2. Vypracovani reSerSe na téma bakalarské prace.

3. PCR amplifikace DNA potapky rohace s vyuzitim Cross-species primeru,
které jsou znamé u zastupci fadu tucnaci, dale ptacich EST mikrosateliti
a konzervovanych ptacich mikrosatelitd.

4. U polymorfnich mikrosatelitd ur¢it teplotu annealingu, ¢as elektroforetické
separace PCR produktii a pocetl alel.



3 Literarni prehled

3.1 Rad potapky

Rad potapky (Podicipediformes) je mensi fad ptakd, ktery zahrnuje podle
Howard et al. (1991) 21 druhi v péti rodech:

1) rod Podiceps: potapka velka (P. major), Sedohlava (P. poliocephalus),
novozélandska (P. rufopectus), nejmensi (P. dominicus), rudokrka

(P. grisegena), roha¢ (P. cristatus), zlutoroha (P. auritus), c¢ernokrka

(P. nigricollis), stiibtita (P. occipitalis), Taczanowského (P. taczanowskii)

a chocholata (P. gallardoi);

2) rod Aechmophorus: potapka zapadni (A. occidentalis) a mexicka (A. clarkii);
3) rod Podilymbus: potapka seda (P. podiceps) a obrovska (P. gigas);
4) rod Rollandia:  potapka Rollandova (R. rolland) a  kratkokiidla

(R. micropterum);

5) rod Tachybaptus: potapka australska (T. novaeholladiae), mala (T. ruficollis),
madagaskarska (T. pelzelnii) a skoticovohrdla (T. rufolavatus).

Hudec et al. (1972) déli potapky na Ctyfi rody, které maji celkem 20 druhd.
Gaisler et Zima (2007) i del Hoyo et al. (1992) déli potapky na Sest rodd a 22 druht.
Autofi navic zahrnuji rod Poliocephalus, kam ftadi potapku Sedohlavou
a novozélandskou, dale uvadéji jiz vymielou potapku andskou (Podiceps andinus)
a potapku nejmensi (Podiceps dominicus) vyjimaji z rodu Podiceps a pietazuji do rodu
Tachybaptus.

Potapky ziji po celém svété, nejvice druhli se vyskytuje v Severni a Jizni
Americe. V Ceské republice Zije pét druhti potapek (potipka Eernokrka, mala, rohad,
rudokrka a zlutorohd), bézné se vyskytuji tfi druhy (potdpka cernokrka, mald a rohac)
(Gaisler et Zima, 2007).

Potépky jsou pfizpiisobeny k vodnimu zivotu a potdpéni. Jsou to Stihli ptaci,
vétSinou maji na hlavé barevné véjitky a korunky z peti (Fjeldsd, 2004). Velikosti jsou
rozmanité, vazi 140-1200 g. Mensi druhy se podobaji kachnam. Jejich zobdk je tzky,
ostry a Spicaty. Ocas maji zakrnély. Na noze maji plovaci blanu, na kazdém prsté
kozovity lem a plochy drap (nejvétSi je na prostirednim prstu). Potapky maji
prizptisobené télo k rychlému potopeni — maji velice pohyblivé nohy, pfi potopeni je

vysunou pied télo a kiidla pfitisknou k bokiim (Hudec et al., 1972).


http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Podiceps&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Aechmophorus&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Podilymbus&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Rollandia&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Tachybaptus&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Podiceps&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Podiceps&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Tachybaptus&action=edit&redlink=1

Malé druhy potapek se zivi hmyzem a drobnymi rybami, Ziji na celém svété
v riznych vodach. Vétsi druhy potapek se zivi rybami a vyskytuji se na jezerech.
Potapky jsou pro pfijem potravy rtizné€ specializované — né€které¢ dokaZou probodnout
rybu svym zobakem napiiklad potapka zapadni, jiné se specializuji na lov hmyzu.
Potapky, az narybozravé druhy, jsou socidlni zivocichové. Druhy Zijici ve stejné
zemepisné Sifce se mezi sebou mohou lisit druhem piijimané potravy (Fjeldsd, 2004).
Maji dobfe vyvinuty pyloricky oddil v Zaludku. Je zajimavé, Ze asi ze % byva naplnén
pefim. Muze se jednat o mechanickou ochranu traviciho traktu nebo ochranu
pred piredcasnym tinikem potravy ze zaludku. (Hudec et al., 1972).

Ve vodnim prostiedi travi cely Zivot. Mezi vodni vegetaci stavéji sva hnizda
zZ rostlin. Maji charakteristické projevy tokani. Mlad’ata umé;ji ihned po vylihnuti plavat,
maji vSak nedokonalou termoregulaci, proto je rodice vozi na zadech. Mladata
nékterych druhti se po vylihnuti vraceji k odpoc¢inku na své hnizdo, naptiklad potapka
mala. Potapky jsou polokrmivé — rodi¢e mlad’atim potravu lovi a vkladaji do zobaku,
pozdéji pouze podavaji. Mnozivost u potapek je nizka a nasledkem je kolisani poctu
jedinct (Hudec et al., 1972; Fjeldsa, 1994).

Let potapek je velice rychly, ale ne pfili§ obratny. Aby mohly vzlétnout, museji
se rozb¢hnout po hladin€. Jsou cCastou kofisti dravct, proto prelétaji hlavné v noci.
Nékteré druhy schopnost 1état ztratily, naptiklad potapka Taczanovského a Rollandova.
Pokud jsou potapky v ohrozeni, ponofuji se pod hladinu. NejvétSim nebezpecim
je pro potapky zména ekosystému, ve kterém ziji, kvuli jejich potravni specializaci

(Fjeldsa, 1994).

3.1.1 Potapka roha¢

Potapka roha¢ (Podiceps cristatus) — star§i nazev: rohaé velky (Stastny et al.
1998) — je jednim z druhti nagich potapek. Je uvedena v Cerveném seznamu TUCN
Vv kategorii malo dotCeny druh (vemi malé nebo Zadné obavy z vyhynuti), ktery byl
vydan v roce 2012 (Anonymous, 2012). Je to tazny ptak s délkou téla 46-51 cm a vahou
600-700 g. Pro tento duh potapky je charakteristicky limec okolo krku, ktery ma
oranzovo-cervené zbarveni, a ¢erné pefi ve tvaru rizki na hlave, boky hlavy jsou bilé
(Burnie, 2008). Maji dlouhy, $tihly, bily krk, jejich zobak je dykovity (Burnie, 2008).
Potapka vydava hlasité érrr, korr-arr, pti tokani kék, hladova mlad’ata vydavaji bilibili
(Hudec et al., 1972).

10



Zivi se rybami a men$imi Zivo¢ichy (hmyz a jeho larvy, mékkysi, vzacnd
uzovky a zaby). Dokaze ulovit ryby velké az 22 cm. Denni pfijem je pfiblizné¢ 150-
250 g potravy (del Hoyo et al., 1992). Vétsinu potravy lovi pfi ponoru, pod vodou
vydrzi az minutu (Burnie, 2008).

Preferuje rozsahlé vodni plochy se sladkou a braktickou vodou a rostlinami.
Hnizda stavéji obé pohlavi z vodnich rostlin mezi rakosim (Burnie, 2008). Mohou vSak
i plavat nebo dosedat na dno v mélkych vodach (Hudec et al., 1972). VétSinou
se vyskytuji osamocené hnizdici pary, vzacné mohou byt pohromadé az desitky
hnizdicich para (Fjeldsa, 1994). Samicka klade v dubnu az srpnu 3-5 vajec, primérné
na jeden par viak pfipada 1,2-1,5 mladéte (Stastny et al., 1998). O mlad’ata se staraji
akrmi oba rodice (Fjeldsd, 1994) — viz obrazek ¢. 1. Zacinaji 1état v 71-79 dnech,
pohlavné dospéla jsou ve dvou letech (Stastny et al., 1998). Jsou svétla, s tmavymi

prouzky na tvafich a tmavym temenem.

Obrazek €. 1: Potapka rohaé pecujici o potomstvo (zdroj: https://cs.wikipedia.org/).

Pro potapku rohéace je charakteristicky zdsnubni tanec. Dvofeni potapek probiha

ve vodé, par potapek se ponofuje a lovi zbytky rostlin. Potfasaji hlavami ze strany
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na stranu, tfou se vzajemné¢ o hrud’, pak rychle plavou za vydavani charakteristickych

zvukl (Burnie, 2008).

Gaisler et Zima (2007) tadi potapku rohace do systému takto:

Rise 7ivogi$na (Animalia)

Kmen : strunatci (Chordata)

Podkmen: obratlovci (Vertebrata)

Ttida : ptaci (Aves)

Rad potapky (Podicipediformes)
Celed’ : potapkoviti (Podicipedidae)

Rod : potapka (Podiceps)

Druh : potapka rohac (Podiceps cristatus)

Dale se druh potapka roha¢ podle Howard et al. (1991) a del Hoyo et al. (1992)
deli do tii poddruhi:

Podiceps cristatus cristatus — vyskyt od Evropy po Cinu, Indie, severni Afrika

Podiceps cristatus infuscatus — vyskyt od Senegalu po Etiopii, Kapska provincie

Podiceps cristatus australis — vyskyt jizni Australie, Tasmanie, Novy Zéland

Systém velkych vodnich ptakt je stale nejasny. Podle nejnovéjsi studie
fylogeneze provedené Prum et al. (2015) zalozené na next-generation DNA
sekvencovani, patfi potapka (spolecné stadem tuénaci) do kladu Aequorlitornithes.
Do tohoto kladu patii také fady: plamendci, dlouhokiidli, slunatci, potaplice, faetoni,
trubkonosi, ¢api, terejové, ibisi, volavky, veslonozi (v uz$im slova smyslu) a pelikani
(v sirsim slova smyslu — spolu s ¢lunozobcem a kladivousem; viz obrazek ¢. 2).
V posledni dobé doSlo k promichani tradicnich fadi (napiiklad veslonozi a brodivi).
Je otazkou budouciho vyzkumu, jak budou fady v ramci kladu Aequorlitornithes nove

rozdéleny.
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Obrazek ¢. 2: Fylogeneticky klad Aequorlitornithes (zdroj: Prum et al., 2015).
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Legenda:

cervena Sipka — fad potapky,

fialova Sipka — rad tucnaci.

3.2 Mikrosatelity

Mikrosatelity (Simple Sequence Repeats — SSRs), jsou kratké tandemové
repetice (Short Tandem Repeats — STRS) s jednotkou opakovani o délce 1-9 part
nukleotidd. Mikrosatelitové lokusy jsou rozsifené u eukaryot i prokaryot, v kodujicich
i nekodujicich oblastech (Lawson et Zhang, 2006). Pokud jsou mikrosatelity pritomny
v kodujicich oblastech, zvySuji pravdépodobnost zmény replikace a transkripce,
ktera vede ke zménam na molekularni Grovni a nasledné ke zménam sekvenci v DNA
(Karunasena et al., 2015).

Mikrosatelity maji Siroké spektrum vyuziti a jsou nejbéznéji pouzivanym
genetickym markerem od konce 20. stoleti (Bruford et Wayne, 1993). Jesté
pted n¢kolika lety, byly mikrosatelity povazovany za selektivné neutralni markery
amyslelo se, Ze nepodléhaji selekénimu tlaku. Nyni je znamo, Ze rtzny pocet repetic
v mikrosatelitech mize zpusobit rizna onemocnéni (Huntingtonova choroba; Oliveira

et al., 2006). Jsou vhodné pro studium populace a otcovstvi, pro dikaz fylogenetickych
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analyz (Hauser et al., 2011), pro genetickou identifikaci, urCovani klond, ploidie

a hybrida (Hansson et al., 2012). Pro urcité ucely jsou mikrosatelity vyhodné&jsi

neZ bialelické markery (naptiklad jednonukleotidové polymorfismy — SNPs, Gérke
etal., 2012).

Oliveira et al. (2006) deli mikrosatelity podle vzajemného usporadani

repeti¢nich jednotek na dokonalé, nedokonalé, prerusené a slozené:

Dokonalé repetice nejsou prerusované. Jednd se napiiklad o motiv
TATATATATATATATA.

U nedokonalych repetic je par bazi vlozen do repetitivniho (dokonalého) motivu,
napiiklad TATATATACTATATA.

PteruSované mikrosatelity jsou sekvence bazi, kde je mikrosatelit prerusen jinou
sekvenci (dvémi a vice bazemi). Piiklad preruSované sekvence
je TATATACGTGTATATATATA.

U slozenych mikrosatelith se vyskytuji dva mikrosatelity za sebou,

napiiklad TATATATATAGTGTGTGTGT.

Warshney et al. (2005) popisuji dva zptisoby hledani mikrosateliti:

Prvnim zpasobem je hledani mikrosateliti de novo. Tento zptsob je Casové
narony a pracny. Genomickd DNA je naStipdna restrikéni endonukledzou.
Nasleduje elektroforeticka separace, kde jsou fragmenty rozdéleny podle
své velikosti. Fragmenty, délky nekolika set nukleotidl, se naklonuji
do plazmidového vektoru, transformuji se do bakterie a nechaji se pomnozit.
Pak se selektuji klony obsahujici repetice pomoci hybridizace s jednou ¢i vice
sondami, které obsahuji danou repetici. Sekvence S repetitivni DNA
se osekvencuje a navrhnou se primery pro PCR amplifikaci. Dulezité
je i zhodnoceni objevenych mikrosateliti — urceni jejich vypovidaci hodnoty
(zkouska polymorfizmu, vypocet parametr, Vzajemna vazba mikrosatelitl,
Hardy-Weinbergova rovnovaha).

Druhym zpisobem jsou cross-species PCR amplifikace. U mikrosateliti,
které byly nalezeny de novo pro urcity druh, se testuje polymorfizmus
na nepfibuznych jedincich. Pokud je mikrosatelit polymorfni, nasleduje urceni
genotypu, idealné se pomoci cross-species PCR amplifikace testuje
20 nepiibuznych jedincti, na jejichz zaklad¢ urcime vypovidajici hodnotu

mikrosatelitu, ocekavanou a pozorovanou heterozygotnost, frekvenci nulovych
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alel, pfipadn¢ vzajemnou vazbu (v pfipadé vice mikrosatelitll). S rostouci

fylogenetickou vzdalenosti ucinnost cross-species PCR amplifikace klesa

(Scribner et Pearce, 2000).

Typem mikrosatelitd jsou 1 EST (expressed sequence tag) mikrosatelity.
Pochazeji z transkribované sekvence DNA. Vyhoda EST mikrosateliti je vetsi
mira pienositelnosti mezi druhy (Li et al., 2012).

I pfes to, ze jsou mikrosatelity zna¢n¢ vyuzivany, stale nejsou objasnény jejich
mutace. Mutacni rychlost mikrosateliti je mnohem vyS$$i nez u jinych ¢asti genomu.
Mutaéni rychlost mikrosatelitii je v rozmezi 102-10® nukleotidd na lokus na jednu
generaci (Schldtterer et Tautz, 1992). Pro vysvétleni mutaci mikrosateliti jiz bylo
navrhnuto nékolik mechanismii — chyby béhem rekombinace, nerovnomérny crossing-
over a sklouznuti polymerazy béhem DNA replikace nebo opravy fetézce DNA (Strand
etal., 1993).

Jedna z nevyhod mikrosatelitii je ¢asova a finan¢ni ndroc¢nost jejich izolace.
Dalsi nevyhodou jsou problémy s amplifikaci u nulovych alel mikrosatelitii. Jsou
to takové alely, které nelze amplifikovat pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR).
Nulové alely maji mutaci v mist¢ DNA, na které naseda primer. Nulové alely vyrazné
narusuji statistické informace 0 mikrosatelitech, negativné ovliviuji jejich hodnoceni
(Dakin et Avise, 2004). Daji se odhalit pouzitim jiného primeru, ktery je posunut

0 n¢kolik bazi.

3.2.1 Mikrosatelity popsané u zastupci Fadu tucnaci
Do tadu tucnaci (Sphenisciformes) patii 17 recentnich druht, které jsou
rozdéleny do Sesti rodt (Davis, 2015):
e rod: Aptenodytes: tu¢nak patagonsky (A. patagonicus) a cisatsky (A. forsteri);
e rod: Eudyptes: tu¢nak chocholaty (E. sclateri), kralovsky (E. schlegeli),
novozélandsky (E. pachyrhynchus), skalni (E. chrysocome), snarsky
(E. robustus) a Zlutorohy (E. chrysolophus);
e rod: Eudyptula: tu¢niak nejmensi (E. minor) a bélopasy (E. albosignata);
e rod: Megadyptes: tu¢nak zlutooky (M. antipodes);
e rod: Pygoscelis: tuc¢nak krouzkovy (P. adeliae), osli (P. papua) a uzdi¢kovy

(P. antarctica);
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e rod: Spheniscus: tuc¢nak brylovy (S. demersus), galapazsky (S. mendiculus),
Humboldtiv (S. humboldti) a magellansky (S. magellanicus).

Doposud bylo v 10 studiich u deviti druhti tu¢hiak popsano 113 mikrosatelitd.

Tyto mikrosatelity byly izolovany od druhii: tu¢nék brylovy, galapazsky, Humboldtlv,

krouzkovy, magellansky, nejmensi, uzdickovy, zlutooky, zlutorohy (viz tabulka ¢. 1)

Tabulka ¢. 1: Mikrosatelity popsané u druht fadu tuénaci. V tabulce je uveden

druh tu¢ndka, pocet doposud popsanych mikrosatelitii a literarni zdroj.

Druh Pocet Literarni
tucnaka mikrosateliti zdroj
Tuénék zlutorohy
25 Ahmed et al., 2009
(Eudyptes chrysolophus)
8 Billing et al., 2007
Tucnak nejmensi
(Eudyptula minor)
20 Grosser et al., 2014
Tucnak zlutooky
_ 12 Boessenkool et al., 2008
(Megadyptes antipodes)
Tucnak krouzkovy
) ) 6 Roeder et al., 2001
(Pygoscelis adeliae)
Tucnak uzdickovy
) ) 16 Kang et al., 2015
(Pygoscelis antarctica)
8 Labuschagne et al., 2013
Tuéiak brylovy
(Spheniscus demersus)
1 Akst et al., 2002
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Tabulka ¢. 1: Pokra¢ovani.

Druh Pocet Literarni
tucnaka mikrosateliti zdroj
6 Schlosser et al., 2002
Tucénak Humboldtiv
. _ 6 Schlosser et al., 2008
(Sphenicsus humboldti)
1
Tucnak galapazsky 3
(Spheniscus mendiculus) Akst et al., 2002
Tucnak magellansky 1

(Spheniscus magellanicus)

3.2.1.1 Tucnak krouzkovy

Roeder et al. (2001) objevili u tu¢haka krouzkového (Pygoscelis adeliae) Sest
mikrosateliti. Vzorky krve byly odebrany 442 jedincim ze 13 hnizdist. Celkova
genomicka DNA byla extrahovana pomoci chloroformové metody nebo kitu Progenome
IT (Progen Industries). Genomickd DNA byla rozs§tépena enzymem Sau3A a vyuzita
k sestaveni dvou genomickych knihoven. V prvni knihovné byly fragmenty DNA
dlouhé 250-900 bp ligovany do plazmidu pUC18. Tyto plazmidy byly transformovany
do DH5a kompetentnich bakterii Escherichia coli a péstovany na agarové plotné
obsahujici ampicilin, po té byly pieneseny na nylonové hybridizaéni membrany
za ucelem selekce inzertl obsahujicich urcité repetice. U bakterii, které byly uspésné
transformovany a selektovany, autofi purifikovali DNA a insert sekvencovali. Primery
byly navrzeny pomoci programu PRIMER 3 (Rozen et Skaletsky, 2000). Autofi
konstruovali druhou knihovnu, kde byly fragmenty DNA (300-600 bp) stépené
enzymem Sau3A ligovany do SAULA / SAULB linkert. PCR provedli s parem primert
SAULA. DNA fragmenty byly denaturovany a inkubovany na nylonové membrang.
Po té nasledovala dalsi PCR. Fragmenty byly ligovany do plazmidu pUC18 a vlozeny
do bakterie. Rekombinantni kolonie byly kultivovany na LB mediu s ampicilinem.

Kultury byly poté pteneseny na nylonovou membranu a hybridizovany s radioaktivné
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znacenou sondou CA. Autofi sekvencovali inserty z bakterii, kter¢é obsahovaly CA
repetice (Sambrook et al., 1989).

Autofi objevili Sest mikrosatelita (TP500, AM12, AM13, AM3, RM3, RM6).
Sedmy lokus (HrU2), ktery autofi pouzili, byl izolovan od vlastovky obecné (Hirundo
rustica; Ellegren, 1992; Primmer et al., 1996) z fadu pévci. Teploty annealingu u PCR
byly 54 °C (u lokusi AM3, AM12, AM13 a RM3), 57°C (RM6) a 58 °C (TP500).
Na lokusech autofi popsali 4 (AM3) — 20 (AM13) alel u 39 jedincu.

3.2.1.2 Tucnak galapazsky a tuciiak magellansky

Akst et al. (2002) srovnavali mikrosatelity u ¢tyt druhti rodu Spheniscus —
tuc¢naki brylovych (S. demersus) a tuénakit Humboldtovych (S. humboldti) a porovnali
jejich variabilitu u tu¢naka galapazského (S. mendiculus) a magellanského
(S. magellanicus).

Krev z tuénakl autofi odebrali punkci a ulozili ji do lyza¢niho pufru. DNA
extrahovali pomoci kitu DNeasy Tissue (Qiagen). Pro tuto studii byly pouzity lokusy
s jednotkou repetice Sest nukleotidd. Primery byly znadeny fluorescenéné nebo byly
do reakce pfidany fluorescenéné zna¢ené dNTP. Produkty s témito konci byly
purifikovany Sephadexem.

Teploty annealingu v PCR reakci byly 50 °C (B3-2, G2-2 a H2-6), 53 °C (M1-
11), 54 °C (G3-6) a 55 °C (G3-11). Mikrosatelity byly analyzovany v programu
GENEPOP 1.3 (Raymond et Rousset, 1995).

Autofi testovali lokusy u 46 jedinci kazdého druhu. P&t zlokusu bylo
polymorfnich nejméné u jednoho druhu. V populaci tu¢iidka magellanského byly Ctyti
lokusy (B3-2, G2-2, G3-11 a H2-6) polymorfni. Tyto mikrosatelity byly v Hardy-
Weinbergové rovnovaze. Byly vice heterozygotni nez u tucndkt galapazskych
(P <0,05). Mikrosatelit G3-6 byl mimo Hardy-Weinbergovu rovnovahu a lokus G2-2
byl v Hardy-Weinbergové rovnovaze po Bonferroniho korekci. Maximalni pocet alel
u tuénaka magellanského byl 19 (lokus G3-6). U tuc¢naka galapazského byly tii lokusy
polymorfni (G3-11, G3-6, H2-6), z nichz dva (G3-11, H2-6) byly v Hardy-Weinbergové
rovnovaze. Oba tyto lokusy mély 3 alely (coz byl u tohoto druhu tu¢iidka maximalni

pocet).
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3.2.1.3 Tucnak Humboldtuv

Schlosser et al. (2003) objevili u tu¢fidka Humboldtova (Spheniscus humboldti)
sedm polymorfnich mikrosatelitd (Sh1Ca9, ShiCal2, Sh1Cal6, Sh1Cal7, Sh2Cal2,
Sh2Ca21 a Sh2Ca22). Polymorfizmus u tu¢naka Humboldtova zhodnitili autofi

na vzorkdach DNA odebranych 24 tuc¢indkim ze ¢ty hnizdicich kolonii. Extrahovana

DNA byla $tépena Tsp590I, byly izolovany fragenty dlouhé 500-1000 bp. Produkty

polymerazové fetézové reakce (PCR) byly hybridizovany na biotinylované (CA),

repetice. Autofi zaklonovali fragmenty do bakterii a nasledné sekvencovali. K navrzeni

primerd pouzili software PRIMER 3 (Rozen et Skaletsky, 2000). Teploty annealingu

byly 53, 56, 58 a 60 °C. Vsechny lokusy byly v Hardy-Weinbergové rovnovaze
az na jeden (Sh2Ca22). Mikrosatelity mély 5-11 (lokus Sh1Cal2) alel. Pocet alel

U konkrétnich druhti autofi neuvadé;ji.

Mikrosatelity byly testovany na dalSich osmi druzich tu¢naka (viz tabulka ¢. 2):

e 20 jedinct — tucndk brylovy a magellansky;

e pét jedinct — tucnak nejmensi, osli, patagonsky, skalni a zlutorohy;

e dva jedinci — tucnak uzdi¢kovy.

Tabulka ¢ 2: Cross-species PCR amplifikace s primery objevenymi
pro tu¢naka Humboldtova na dalSich druzich tu¢naka (Schlosser et al., 2003).
Tucnak
Lokus
brylo- | mage- nej- osli pata- | skal- | uzdi¢- | Zluto-
vy llansky mensi gonsky | ni kovy | rohy
Sh1Ca9 P P P P P P M P
ShiCal2 P P P P P P M M
Sh1Cal6 P P P P P P M P
Sh1Cal7 P P P P M P M M
Sh2Cal2 P P P P M P X P
Sh2Ca21 P P P P P P M P
Sh2Ca22 P P P P P P P P
Legenda:

P — mikrosatelit se povedlo amplifikovat, produkt byl polymorfni,

M — mikrosatelit se povedlo amplifikovat, ale produkt byl monomorfni,
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X — mikrosatelit se nepovedlo amplifikovat.

Schlosser et al. (2008) izolovali od tu¢naka Humboldtova dalSich pét
mikrosateliti. Tyto mikrosatelity byly objeveny podle protokoli Schlosser et al. (2003)
a Garner et al. (2000). Autofi provedli screening 28 mikrosatelitti a objevili 5 novych
polymorfnich lokust (Sh2Ca31, Sh2Ca40, Sh2Ca49, Sh2Ca55 a Sh2Ca58). Téchto pét
nové objevenych mikrosateliti m¢lo 4-16 alel. PCR amplifikace a genotypizace byla
provedena podle Schlosser et al. (2003). Teploty annealingu byly 64 °C (Sh2Ca31),
u zbyvajicich mikrosatelith 63 °C. Autofi odhalili mozné nulové alely u lokusi

Sh1Cal2, Sh2Ca22 a Sh2Ca55.

3.2.1.4 Tuénak zlutooky

Boessenkool et al. (2008) objevili u tu¢naka Zlutookého (Megadyptes antipodes)
12 mikrosateliti. Autofi sestavili dvé genomové knihovny. Genomicka DNA byla
izolovana pouzitim DNeasy Kit (Qiagen). DNA fragmenty autofi amplifikovali,
po té pouzili biotinylované (GT)i; a (GA)1; proby. Useky DNA, které obsahovaly
mikrosatelity, autofi izolovali pomoci magnetickych ¢astic znaCenych streptavidinem
a t&pili restrikénim enzymem Mbol (Promega). Stépena DNA byla ligovana do pUC19
klonovaciho vektoru.

Autofi objevili malo pozitivnich klonti, které obsahovaly repetice del$i néz osm
paru bazi, proto konstruovali knihovnu tieti (podle Glenn et Schable, 2005). DNA
Stepili enzymem Rsal a vlozili ji do SuperSNX linkeru. Biotinylované (GA)12, (GT)12,
(AAC)s, (AAG)s, (ACT)1, a (ATC)g sondy hybridizovali na linker-ligované DNA
amikrosatelity byly izolovany za pouziti magnetickych castic znacenych
streptavidinem. Z prvni a druhé knihovny autofi navrhli 38 partu primerd, dalSich
20 part navrhli ze tieti knihovny.

Autofi testovali mikrosatelity u 43 jedinct. Lokusy obsahovaly 2-8 (Man51)

alel, vSechny byly v Hardy-Weinbergové rovnovaze az na lokus Man47.

3.2.1.5 Tuéiak Zlutorohy
Ahmed et al. (2009) popsali 25 mikrosateliti u tué¢naka Zlutorohého (Eudyptes

chrysolophus). Autofi extrahovali genomickou DNA. Genomova knihovna byla
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obohacena o mikrosatelitové di- a tetranukleotidové motivy: (GT),, (CT)n, (GTAA),,
(CTAA),, (TTTC),a (GATA),.

Autofi sekvencovali inzerty z 288 transformovanych kolonii. 132 sekvenci
obsahovalo mikrosatelitové motivy. Autofi nasli 47 sekvenci, z nichz kazda obsahovala
minimalné osm repetic. Primery byly navrzeny pro 32 sekvenci pomoci softwaru
PRIMER 3 (Rozen et Skaletsky, 2000). Autofi nasli 25 polymorfnich mikrosatelitu.
Na lokusu Ech020 bylo devét alel. Sest lokusti (Ech005, Ech012, Ech063, Ech091,
Ech113 a Ech130) se vyrazné odchylovalo od Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Dalsi
ctyfi lokusy (Ech003, Ech024, Ech050 a Ech051) vykazovaly vyrazné odchylky nebo
se tyto lokusy nepovedlo amplifikovat. Autoii vybrali 17 polymorfnich mikrosatelitd,
u kterych nebyl prokazan vyznamny odklon od Hardy-Weinbergovy rovnovahy.
U 13 lokust spocitali autofi primérnou pozorovanou a ocekdvanou heterozygotnost,
ktera byla 0,64 a 0,76. Lokusy byly testovany u nejméné sedmi jedinct (nckteré
mikrosatelity byly testovany az u 28 jedincti). Polymorfni lokusy mély az 33 alel
(Ech005).

VSech 25 lokust bylo testovano u dalSich druhl tucndkd. Kazdy lokus byl
testovan u tii jedincl. Autofi zjistili genotypy U tucnaka krouzkového, osliho,
patagonského a uzdickového. Osm lokusti (Ech008, Ech012, Ech030, Ech051, Ech060,
Ech071, Ech081 a Ech091) bylo polymorfnich u nejméné tti ze ¢tyt testovanych druht.

Pocet alel je uveden u kazdého lokusu — viz tabulka ¢. 3.

Tabulka ¢. 3: Cross species PCR amplifikace s primery objevenymi pro tu¢naka
zlutorohého na dalsich druzich tu¢naki. (Ahmed et al., 2009).

Lafare Tuénak
krouzkovy osli patagonsky | uzdi¢kovy
Ech003 M M M M
Ech005 P(3) P (4) P (5) P(2)
Ech007 P (3) M M M
Ech008 P(2) M P(2) P(2)
Ech009 P (4) M M P(2)
Ech010 P(2) M M P(2)
Ech011 P(2) M P (5) M
Ech012 P(4) P (6) X P (6)
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Tabulka ¢. 3: Pokra¢ovani.

LU Tuénak
krouzkovy osli patagonsky | uzdi¢kovy
Ech014 X X X X
Ech020 P(2) P (4) P (3) P(3)
Ech024 P(3) M M X
Ech029 M M M M
Ech030 M P (5) P(3) P (5)
Ech036 M M P(@3) M
Ech039 P (5) P(3) P (4) M
Ech050 M M M M
Ech051 M P(2) P (4) P@3)
Ech060 P(2) P (2) P(2) M
Ech063 M P (2) P (4) M
Ech065 P (3) M M M
Ech071 P (4) P(3) P (4) P (4)
Ech081 P(2) P (3) P(3) P(2)
Ech091 P(2) P (2) M P(2)
Ech113 X X X X
Ech130 - M P(2) M
Legenda:

() — pocet alel daného lokusu

P — mikrosatelit se povedlo amplifikovat, produkt byl polymorfni,

M — mikrosatelit se povedlo amplifikovat, ale produkt byl monomorfni,
X — mikrosatelit se nepovedlo amplifikovat,

- — mikrosatelit nebyl testovan.

3.2.1.6 Tucnak nejmensi
Tucnak nejmensi (Eudyptula minor) je povazovan za jediny druh, autoii Banks
et al. (2002) vsak objevili dvé velice odlisné mitochondrialni linie — jednu na Novém
Zélandu a druhou v Australii. Grosser et al. (2014) objevili u tuéinaka nejmensiho
20 mikrosateliti. Genomovou DNA u tu¢fidka nejmensiho z Australie extrahovali

pomoci fenolchloroformové metody a shotgun sekvencovani provedli na Novém
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Zélandu. Autofi precetli sekvence pro di-, tri- a tetranukleotidové mikrosatelity
obsahujici nejméné pét opakujicich se jednotek a vytvofili pro né primery. Autofi
vybrali a naamplifikovali 30 lokust. Deset para primerd neamplifikovalo DNA nebo
byly jejich produkty monomorfni. Zbylych 20 part primertit bylo zkombinovano
do sedmi multiplex PCR.

Grosser et al. (2014) testovali u mikrosatelitti vazebnou nerovnovahu a odchylku
od Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Vazebna nerovnovaha byla pozorovana u ¢ty paru
mikrosateliti (Em9 a Em2, Em8 a Em2, Em5 a Em24, Em9 a Em13), tato nerovnovaha
nebyla pfitomna u vSech populaci, a tak autofi z dalSich analyz nevyloucili zadné
lokusy. Em15 vykazuje odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovahy ve vSech
populacich na Novém Zélandu ne vSak v Australii. Em2, Em6 a Em28 prokézaly
odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovahy pouze v jedné populaci na Novém
Zg¢landu 1 Australii. Tato neshoda je moznd zpisobena nulovymi alelami. Pocet alel
u tuciidka nejmensiho byl v rozmezi od 2 do 26 (prumér 9,15 pro tucnaky z Australie
a 9,35 pro tucndky z Nového Zélandu).

Billing et al. (2007) izolovali u tu¢haka nejmensiho osm mikrosatelitd.
Extrahovali DNA pomoci vysolovaci metody z krevniho vzorku tu¢nakt. Knihovna
s genomickou DNA byla obohacena o (GA), a (GAAA), repetice. Fragmenty byly
separovany elektroforézou v agar6zovém gelu.

Autofi purifikovali fragmenty o velikosti 400-900 bp, hybridizovali
denaturované¢ DNA fragmenty, které byly amplifikovany polymerazovou fetézovou
reakci (PCR), uzitim primeri a klonovany do pGEM vektoru (Promega). Pozitivni
klony byly amplifikoviny PCR reakci a produkty byly purifikovany uzitim
purifika¢niho kitu QIAquick (Qiagen) a komer¢né sekvencovany.

Ze 192 klonu v genomické knihovné obohacené o dinukleotidy (GA), bylo
18 kloni obsahujicich repetice. Primery byly navrzeny pro devét z téchto fragmentt
DNA, které obsahovaly sedm nebo vice opakovani. Ze 179 klonli v genomové knihovné
obohacené¢ o (GAAA), sekvenci, bylo nalezeno 10 kloni, které obsahovaly repetice.
Primery byly navrzeny pro jeden klon, ktery obsahoval 15 repetic a vhodnou sekvenci
pro nasednuti primerd. Autofi hodnotili polymorfizmus na nejméné 21 pravdépodobné
nepiibuznych jedincich z Filipova ostrova a nejméné pét jedincich z populace
z Troubridgeova ostrova (jizni Australie).

Sedm lokust bylo polymorfnich, pro tu¢niaky z Filipova ostrova, ackoli dva

mikrosatelity (Emm6 a Emm8) vykazovaly nizkou variabilitu. Lokus Emm8 byl
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monomorfni u populace tu¢nakt z Troubridgeova ostrova, ale polymorfni (téi alely)
u populace tu¢naka z Filipova ostrova. Emm4 lokus byl monomorfni u tu¢naka
z Filipova ostrova, ale polymorfni u tu¢naka z Troubridgeova ostrova (tii alely). Dva
lokusy (Emm2 a Emm8) byly mimo Hardy-Weinbergovu rovnovahu. U populace
tuénaka zijicich na Filipové ostrové bylo nejvice alel na lokusu Emm2 — 14 alel.
U tu¢naka z Troubridgeova ostrova byl maximalni pocet alel osm u dvou lokust —

Emm?2 a Emmb.

3.2.1.7 Tucnak uzdickovy

Kang et al. (2015) izolovali z tu¢naka uzdickového (Pygoscelis antarctica)
16 mikrosatelitii. Krevni vzorky byly odebrany od sedmi jedincti. DNA byla izolovana
pomoci DNeasy blood a tissue kit (Qiagen). Primery byly navrZzeny pomoci softwaru
PRIMER 3 (Rozen et Skaletsky, 2000). T, v PCR byla 65 °C (sedm cykla), 61 °C (sedm
cykll), 58 °C (sedm cyklit) a 55 °C (21 cykli).

Z 30 mikrosateliti bylo amplifikovano 29, 16 z nich bylo polymorfnich. Dva
lokusy (Pygantarcll a Pygantarc18) byly mimo Hardy-Weinbergovu rovnovahu. Cross-
species PCR amplifikace byla provedena i u dalSich druhii: tu¢fidka osliho, krouzkového
a zlutorohého. Od kazdého druhu byli testovani dva jedinci. U tucndka osliho se
amplifikace podafila u vSech mikrosateliti az na dva (Pygantarc27 a Pygantarc29).
U tu¢naka krouzkového se nepovedlo amplifikovat jeden lokus (Pygatranc27) a nedoslo
k amplifikaci péti lokust (Pygantarc03, Pygantarcll, Pygantarcl5, Pygantarcl8
a Pygantarc27). Lokusy mély 2-9 alel. Nejvice alel mél lokus Pygantarc16.

3.2.2 Polymorfni EST mikrosatelity

Dawson et al. (2010) objevili nové mikrosatelity, které jsou velice Uspé$né
Umnoha druhti ptakt. Autofi popsali jednoduchou metodu Kizolaci mikrosateliti
a ukazali uspéSnost této metody u ptactva. ldentifikovali 35 konzervovanych EST
(,,Expressed Sequence Tag™) mikrosatelitd od zebii¢ky pestré (Taeniopygia guttata)
a priradili k nim jejich homology od kura domaciho (Gallus gallus). Tyto dva druhy
ptakli jsou geneticky velmi vzdalené, maji nejrozdilnéjsi teplotu DNA:DNA
hybridizace. Autofi se rozhodli pouzit EST mikrosatelity zebficky pestré ze dvou

davodu:
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e EST sekvence (kodujici sekvence), jsou konzervovanéjsi a maji vyssi

homologii s genomem kura domaciho nez bézné sekvence

e jiz bylo objeveno mnoho EST mikrosateliti

Nekteré ze selektovanych ptacich EST mikrosateliti mély pomérné maly pocet
nepierusenych dinukleotidovych repetic (pramérna délka byla 7,4 repetic, rozsah 3-15),
pramérmé mély polymorfni mikrosatelity devét repetic. Autofi vytvofili primery
pro mikrosatelity, které mély minimalné tfi nepferusené repetice. Neobjevili klesajici
uspésnost cross-species PCR amplifikace s rostouci genetickou vzdalenosti mezi druhy.

Homologni sekvence kura domaciho byly identifikovany pomoci WU-BLAST
a NCBI BLAST. Lokusy jsou pojmenovany TG — podle prvnich pismen latinskych
jmen obou druhti — zebricky pestré (Taeniopygia guttata) a kura domaciho (Gallus
gallus).

Sady primert byly pouzity pro genotypizaci jedinct 52 druhd z 15 riznych
ptacich tadd. Do testovanych druhii bylo zahrnuto 22 c¢eledi z fadu pévci a 30 Celedi
z ostatnich skupin ptaktt rizné ptibuznych. Z 687 zkoumanych ptacich EST
mikrosatelitovych sekvenci zebficky pestré, 465 (68 %) mikrosateliti vykazovalo
homologii s mikrosatelity kura domaciho.

U 33 ptacich EST mikrosatelitd, bylo primérné 100 % lokusti amplifikovano
u 17 celedi pévct a prumérné 99 % u péti Celedi mimo tad pévci. Podil polymorfnich
lokust se pohybuje mezi 24-76 % (prumér 48 %) u pévcu a 18-26 % (prameér 21 %)
u ostatnich skupin ptaki. Zadny lokus nevykazoval odchylky od Hardy-Weinbergovy
rovnovahy. Tyto nové mikrosatelitové markery maji nejvyssi mezidruhovou spé$nost
ze vSech dosud objevenych markert. Maji Siroké spektrum vyuziti — jsou vhodné
naptiklad pro cross-species PCR amplifikaci, testovani otcovstvi a populacni studie.

Pouze lokus TG09-014 byl u vSech zkoumanych druhti monomorfni. Podil
polymorfnich lokust na druh, kdy byli testovani ¢tyfi jedinci, se pohybuje mezi 24-
76 % u pévcl a 18-26 % u ostatnich skupin ptakt. Polymorfizmus klesal u pévct
s rostouci genetickou vzdalenosti od zebficky. Lokusy TGO01-040, TG02-088, TG04-
012, TG11-011 a TG12-015 byly polymorfni u 13-16 ze 17 ¢eledi pévcu.

Vsechny lokusy byly amplifikovany a devét (26%) lokusti bylo polymorfnich
u zastupcti fadu dlouhoktidli. Lokusy u zebticky pestré mély 2-6 alel, u kura doméciho

2-5 alel.
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3.2.3 Konzervované ptaci mikrosatelity

Dawson et al. (2013) nalezli vysoce konzervované sekvence v genomu kura
domaciho (Gallus gallus) a zebricky pestré (Taeniopygia guttata).

Autofi odebrali z kazdého jedince 20-50 pl krve a ulozili jej do zkumavky s 1,5 ml
absolutniho ethanolu. Genomickd DNA byla extrahovédna precipitaci v prostfedi octanu
amonného nebo vysolovaci extrakei.

Nasli kontigy a superkontigy vté dobé nekompletniho genomu zebficky
a kompletniho genomu kura verze 2.1 (Hillier et al., 2004). Identifikovali sekvence
obsahujici dinukleotidové repetice (CA, GA, AT, GC a jejich komplemety). Dale
extrahovali sekvence dlouhé 200 bp, které obsahovaly oblasti pro nasedani primerq,
nebo vhodné sekvence, které byly kratsi nez 200 bp.

Autofi extrahovali sevence zebiicky a porovnali je pomoci BLAST se sekvencemi
kura, které byly 421-487 bp dlouhé. Primery navrhli pomoci software PRIMER 3
(Rozen et Skaletsky, 2000). Teplota annealingu u primerd byla mezi 57-63 °C, mezi
forward a reverse primerem byl rozdil teplot maximaln¢ 1,0 °C. Forward primer
kazdého paru primeru byl znacen HEX nebo 6-FAM fluorescentnim koncem.

Pokud to bylo nezbytné, zahrnuli do primeru degenerovanou bazi — pouzili
maximalné¢ dvé degenerované baze na primer nebo tfi degenerované baze na par
primert. 18 pari primerti obsahovalo degenerované baze. Primery byly navrzeny
u homolognich sekvenci, které obsahovaly nejméné osm repetic u obou druhd, byly
navrzeny podle sekvence zebficky a byly nejméné v 86 % stejné se sekvencemi
sgenomem kura (sekvence, které stejné nebyly, byly nahrazeny degenerovanymi
bazemi). Testovali mikrosatelity u osmi druhti fadu pévci a Ctyf skupin ptaktic mimo rad
pévei. VéEtsinu novych konzervovanych ptacich mikrosatelith = CAM (,,Conserved
Avian Microsatellite”) autofi uspésné amplifikovali ve vSech 12 testovanych druzich
(primérné v 96 % pevel a v 94 % ostatnich skupin ptaktl). CAM primery jsou vysoce
pouzitelné ve skuping pévet (68 % lokust bylo polymorfnich), u skupin ostatnich ptaka
bylo polymorfnich 42 % lokust. KdyZ posuzovali v§ech 24 CAM markert jako celek,
podil polymorfnich lokusi na druh negativné souvisel s genetickou vzdalenosti

od zebricky. Polymorni mikrosatelity obsahovaly 2-11 alel.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Biologickda material, se kterym jsem v ramci bakalaiské prace pracovala,
poskytla Ornitologicka stanice v Prerové (ORNIS). Svalstvo bylo odebrano od Sesti
nepiibuznych jedincu potapky rohace (Podiceps cristatus) pochazejicich z rybniku
sttedni Moravy.

Vedouci prace izoloval genomickou DNA pomoci fenol-chloroformové metody

a rozpustil ji v TE pufru. DNA nafedil na koncentraci 10 pg/ml.

4.2 Polymorfni mikrosatelity testované u potapky rohace

Pomoci cross-species PCR amplifikace na Sesti neptibuznych jedincich potapky
rohace jsem testovala polymorfizmus 171 part primert pro amplifikaci mikrosatelitu.
Jednalo se 0 vSechny znamé mikrosatelity od druhG ziadu tucnaci, pta¢i EST
mikrosatelity a konzervované ptaci mikrosatelity.

Z tadu tucnaci devét autord objevilo celkem 113 mikrosateliti od osmi druhd,
které jsou popsany v deseti ¢lancich. Tyto informace jsou uvedeny v tabulce ¢. 4.

Tabulka ¢. 4: Prehled mikrosatelitovych lokusti pochazejicich od ptakt fadu
tucnaci testovanych na polymorfizmus u potapky rohace. V tabulce je uveden zdrojovy

druh, nazev mikrosatelitového lokusu a literarni zdroj.

Zdrojovy : : Literarni
Mikrosatelity .
druh zdroj

Ech003, Ech005, Ech007, Ech008,
Ech009, Ech010, Ech011, Ech012,
Ech014, Ech020, Ech024, Ech029, Ahmed
(Eudyptes chrysolophus) Ech030, Ech036, Ech039, Ech050, et al.. 2009
Ech051, Ech060, Ech063, Ech065,
Ech071, Ech081, Ech091, Ech113,

Ech130

Tucnak zlutorohy
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Tabulka ¢. 4: Pokradovani 1.

Zdrojovy : : Literarni
Mikrosatelity :
druh zdroj
Emm1, Emm2, Emm3, Emm4, Emmb5, Billing et al.,
Emm6, Emm7, Emm8 2007
Tucnak nejmensi Em1, Em2, Em4, Em5, Em6.2, Em8F,
(Eudyptula minor) Em9, Em12.2, Em13, Em14, Em15, Grosser
Em21, Em22, Em23, Em24, Em26, etal., 2014
Em27, Em28, Em29.2, Em30
Man03, Man08, Man13, Man21, Man22,
Tucnak zlutooky Boessenkool
) Man27, Man39, Man47, Man50, Man51,
(Megadyptes antipodes) et al., 2008
Man54, Man55
Tuéhak krouzkovy AM3, AM12, AM13, TP500, RM3, RM6 | ROEder
(Pygoscelis adeliae) etal., 2001
Pygantarc02, Pygantarc03, Pygantarc06,
Pygantarc07, Pygantarcll, Pygantarcl5,
Tucénak uzdickovy Pygantarc16, Pygantarc18, Pygantarcl9, | Kangetal.,
(Pygoscelis antarctica) | Pygantarc22, Pygantarc24, Pygantarc25, | 2015
Pygantarc26, Pygantarc27, Pygantarc28,
Pygantarc29,
PNNO1, PNNO3, PNNO5, PNNO6, Labuschagne
Tuchak brylovy PNNO7, PNNO8, PNNO09, PNN12 etal., 2013
(Spheniscus demersus)
B3-2
Akst et al.,
2002
H2-6
Tuénak Humboldtiv Sh1Ca09, Sh1Cal2, ShiCal6, Sh1Cal7, | Schlosser
(Spheniscus humboldti) | Sh2Cal2, Sh2Ca21, Sh2Ca22 et al., 2002
Sh2Ca31, Sh2Ca40, Sh2Ca49, Sh2Ca55, | Schlosser
Sh2Ca58 etal., 2008
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https://cs.wikipedia.org/wiki/Tu%C4%8D%C5%88%C3%A1k_krou%C5%BEkov%C3%BD
http://cs.wikipedia.org/wiki/Tu%C4%8D%C5%88%C3%A1k_Humboldt%C5%AFv

Tabulka ¢. 4: Pokracovani 2.

Zdrojovy : : Literarni
Mikrosatelity :
druh zdroj
Tucnak galapazsky
_g P y G3-11, G3-6, G2-2
(Spheniscus mendiculus) Akst et
Tucnak magellansky al., 2002
_ _ M1-11
(Spheniscus magellanicus)

Dale bylo testovano celkem 34 ptacich EST mikrosateliti a 24 konzervovanych

ptac¢ich mikrosatelit — viz tabulka ¢. 5.

W

Tabulka ¢&. 5: Piehled ptacich EST mikrosateliti a konzervovanych ptacich

mikrosateliti testovanych na polymorfizmus u potapky rohace. V tabulce je uveden

ptvod mikrosatelitli, nazev mikrosatelitového lokusu a literarni zdroj.

Zdroj Mikrosatelity Literél_‘ni
zdroj
TG01-000, TGO1-040, TG01-077, TGO1-092, TGO1-114,
TGO1-124, TGO1-147, TG01-148, TG02-078, TG02-088,
Ptadi TG02-120, TG03-002, TG03-031, TG03-034, TG03-035, | pavson et
EST TG03-098, TG04-004, TG04-012, TG04-012A, TG04- | 4 501
mikrosatelity | 041 TG04-061, TG05-030, TGO5-046, TGO5-053,
TG06-009, TGO7-022, TG08-024(1), TG08-024(2),
TG11-011, TG12-015, TG13-009, TG13-016, TG13-017,
TG22-001
CAM-01, CAM-02, CAM-03, CAM-04, CAM-05, CAM-
Konzervované | 06, CAM-07, CAM-08, CAM-09, CAM-10, CAM-11, Dawson et
ptaci CAM-12, CAM-13, CAM-14, CAM-15, CAM-16, CAM- | 1 5013
mikrosatelity | 17, CAM-18, CAM-19, CAM-20, CAM-21, CAM-22,
CAM-23, CAM-24
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https://cs.wikipedia.org/wiki/Tu%C4%8D%C5%88%C3%A1k_galap%C3%A1%C5%BEsk%C3%BD
https://cs.wikipedia.org/wiki/Tu%C4%8D%C5%88%C3%A1k_galap%C3%A1%C5%BEsk%C3%BD

4.2.1 PCR amplifikace

1) Do oznafenych mikrozkumavek (1,5ml) jsem napipetovala polozky

podle tabulky ¢. 6. VSe jsem zvortexovala a zcentrifugovala.

Tabulka €. 6: Objemy polozek pro PCR aplifikaci Sesti vzorka

Polozka Objem [ul]
Deionizovana voda 44 .4
Reaction Buffer A 10x 6,7
Roztok MgCl; (25 mmol/Il) 4,0
Roztok dNTPs (20 pmol/T) 0,7
Primer R (10 pmol/l) 3,3
Primer F (10 pmol/l) 3,3
aTaq DNA polymeraza 5 U/ul 1,0

2) Do sesti mikrozkumavek (0,2ml) jsem napipetovala po 1 pl genomické DNA
od Sesti jedinct potapky rohace a 9 pl PCR reakéni smési. Opét jsem
mikrozkumavky zvortexovala a zcentrifugovala. Vlozila jsem je

do termocykléru. Polymerazova fetézova reakce prob¢hla podle tabulky ¢. 7:

Tabulka ¢&. 7: Casovy a teplotni interval PCR reakce

Krok PCR Cas | Teplota[°C] | Poé&et cykli
5 min 94 1
Denaturace
30s 94
Annealing 30s X
Elongace, syntéza 35
dvousroubovice 30s 12
DNA
Prodlouzeni ]
7 min 12 1
fetézce
Legenda:

X — Nejprve jsem vSechny vzorky testovala PCR amplifikaci pfi teploté
annealingu 50 °C. Pokud byl mikrosatelit hodnotitelny (byly zfetelné
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hodnotitelné alely), dal jsem snim nepracovala. Pokud nebyl mikrosatelit

hodnotitelny, teplotu annealingu jsem sniZovala nebo zvySovala.

4.2.2 Elektroforeticka separace a vizualizace PCR produkti
Pro eletroforetickou separaci jsem pouzivala 6% polyakrylamidovy gel

a elektroforetickou komtirku S2 Whatman Biometra. Rozméry skel byly 330 x 390 mm
(malé sklo) a 330 x 420 mm (velké sklo). Tloustka gelu byla 0,4 mm.

1) Velké sklo jsem fadné¢ omyla vodou, po té oplachla deionizovanou vodou.
Osusila stérkou a ubrousky a pifenesla do digestofe. V digestofi jsem sklo
oplachla 96% ethanolem a opé€t osusila ubrouskem. OSetfila jsem jej piipravkem

pro odpuzovani vody (tekuté stérace — Rain off, schne 5 min).

2) Malé sklo jsem omyla saponatem, osusila stérkou a ubrousky. Pfenesla jsem jej
do digestote, kde jsem ho oplachla 96% ethanolem a opé€t osusila ubrouskem.

Po té jsem sklo oSettila molekularnim lepidlem (schne 5 min).

3) Velké sklo jsem oplachla deionizovanou vodou a osusSila ubrouskem, polozila
na kraje skla dva spacery silné 0,4 mm. Malé sklo jsem oplachla 96% ethanolem
a utfela dosucha ubrousky. Malé sklo jsem polozila na velké sklo se spacery
apfipevnila ¢tyfmi malymi svorkami tak, ze gumy spacerli jsem pfitiskla

k mensimu sklu.

4) Pripravila jsem si polyakrylamidovy gel, nalila ho mezi skla, vlozila jsem
hiebinek rovnou stranou a ponofila asi 0,5 cm hluboko mezi skla. Hrebinek jsem

pfipevnila ¢tyfmi velkymi svorkami. Gel jsem nechala 50 minut polymerizovat.

5) Nasledné¢ jsem sundala svorky, skla jsem wumyla, osuSila a Vlozila
do elektroforetické¢ komirky, hiebinkem nahoru a mensim sklem k hlinikové

desce.

6) Do katodového a anodového prostoru jsem nalila 0,5 x TBE pufr. Vyndala
hiebinek a vzniklou mezeru jsem proplachla injekcni stfikackou. Pfipojila jsem
elektrody a na zdroji stejnosmérného napéti nastavila hodnoty 90 W, 3000 V,

150 mA. Gel jsem nechala predehiivat 30 minut.
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7) Mezitim jsem si pfipravila vzorky, které jsem pozdéji nanesla do gelu. K PCR
produktu jsem piidala 5 pl nanaSeciho pufru. Pfipravené vzorky jsem vlozila
na 3 minuty do termobloku (96 °C). Po vytazeni jsem pfemistila vzorky do ledu
(aby nedoslo k renaturaci DNA).

8) Vypnula jsem zdroj stejnosmérného proudu a odpojila katodu. Katodovy prostor
jsem fadné vycistila pufrem pomoci injekéni stiikacky. Mezi skla jsem vlozila

hiebinek — zoubky smérem do gelu.

9) Do jednotlivych jamek hiebinku jsem pomoci 6kanalové pipety nanesla 2,4 ul
vzorku. Zaviela jsem katodovy prostor, zapojila katodu a na zdroji

stejnosmérného elektrického proudu nastavila hodnoty 70 W, 3000 V, 150 mA.

10)Cas separace vzorkdl zavisel na molekularnich hmotnostech PCR produkti.

Pfi mé praci byl tento ¢as 1,5-3 h.

11) Pipravila jsem si fix/stop roztok, 1% roztok HNO3 a vyvojku (kterou jsem dala
do lednicky).

12)Po uplynuti separace PCR produktu jsem vypnula zdroj stejnosmérného
elektrického proudu, odpojila elektrody, vypustila pufr. Vyjmula jsem skla,

poloZzila je mens$im sklem nahoru a odpécila je od sebe nozem.

13) Mensi sklo s gelem jsem vlozila do misky, kterou jsem postavila na tfepacku
gelem nahoru. Zalila jsem sklo fix/stop roztokem a nechala 20 minut omyvat.

Roztok jsem slila zpét do banky.
14) Sklo s gelem jsem 3 x promyla v deionizované vodg.

15) Zalila jsem ho 1% roztokem kyseliny dusi¢né, nechala pisobit 4 minuty

a nasledn¢ 4 x promyla v deionizované vode¢.

16) Nyni jsem ho vlozila do 1% roztoku dusi¢nanu stiibrného, do kterého jsem tésné
pfed zalitim pfidala 1,2 ml formaldehydu. Roztok jsem nechala pisobit

30 minut.

17)Piipravila jsem si misku s deionizovanou vodou, ve které jsem provedla

10s oplach skla.

18) Sklo s gelem jsem ponofila do vyvojky, do které jsem té€sné pied pouZzitim

pfidala 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu sodného.
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19)Gel na skle zacal tmavnout, zacaly se objevovat hnédocerné bandy PCR

produktti obarvené stiibrem. Po dostate¢ném obarveni prouzka jsem do misky
prilila fix/stop roztok a dalsi obarvovani takto zastavila. Po skonceni tvorby CO;

bublin jsem sklo s gelem oplachla v deionizované vod¢ a vlozila do suSarny.

20) S vedoucim prace jsme vyhodnotili vysusené sklo s gelem na negatoskopu.

4.3 Pouzité chemikalie

akrylamid (Sigma)

aTaq DNA polymeraza (5U/ul), M1241 (Promega)
bromfenolova modi (Serva)

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

dusi¢nan stfibrny (Sigma)

ethanol — 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
ethylendiaminotetraoctan sodny (Na,EDTA) (Lachema)
ethylendiaminotetraoctova kyselina (Lachema)
formaldehyd (Lachema)

formamid (Lachema)

hydroxid sodny (Lachema)

chlorid sodny (Lachema)

kyselina boritd (Lachema)

kyselina chlorovodikova — 35% roztok (Lachema)
kyselina dusi¢na — 65% roztok (Lachema)

kyselina octova — ledova (Lachema)
3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

mocovina (Lachema)

N, N’-methylenbisakrylamid (AppliChem)

N, N, N’, N'-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Serva)
peroxodisiran amonny (Serva)

ptipravek pro odpuzovani vody (tekuté stérace) — Rain off (Sheran)

thiosiran sodny (Lachema)
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e trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)
e uhlicitan sodny (Lachema)

e xylenova modf (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.4 Pouzité roztoky

akrylamid — 6% zasobni roztok
e 420 g mocoviny
e 484 ml deionizované vody
e 50ml10x TBE
e 150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamid : N, N’- methylenbisakrylamid 19:1

e po rozpusténi vSech slozek zfiltrovat a ulozit v temné lahvi v chladnicce

dusi¢nan stfibrny — 0,1% roztok
e 800 ml deionizované vody
e 0,8 g dusi¢nanu stiibrného

e pfed pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu

fix/stop roztok
e 800 ml deionizované vody

o 88 ml ledové kyseliny octové

kyselina dusi¢na — 1% roztok
e 800 ml deionizované vody

e 12 ml 65% kyseliny dusi¢né

molekularni lepidlo
e 1 mlO0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu
e 3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

nanaseci pufr
e 0,125 g bromfenolové modrie

e 0,125 g xylenové modie



e 25 ml deionizované vody

e 100 ml formamidu

hydroxid sodny — 1 mol/l roztok
e 40 g hydroxidu sodného

e doplnit deionizovanou vodou do 1 |

peroxodisiran amonny — 10% roztok
e | g peroxodisiranu amonného
e rozpustit v 10 ml deionizované vody

e uchovavat v chladnic¢ce

polyakrylamidovy gel — 6% roztok
e 60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
e 40 ul N, N, N’, N'- tetramethylethylendiaminu
e 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NHy),S,0s

TBE pufr — 10x zasobni roztok
e 108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
e 55 gkyseliny borité H3BO3
e 40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

e doplnit deionizovanou vodou na 1 |

vyvojka

e 800 ml deionizované vody

e 24 guhlic¢itanu sodného Na,CO3

e uchovavat v lednicce (méné nez 10 °C)

e pied pouzitim pfidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu
sodného (NayS,03)

4.5 Laboratorni pristroje

e elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)
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chladnicka kombinovana (Whirlpool)

laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)

magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)

mikropipety Finnpipette — 0,5 az 10 pl (osmikanalova) a 0,3 pul az 1 ml
(ThermoLabsystems)

mikropipety Nichipet EX 0,5 pl az 1 ml (Nichiryo)
minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific Ltd)
negatoskop NEGA1 (Maneko)

spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)
sekvenacni elektroforetickd komurka S2 (Whatman Biometra)
susarna CAT 8050 (Contherm)

temperovany blok Dry-block DB-2D (Labnet International)
termocyklér GenePro (BIOER Technology)

termocyklér PTC 100-96 VHB (MJ Research)

ttepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

vortex MS2 (lka)

vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)

vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)
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5 Vysledky

Mym ukolem v bakalaiské praci bylo hledani polymorfnich mikrosateliti u Sesti
nepiibuznych jedinct druhu potapky rohace (Podiceps cristatus) pomoci Cross-species
PCR amplifikace. Testovala jsem doposud popsané mikrosatelitni lokusy od zastupci
ztadu tucnéci, ptaci EST mikrosatelity a konzervované ptaci mikrosatelity. Celkem
jsem testovala 171 part primert. 113 part primerd bylo z fadu tu¢naci (viz tabulka
¢. 8), od deviti druhtt — konkrétné: tuénak zlutorohy (Eudyptes chrysolophus) — 25 para
primert, tu¢nak nejmensi (Eudyptula minor) — 28 part primerd, tucnak zlutooky
(Megadyptes antipodes) — 12 part primerd, tu¢nak krouzkovy (Pygoscelis adeliae) —
Sest para primerd, tu¢nak uzdickovy (Pygoscelis antarctica) — 16 part primerq, tu¢nak
brylovy (Spheniscus demersus) — devét parti primert, tu¢nak Humboldttv (Sphenicsus
humboldti) — 13 part primerd, tu¢nak magellansky (Spheniscus magellanicus) — jeden
par primert, tu¢nak galapazsky (Spheniscus mendiculus) — tii pary primert; 34 pard
primerd pta¢ich EST mikrosatelitt (viz tabulka ¢. 9) a 24 part primert konzervovanych
ptacich mikrosatelitii (viz tabulka ¢. 10) odvozenych od zebficky pestré (Taeniopygia
guttata) a kura domaciho (Gallus gallus).

Nejprve jsem vSechny mikrosatelity testovala metodou PCR pii teploté
annealingu 50 °C. Pokud se objevil slaby produkt, teplotu annealingu jsem snizovala
az na 44 °C. Pokud se objevil produkt silny, a nebylo mozné urcit pocet alel, teplota
annealingu se zvySovala — vmém pfipadé¢ az na 68 °C. Také jsem upravovala
koncentraci hofecnatych iontd v PCR mixu. Pokud se objevily silné bandy, pracovala
jsem s polovi¢nim objemem (koncentraci) hofe¢natych ionti (pivodni koncentrace:
1,6 nmol/l, nova koncentrace: 0,8 nmol/l). Nejdfive jsem provedla 90minutovou
elektroforetickou separaci u vSech part primert. Pokud nebylo mozné vyhodnotit
genotypy, délka elektroforetické separace se prodlouzila az na 180 minut.

Celkem jsme nalezla 151 monomorfnich lokusu. 19 lokusi bylo polymorfnich
alokus TG13-016 nevykazoval zadny produkt. Polymorfni lokusy a jejich

charakteristika jsou uvedeny v tabulce €. 8, tabulce ¢. 9 a v tabulce ¢. 10.

37


https://cs.wikipedia.org/wiki/Tu%C4%8D%C5%88%C3%A1k_krou%C5%BEkov%C3%BD
http://cs.wikipedia.org/wiki/Tu%C4%8D%C5%88%C3%A1k_Humboldt%C5%AFv

Tabulka ¢&. 8: Piehled Sesti polymorfnich mikrosatelitii pochazejicich od dvou druhii fadu tuéniaci nalezenych pii testovani polymorfizmu
u Sesti nepiibuznych jedincti potapky rohace. V tabulce je uveden lokus, kod v databazi GeneBank (Accession number), druh, sekvence primerd,

jednotka repetice, teplota annealingu, ¢as elektroforetické separace a pocet alel.

Ech005 F: GCCTTATGCAGGTACAGATGTCTTCTC

CTTTT 44 120
FM878336 | Tuc¢nak zlutorohy R: TGCTGAAGGTAAAGAGCAGTGAAATC
Ech009 (Eudyptes chrysolophus) F: CCTCTGTTGTACAAGCTGGATGC AC 68 180
FM878340 R: GCAATTCTGCTTGCCTCTGC
Eml F: TCCAGCTGAGTTGTATGACTTC

ATCT 53 90
KM272221 R: CCCTGTGAGTATAGAGCCTGG
Eml4 F: CAGGAGTGAACCCAAAGCTG

CAA 65 150

KM272230 | Tu¢nak nejmensi R: AGGTACCGAGGGAAGCAAAG
Em21 (Eudyptula minor) F: CCACATTCATCCACAGGCAG or &7 %0
KM272232 R: CCTCGCAGGGAATATTTGGC
Emm5 F: ATTAACTTGGCCTTGGGTTC

CTTT 53 90
DQ837733 R: TTTATGCTCCCTCATTCCAC
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Tabulka €. 9: Prehled péti polymorfnich konzervovanych ptacich mikrosatelitii testovanych u Sesti neptibuznych jedincti potapky rohace

pochazejicich od zebticky pestré (Taeniopygia guttata) a kura domaciho (Gallus gallus) (Dawson et al., 2013). V tabulce je uveden lokus,

sekvence primeri, jednotka repetice, teplota annealingu, ¢as elektroforetické separace a pocet alel.

F: TGGTACAGGGACAGCAAACC

CAM-11 GT 58 90
R: AGATGCTGRGAGCGGATG
F: CGGGTTGTAATCAAGAAGATGC

CAM-17 TG 62 90
R: CTGCGGAGCAATTAACGC
F: TCTTGGAGGCAGATARGAAGTG

CAM-19 GT 64 90
R: GAGCAAGCAAAGATCACAAGC
F: CTCCACTTAGCTTGTAAATGCAC

CAM-23 TG 60 90
R: CCAAGRAGTGCCCTAGATGTC
F: CCCACTTCAGTCTTCAGAGC

CAM-24 CA 54 90
R: TGGAGTATTTGGGATTGGAG
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Tabulka ¢. 10: Piehled sedmi polymorfnich ptacich EST mikrosatelitii u potapky rohace pochazejicich od zebticky pestré (Taeniopygia
guttata) a kura domaciho (Gallus gallus) (Dawson et al., 2010). V tabulce je uveden lokus, kod v databazi GeneBank (Accession number),

sekvence primeri, jednotka repetice, teplota annealingu, ¢as elektroforetické separace a pocet alel.

TG01-040 | F: TGGCAATGGTGAGAAGTTTG o N N ;
DV576233 | R: AGAATTTGTACAGAGGTAATGCACTG
TG02-120 | F TTGGGCAAAGATGATATGAATG

AT 63 120 2
DV945440 | R: AGCCAGGTCCAGTTTCTAAGC
*TG03-002 | F- TCTTGCCTTTTTGGTATGAGTATAG N ;
DV575298 | R: TACAAAGCACTGTGGAGCAG AT 54
TG03-098 | F TTTGCCTTAATTCTTACCTCATTTG

AG 54 180 2
DV573670 | R: TTGCAACCTCTGTGGAAGC
TG04.012 | F TGAATTTAGATCCTCTGTTCTAGTGTC o - . .
CK306810 | R: TTACATGTTTACGGTATTTCTCTGG
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Tabulka €. 10: Pokrac¢ovani.

*TG04-061 | F: GACAATGGCTATGAAATAAATTAGGC

A/GA 49 150 5
CK235034 R: AGAAGGGCATTGAAGCACAC
TG06-009 F: AAGCCTTGCTTACATTTTATGGTG AC/GT/ - %0 )
CK315728 R: GGGGTGGTAACTGAAATAAAGTATAGG AT

Legenda: *X — polovi¢ni objem (koncentrace) hote¢natych ionti (0,8 nmol/l) v PCR mixu.



V experimentalni casti bakalaiské prace jsem pomoci cross-species PCR
amplifikace u Sesti neptibuznych jedinci potapky rohace objevila 19 polymorfnich
mikrosateliti z celkovaho poctu 171 testovanych para primert. Celkovd uspéSnost
nalezeni polymorfnich mikrosateliti je tedy 11,1 %. Ze 113 mikrosatelitt od zastupct
fadu tuénaci, vykazovalo polymorfni produkt pouze Sest mikrosatelitii. Jejich uspésnost
tedy byla 5,3 %. Polymorfni mikrosatelity od jedincti z fadu tu¢naci jsem objevila pouze
od dvou druht — tuénaka zlutorohého a nejmensiho. Z testovanych 34 ptacich EST
mikrosateliti poskytlo polymorfni produkt osm mikrosatelitt. Jejich GispéSnost nalezeni
polymorfnich mikrosateliti byla tedy 23,5 %. Pét polymorfnich mikrosatelitii bylo
nalezeno zcelkovych 24 testovanych mikrosateliti od konzervovanych ptacich
mikrosateliti, uspéSnost tedy byla 20,8 %.

Puvod mikrosatelitd, které poskytly polymorfni produkty, jsou zobrazeny

v grafu ¢. 1.

Graf ¢&. 1: Polymorfni mikrosatelitové lokusy u potapky rohace rozdélené podle
jejich puvodu. Stupné Cervené zobrazuji polymorfni mikrosatelity u Sesti nepiibuznych
jedinct potapky rohace od fadu tuénaci, modra ptaci EST mikrosatelity a zelena
konzervované pta¢i mikrosatelity. V zdvorce je uveden pocet polymorfnich

mikrosateliti u kazdé skupiny.

W tu¢iiak zlutorohy (2)
B tu¢nak nejmensi (4)
W ptaci EST mikrosatelity (8)

B konzervované ptaci mikrosatelity

®

Polymorfni mikrosatelitové lokusy obsahovaly 2-8 alel. Nejvice bylo

dvoualelovych lokust — 10. Tti, Ctyfi, pct a Sest alel vykazovaly vzdy dva mikrosatelitni
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lokusy. Osm alel vykazoval pouze jeden lokus (TG04-012). V pripadé lokust,
na kterych byly dvé alely, se muze jednat i o jiné useky DNA neZz mikrosatelity. Toto
tvrzeni Ize odhalit pouze analyzou vétsiho poctu jedinci. Graf ¢. 2 ukazuje déleni

mikrosatelitii podle poctu alel.

Graf ¢. 2: Polymorfnich mikrosatelitové lokusy rozdélené podle poctu
amplifikovanych alel u potapky rohdce. V zavorkach jsou uvedeny pocty lokust,

které vykazovaly urcity pocet alel.

= 2 alely (10x)
H 3alely (2x)
= 4 alely (2x)
m 5 alel (2x)

H 6 alel (2x)

= 8alel (1x)

Po optimalizaci podminek PCR a elektroforetické separace byly u kazdého
mikrosatelitu u Sesti neptibuznych jedinc potapky rohace zjistény jejich genotypy,

které uvadim v tabulce ¢. 11.
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Tabulka ¢. 11: Genotypy 19 polymorfnich mikrosatelitovych lokust u Sesti
nepiibuznych jedinci potapky rohace. V tabulce je uveden nazev polymorfniho

mikrosatelitniho lokusu, zdroj, pocet alel a genotyp.

Pocet
Lokus Pivod mikrosateliti - Genotyp
ale

Ech005 Tuéhak Zlutorohy 6 |5 s ls ls Iy Ly
Ech009 (Eudyptes chrysolophus) 2 ot i, A,
Eml 2 1/2 2/2 2/2 1/2 2/2 1/2
Em14 Tucnak nejmenﬁi 3 3/3 2/3 3/3 3/3 1/3 3/3
Em21 (Eudyptula minor) 2 1ot tn
Emm5 2 1/2 1/2 2/2 1/2 2/2 2/2
CAM-11 5 %, 35 2l Gy Gl
CAM-17 Konzervované 2 l/2 l/2 1/1 1/2 1/1 2/2
CAM-19 ptaci 4 2/3 2/2 1/1 3/3 1/3 2/4
CAM-23 mikrosatelity 6 ols Ys s 3ls 313
CAM-24 4 Y 3 Cly s %l %l
TG01-040 2 oo o4ty 4,
TG02-120 2 o, L My, c,
TG03-002 3 o, c cn

Ptaci T I I 2
TG03-098 2 I, Lyl Yyl f

EST 5 6 7 1 2 4
TG04-012 ) ) 8 ls °ls 17 1, I3 s

mikrosatelity
TG04-061 5 s 31 %y Bl %y %
TG06-009 2 ottt e
TG11-011 2 o, L, c, cl,

Pro odecteni vysledki zgelu — wuréeni poctu alel u polymorfnich

mikrosatelitovych lokust, jsem pro kazdy mikrosatelit musela najit nejvhodnéjsi
podminky jejich amplifikace (koncentrace hofecnatych ionti v PCR mixu, teplotu
annealingu) a délku elektroforetické separace. Pokud jsou nalezeny optimalni

podminky, bandy jsou ostré, viz obrazek ¢. 3 (mikrosatelit CAM-17 se dvéma alelami).
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Obrazek €. 3: Elektroforetogram polymorfniho mikrosatelitu CAM-17 na Sesti
neptibuznych jedincich potapky rohace. Tento mikrosatelit ma dvé alely. Teplota
annealingu byla v PCR reakci byla v pfipadé¢ tohoto mikrosatelitu 62 °C, délka
elektroforetické separace 90 minut, koncentrace hofeénatych iontii 1,6 nmol/l. Sipky

oznacuji jednotlivé alely.

alela 1
alela 2

Tato prace pouze hledala polymorfni lokusy pro potapku rohace. Do budoucna
by bylo vhodné otestovat tyto lokusy na vétSim poctu jedinc pro ziskéani jejich
charakteristiky (heterozygotnost, vypovidaci hodnota mikrosatelitii, odchylky od Hardy-

Weinbergovy rovnovahy, vazba mezi lokusy).
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6 Diskuze

V experimentalni ¢asti mé bakalafské prace jsem se zabyvala testovanim vSech
existujicich 171 mikrosatelitnich lokusi ptivodné navrzenych pro fad tucnaci (113 para
primerd) — konkrétné pro druhy: tuénak Zlutorohy (Eudyptes chrysolophus), tuénak
nejmensi (Eudyptula minor), tucnak zlutooky (Megadyptes antipodes), tu¢nak
krouzkovy (Pygoscelis adeliae), tu¢nak uzdickovy (P. antarctica), tu¢nak brylovy
(Spheniscus demersus), tu¢nak Humboldtav (S. humboldti), tu¢nak galapazsky
(S. mendiculus) a tuénak magellansky (Spheniscus magellanicus); pta¢i EST
mikrosatelity (34 par primertl) a konzervované ptaci mikrosatelity (24 part primeri)
na Sesti nepiibuznych jedincich potapky rohace (Podiceps cristatus). Polymorfizmus
jsem testovala pomoci metody cross-species PCR amplifikace, nalezla jsem
19 polymorfnich mikrosateliti, které pochazely od tu¢naka zlutorohého, tuénaka

nejmensiho, z pta¢ich EST mikrosatelitii a z konzervovanych ptac¢ich mikrosatelitt.

Z tadu tucnaci jsem naSla polymorfizmus pouze u mikrosateliti od tu¢naka
Zlotorohého a tuénaka nejmensiho. Monomorfni mikrosatelity testované pomoci Cross-
species PCR amplifikace pochazely od tu¢naka brylového, galapazského, Humboldtova,
krouzkového, uzdickového, zlutookého a magellanského.

U tu¢naka zlutorohého jsem nalezla polymorfizmus u mikrosatelitt Ech005
a Ech009. U lokusu Ech005 jsem nasla Sest alel, idealni teplotu annealingu jsem
stanovila na 64 °C a délku elektroforetické separace na 120 minut. V ramci lokusu
Ech009 jsem nalezla dvé alely, délka elektroforetické separace 180 minut a teplota
annealingu 68 °C. Ahmed et al. (2009) nasli u lokusu Ech005 33 alel. Tento lokus
testovali na 27 jedincich. U lokusu Ech009 objevili autofi osm alel a testovali
ho na 28 jedincich. T, u lokusti neuvadé;ji.

Od tu¢naka nejmensiho jsem nalezla Ctyfi polymorfni mikrosatelity. Polymorfni
mikrosatelitové lokusy mély 2-6 alel. Konkrétné se jednalo 0 mikrosatelity Em1, Em14,
Em21 a EmmS5. Pro par primerd Em1 jsem zjistila nejvhodnéjsi teplota annealingu
53 °C, mikrosatelit vykazoval dvé alely a optimalni doba elektroforetické separace jsem
stanovila na 90 minut. Na lokusu Em14 jsem nasla tii alely, optimalni teplota
annealingu byla 65 °C a délka elektroforetické separace 150 minut. Dvé alely jsem
objevila u mikrosatelitového lokusu Em21 pii délce elektroforetické separace 90 minut

a teplot¢ annealingu 57 °C. Optimalni teplotu annealingu pro lokus Emm5 jsem
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stanovila na 53 °C, elektroforetickou separaci na 90 minut, na tomto lokusu jsem zjistila
dvé alely.

Grosser et al. (2014) nalezli 12 alel u lokusu Em1 (11 alel u populace tu¢naku
Z Australie, 10 alel u populace tu¢nakd z Nového Zélandu), 10 alel u lokusu Em14
(devét alel u populace tucnakt z Australie, 10 alel u populace tu¢nakti z Nového
Z¢landu) a dvé alely u lokusu Em21 (dvé alely u populace tucndkia z Australie,
dve alely u populace tué¢nakt z Nového Zélandu). Teploty annealingu autofi stanovili
na 53 °C.

Billing et al. (2006) u lokusu EmmS5 objevili 11 alel u populace tuc¢naku
z Filipova ostrova a osm alel u populace tu¢naka z Troubridgeova ostrova. T, urcili
na 58 °C. Pocet testovanych jedincu se lisil u kazdého lokusu, odchylky byly také mezi
poétem testovanych jedinci z Filipova a Troubridgeova ostrova. U tohoto lokusu
hodnotili autofi polymorfizmus na 28 jedincich z Filipova ostrova a na 15 jedincich

z Troubridgeova ostrova.

Dale jsem zkoumala polymorfizmus na Sesti neptibuznych jedincich potapky
rohace od ptacich EST mikrosatelitt. Z 24 ptacich EST mikrosatelitii jsem zjistila
polymorfizmus u osmi lokust. Lokusy vykazovaly 2-8 alel. Lokusy TG01-040, TGO02-
120, TG03-098, TG06-009 a TG11-011 mély dve alely. Optimalni teplotu annealingu
pro mikrosatelit TG01-040 jsem stanovila na 64 °C a délku elektroforetické separace
na 90 minut. Pro lokus TG02-120 jsem urcila teplotu annealingu 63 °C s délkou
elektroforetickou separace 120 minut. 54 °C byla vhodna teplota annealingu pro lokus
TG03-098. Vhodnou dobu elektroforetické separace jsem urcila na 180 minut. Dalsi
dvoualelovy lokus byl TGO06-009. Optimalni délku elektroforetické seprace jsem
stanovila na 90 minut, teplotu annnealingu na 55 °C. Pro mikrosatelitovy lokus TG11-
011 jsem zjistila optimalni elektroforetickou separaci 180 minut a teplotu annealingu
59 °C. Tti alely jsem detekovala u lokusu TGO03-002, pro ktery jsem urcila délka
elektroforetické separace 90 minut a vhodnou teplota annealingu 54 °C. 150 minut byla
optimalni délka elektroforetické separace pro polymorfni mikrosatelit TG04-061
a teplota annealingu 49 °C. Na tomto mikrosatelitu jsem detekovala pét alel. Nejvice
alel v celé experimentalni ¢asti mé bakalaiské prace mé¢l lokus TG04-012 — osm alel.
Vhodnou teplotu annealingu jsem urcila na 50 °C a délkou elektroforetické separace
120 minut.
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Dawson et al. (2010) testovali ptaci EST mikrosatelity na 17 druzich pévci
a péti druzich ostatnich fada (u kazdého druhu testovali ¢tyfi jedince). T, uvadéji autofi
u vSech lokusti 56 °C. Autofi popisuji, diky vysoké uspeésnosti amplifikace, ptaci EST
mikrosatelity jako mikrosatelity ,,univerzalni. Na téchto mikrosatelitech bylo popsano

2-17 alel. Jednotlivé pocty uvadi tabulka €. 12.

Tabulka ¢. 12: Pocet alel u mikrosateliti u zebticky pestré a kura domaciho
ajeho divoké formy (Dawson et al., 2010) porovnané s mymi vysledky (pocet alel

u mikrosatelitt potapky rohace).

Pocet alel
Lokus Zebricka Kur Kur domaci — Potapka

pestra domaci divoka forma roha¢

(n=4) (n=1) (n=4) (n=06)
TG01-040 5 1 2 2
TG02-120 1 1 3 2
TG03-002 2 1 2 3
TG03-098 3 1 1 2
TG04-012 3 1 2 8
TG04-061 2 1 1 5
TG01-040 5 1 2 5
TG11-11 2 1 1 2

Legenda: n — pocet testovanych jedinct

U konzervovanych ptac¢ich mikrosatelith jsem objevila polymorfizmus u péti
mikrosatelitii z celkového poctu 34 mikrosateliti. Jednalo se o CAM-11, CAM-17,
CAM-19, CAM-23 a CAM-24. Optimalni doba elektroforetické separace byla u vSech
EST mikrosatelitd 90 minut. Detekovala jsem 2-6 alel. Pro mikrosatelitovy lokus CAM-
11 jsem urcila optimalni teplotu annealingu 58 °C a objevila pét alel. Dvé alely
vykazoval lokus CAM-17 a teplotu annealingu jsem stanovila na 62 °C. 64 °C byla
vhodna teplota annealingu pro lokus CAM-19, na kterym jsem popsala Ctyfi alely.
Lokus CAM-23 vykazoval Sest alel a idealni teplota annealingu byla stanovena
na 60 °C. Ctyii alely jsem nalezla u lokusu CAM-24 a stanovila teplotu annealingu
na 54 °C.
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Dawson et al. (2013) testovali cross-species PCR amplifikaci u zastupci
16 Celedi tadu pévci a péti dalSich fadt. Konkrétné u zebiicky pestré (Taeniopygia
guttata) a kura domaciho (Gallus gallus) nalezly pocet alel, ktery je uveden v tabulce
¢. 13. Tabulka ¢. 13 dale uvadi nazev lokusu a pocet alel u obou uvedenych druht. T,
uPCR byla uvsech uvedenych mikrosateliti 56 °C. Konkrétni pocty testovanych

jedincii u lokust autofi neuvadéji.

Tabulka ¢&. 13: Pocet alel u zebii¢ky pestré a kura domaciho (Dawson et al.,

2013).
Pocet alel
Lokus Zebricka pestra Kur domaci | Potiapka rohac
(n=12) (n=6)
CAM-11 6 1(n=4) 5
CAM-17 6 2(n=23) 2
CAM-19 6 1(n=24) 4
CAM-23 5 1(n=4) 6
CAM-24 6 1(n=4) 4

Legenda: n — pocet testovanych jedinct

Pechova (2014) zkoumala cross-species PCR amplifikaci mikrosateliti z fadu
tucnaci a konzervovanych ptacich mikrosateliti u Sesti nepiibuznych jedincli nesyta
indomalajského (Mycteria leucocephala). Testovala celkem 169 parG primerd.
Mikrosatelity byly odvozené od jedinct fadu brodivi, potapky a tu¢naci. Dale testovala

ptaci EST mikrosatelity a konzervované ptaci mikrosatelity — viz tabulka ¢. 14.
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Tabulka ¢. 14: Mikrosatelity testované v bakalarské praci Pechova (2014).
V tabulce je uveden puvod mikrosatelitl, pocet testovanych a polymorfnich

mikrosateliti a celkova uspé$nost nalezeni polymorfnich mikrosatelita.

Piivod Pocet Pocet Uspé&nost
mikrosateliti | testovanych polymorfnich [%%6]

mikrosatelita | mikrosatelitu

brodivi 23 3 13,04
potapky 11 1 9,09
tucnaci 77 10 12,99
CAM 24 3 12,50
EST ptaci mikr. 34 1 2,94
celkem 169 18 10,65

Pii porovnani mych vysledkt s vysledky Pechova (2014) ndm vysly polymorni
produkty pouze u tii stejnych lokusti: Ech005, CAM-11 a TG03-98. Celkova uspésnost
nalezeni polymorfnich mikrosateliti v praci Pechova (2014) byla stejné jako v této praci
lehce nad 10 %.

Na téma hledani polymorfnich mikrosateliti u potapky rohd¢e pomoci metody
cross-species PCR amplifikace jiz byla napsana bakalaiska (JanuSova, 2015)
a diplomova prace (Hoffmannova, 2013).

Hoffmannova (2013) testovala 407 mikrosatelitli izolovanych od zastupct fadi
potapky, potéaplice, brodivi, veslonozi, plamenaci a nékolik mikrosatelitti od druhd fadu
tucnaci (pouze jeden mikrosatelit AM13), vrubozobi a dlouhokfidli u 13 nepiibuznych
jedinct potapky rohac¢e. Polymorfnich lokust nalezla 42 (viz tabulka ¢. 15). Celkova

uspésnost nalezeni polymorfnich mikrosatelitt byla opét lehce nad 10 %.
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Tabulka €. 15: Mikrosatelity testované v diplomové praci Hoffmannova (2013).
V tabulce je uveden zdrojovy fad, pocet testovanych a polymorfnich mikrosatelit
a celkovd uspéSnost nalezeni polymorfnich mikrosateliti mezi vSemi testovanymi

mikrosatelity.

Zdrojovy Pocet Pocet Uspé&snost
rad testovanych polymorfnich [%]
mikrosateliti mikrosateliti
potapky 18 14 77,8
veslonozi 152 10 6,6
brodivi 168 9 53
plamenadci 45 7 15,6

Janusova (2015) testovala 213 mikrosatelitli izolovanych od fadu trubkonosi —
konkrétné od zastupcu Celedi buinakoviti, buiiaCkoviti, pévci, albatrosoviti, alkoviti,
kulikoviti, lesnackoviti, rackoviti pomoci cross-species PCR amplifikace u Sesti
neptibuznych jedincti potipky rohace. Polymorfnich lokust nalezla 20. Celkova
uspesnost nalezeni polymorfnich mikrosateliti opét odpovida tspésnostem predchozich
praci.

Piehled cross-species PCR amplifikace u Sesti nebo 13 nepiibuznych jedinct
potapky rohace je uveden v tabulce ¢. 16. Mikrosatelity byly pivodné navrzené pro fady
brodivi, dlouhoktidli, pévci, plamenaci, potapky, potaplice, trubkonosi, tucnaci,
veslonozi, vrubozubi a dale konzervované pta¢i mikrosatelity a EST pta¢i mikrosatelity

(Hoffmannova, 2013, Janusova 20135, tato prace).
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Tabulka ¢&. 16: Doposud testované mikrosatelity u Sesti respektive 13
nepiibuznych jedincu potapky rohace. V tabulce je uveden zdroj mikrosatelitd,
od kterého byly mikrosatelity izolovany, pocet testovanych a pocet polymorfnich

mikrosateliti a isp&Snost polymorfnich mikrosateliti.

Zdroj Pocet Pocet Uspé&nost
mikrosateliti | testovanych polymorfnich [%6]
mikrosatelitii | mikrosateliti
*prodivi 168 9 54
dlouhoki#idli *2;5 *1;0 X
*plamendci 45 7 15,6
*potapky 18 14 77,8
*potaplice 7 0 0
trubkonosi 207 20 9,7
Otucnaci *1; 113 *0; 6 *0; 5,3
*veslonozi 152 10 6,58
*vrubozubi 13 1 X
CAM 24 4 20,8
EST ptaci mikr. 35 8 22,9
pévci 1 0 X
celkem 792 81 10,2
Legenda:

* — mikrosatelity testované na 13 neptibuznych jedincich potapky rohace
(zbytek testovan na Sesti neptibuzn¢h jedincich potatky rohace)

¢ —u tadu tuénaci byl testovan stejny lokus (AM13) testovan v mé praci i v praci
Hoffmanova (2013)

X —u nekompletnich skupin s vybérem mikrosatelitii nejsou uvedeny uspesnosti

PCR amplifikace

Nejvetsi uspeésSnost nalezeni polymorfnich mikrosateliti byla u mikrosateliti
od druhtt ze stejného fadu, tedy potapky. Dalsi velice uspésné mikrosatelity byly
konzervované pta¢i mikrosatelity a EST pta¢i mikrosatelity. Uspé$nost nalezeni

polymorfnich mikrosateliti souvisi s pfibuznosti v ramci kladu Aequorlitornithes.
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Graf ¢. 3 ukazuje rozdéleni polymorfnich mikrosatelitd podle tada, od kterych byly

mikrosatelity izolovany.

Graf ¢ 3: Rozdéleni polymorfnich mikrosatelitd testovanych u 13 a Sesti
neptibuznych jedinc potidpky rohdce podle tadu, od kterych byly mikrosatelity

izolovany. Cisla v zavorkach ukazuji poéet polymorfnich mikrosatelitii u uréitého fadu.

m brodivi (9)

u dlouhokiidli (1)

m potapky (14)

m trubkonosi (20)

® tuchaci (6)

m veslonozi (10)

= CAM (4)
EST ptaci mikr. (8)
vrubozubi (1)

Vzhledem k tomu, ze Hoffmannova (2013) nasla polymorfni mikrosatelit mezi
mikrosatelity testovanymi od zastupci dlouhokfidli, kteti patfti téz do kladu
Aequorlitornithes, navrhuji do budoucna otestovat i tyto mikrosatelity, kterych
je vsoucasné dobé 363. V Laboratofi populacni genetiky Katedry bunécné biologie
a genetiky Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci bylo testovano
zatim sedm z nich. Pokud vezmu v potaz, ze primérna Gspé$nost ziskani polymorfnich
mikrosatelitd se v pracich pohybovala ve smés okolo 10 % (Hoffmannova, 2013;
Pechova, 2014; Janusova, 2015 a tato prace) mohlo by testovani mikrosatelitii od tadu
dlouhokiidli pfinést dalSich asi 30 polymorfnich mikrosateliti. Nyni je zjiSt€no
u potapky rohace 81 polymorfnich mikrosatelitt, v budoucnu by pocet polymorfnich

mikrosateliti mohl byt vyssi nez sto.
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7 Zavér

V bakalarské praci jsem se zabyvala testovanim 171 mikrosateliti u Sesti
nepfibuznych jedinct potapky rohace (Podiceps cristatus) metodou cross-species PCR
amplifikace. K tomuto testovani jsem pouzila vSechny doposud znamé mikrosatelity
z fadu tucnaci, ptaci EST mikrosatelity a konzervované ptaci mikrosatelity.

113 mikrosateliti bylo navrZzeno pro fad tuéiiaci — konkrétné pro druhy: tuc¢nak
zlutorohy (Eudyptes chrysolophus), nejmensi (Eudyptula minor), zlutooky (Megadyptes
antipodes), krouzkovy (Pygoscelis adeliae), uzdickovy (P. antarctica), brylovy
(Spheniscus demersus), Humboldtiv (S. humboldti), galapazsky (S. mendiculus)
a magellansky (S. magellanicus); 34 ptac¢ich EST mikrosateliti a 24 konzervovanych
ptacich mikrosatelita.

Nalezla jsem 19 polymorfnich mikrosateliti. Polymorfizmus vykazovaly
mikrosatelity od tuc¢naka zlutorohého (dva), tu¢naka nejmensiho (Ctyii), ptac¢i EST
mikrosatelity (pé€t) a konzervované pta¢i mikrosatelity (osm). U téchto polymorfnich
lokusti jsem urcila teplotu annealingu (T,) (44-68 °C), pocet alel (2-8) a délku
elektroforetické separace (90-180 minut).

Nejvyssi uspésnost nalezeni polymorfnich mikrosatelitd jsem zjistila u ptacich EST
mikrosatelitii, kde bylo polymorfnich osm z 34 zkoumanych mikrosatelitd, GspéSnost
byla tedy 23,5 %. Mezi tyto mikrosatelity patfil i mikrosatelit TG04-12, u n¢hoz jsem
objevila osm alel.
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8 Seznam pouzitych zkratek
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konzervované  pta¢i  mikrosatelity  (Conserved  Avian
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deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic Acid)

kratke repetitivni iseky cDNA (Expressed Sequence Tag)
guanin

kilobaze

polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
jednoduché repetitivni sekvence (Simple Sequence Repeats)
tymin
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