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Abstrakt

Ve své bakalské praci — Ufeni pohlavi ptak analyzou DNA, jsem se zabyvala
zpracovanim informaci o #pobech urovani pohlavi u ptdk Zangtila jsem se
na molekularni metody, zvl&ha utovani pohlavi analyzou DNA metodou PCR, ktera
je zalozena na amplifikadCHD1 genu.CHD1 gen se nachazi na obou pohlavnich
chromozomech té# u vSech pté&ich druhi. DNA se ziskdva ze vzoikkrve, pirek
nebo podskiap&nych membran. Popsala jsem dbtgpohlavni soustavu, pohlavni
chromozomy, neépstjSi metody uwkovani jejich pohlavi, metodu PCR a geny

determinujici pohlavi a geny vyuZitelné préawani pohlavi u ptak

Kli ¢ovéa slova:CHD1 gen, PCR, pohlavni chromozomy, molekularni metody

Abstract

In my bachelor thesis — Determining the sex of ©iby DNA analysis, | dealt with
covering information about ways of determining s#xbirds. | focused on molecular
methods, especially sexing birds by analyzing DNARLCR method, which is based
on amplification of CHD1 gen.CHD1 gen is located on both sex chromosomes of
almost all bird’s species. DNA is getting out ofobdl samples, feathers or intact
membranes. | described avian reproductive systear, diromosomes, the most
common methods of determining sex, PCR method amddetermining genes and

genes usable for determining sex of birds.

Keywords: CHD1 gen, PCR, sex chromosomes, molecular methods
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1 UVOD

VétSina mnohobuitnych organism je oddlleného pohlavi. Jejich s&na samii
pohlavni buky se liSi ve velikosti a organismy se rozmnozuahlavreé (anizogamie).
RozmnoZovaci soustava vznikd v embryonalnim vywojpbou pohlavi ze stejného
zakladu — pohlavnich list. Vysledek pohlavni deieane — zda jedinec bude
produkovat relativé malo velkych sandich pohlavnich buik vajicek nebo mnoho
malych santich pohlavnich buk spermii, je ovlivin niznymi mechanismy. Pohlavi
muze byt uteno environmentatn(teplota, potrava, socialni postaveni) nebo gekti
(genotyp, pohlavni chromozomy) a hormoré&{Bachtroget al, 2014; Chue & Smith,
2011).

Ptaci jsou gonochoristé, zidigchové s oddlenym pohlavim. Vice neZz u poloviny
ptatich druhli neni vyrazny pohlavni dimorfismugimz by se rozliSilo na zaklad
exteriérovych znaksaméi pohlavi od sakiho. Ml&fata ptak jsou monomorfni, nelze
u nich dle fenotypu spolehlivrozliSit pohlavi. Informace o pohlavi jednotlivge
dulezita v mnoha studiich pteekologie, evoltni biologii a ochra& ohroZzenych druly
ale také v chovu dbeZe, pro sestaveni chovnych ip@ znovu navraceni populaci
do volné irody i @i sniZeni rizika penosu nemoci (Thanait al, 2013).

Ne vzdy lze pohlavi ptakurcit béznymi metodami, jako je n&pmorfometricka
analyza, japonska kloakalni metoda, autosexing.apoohoto divodu se v dnesni déb
pohlavi ptdk negastji urc¢uje analyzou DNA, pomoci metody PCR. Touto metodou
lze vySetit mlad’ata hned po vylihnuti i doslé jedince. Popiséthto metod na deni

pohlavi ptak je prednmétem moji bakal&ske prace.



2 CILPRACE

Cilem této prace bylo prostudovat recentni tuzemskaahrarini literaturu a popsat
metody uéeni pohlavi u ptak zejména pomoci molekula@rrbiologickych metod
analyz DNA.

Dil¢i cile:
» Popis problematiky determinace pohlavi u jgtak
» Charakterizace podstat tradich i molekulars biologickych metod detekce po-

hlavi, uvedeni pkladi a metodik uteni pohlavi.
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3 LITERARNI P REHLED

3.1 Zoologicka charakteristika ptaki

Odbornici se domnivaji, Ze v s@snosti niZze Zit na Zemi vice nez deset milion
Zivogisnych druli. Védci zatim identifikovali vice neZ jeden milion dfuhZivé
organismy se rozduji do psti tiSi: bakterie, protista, rostliny, houby, Zéchove.
Obratlovci tvdi pouze 2,6 %, z toho ptaci 19 %. (Uhlenbroeko @92

Fife: Y kmen: " podkmen: = tiida;

= Zivofichové + strunatci 1 = obratlovei * ptaci
(animalia) (chordata) (vertebrata) (aves)

Obr 1:Zoologické z#azeni ptak; Zpracovano dle Uhlenbroekova (2009)

Ptaci tvai taxonomicky samostatnodidu —Aves NyrgjSi klasifikace rozliSuje 27
ptatich fadi, do nichZ je z@mzeno 8948 druh (Cerny, 2005), podle tznych
morfologickych, genetickych a behavioralnich zinakezi anatomické znaky pat
stavba panevnich koetin, WtSina ptak ma étyti prsty, z nichz it smeiuji kupredu
a jeden dozadu (anizodaktylni noha). Ekterych je smitovani prsi jiné (vSechny
dopredu, vratiprst) nebo je ptstmére (dva u pStrosa dvouprstého). Njgi metody
studia DNA pomohly objasnit skteré gibuzenské vztahy, ¢bs dokonce vedly
ke zneénam dosavadniho systému (obja¥bpznosti kondar s¢apy) (Uhlenbroekova,
2009).

Ptaci vznikli asi ped 150 miliony lety (pozdni obdobi jury). Za jejipfedchidce je
povaZzovan ptaldrcheopteryrithographica,ktery nmel pleziomorfni(plazi) iapomorfni
(ptaci) znaky. Mezi plazi znaky patmimo jiné dlouhy ocas,ifiomnost zub, ti prsty
s drapy na koncichiidel. Mezi pt&i znaky seradi opéené &lo, klicni kosti spojené
v pevnou vidlici furcula) apod. Cerny, 2005; Veselovsky, 2001).

Ptéci jako jedini maji Féa wtSina druli 1éta. Jsou to teplokrevni Zigichové,
jejich srdce je roz#leno na ¢&tyfi casti, maji vysokou Urowe metabolismu, jsou
dvounozi (bipedni), hrudni koetiny jsou pemenény v kiidla. VSichni maji zobaky,
jsou vejcorodi, vyrazhje rozvinuta pé& o potomstvo. Ptaci jsouegme nejrozstertjsi

skupinou obratlovit (Smrz, Horéek & Svatora 2004). Najdeme je na celéngtsv
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krom¢ extrémrié chladnych oblasti, ty vSak mohotefetovat (Uhlenbroekova, 2009).

Porovnani morfologie a fyziologie ptéak savé je uvedeno v tabulc&ifohy 1.

3.2 Pohlavni soustava ptak

Pohlavni soustava ptékje od té sa¥i odliSna. Slouzi k rozmnozovani &lidse
na samii a samii. K oplozeni dochazi uviiittéla samice, ale embryonalni vyvoj
probihd mimodlo samice. Vzhledem k anatomii a fyziologii gitao €la je poteba, aby
jejich pohlavni organy byly co nejmensi a negiePIre rozvinuty jsou vzdy v obdobi
rozmnozovani, kdy je jejich¢innost zapdebi — podléhaji sezOnnim #mam
(Veselovsky, 2001). Ptaci nemaji vyvinuté zevnilpehi organy ani fidatné pohlavni
Zlazy Cerny, 2005).

3.2.1 Samxi pohlavni soustava

Pohlavni soustavu saf¢vori pohlavni zlazy a vyvodné cestganti pohlavni zlazy
(gonady predstavuji varlata, vyvodné cesty tvaadvarlata a chamovody. Parova
varlata jsou na rozdil od savaivnit: télni dutiny, za¥Sena pod patev misg jejich
embryonélniho zakladu, kaudalnim koncem se dotyk#égdniho oddilu ledvin.
Ke sénam €Ini dutiny jsou upewtna pomoci vazivanfesorchiugy kterym vedou
nervy a cévy. Levé varle byva zpravil&t$ nez pravé. Diky cirkulaci vzduchu
ve vzdusnych vacich a poklestiesné teploty v noci jsou varlata ochlazovanacleji
vnitini teplota se snizi 0 3—4 °C opratfiesné,cimz jsou zajig&ny optimélni podminky
pro spermiogenezi. Varlata maji fazolovity, &igj nebo ovalny tvar. U mladych
kohouti a krocafi byva na jejich povrchu pigmentace. V obdobi rozhavani se
ZVeétSuji, meni se i jejich barva ze Zluté &erné na bilou. Ndjklad u kohouta mfi
varle v obdobi klidu 3x1,5 cm a v obdobi pohlavkiivity 4-6x3 cm. Varlata jsou
kryta pol¥iSnici (ser6za a tunicou albugineou ktera na rozdil od satrcnerozdéluje
parenchym varlete. Ten je u ptakelistvy a je tvéen semenotvornymi kanalky, které
se @ nadvarletnim okraji narovnavaji ¥imé kanalky. Kanalky jsou vystlany
zarodénym epitelem tvienym zarodénymi a podfrnymi buikami. V Sertoliho
bunkach varlete se t¥dosangi pohlavni buiky (gamety — spermie s haploidnim gem
chromozond. V Leydigovych buikach (intersticialni endokrinni, vmazae), které se
nachazeji v intersticialnim vazivu spojujicim kayalje produkovan saén pohlavni

hormon — testosteroérny, 2005; Veselovsky, 2001).
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Nadvarlata jsou u pték sla® vyvinuta, iklddaji se k povrchu varlat
na dorzomedialnimnadvarletnim) okraji. U dogfgho kohouta jsou jen 3 mm silnd.
NerozliSuje se na nich hlava&]d a ocas jako u saucale jen kranialni a kaudalni pol.
Z nadvarlat vedou sogbre s ma@ovody tenké parové chamovody, které Ustudmdea
kloaky a slouziasté&ne jako rezervoar spermiii&d vstupem do kloaky je v kkach
chamovod az o 4 °C niZSi teplota nez v kloace. Nizka teplatySuje odolnost
a pohyblivost spermii, proto se zde shrodg# spermie ped kopulaci.

Kopulani organ ptak se oznauje jako phallus je uloZeny v kloace na spodin
proktodea Muze byt nevysunutelnyphallus u kohouta, krocana) nebo vysunutelny
(u katera a housera). Na rozdil od savge jeho funkce pouze reprodir.
Nevysunutelnyphallus tvoii nizky lateralni a medialni falicky hrbolek. Tytowbolky
jsou schopné uiteho stups erekce,po jejich stranach vedou lymfatickéasy, kudy
pasivreé protéka sperma.iPkopulaci dochazi kifblizeni kloak a vychlipeni proktodea.
Na rozdil od savc je u ptak pccet ejakulaci mimiadre vysoky. Pro oplozeni celé
sniSky vajec je zapoebi kolem dvanacti kopulaci, n@édad kohout se pojima
50-60x% za derVyvinuty kopulani organ SedoZluté barvy maji pouze vrubozobidka
8 cm pi erekci), pStrosi (40 cm), emuové, nanduové, kaski&ioveé, tinamy, hokoviti,
snovd&i rodu Bubalornis (15 mm). Na tomto typuyohallu se rozliSuje jeho baze
a vysunovatelnacast. Erekce je umogna naplgnim topdivého €lesa lymfou.
Na povrchuphallu se nachazejiasy, které se po jeho vysunutie@ kopulaci formuji
ve spirdlovi¢ statenou semennou brazdu. Ta g€ grekci uzave a vytvdi kandlek,
kudy @i ejakulaci pasivé protékd sperma. Samice maji nepatrny nazpiallu, jeho
velikostni a tvarové odliSnosti se vyuZivaji k idehi pohlavi u jednodennich fat
(japonska kloakalni metodajérny, 2005; Marvaet al, 2003; Veselovsky, 2001).

Ptai spermie jsou dvakrat delSi nez u sgawcpraméru méii 50-120um (u kohouta
v praméru 90um, krocana 8mum, housera 6j@m). Jejich beik je delSi neZz saich
spermii (80—-9Qum). Hlavicka spermiekryta akrozomenma u \étSiny druhii ¢lunkovity
tvar, u gvcu spiralovity. U ptak chybi gidatné pohlavni Zlazyroto je jejich ejakulat
tvoren evazri spermiemi. Jeden ejakulat obsahuje 1-3,5 milissggrmii. Ptai
spermie maji vysokou Zivotaschopnost. Ve vejcovodu samizi lenezi @lohou
a vaginou uterovaginalni &a, kde se nachazi specialni hluboké tubuly tzv. depo
spermii, misto, ve kterém se zadrzuji spermie. Oikyu miZe samice izolovana
od samce uitou dobu snaSet oplozena vejce (kur 7-14 dniitakr30-73 dni
po kopulaci). Cerny, 2005; Veselovsky, 2001)
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3.2.2 Samkii pohlavni soustava

U samic ptak je vyvinut pouze levostranny vé@k a vejcovod. Embryonainse
zakladaji na obou stranach, ale uz adtého dne dochazi k asymetrické distribuci
primordialnich zarodsych burk. U kura se vyvoj pravostrannych organkortuje
sedmy den inkubace.¢kidy, zejména u dravica kiviti, se objevuji pravostranné organy
bud jako rudimenty nebo normainvyvinuté, ale vzdy bez funkceCérny, 2005;
Marvanet al, 2003).

Saméi pohlavni Zldzagonadg — vaje&nik, ma hroznovity tvar, je z&sen u stropu
téIni dutiny na kratkémmesovariuu predniho oddilu levé ledviny. Tybse v @m
samti pohlavni biiky (gamety — vajicka a pohlavni hormony estrogeny.kiepelky
vazi vajénik v dol# mimo snasku v @iméru 15 mg, v obdobi pohlavni aktivity dochazi
k jeho z¥tSeni, kdy jeho hmotnost vzroste az na 6500 mgrdhgwokryva epitel, pod
nim se nachazi vazivova vrstianica albuginea Na kife vaj€niku visi desitky
folikult s oocyty. Denovou vrstvu tvéi hladkosvalové hitky, vazivo s cévami, nervy.
Patet oogonii je u deviti denniho iaie 28 000, u sedmnacti dennihddte 680 000
a @i vylihnuti 480 000 — oogeneze je jiz ukena. V dosgosti je cca 2000 viditelnych
oocytl, z nichz dozraje a ovuluje 250-500 odcyfolikuly vajeiniku postupi
dozravaji a jsou protoizné velikosti. U kura se zde nachéiii az Sest velkych F
folikuli o piméru 20—40 mm, naplmych Zloutkem, déle vetSi pet malych Zlutych
folikult o priméru 6-12 mm &ada malych bilych folikui o velikosti més nez 6 mm.
Pt ovulaci dochazi k prasknuti folikulu v mistvanémstigma— Uzky pruh uprosed
folikulu s terti stnou, bez cév. Oocyt je zachycen nalevkou vejcovéde, dochazi
ke druhému zracimweteni a tim k redukci chromozama haploidni pé&et. Po ovulaci
zustava na vajmiku poovulani folikul. U kura dochazi dhem Sesti az deseti dni
k apopt6ze poovutaiho folikulu Cerny, 2005; Veselovsky, 2001).

U samii pohlavni soustavy t¥d vyvodnou cestu vejcovod, ktery je z&en
na dvojitém seréznim vazu. Fumk je pouze levy vejcovod, whoz probiha rychly
rozvoj od Sestnactého tydne, tj. jeden az dva tyaieg pohlavni dosfosti samice.
V dobke snasky je jiz plé funkéni — dlouha, tlustoshna trubice, sloZzenadetné kliky,
ustici dourodea kloaky, u kura je dlouhy 60-80 cm, u husy 1 mojedEna je asi
0,5 cm tlusta a vyplje podstatnouast levé polovinydni dutiny. V obdobi Klidu je
u slepice 15 cm dlouhy a vazi 5 g (v obdobi snégkyg). Stény vejcovodu tvei
sliznice, hladka kruhowtuspdadana svalova vrstva zajigici posun vejce i transport
spermii a ser6za. Vejcovod se skladatz gasti: nalevkaigfundibulun), bilkotvorna
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¢ast magnun), krcek (sthmu3, déloha @terug, pochva yaging. Kraniélni ¢ést
vejcovodu se roz8ije v nalevku, jejifasre se z ventralni stranyigladaji k vaj&niku,
se kterym neni pe¥nspojena. Po ovulaci zachycuje ¢&p a miZze zde dojit
k oplozeni. Oplozené vajo prochazicastmi pohlavniho Ustroji samice a posiuge
z gj stava vejce. Zarowevznikaji prvni stadia vyvoje zarodku. Po snesegjte je
dalsi vyvoj zarodku zastaven, dokud nenastanou néddplotni podminky(erny,
2005; Marvaret al, 2003; Veselovsky, 2001).

Kloaka je konény vyvod soustavy travici, ndove, pohlavni. Je to nalevkovita
dutina korici zevnim otvorem. U kura je 2,5 cm dlouhd a 2-éyb Siroka. Lze ji
roz&lit na i ne [ilis zretelnécasti, od sebe odtené sliznénimi rasami,koprodeum,
urodeum a proktodeum. Koprodeyenrozstenacast konéniku, kde se shromdiije
trus, kaudala od rgj, za sliznéni fasou, se nachazirodeum na jehoz strap Usti
parové moovody, ventrald pak vejcovod (u sandicchamovody). Koncovéast kloaky
se nazyv@roktodeum- navenek se otevira kloakalnim otvorem sgaem, (je zde
uloZen sarti kopula&ni organ), u mladych ptékusti na strop proktodea kloakalni
burza, u dosflych po ni Zistava pouze vazivovy pruhCérny, 2005; Marvaret al,
2003)

3.3 Neurohumoralni regulace u ptaka

Pohlavni Ustroji vznikd u obou pohlavi ze stejnéd&ladu — pohlavnich list. #P
negitomnosti specifickych pohlavnich hormomebo signd (estrogen u ptal se
u jedince vyviji homogametni pohlavi — u pté&Z (samec) (Giesgt al, 2003).

Obdobi vhodné k rozmnozovani a nasledni# p@otomstvo utuji faktory vrgjsiho
prostedi, které ovliviuji hladiny hormonf v tele. Podity z vrejSiho prostedi jsou
prijimany smyslovymi organy, zpracovany v mozkovérek ktera je dale ipdava
do hypotalamuHypotalamus vytv specifické uvaiovaci hormony (RF — releasing
faktors), kteréfidi cely systém hormonalni regulace. Pohlavni fenje tedytizena
neurohumoralé& Jednotlivé nervové a humoralni slozky na sebangva vzajemése
ovliviji (Cerny, 2005; Sipek, 2014; Veselovsky, 2001).

Hypotalamus ovlisiuje produkci hormoly, je spojen se Zlazou s mt sekreci —
hypofyzou a fidi tak jeji sekretorickou ¢innost. Adenohypofyza produkuje
pod kontrolou hypotalamickych hormibr- statiri a liberini, hormony, které {sobi

na cilové biiky a ovliviiuji tim sekreci hormain v jinych organech. Mezi hormony
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adenohypofyzy podilejici s¢ipym i negimym zpisobem na funkci pohlavni soustavy
patfi:
» adrenokortikotropni hormon (ACTH) — oviiuje ¢innost Kiry nadledvin
» tyreotropni hormon (TSH) #di ¢innost Stitné Zlazy
o folikuly stimulujici hormon (FSH) — podporuje tvarbsangich pohlavnich
burgk, spermatogenezi, u samiést a vyvoj folikuli, produkci estrogen
ve vajeniku
* luteinizatni hormon (LH) — fsobi na Leydigovy hiky varlete a tim stimuluje
tvorbu testosteronu, s FSH rgménuje ve sEné vajeniku testosteron
na estrogen, dava patrk tvorke progesteronu, podiiuije ovulaci
e somatotropin (GH, STH) -ustovy hormon, ovlisiuje rst organismu
a odbouravani tuku
» prolaktin (PRL) — vliv na produkci syrovité hmotye woleti holuld, tekutin
u plamaaka, tuenaka, kterou krmi sva miiata, tlumicinnost pohlavnich zlaz
a tim i tvorbu pohlavnich horméanvyvolava rodtovské chovani.
V neurohypofyze se vytvvazotocin (ADH) a mezotocin (MS). Tyto dva hormon
zpasobuji @ snaseni vajec stahy svaloviny vejcovodiery, 2005; Sipek, 2014;
Veselovsky, 2001).
Pohlavni hormony se tvioptimo v pohlavnich Zlazach — u saimge varlatech,
u samic ve vajnich; casténé také v Kire nadledvin. Jedné se o steroidni hormony.
Jejich produkce je ovlitovana sezénnostRidi vyvoj a funkci pohlavnich orgén
vznik sekundéarnich pohlavnich zrakiormovani pohlavniho pudu a tim i pohlavni
chovani, ovliwiuji stavbu ptéich hnizd. Ze sadich pohlavnich horman— androged,
zpiasobuje zminu barvy zobaku, nazin na htaa krku, u samc i agresivni chovani
spojené s obranou teritoria a witd. Také vyrazé zlepSuje schopnostél se. Mezi
samti pohlavni hormony pé&t estrogeny (estradiol, estron, estriol) a gestagen
(progesteron). Na satipohlavni chovani maji vliv estrogeny, ale ke projevi az
vlivem progesteronu (Sipek, 2014; Veselovsky, 2001)
Hormon prostaglandin vznika z mastnych kyselin, adal hladkou svalovinu
vejcovodu, usnadije transport vajec pohlavnim aparatem samice &esihavajec
(Veselovsky, 2001).
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3.4 Genom ptaki

Genom je uplny soubor genetické informace, jednd selkovou sekvenci nukleovych
kyselin (DNA, gipadre RNA) v €Inich buikach organismu. U eukaryotickéiiiy je
nejwetsi ¢ast genomu uloZzena v jejim j&d- soubor genv chromozomech, tzv. jaderny
genom. Mitochondrialni (v mitochondriichjipadre plastidovy (v plastidech) genom je
ozna&ovany jako mimojaderny. Molekula DNA t#e byt kruZnicova (prokaryota,
DNA-viry, extrachromozomalni — plazmidovda, chloroplastomitochondridlni) nebo
linearni (eukaryota, DNAviry) (Flegr, 2009; Smarda, 2003; Smagtal, 2005).

Ptaci jsou hoja vyuzivani jako model pro zkoumani vyvojovych a lekickych
otdzek. Do roku 2010 byly igtteny celé genomy pouzei tptatich druhi: kura
bankivského, zefky pestré a krocana. V prosinci roku 2014 byly guddany zaéry
¢tyii roky trvajiciho mnohamilionového vyzkumného pramgiu Avian Phylogenomics
Project jehoz vysledkem j&tyficet pit now osekvenovanych kompletnich gieh
genonti (Radevic, 2014). Ve velkém dgiitku byly provedeny fylogenetické analyzy,
byly proSeteny pt&i rodokmeny, evoluce jejich genomu a pohlavnichootozomi,
molekularni zaklad letu, ztrata 2zub hlasové weni a ohroZeni ptaciAvian
Phylogenomic®rojectsi klade za cil osekvenovat 10 000¢th genoni, ¢ehoz by se
meélo dosahnout ¢kdy po roce 2020 (Radevic, 2014).

—
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Obr 2: Karyotyp kura bankivského (Gallus gallus)yelRzato z Germonline.org
(2015)

3.5 Pohlavni chromozomy ptaka

Chromozomy jsou komplexni strukturou viadouiky. Skladaji se z DNA (s jejimi
geny) a z proteiin (prevazrie histoni), RNA, polysacharid. Molekula DNA obtéi
shluk histonovych jader. Kazdé jadro se skladana awolekul zasaditého proteinu
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histonu, tento komplex se nazyva nukleozom a jéadak jednotkou chromatinového
vlakna neboli nukleohistonu, ktery vyiplie chromatidu. Chromatida je sloZena
Zramene p a g, ktera jsou od sebectmith centromerou (zasSkrceni), ta se nachazi
v misg primarniho zuzeni. Na komponenty centromery (kidebra) se upinaji
mikrotubuly cliciho weténka. V metafazi mitotického bittmého dleni se
chromatinové vlakno spiralizuje, stasreé se transkribuje a tim se chromozomy stavaji
pozorovatelnymi optickym mikroskopem, metafazni ochozom ma d¥ viditelné
chromatidy s centromerou. V interfazi jsou chronmmyaozvinuty a jejich viditelnost
se ztraci. Nukleozomy navazuji na sebe ditlieterochromatin. V ostatni@stech se
sttidaji nukleozomy s rozvinutymi vilakny, tytdasti jsou tvéeny euchromatinem
(Marvanet al, 2003, Smarda, 2003).

Chromozomy Ize rozdit na somatické (autozomyglhi) a pohlavni chromozomy
(gonozomy, heterochromozomy). Pohlavni chromozomiyju pohlavi jedince, jsou
dva, u ptdk ozna@&ované jako chromozom Z a chromozom W (Manenral, 2003,
Smarda, 2003). Pohlavni iy jsou haploidni, p meidze (reduknim dleni) dochéazi
k redukci p@&tu chromozomorin ze dvou na jederK diploidizaci dojde splynutim dvou
pohlavnich bu#k (amfimixie), wtSinou od dvou fiznych jediné v populaci (Flegr,
2009).

Ptaci z#iazovani do naddu letci Neognathagmaji odliSné pohlavni chromozomy.
Samti W chromozomy jsou mensi nez samZ chromozomy, jsou vysoce
heterochromatizované a replikujici se pgzdGenomia, 2015)Chromozomy Z maji
podobnou velikost a jsou na rozdil od chromo#ioW geneticky bohatSi i &sSi.
Chromozom Z pedstavuje 7-10 % haploidniho genomu (chromozom W rjeo
kolem 1,5 %). Je do ztwaé miry heterochromaticky, pazdeplikovan a ma ¢kolik
opravdovych gein (Smith & Sinclair, 2004)W chromozom se liSi svoji velikosti
u raiznych ptaich druhi. Ptaci nathdu @Zci (Paleognathae, Ratitaemaji zachované
nejprimitivngjSi formy ptaich pohlavnich chromozainZ a W, které jsou homomorfni
(morfologicky nerozliSené), euchromatické a cytatey nerozeznatelné. Tyto dva
nadady — letci a Bzci, se evoliné odctlily pifed 120 miliony lety. U tinam
(Tinamiforme} které jsou fylogenetickyazeny k BZcim, se polovina az avtietiny
chromozomu W sklada z heterochromatinu. Z tohoiwodu jsou jejich pohlavni
chromozomy W povazovany za mezistiipenezi heterochromatizovanymi W
chromozomy Bzci a chromatizovanymi W chromozomy létc Coz dokladaji

i cytogenetické studie na Urovni meiotického parowdromozon (Genomia, 2015).
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Nicmérg, u wtSiny pta&ich druhi je chromozom W menSi nez Z chromozom a nese
jen rekolik genmi (u kurete ¢tyfi). Geny jsou umishy linear za sebou v @itém
poradi a tim vytvéeji tzv. chromozomovou mapu. Chromozomova mapazzge geny
do konkrétnich prouzk na ramenech chromozém(Marvan et al, 2003, Smarda,
2003). N¢kolik gent bylo zjis€no na chromozomu W na malé euchromatické oblasti
v blizkosti Sptky kratkého ramene. Nejménii z nich ATP5A ICHS a ASW maji
homologii na Z chromozomu. &5ina ged na kdecim Z chromozomu ma své
homology na lidskych chromozomech 5, 8, 9, 18. iNagen DMRTL je @itomen
na kurecim Z a také na lidském 9. chromozomu. (Smith &ckir, 2004)

3.5.1 Vyvoj ptacich pohlavnich chromozona

U ptaki se uplaiuje mechanismus chromozomalnihoctawani pohlavi (CSD) se
santimi nebo sandimi heterogametami. CSD (Chromosomal Sex Deterioimplze
nalézt mezi fylogeneticky rozdilnymi taxony, jalsoy plostnci, hlistice, hmyz, korysi,
obojzivelnici, plazi, ptaci a savci, ale nemusi byatré jedinym mechanismem
k dispozici v pislusném taxonu (Fridolfssoet al, 1998). Pes rozdily ve velikosti
a v genovém obsahu mezi heteromorfnimi pohlavnimmormozomy, existuje ikaz

o tom, Ze se vyvinuly z autozomalniho paru. Ohnbyaotéza pedpovida, ze W
chromozom a vSechny geny n&m se vyvinul z chromozomu Z postupnou degradaci
nerekombinovatelné pohla¥specifické oblasti &hem poslednich 200-300 milibtet.
Tato hypotéza také bere v Gvalizmé stups ZW homologie uiznych pté&ich skupin.
To naznauje, Ze geny podilejici se naani pohlavi ziskaly jejich pohla¥rspecifické
role docela nedavno v evoluci. Z chromozom si udgigrodni velikost a genovy
obsah, ale W chromozom émpostupg degenerovat (Graves & Shetty, 200%Y.
chromozom je mnohem menSi neZ chromozom Z a ukadalfd typické fiznaky
degenerovaného pohlavniho chromozomu, tj. s nizédjgahem genu, ktery je bohaty
na heterochromatickou, repetitivni DNA satelitnitypu (Fridolfssonet al, 1998).
Srovnavaci mapovani podporuje tuto hypotézu a y&aze k diferenciaci pohlavnich
chromozoni doslo nezavisle, alespal savé a ptaki.

Nezavisly vyvoj XY a ZW pohlavnich chromozdmz miznych autozomalnich pér
musi byt zahajen také rozdilnymi geny stanovujicipohlavi. RestoZze vychozi
autozomalni par byl jiny, stejntak alela utujici pohlavi, proces evoluce pohlavnich
chromozond u savé a ptéki byl zcela rovnotzny. Chromozomalni evotai teorie
predpoklada, Ze pohlavni chromozomy vznikly nasledoyi zpisobem: vznik genu
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uréujiciho pohlavi na autozomalnim paru (ziskéni alktgraridi krok v diferenciaci
gonéad), nahromadni sexualy antagonistickych génkolem genu utujiciho pohlavi,
potlaieni rekombinace v okoli genu cuficiho pohlavi, postupna divergence
a degenerace nerekombinovatetaéti neparového pohlavniho chromozomu (Reifova,
2013).

Ptaii chromozom Z a s&V X nesdileji zadné geny. RfaW chromozom je
pozistatek chromozomu Z a sdavchromozom Y poizstatek X chromozomu. Malé
heterochromatické chromozomy W a Y nemaji k ésatavzajem Zzadny vztah.
Nepitomnost homologie mezi s&im chromozomem X a ptam chromozomem Z tedy
znamena, ze XX:XY a ZW:ZZ systémy se vyvinuly naghky na sob z riznych

autozomalnich parjiz u primitivnich plaz (Graves & Shetty, 2001).

3.6 Geny determinujici pohlavi u ptaki

V pribéhu embryonalniho vyvoje je rozhodnuto o pohlavnémotypu daného jedince.
Pohlavni diferenciacgonad reguluji genetické a hormonalni cegthue & Smith,
2011). Hlavnim genem ¢&uwjici pohlavi ptdk je gen DMRTL (Doublesex and
Mab3-related transcription factat). Nazev tohoto genu je odvozen od jekibyznosti
se d¥ma pohlavi uwujicimi geny bezobratlych Brosophila doublesea haratkaGen
Mab gen.DMRTL se nachazi na chromozomu Z, nema zadny homolagmaiozomu
W. Tento gen je @ezity pri vyvoji varlat. U samt (ZZ) je expresdMRTL vysSi nez
u samic (ZW). SniZzeni exprese geDMRTL u samé zpisobi casténé grevraceni
pohlavi a vyvoj sandiho fenotypu. Tento gen je vyjgah zejména wonadkurecich
embryi (Reifovd, 2013; Graves & Shetty, 2001).

DalSimi geny podilejicimi se na determinaci pohlayptaki jsouFOXL2 (Forkhead
box gen L2) aRSPA/MWNT4 (R-spondin 1/Winglestype MMTV integration site
family, member 4). Tyto geny se podileji na dif@iani saméich pohlavnich Zlaz —
vajetnicich (Chue & Smith, 2011). GdrOXL2 je také vyjatken ugonad kurecich
embryi, pozdji jen u samiich (Smith & Sinclair, 2004). GerSOX (SOX) je
rozhodujici v weni pohlavi u vSech obratlovoGraves & Shetty, 2001)5enova

exprese p gonadalni diferenciaci pohlavi uiaciho embrya je znazamma v iloze 2.
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Obr 3:Gen DMRT je lokalizovan na kratkém (p) rameni 9. chromozarayozici
24.3; Pevzato z Ghr.nlm.nih.gov (2015)
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3.7 GenCHD1

Gen CHD1 (chromodomain helicase DNA binding proteip (Birdgenenames.org,
2012) kbéduje protein, ktery reguluje aktivaci tratigce na Urovni chromatinu. Nachazi
se u obou pohlavnich chromozom tén#i vSech ptaich druhi. Vyjimku tvori nadad
béZci, ktai maji nerozliSitelné pohlavni chromozomy. #t@HD1 geny paf do rodiny
geni sloZzenych ze sekvenci pro chromatinové igg@ni (chromo doména — C),
helikdzovovou doménu (H), souvisi s rodinou pratedNF2, a DNA vazebnou doménu
(D), proto zkratkaCHD (Fridolfsson & Ellegren, 2000; Vucicevet al, 2012).

V roce 1995 molekularni metody pro identifikaci h u ptaki zasadw ovlivnilo
objeveni prvniho genu umésieho na chromozomu W. Tento objesinili Griffiths
a Tiwari, kdyZ se pokouSeli &it pohlavi u posledniho vo#nzijiciho jedince druhu ara
Spixav (Cyanopsitta spix)i (Dubiec & ZagalskaNeubauer, 2006). V roce 1996 tymy
Ellegrena a Griffithse nezavisle na sdjistili, Ze se jedna €HD1 gen. Podle umi&hi
se oznauje jakoCHD1-W gen. Brzy objevili kopii tohoto genu také na Zamozomu,
ozna&ovanou jakaCHD1-Z gen. Dosud neni znamo, zdagt@HD1-Z aCHD1-W jsou
funkéné diferencované (Fridolfsson & Ellegren, 2000). Olany jsou vysoce
konzervativni a to jak s ohledem 1@HD1 geny u jinych organisin tak k sob
navzajem. Nedostatek rekombinace mezi Z a W koptehoto genu nazgiaje, Ze se
nachazi mimo pseudoautozomalni oblast (Dubiec & aBkgNeubauer, 2006).
CHD1-Z a CHD1-W geny se vyvinuly nezavisle na sobbez znamek vysmy
genetické informace (n&pprostednictvim rekombinace) mezi Za W chromozomy
(Fridolfsson & Ellegren, 2000).

CHD geny se fimo nepodili na vyvoji a diferenciaci pohlavi u kita Obsahuji
nejmért dva introny, které se nachazeji mezi pomalu vyiciimi se kodujicimi
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fragmenty, které se liSi v délce u Z a W chromogpproto je Ize vyuZit k identifikaci
pohlavi. (Dubiec & Zagalskhleubauer, 2006)

8% i o"ﬁ CHD-W
. ,.-|._""-
W Z Z Z T
‘ >< CHD-Z
; CHD-W

l ;ﬁ’ ’”{ ’: = 464 T
' I = .
Q S CHD-Z

Obr 4:CHD-Z a CHDW geny, délky PCR produkiu kolpika malého (Platalea
minor); Prevzato z Cheng et g2005)

3.8 Ur¢ovani pohlavi u ptaka
U ptaki je pohlavi uteno geneticky, podle pohlavnich chromozofohlavni Zlazy se
v embryonalnim stadiu zakladaji ze tejného zakladpohlavnich list, poté nastane
jejich diferenciace a vyvinou se z nich u séamarlata nebo vajmiky u samic. Vyvoj
sexualniho fenotypu je regulovan genetickymi a hworainimi cestami (Chue & Smith,
2011).
Ptaci jsou gonochoristé, zigichové s oddlenym pohlavim. Eesto je problematické
u vice nez poloviny ptach druhi rozliSit jedince sakiho pohlavi od samiiho. Ne
u vSech je vyrazny pohlavni dimorfismus, kterymdeypohlavi mezi sebou na prvni
pohled liSila, nap ve zbarveni nebo velikostéla. Podle chovani a zvuku, ktery
vydavaji lze pohlavi éit az v pozdjSim wku. Mladata ptak maji velmi podobné
fenotypové znaky (pohlavni monomorfismus), nelzech spolehli¢ rozliSit pohlavi.
Stanoveni pohlavi jetteZité pro sestaveni chovnych fasnizeni rizika fenosu
nemoci, chov a ochranu ohroZzenych drybrodukci brojlet i nosnych plemen slepic.
Identifikace pohlavi je taktézutezitAd pro veterinarni, zdravotni i ekologickédy.
Je uzitgna @ prosazovani legislativy afeSeni spdr o otcovstvi (Dubiec
& ZagalskaNeubauer, 2006).
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U ptdka (mnoha drufh hmyzu, ¥etné motyli a brouk) se mohou vyskytovat
jedinci tva‘eni mozaikou buwk se sariim i saméim genotypem nebo fenotypem, tzv.
gynandromorphové. Safnzlaza se nachazi v pravésti €la, saméi pak vlevo, prava
polovina ma saii zbarveni, leva saril Z toho vyplyva, Ze pohlavi je ¢gno z velké
miry na urovni jednotlivych butk. Oboupohlavni jedinci se rgjstji vyskytuji
u vlhovai rodu Icterus dlaski rodu Coccothraustes,vrabdi domacich (Passer
domesticus)Jesn&kt rodu Dendroica, postolky pestrgFalco sparverius).(Reifova,
2013; Veselovsky, 2001)

3.9 Tradiéni metody uréovani pohlavi ptaki

3.9.1 Morfometricka analyza

Morfologie je nauka o tvarech, morfometrie se za@bywienim tvat. Na zaklad
geometrickemorfometrické analyzy lze také diir pohlavi ptak. Metoda je zalozena
na matematickém popisu a modelovani, které umez pochopit vznik tvarovée
rozmanitosti. Posuzuje se zde hapélka zobaku,¢ta, kiidla, kthaku, hmotnost
vylihnutych ml&'at v hnizéd apod.(Neustupa, 2006). ¢ktefi dosgli ptaci mohou byt
sexovani podle morfometrickych analyz, pokud u néofistuje vztah mezi pohlavim
a velikosti ¢la nebo barvou e Presto je aplikace morfometrickych analyz slgait,
pokud se velikostéta a barva p@ méni mezi zempisnymi oblastmi (Thanoet al,
2013). Tyto udaje se ziskavaji tzv. biometrickyméienim. Poté se statisticky

vyhodnocuji. Metoda je vSak nejednozna a nepesna(Neustupa, 2006)

3.9.2 Laparotomie a laparoskopie
Ptaci nemaji vyvinuté zevni pohlavni organy, pddkrych by se dalo jednodusetiar
jejich pohlavi. Laparotomie a laparoskopie jsouutgické zakroky, P nichZ se oteke
téIni dutina, coz umoznifpmo vizudlré posoudit pohlavni Zlazy vy&etvaného jedince.
Operace se provaj v celkové anestezii.iPlaparotomii miZze bytiez veden v horni,
dolni ¢asti nebo podél Zeberniho oblouku.

Laparoskopie je endoskopické vy&eti €Ini dutiny. Laparoskop, spolu se zdrojem
swtla a kamerou, se zavedeéknlika otvory ges sénu €Ini v krajiné biicha do ¢la
vySefovaného jedince. Kamera je propojena s obrazovKaeto metoda trva kratSi

dobu nez laparotomie i doba zotaveni je poté krdigkarske.slovniky, 2008)
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3.9.3 Zavedeni sexaskopu

Vroce 1951 sestrojil Japonec Kzavaisfroj ozn@ovany jako sexaskop. Princip
rozliSovani pohlavi touto metodou s$jpea v zavedeni sexaskopu do kloakyramgm
optickém posouzeni pohlavnich Zlaz (vajg&ia nebo varlat) za pomoci o&lené
sklerené sondy a okularu. Tato metoda se ujolt u kidat. Jedndi se o kohoutka, jsou
sondou pozorovatelnd hladka, fazolovita, Zlutd4 atarl Pokud je vySEivanym
jedincem slegika, pak lze spét nepravidelny, vejity, Sedozluty, levy vajamik

s ¢lenénym povrchem. Je nutno pracovat co nejoggtrraby nedoSlo k porami
vySefovaného jedince. Je to vysocegna metoda, avSak rychlodtEni je zde nizka
(Ktiz & Lazar, 1970). VySéeni pohlavnich Zlaz u mi&t je obtizné vzhledem Kk jejich
malé velikosti ¢la. Také u dosflych ptaki mimo obdobi rozmnoZovani totxe byt
nesnadné, protoZze dochazi k reggesiad Tato metoda se moc nepouZziva. (Fridolfsson
& Ellegren, 2000)

3.9.4 Metody rozliSovani pohlavi u jednodenni diibeze

Pojem jednodenni t@lbeZz znamena tbez do std 48 h. V chovech produkujici
konzumni vejce jsou chovany pouze samice, samai fgeed po vylihnuti iazeni.
Cim drive se pohlavi od sebe atiidtim je to ekonomicky vyhodjsi.

3.9.4.1 Japonska kloakalni metoda, Masuiho

Jedna se o tovani pohlavi dle morfologickych rozdimezi samiimi a samtimi znaky
v kloace kuat, kmtat. Tato metoda vznikla v Japonsku zasluhou pradkij3ké
univerzity Dr. Masui a badatele Hashimoto. VyuZivak jiz ped reékolika sty lety
v Cing, Japonsku a Korejiipprodeji kurat na trzich. Do &né praxe fesla asi v roce
1930.

Princip sp@iva v odliSném utuv@ni ¢asti sliznice kloaky. Samci i samice maji
v kloace pohlavni wnélek. U samé@ se jedna o 1 mm velky rudimentanpiallus
Povrch celého Gtvaru je polokruhovity, kruhovit&laéina s ose vyzn&enou ryhou
v mist€ odstupu ze sliznice jeietelrt vymezena. $hy pohlavniho v§nélku jsou
kolmé. Samice teoreticky nemaji anglky, pravcEpodobré se vytvdeji pii manipulaci
s kloakou. Na stejném mésfjako se naléza samvycnélek Ize u samic nahmatat

vystouplou plochu s elipsovitou zékladnou. Celkbwgr je jazy¢kovity, dorzoventral#
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zploSely, prechod od sliznice neni vyrazny. Povrch je ochablej&re leskly nez
u samd, na horni ploSe svrasejsi.

U jednodennich miat vodni débeze Ize pohlavi rozliSit jednoduSeji nez
u ostatnich druln Rozdily jsou zdeietelrgjSi. Samci maji v kloace penis, u samic se
po rozeveni kloaky objevi Usti vejcovodu.

Vhodné je tuto metodu provést 3—12 h po vylihnid&alre do 24 h. NejlepSich
vysledki dosahuji sexatoz Japonska, ki€ maji zkuSenosti. Dokazi rozlisit tisic i vice
kurat za hodinu s népsnosti pouze dvou procentni. Jedna se o0 nejvyufiva
nejspolehli¥jSi metodu pro rozliSeni pohlavi jednodennichakuwe Slechtitelskych
a prarodiovskych chovech, hla¥nu ¢istokrevnych linii. Je to obtiji proveditelna,
subjektivni, drazSi metoda, kterou mohou pr@vgdn zkuSeni odbornici s citlivym
hmatem i zrakem. Hrozi zde riziko poéankuiete nebo jeho udusSenii pelkeém tlaku

na rgj. (Kiiz & Lazar, 1970)

Obr 6: Saméi kloaka; Prevzato z Kiz & Lazar (1970)
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3.9.4.2 Autosexing

Autosexingové metody jsou geneticky pod#émi@, vyuzZivaji get vazanych
na pohlavni chromozom Z. Tyto geny nesgéktaré exteriérové znaky. Samice ptj&
nositelem pohlavi, uplatje se zde gicnost Kizem(Broucek a kol., 2011)U kurat se
pak pohlavi rozliSuje hiimetodou zvanou colorsexing nebdipleovou metodou. Tyto
metody se uplauji na arovni rodiovskych chowu nosného typu slepic. Nevyzaduji

specializované odborniky ani nejsou obtizné naquexi.

3.9.4.3 Colorsexing

Colorsexing neboli barevny autosexing je metodazzia na élicnosti barevnosti
primarniho p& (prachového) (Braiek a kol., 2011). VyuzZiva se pro rozliSovani
pohlavi finalnich hybridl nosného typu snasejicidua vejce (Lohmann Brown, Hisex
Brown, Bovans Brown, Isa Brown,...). Zbarvenicwje recesivni alela vazana
na pohlavni chromozom Z.

V rodi¢ovskych chovech dbeZe kizi Slechtitelské firmy plemena slepic z&lem
vytvoieni uzitkovych hybrid. Kiizi nag. v matéské pozici rodajlendku bilou
s rodajlendkoucervenou v otcovské pozici. Rodajlendka bila ma heaomozomu
Z dominantni alelu sibfitosti ,,S*“, ktera je zodp@dna za bilé zbarveni. Rodajlendka
¢ervend ma na chromozomu Z recesivni alelu zlatgstj ktera zjsobuje ¢ervené
zbarveni p#. Vyprodukovani finalnictyiliniovi dvouplemenni hybridi nosného typu
jsoucervere zbarvené slepky a bili kohoutci.

Tuto metodu pro rozliSovani pohlavi na zakladdrvy jednodennich kat Ize vyuZit
i u dalSich plemen nosného typu jako jsouirnagasexka s¥#la, hempSirka, plymutka
Zihana. Plymutka Zihana ma Bar gen vazany na pohldwomozom Z. PouZiva se
v matdskeé pozici, v otcovské pak rodajlendi@vena. Slegky finalnich hybridi jsou
cerné, kohoutci jsouwerni s bilym Zihnutim na hlav To plati pro juvenilni pe,

v dosglosti budou kohoutci Zihani. Tento hybrid nosnéliput je ozndovan jako
Moravia BSL.V CR se rozliduje pohlavi jednodennichi&una zékladl barvy az

u 99 % hybrid nosného typu.

3.9.4.4 Pefickova metoda

Peickova metoda je zaloZzena na rozdilné rychlostirop@ni (Gstu letek) cerstw
vylihnutych kudat finalnich hybrid (Browek a kol., 2011). Jedna se o finalni hybridy
masného typu, finalni hybridy nosného typu snégejié vejce (nap Dekalb White)
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nebo po pehozeni pozic jejich rodi pri sestavovani rodovskych pai, kdy nejde
pouzit metodu colorsexing (Moravia Barred). ,,Khgaxisobujici zpomaleniastu péi

je vazany na pohlavni chromozom Z. U finalnich ijfoise pozoruji na spodni stean
roztazeného ikdla letky I. fadu a krovky. U slepek se letky vyvijeji rychleji nez
krovky a jsou delSi. U kohouiljsou letky steja dlouhé nebo kratSi nez primarni letky.
Pro tuto metodu je nutné vytkemi homozygotnich jedificz hlediska poZzadovaného
rastu pei. Pro takovy to plemenny material se provadkatik let cilena selekce.
Slecheni tchto linii je jak ¢asow, tak i finartné narané. Pe&ckova metoda
nepotebuje specialni znalosti nutné k jejimu proveddei.vysoce f@sna a rychla.
(Ktiz & Lazar, 1970)

a « krye{ pere
b = letky I.fddu

¢ = letky II,#ddu

Obr 7: Rust letek I.7adu a krycich per u autosexingovych/du— kohoui;,
Pirevzato z Kiz & Lazar (1970)

a = kryef pera
b = letky I, Fédu

e = letky IT,Fddu

Obr 8: Rist letek 1//adu a krycich per u autosexingovychidtu- slepiek; Prevzato
z Kriz & Lazar (1970)
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3.10 Genetické metody ukovani pohlavi ptaki

3.10.1 Chromozomalni uréovani pohlavi u ptaki

O pohlavi daného jedince je rozhodnuto spojenimudyamet a vznikem zygoty.
V chromozomové sadse vyskytuji dva pohlavni chromozomy. Pokud zygiisahuje
dva pohlavni chromozomy stejného typu, jedna sehdepi homogametické. Vifpad
odlisSnych tym téchto chromozorh se u jedince vyviji heterogametické pohlavi.
U homogametického pohlavi jsou produkovany gamefgdaim typem pohlavniho
chromozomu, u heterogametického pohlavi je pologamet jednoho typu a druha
druhého typu (Flegr, 2009). U gonochalige pongr vzniklych jediné sangiho
a samiiho pohlavi 1:1 v kazdé generaci. Tento poie idealni z hlediska udrZzovani
genotypové variability druhu, kteraduje jeho evolani moznosti (Smarda, 2003).

Existuji dva typy chromozomalnihoagni pohlavi:

1. typ Drosophila = savi: ndazev odvozen od octomilkypfosophila melanogastgr
homogametické pohlavi XX je sathi heterogametické XY sath Pati sem
savci, etre ¢loveka, wtSina fadi hmyzu, rgkteré druhy ryb, obojzivelnik
a plaz, dvoudomé rostlinyRadi se sem i plostice,cely, nskteré druhy
rovnokidlého hmyzu, jejichz heterogametické sanpohlavi je u&eno
gonozomovou konstituci XO, ztohotoawbdu se tvéi 50 % gamet bez
gonozomu (alosomu, Y), sa#hipohlavi je homogametické XXfigde se takto
uréoval 3. typ tzvProtenor.

2. typ Abraxas= ptai: nazev odvozen od @alky angreStovéAbraxasgrossulariatg,
samice jsou heterogametického pohlavi XY (ZW), jsositeli pohlavi, samci
homogametického pohlavi XX (ZzZ). Do tohoto typu isali ptaci, motyli,
n¢které druhy obojzivelnik a plazi, ryby, u rostlin se tento typ vyskytuje spise
vzacr, nag. u jahodniku (Flegr, 2009; Smarda, 2003).

U rekterych druli, nag. lumgikoviti (Braconida@, je pohlavi weno interakci

nékolika autozomalnich gén(Smarda, 2003).
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Obr 9:Chromozomalni ueni pohlavi — typ abraxas;Bvzato z Urban (2014)

Chromozomalni vyS&tni se vyvinulo v pibéhu ¢asu z cytogenetiky na molekularni
arovni. Identifikace pohlavi je zde zaloZena naditech v morfologii pohlavnich
chromozond zjisSttnych pod mikroskopem. Vy&eni morfologie pohlavnich
chromozonid vyZaduje stanoveni b&nych kultur a zastaveni mitotickéhcslehi
ve stadiu metafaze, kdy jsou chromozomy rdobiditelné a odéené. Na zaklas
prokazani fitomnostic¢i absence W chromozomiil jeho specifické sekvence lzecir
pohlavi neznamého jedince (Fridolfsson & Ellegr2@00). Tato metoda se pouZiva
pievazré u exotického ptactva. Ptaci maji v somatickychikach v piiméru osmdesat
chromozondi a znich je& mnoho mikrochromozoth Kvili vysokému pétu
chromozoni je tento zfisob utovani pohlavi u ptak témeéi nemozny. V praxi se
cytogenetickemolekularni metody determinace pohlavi u jptgko svoji finani
i pracovni nardtnost a nizSi spolehlivostébné nevyuzivaji (Kderova & Vodtka,
2009). V sodasné dob existuji jednodussi, legsi a &inngjsi techniky (Fridolfsson
& Ellegren, 2000).

3.10.2 Molekularn & biologické metody ugovani pohlavi u ptaki

Samice ptak jsou heterogametického pohlavi (ZW), samci homagakého (Z2) —
pro ukeni pohlavi je proto nutné zjistitféippmnost W chromozomu. Geny jsou
vynikajici markery pro identifikaci pohlavi, pro®Zsou vyrobeny z furikhi DNA,
a proto se vyvijeji velmi pomalu, jsou zachovany zmeatznymi taxony.
NejuniverzalgjSi marker pro uteni druhu pohlavi jegCHD1 gen ¢hromodomain
helicase DNA binding proteit) (Dubiec & ZagalskaNeubauer, 2006). Molekularni
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metody vyuZivaji rozdilnou délku intron@HD1 genu k rozliSeni pohlavi u ptak
SekvenceCHDL1 genu je peruSena intronem, ktery méznou délku jak LCHD1-W,
tak uCHD1-Z genu (Kuerova & Vodtka, 2009).

Pomoci metod molekularni diagnostiky Ize vyhledaeadily v sekvencich DNA,
identifikovat polymorfismy v celkové genomové, chmezomové nebo mitochondrialni
DNA i polymorfismy specifickych gaennebo jejich¢asti. Metody zaloZzené na analyze
DNA maji 100% typovatelnost — vSechny organismyabio§i DNA (Hawkes, 1998).
Molekularre biologické metody pro stanoveni pohlavi u ptgkou téndi 100%
spolehlivé. Jedna se o metody moderni, velmi éitliychlé a spolehlivé. Lze je
aplikovat u ¥tSiny pta&ich druli mimo zastupt pStrosovitych (Kderova & Vodtka,
2009). Jako nejvhodysi se jevi technika zalozena na amplifik&tiD1 genu, ktera je
piesna, jednoducha, relattvhevna a rychla a ma u ptakénmet univerzalni pouziti.
Zpracovani vzorku, &etns extrakce DNA, PCR a rozliSeni PCR produft gelu nize
trvat mért nez @t hodin. Ostatni déle popsané techniky Ize dogibjan tehdy, kdyz
tato technika nefunguje, protoZe jsou practEso nar@né a nakladné. Analyzy
na zaklad hybridizace DNA jsou fesné, ale relativhpomalé. V &chto metodach jsou
izolované markery vazané na chromozom ¢dsto nekodujici, rychle se vyvijejici
sekvence. Proto, markery identifikované u danyakhidjsou velmi Uzce pouzitelné,
obvykle omezeny na jeden nebékalik blizce gibuznych drufi. Proces identifikace
pohlavi mize byt zn&n¢ dlouhotrvajici, pokud se nevyuziji znamé markdeyto nutné
k prowieni genomické DNA i vyhledavani sekvence vazané k chromozomu W.
(Dubiec & ZagalskaNeubauer; 2006; Fridolfsson & Ellegren, 2000)

3.10.2.1lzolace DNA

Pfi stanoveni pohlavi molekulambiologickymi metodami je zapi@bi DNA. Ptai
DNA Ize ziskat z krve, ze Zivych pirek s pulpamipadskdape&nych membran
(s pupéni surou (krvava Zilka)) nebo z uhynulych jedindGenomia, 2015)Pro
spravné vysledky je nezbytné, aby vzorky byly kvila hlavié nekontaminované t
kami jiného jedince nebo krvi oéitatele (Kierova & Vodtka, 2009). Nejvhod$)Sim
biologickym materidlem, ze kterého Ize izolovat¢ptBNA je krev, respektive jadra
cervenych krvinek, ktera jsou zdrojem jaderné DNAst&i pouha kapka krve odebra-
nd z Zilykidla nebo nohy (v zavislosti na pim druhu a wku)
do antikoagul&niho roztoku. DalSi mozZnosti je, Ze se krev necladgclmout
na specialnim filtrénim papiru, ktery je napu$t snmesi chemickych latek lyzujicich
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buiky, brani fistu bakterii a chrdni DNA nebo také Ize pouZit vatotyinku (Dubiec
& ZagalskaNeubauer, 2006).

Vhodnym materidlem pro izolaci DNA jsou také Zivaka s pulpami. Zévodu
nizsiho obsahu DNA se odebira dle velikostaZ deset zivych pirek z pokiélla nebo
hrudniku, cca jednu hodinu zaschlych na vzduchachtwvé pd nema pulpy, proto se
neodebird (Kterovd & Vodtka, 2009). DNA se extrahuje z hiknz bazalni Sgky
brku nebo z krevni srazeniny ¥m.

Uhynuli jedinci (etné mrtvych embryi) jsou fixovani v lahste s 96% ethanolem.
DNA se ziskava z tkani, rgjstji z mozku nebo jater (Dubiec & Zagalskkeubauer,
2006). Odebrané vzorky je nutné zabalit do samudhat séku ozn&enéhocislem
krouZzku a nadzvem piého druhu. Vzorky se mohou uchovavat pokojoveé teplad,
meéret vhodné je vzorky zamrazovat (Bartova, 2011).

Nukleové kyseliny poprvé izoloval Svycarsky léka pirodowdec Johannes
Friedrich Miescher v roce 1869. V laborate z vySetovaného vzorku izolovana DNA
ve dvou krocich:

1. extrakce — rozklad bik (lyza) a denaturace protéifdeproteinizace)

2. purifikace — oddleni nukleovych kyselin od zbytku lyzatu.

Metody izolace mohou byt zaloZené na pouZiti rozt@fenolchloroformova extrakce,
proteinazova izolace, EtBEsCIl gradientova centrifugace, alkalicka extraknepo
pevnychc¢astic — adsofmi metody (skleéné castice, silikaty, kolonky se silikatovou
membranou, magnetickéstice). U kolonkové metody dochazi k izolaci DNénpci
izolaéni soupravy (kit), ktera je zaloZena na principusaagce DNA na silikéat.
VySetovany material je lyzovan pomoci lyadho pufru. Bugény lyzat je poté
pienesen na izotai kolonku se silikatovou membranou, na kterou adbeDNA
v piitomnosti chaotropnich soli vyskytujicich se v yan pufru. Kolonka se promyje
eluenim pufrem¢imz se z ni uvolni DNA (Béartov4a, 2011).

Pfi izolaci fenolorganickym rozpoustlem dochazi k oddeni proteiri
od nukleovych kyselin, ty jsou hydrofobni a@stravaji v organické fazi, nukleové
kyseliny jsou vysoce nabitéfgrhazeji do vodné faze. Centrifugaci jsou pak dm se
odctleny jednotlivé faze: spodni organicka (fenol), ifeee (denaturované proteiny,
zbytky burgk), horni vodna (rozpuita DNA). Ethanol vysrazi DNA a sediment
s DNA je poté rozpush ve vhodném roztoku (nApve vod) (Bartova, 2011).

Vyizolovana DNA je dale podrobena analyze.
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3.10.2.2Ur¢ovani pohlavi zaloZzené na amplifikaci CHDgenu pomoci polymerazové

ietézové reakce

Polymerazové&etzova reakce (Polymerase Chain Reactioedoli PCR je metoda,
pii které Ize ziskat velké mnoZstvi identickych kopibraného Useku DNA za kréatkou
dobu (Smardatal., 2005). Jeji vyhodou je to, Ze uniaje ziskat vybranou specifickou
sekvenci genomové DNA, aniz by musela byedem naklonovana ve vektorech
(plasmid, fag) (Flegr, 2009). Metoda byla zavedemaoce 1985 americkym
biochemikem Kary Banks Mullisem (Smareial., 2005).

Princip PCR reakce spiva v replikaci nukleovych kyselin. Podstatou reake
cyklicky se opakujici enzymova syntéza novydettzci vybraného Useku
dvouretizcové DNA ve smru 5'— 3' (Smardaet al., 2005). Vybrany Usek
nukleotidové sekvence se vymezioha PCRprimery, oligonukleotidy o délce kolem
dvaceti nukleotid (Flegr, 2009), které tuji pocatek syntézy. Jsou vzdy dvatimpy
(zacatek fragmentu) a 2my (konec fragmentu).Primery se fipoji (nasedaji)
na protilehléiettzce DNA tak, aby jejich 3'konce smrovaly proti sob. Syntéza
novych fetzci probiha na obou matricovyctetzcich protismrné. VyuZzivaji se
termostabilni DNApolymerazy izolované z termofilnich mikroorganitsm(Taq
DNA-polymeréaza), aby syntéza DNA mohla probihat opak®dodernibiofyzika,
2012; Smardatal., 2005).

Urceni pohlavi ptak metodou PCR je zaloZzeno na amplifikaci homolognich
sekvenciCHD1-Z a CHD1-W geni i s vlozenym intronem (Kierova & Vodika,
2009). PCR reaini snes je sestavena v mikrozkumavce (1,5 ml), pro jedmarek se
sklada z:

« 10ul PCR master mix (sis nukleotidi ANTP, DNA polymerazy a Mg ionti)

e 0,2ul primer P2 (PP) (5TCTGGATCGCTAAATCCTTT-3")

e 0,2pl primer P8 (55*CTCCCAAGGATGAGRAAYTG3, R=A/G, Y =T/C)

e 7,6ulvoda (VFU, 2013).

Hofednaté ionty (Mg") slouZi jako kofaktor. Rozpustny komplex, kterytwofi
s jednotlivymi  2*deoxyribonukleosiéb*-trifosfaty (dNTP), je rozpoznavan DNA
polymerazou. Tyto ionty interaguji i s dalSiginidly, proto je nutné stanovit jejich
optimalni koncentraci. Vysok& koncentracékterych slozek sisi miZe zpisobit

tvorbu nespecifickych produk{Smardeet al, 2005).
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PCR vyuZiv4 jednoduchou sadu pritnéramplifikaci jak genuCHD1-W na W

chromozomu, ktery je jedidry pro samice, talkkHD1-Z genu na Z chromozomu, ktery
se vyskytuje u obou pohlavi (Nesje & Rged, 2008)v¥béru nejvhodsjSich sCHD1
genem souvisejicich paprimeri by se ndlo zait s €mi, které jiz byly aspsSre pouzity
u Uzce pibuznych drufi. Pokud nejsou tyto Udaje k dispozici, dopmije se testovat
jak primery P2/P8 tak 2550F/2718R primery. Pro kalot spolehlivosti metody by
touto technikou i byt testovani i jedinci znameého pohlavi (Dubiec
& ZagalskaNeubauer, 2006). Primery 2550F/2718R mohou dktarych druli
produkovat pouze jeden fragment u samesamic, kvili piednostni amplifikaci kratsi
kopie genu na chromozomu W. V takovydifipadech mohou byt ptaci snadno sexovani
podle rozdilu ve velikosti obou amplifikovanych draenfi. Jediny fragment obou
pohlavi byl nalezen u kachnovitycir{atidag, jefdbovitych Gruidag, slukovitych
(Scolopacidag i sokolovitych EFalconidag a jestabovitych Accipitridagd. P2/P8
primery mohou také produkovat pouze 1 fragment augiiohlavi. DNA sekvence u Z
chromozomu je kratSi nez u W chromozomu @&enbyt gednosti amplifikovana.
Samice pak mohou byt identifikovany nesprayako samci.Primery P2/P8 a 1237L
(5-GAGAAACTGTGCAAAACAG-37)/1272H (5°TCCAGAATATCTTCTGCTCGC
3") primery lemuji stejny intron, proto je velikostrozdil ve fragmentech u Z a W
chromozond identicky. Primery 1237L/1272H mohou produkovattsv paet
nespecifickych fragmetitnez P2/P8, proto je vho&Bi pouzit druhy par primer
(P2/P8). Obean plati, Ze rozdil ve velikosti mezi-Za W-specifickymi fragmenty
amplifikovanymi s primery 2550F/2718R se pohybujerozmezi od 15@50 bp,
zatimco u primer P2/P8 od 10 do 80 bfProto se u &kterych druli sexovanych
S vyuzitim primerového paru P2/P8 dopauje vyuzit k rozliSeni Z a W fragment
polyakrylamidovy gel namisto agar6zoveho, protoab/akrylamidovy gel poskytuje
lepSi rozliSeni. Nagklad fragmenty amplifikované s primery P2/P8 nelzzliSit
na agarézovém gelu u alky chocholaféé@thia cristatelld. Uréeni pohlavi na zakla&d
P2/P8 primeif muze byt u ®kterych druli obtizné kwli polymorfismu u Z
chromozomu. Polymorfismus byl dokumentovan u & éuivaceti druli, nag. u ¢tyr
druhi alek, sykory kéiadry Parusmajor), Soupalka dlouhoprstéh@érthia familiaris)
a racka zapadnihd.4rus occidentaliy. Pro gedejiti €chto problénd by mely byt
pouzity primery 2550F/2718R misto P2/P8, protoZzeuig jiny intron, ktery je
pravdépodobré zodpowdny za polymorfismus fragmentu Z chromozomuDubiec
& ZagalskaNeubauer, 2006).
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Dale se novou Sgkou napipetuje 181 PCR smdsi do PCR mikrozkumavky
(0,2 ml). Spkkou s filtrem se napipetuji @ izolované DNA. PCR mikrozkumavka se
petlivé uzave a vlozi do termocyklerVFU, 2013). PCR reakce probiha v termalnim
cykleru (termocykler). Jednd se o programovateliystiwj, umo#ujici rychle
a s velkou pesnosti zrénu teploty mezi jednotlivymi kroky reakce (modebidfyzika,
2012; Smardaet al., 2005). V ramci reakce sefisiaji ti kroky, které se lisi pouze
teplotou: denaturace, annealing a elongace. Obwgkigyklus slozeny 2c¢hto i kroka
opakuje 25-35x. #iS vysoky p@et cykii vyznamr zvySuje mnoZstvi vznikajicich
nespecifickych produit PCR. Patet zmnoZenych (amplifikovanych) molekul PCR
produktu teoreticky viista exponenciatn(2”, n = paet cykii). Vysledkem jsou stovky
miliont kopii vybraného Uuseku DNA. Program PCR amplifikagé cca 1 h 55 min:

1. Denaturace —ip pocateni denaturaci dochazi k raddni jedné dvotetzcové

DNA (dsDNA) na d¥ jedndetézcové (ssDNA) fi teplo& 94 °C, 90 s (120-300
s). Hi casténé denaturaci molekuly DNA rychle renaturuji, cokde
k nespecifické vazbprimert a nespravnym vysledkn.

2. Annealing (renaturace) — nasedani priimea specificka mista DNAipteplog
49 °C (50-60 °C), zavisi na tepidéini primed, 45 s (30-90 s).

3. Elongace (polymerace) — paigani DNA-polymerdzy a dNTP probiha syntéza
novych vlaken na obou templatovyébizcich protisnirné, ve snéru od 3*
konce primei na zaklad komplementarity k vodni molekule DNA (extenze).
Teplota se pohybuje vrozmezi 72 °C (65-75 °C),istdwna pouzité
DNA-polymeraze, po dobu 60 s (45-90 s).

Nasleduje dosyntetizovaméttzci DNA (finalni extenze) f 72 °C po dobu 10 min.
(Flegr, 2009; Smardet al, 2005; VFU, 2013).

Vyslednym produktem PCR jsou PCR produkty (ampliRo— Useky DNA
definované délky o velikosti desitek az tisipam bazi, které jsou analogické
restrikknim fragmenim. Fitomnost amplikod vreakni snesi se prokazuje
stanovenim jejich velikosti elektroforézou v agand@m nebo polyakrylamidovém gelu
nebo kvantitativnim r¥enim mnozstvi produktu v realnétase. Hodnoti se wiek
a specifita PCR reakce.

Pomoci metody PCR bylo rozliSeno pohlaviilu d@vropskych druin kormorari
(Phalacrocoracidag kormoran maly Rhalacrocorax pygmeus) kormoran velky

(P. carbo) a kormoran chocholaty P( aristotelis) s vyuzitim sady primér
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2550F/2718R pro amplifikadCHD1 genu. Reakce probihala 45 minut a vysledek byl
oveien na 1% agar6zovém gelu. (Thambal, 2013)

R i T

- R e

Obr 10: Vysledek gelové elektroforézy u kormargmi pouziti PCR s primery
2550F/2718R: samice (F), samec (M), velikostni daadh (Zelik) 100 bp
(ladder), negativni kontrola 25 pl PCR &nbez DNA (negative)Prevzato
z Thanouet al (2013)

3.10.2.3Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza se pouziva kieni vysledku PCR reakc&louzi k separaci
fragmentt DNA o razné velikosti v elektrickém poli na vhodném rost gelu. Gel
funguje jako molekularni sito, tiiositovou strukturu polymernich molekul s pory.
Velikost poéh lze ovlivnit slozenim roztoku a koncentraci polyme Gelova
elektroforéza se &f podle polohy gelu v aparda® na horizontalni a vertikalni
s deskovym usgédanim, dale na kapilarni elektroforézu s gelemittidapilary.
Elektroforetické gely jsou polyakrylamidové neboasiyoveé. Agardézovy gel je
ziskavan z agar6zy — polysacharidu ziskgch fas roduGelidium nebo Gracilaria.
Pouziva seip separaci molekul nukleovych kyselin 100 bp—50vktkych. Pti separaci
mensich molekul (10-1000 bp) je vhe vyuZit polyakrylamidové gely (Béartova,
2011; VFU, 2013).

Pri gelové elektroforéze je nutné nejprvéippavit gel. Agarézovy gel v prasku
(1,2 g) se rozva v pufru (TBE pufr 100 ml) ve vodni lazni nebo vkmovinné trouk
(2 min, maximalni ofev), poté se necha zchladit pod tekouci vodou na teplotu
50-60 °C. Mnozstvi praSku zavisi na pozadované émnaci gelu a mnozstvi pufru
na velikosti gelu. Nejpouzivajsimi pufry jsou TAE (TrisAcetat + EDTA) a TBE
(Tris-Borat + EDTA), které mohou byt ve fomprasSku nebo roztoku. Pose gida
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vizualizani barvivo, které se vaze na DNA. Fluoresgdnbarvy ovliviiuji mobilitu
molekul. Pati mezi ré: ethidium bromid, SYBR Green, GelStar, SYBR Gold,
GelGreen, SYPRO Ruby, SYPRO Orange, Midori Green ltiohou se fimo pidat
do gelu (Midori Green 3u) nebo slouzit jen k dobarvovani. 8snse zamicha a nalije
do nalévaci vany, do vysSky cca 8mm a umisti seidwabinek. Gel se necha 30 min
ztuhnout a poté se Zjnvyjme hrebinek. Vanika se otéi a zalije TBE pufrem tak, aby
pufr byl €sn¢ nad povrchem gelu, musi byt cely pégwy. Do vzniklych jamek v gelu
se postup& pipetou nanesou PCR produkty (4f). Pro velikostni srovnani
pozorovanych DNA fragmefitse do jedné jamky v gelu, nejlépe predhi, nanese
velikostni marker (3ul) o definované velikosti jednotlivych fragmént(M50).
Do vedlejsSi jamky se nanese &ny vzorek PCR produktu (1@). Elektroforeticka
vana se zapoji do zdroje, pusti se elektricky prokdnstantnim nagi 160 V po dobu
15-20min. Fi prachodu gelem dochézi mezi molekulami nukleovych kysa siti
polymeru ke iteni. Rychlost pohybu molekul (elektroforeticka pblwost) je zavisla
na velikosti molekul. feni je tSi u velkych molekul, které se diky tomu pohybuji
pomaleji a mensi u malych molekul, které se prodtypuji rychleji. Takto jsou
molekuly separovany podle velikosti. Molekula DNé&\ jabita zapokn kdy nositelem
zaporného naboje jsou fosfatové skupiny. Z tohdtmdu putuje vzdy od — k + neboli
od katody k ana#l Poté se vypne a odpoji zdroj od elfo wawi(Bartova, 2011; VFU,
2013).

Gel se vyjme a umisti na zdroj UV éa — UV-transiluminator. S ohledem
na bezpénost je nutné pozorovat getgs plastovy kryt. Kvalitni PCR produkt byg¢m
byt na gelu vidt jako jediny ostry prouzek. Ni&gstji se pouziva fluoresceéni barvivo
ethidium bromid, ktery se vmeizge mezi sousedni pary bazi v DNA a vyiva nimi
komplex, ktery po ositleni UV swtlem cervere fluoreskuje. Molekuly DNA o stejné
velikosti jsou pak na gelu patrné jako prouzkyicjgj intenzita je Urrna koncentraci
DNA. K detekci poloh fragmentu DNA Ize vyuZit raiin hybridizace se z®anou
sondou. Vizualizace nukleovych kyselin v polyakmgldovém gelu se provadi pomoci
sttibra. Pokud jsou molekuly nukleovych kyselin osray pomoci radioaktivnich latek:
32P, 33P, 35S, znazorni se polohy prdugk gelu autoradiograficky (Bartova, 2011,
VFU, 2013). Velikost separovanych molekul se¢ujg srovnanim analyzované
molekuly s tzv. hmotnostnim standardem (standardefikosti, markerem, DNA
ladder/zekik) M50 — 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 280, 150, 100, 50

bp. Marker je s fragmeni o predem znamé velikosti. 88inou se jedna o restuiki
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fragmenty plazmidovych molekul nebo genomu baktégn Jejich velikost byla
piedem stanovena sekvencovanim DNA. Volba konkrétnimarkeru zavisi
na aekavané velikosti separovanych molekul. Uimg# hrubou kvantifikaci
nukleovych kyselin (Smardet al, 2005).

Pokud se jedna o s&mpohlavi (ZZ), dojde ke &eniCHD1-Z, na gelu se objevi
jeden pruh — fragment DNA, menSi velikosti. U s&hm pohlavi (ZW) se objevi
na gelu dva pruhy, coZgdstavuje d¥ kopie genu, $Si pruh odpovida ne§tenému
CHD1-W (stejné velikosti jako nedteny PCR produkt), druhy, menSi asi 50 bp
prestavujeCHD1-Z. Rozdil v délce genu se u pieh druhi liSi. Pokud je rozdil délky
piilis maly, je life rozpoznatelny (Kierova & Vodtka, 2009; VFU, 2013).

V sowlasné dob nekteré laboratte molekularni genetiky pouzivaji cittjgi
a presrgjSi metody analyzy DNA. Jedna se o tzv. kapilatekteoforézu, ktera dokaze
rozliSit i velmi maly rozdil obou kopiCHD1 genu. Pohlavi Ize poté znazornit na grafu
— dva piky pedstavuji samici, jeden pik samdero stanoveni pohlavi pomoci této
metody staéi stopové mnozstvi DNA ve vzorku. (Kerova & Vodika)

Obr 11: Vysledek gelové elektroforézy: 1 — velikostni @@k — ne&fpeny PCR
produkt, 3 — samec, 4 — samiceekzato z VFU.cz (2013)

3.10.3 DalSi metody urujici pohlavi zaloZené na polymerazovietézové reakci

3.10.3.1Polymorfismus délky restriénich fragmenti

Polymorfismus délky restrinich (S¢pnych) fragmerit, taktéz restriéni fingerprinting
neboli RFLP (Restriction Fragment Length Polymosph) (Bartova, 2011). O zavedeni
této metody se zaslouzil britsky genetik Alec Jsffr, ktery v roce 1984 objeviltip
vyzkumu DNA metodu genetické identifikace. Zjistde délkaietzce, pget jeho
opakovani i umighi ve struktie DNA jsou pro kazdého jedince specifické (Hawkes,
1998).Metoda RFLP se vyuziva k analyze genomu jediétoz druhu. Jeji podstatou
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je Stpeni genomové DNA nebo jejtasti restriknimi enzymy (restrignimi
endonukleazami), které ji &ti na specifickych (restrékich) mistech definovanych
nukleotidovymi sekvencemi. Ziskané fragmenty DNAouisdale oddeny podle
velikosti gelovou elektroforézou. Poloha jednotifty fragmeni je pozorovatelna
pouzitim fluorescetniho barviva. Dle velikosti a gt restriknich fragment Ize
pozorovat rozdily ve zkoumanych sekvencich — polizrmy. Polymorfismy jsou
zpiusobeny mutacemi, které mohouagpbit vytvdeni nebo ztratu rozpoznavacich mist
pro restrikni endonukleazy. Mutace také vznikaji jakisieédek pitomnosti izného
poctu repetitivnich sekvenci, deleci, inzerci neliespaveb ve specifickych oblastech
chromozoni (Bartovéa, 2011Flegr, 2009Smarda, 2005).

Pro detekci pohlavi je nutno zjistittitppmnost ¢i absenci pohlavniho W
chromozomu. W chromozom obsahuje velky podil opakth se (repetitivnich)
sekvenci, které zahrnuji tandemtampakované DNA — mikroa minisatelity. Ty mohou
byt pouzity jako pohlawh vazané markery pro detekci chromozomu W. Aby bylo
mozno posoudit, zda sonda wyitvdamii specificky fragment, #y byt porovnany
DNA profily obou pohlavi (Dubiec & Zagalskdeubauer, 2006). Najklad
trinukleotidové repetice (TCEYozlisi pohlavi u holuib a kuat. V roce 1993 testoval
Longmire se svym tymenrityii sondy: ti dinukleotidové repetice (CT)(GT), (CGh
a jednu trinukleotidovou (TC@)u deviti ptaich druhi z Sestifadi. NejlepSi sonda
(CT), zaznamenala sekvence specifické pro samice u bsii. Zatimco
dinukleotidové repetice (C@hezobrazila fragmenty specifické pro determinadilavi
u Zadného z testovanych diutNejastji se pouzivaji minisatelitni markery zahrnujici
sondy 33,15. Vroce 1997 byl tym Miyakiho schopeéentifikovat s vyuzitim této
sondy fragmenty specifické pro samice u dvacetii@bohi ze ticeti Sesti testovanych
druhi jihoamerickych papouskze tinacti rodi. U kazdého druhu byla zobrazena sada
fragmentt specifickych pro samice, typickych pro dany druiDubiec
& ZagalskaNeubauer, 2006)

3.10.3.2Polymorfizmus délky restrignich fragmeniz u produktz polymerazové
reakce

Polymorfizmus délky restriich fragment u produkét PCR neboli PCHRFLP. Jedna

se 0 kombinaci PCR metody s naslednydpéhim restriknimi enzymy. Tato metoda

je pouzivana pro typizaci cilové sekvence (gen)er&t obsahuje sekvemi

polymorfismus (Grimovéa, 2013; Smarda al, 2005). Pokud fragmenty ze Z a W
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chromozond nevykazuji rozpoznatelné rozdily ve velikosti, gimu heterogenni
s ohledem na nukleotidové sekvence, Ize vyuZit RE€Kci s restrignimi enzymy
(Dubiec & ZagalskaNeubauer, 2006). Metodou PCR je namnoZena (amplifika)
cast DNA obsahujicCHD1-W gen na chromozomu W@HD1-Z gen na chromozomu
Z. Vysledné PCR produkty (amplikony) jsou dalépgny restrikni endonukleazou
(restriktazou) Hadll (izolovand z bakterielaemophilus aegyptilisv restrikknim
mise:

5-GG|CC-3'

3-CC1GGH5.
Toto restrikni misto obsahuje PCR produkt ge@HD1-Z, ale ne PCR produkt genu
CHD1-W. Z tohoto divodu se vlivem restriktazy od§ti pouze fragment DNA z PCR
produktu genuCHD1-Z, zatimco PCR produkt ger@HD1-W se ne&fpi. Fragmenty
jsou poté separovany gelovou elektroforézou, vizaghny pod UV z#enim
a vyhodnocenyBartova, 2011).

Napiiklad P2/P8 primery produkuji fragmenty nerozligigevelikosti u sluky lesni
(Scolopax rusticolp Pouziti restrikniho enzymuBshNI, ktery pozna misto &eni
na W chromozomu, umaije spolehlivou identifikaci pohlavi. U samic se gelu
zobrazi ti pruhy, u samit jeden (Dubiec & ZagalskBleubauer, 2006).

3.10.3.3Nahodna amplifikace polymorfni DNA

Nahodna amplifikace polymorfni DNA rovh RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), také oznaovana jako ndhodnda PCR (ARCR). Je to jednoducha technika
fingerprinting DNA, ktera se pouziva pro rychletovnavaci typizaci genomoveé DNA
(Grimovéa, 2013; Smardat al, 2005). Narozdil od metody RFLP zde tanensi
mnoZstvi DNA i jeji kvalita mze byt nizSi, festo byvaji vysledné elektroforetogramy
RAPD kvalitrgjSi nez RFLP (Flegr, 2009).

RAPD pouziva PCR reakci, ktera vyuziva jeden kratiéhodg vybrany deseti
nukleotidovy primer amplifikovany genomovymi fragntg. Pro tuto metodu typicka
nizka teplota annealingu (35-40 °C) sniZuje spatifireakce a tudiZz opakovatelnost
vysledki. Sowasré nizka teplota umaiuje amplifikaci Siroké 3Skaly genomovych
fragmenii. PCR s jednim primerem amplifikuje obvykle 10-2NA fragment
s miznou délkou a rozdilnym molarnim mnozstvim (Dub&cZagalskaNeubauer,
2006). Fragmenty jsou naslednozctleny agar6zovou elektroforézou a zviditgig
fluorescednim barvivem (Flegr, 2009). Pokud se na gelu zdbjez jeden pruh
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specificky pouze pro samice, s ngfi pravépodobnosti se odrazi sekvence spojené
s W chromozomem. Z tohotoidbdu RAPD analyzy zaly s testovanim d&kolika
desitek primat, které amplifikuji produkty specifické pro sami¢e:ili velkému p@tu
testovanych primé&; pro samice specificky produkt nemusi byt vzdyemah.
Nap‘iklad Lessells s Matemanem nezjistili vhodné priynao fi z deseti studovanych
ptatich druhi ani po vyseatni Sedesati devitiznych primedl u jednoho druhu (Dubiec

& ZagalskaNeubauer, 2006).

Metoda RAPD byla vyvinuta pro studium genetickélotymorfismu. Rozdily mezi
dvéma jedinci mohou byt generovany autozomialmebo jako Z chromozomalni
polymorfismus. Pro @eni gesné pozice markeru, ktery je s ri§v pravadpodobnosti
spojen s W chromozomem, byéhbyt pouzit souhrnny vzorek DNA, odianych

jedinai stejného pohlavi. (Dubiec & Zagalskkeubauer, 2006)

3.10.3.4Polymorfismus délky amplifikovanych fragmedt

Polymorfismus délky amplifikovanych fragménbheboli AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism), zkrac&énfragmentova analyza (Flegr, 2009). Tato metoda
kombinuje PCR a RFLP. Lze vyuzZit i extrénmalé mnozstvi DNA. AFLP zahrnuje
¢tyri zakladni kroky:

1. Stpeni komplexni genomové DNA &wa fiznymi restriknimi
endonukleazami, jedna rozpozna kratkou sekvenghadelsi.

2. Ligace ziskanych fragmeants oligonukleotidovymi adaptory navrzenymi tak,
aby nedochéazelo k obnévestrikkniho mista, probiha zaipmnosti restriktaz —
nedochazi ke spojovani restmiich fragment. Adaptory — kratké Useky DNA,
se na jednom konci paruji s jedatszcovymi Useky DNA (fragmenty), také
obsahuji vlastni sekvenci nukleatjcha niz nasednou PGitimery.

3. Preselektivni amplifikace s vybranymi primery koeplentarnimi k adaptom
a jednomu konkrétnimu nukleotidu v originalni fragmtové sekvenci.
PCRprimery jsou na konci o jeden nukleotid delSi ndapder, proto se mohou
parovat s jednim zeityi nukleotidi fragmentu DNA. Dochazi k redukci
shromazdnych fragment z pavodni snési. V praiméru se amplifikuje pouze
kazdy Sestnacty fragment.

4. Selektivni amplifikace se stejnymi primery jako tegelektivni amplifikace,
obvykle s prodlouZzenim ofit nukleotidy, ozna&enymi fluorescetni sondou.
Ve snesi se amplifikuje v piméru pouze kazdy 256. fragment. Velikost
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jednotlivych fragmerit ve sngsi se poté zjisti kapilarovou elektroforézou
v automatickém sekventatoru nelio\pyuziti radioaktivnino zn&eni primet Ize
produkty po elektroforetické separaci vystavit nalypkrylamidovém gelu.
(Flegr, 2009; Smardet al, 2005).

Na rozdil od RAPD se nedop@unje vyuziti souhrnnych vzotkDNA, protoZze PCR
produkty nemusi vzdy odrazet kazdy z jednotlivyegbriki v souhrnné DNA. Pohla¥n
specifické markery by ty byt detekovany posouzenim priniar i sama a # samic
ptaki individualré. AFLP umo#iuje ziskavat #Si paet pruhi v jednom testu. To dava
vétsSi Sanci detekce pohlavrspecifickych fragmerit (Dubiec & ZagalskaNeubauer,
2006; Smardat al, 2005).

U obou metod, jak u RAPD tak u AFLP, je vhodné #vabzitivni kontrolu — pruh
nizZsi intenzity na gelu nez fragment spojeny sictozomem W. Pozitivni kontrola je
nutnd k vylodeni moznosti nespravnéhacani pohlavi. Takova moznostide nastat,
kdyZz nejsou optimalni vysledky PCR reakce, jsouidiiné markery souvisejici
s chromozomem W.

Sekvence spojené s chromozomem W nachazejiciRgRD a AFLP mohou byt
také pouzity pro navrh primér které jsou nasle@npouzity ve standardni PCR
(sekvence charakteristické amplifikovanou oble&GAR). PouZiti takovych to primier
by nepochyb& zjednoduSilo cely proces identifikace pohlavi dojenakladnost
ve srovnani s technikou AFLP. V tomt&igad se na gelu zobrazi jeden PCR produkt —
jeden pruh, charakteristicky pro samice, samci bubdez prul, proto je zapdebi
pozitivni kontrola. Kontrolni primery by &y amplifikovat DNA fragment wtSi
a mensi intenzitou nez pro pohlavi specificky fragin (Dubiec & Zagalskaleubauer,
2006)

3.10.3.5Polymorfizmus konformace jedrietézai

Polymorfizmus konformace jediei¢zci (jednoviaknové DNA) rovez SSCP (Single
strand conformation polymorphism). Metoda se po&Zzpro zjiSéni sekveginich
rozdilh mezi fiznymi alelami na témze genu. Jeji princip dpa vtom, Ze
elektroforetickd pohyblivost jedibettzci pii nedenaturujicich elektroforetickych
podminkéach je zavisla na strukeuDNA a jeji velikosti (Smardat al, 2005).

Metodou PCR sefjpravi fragmenty DNA (PCRSSCP). Jedrtettzcové molekuly
DNA se ziskaji z dvatettzcovych molekul jejich denaturaci za pouziti forndumebo
tepla. Poté se elektroforeticky rafid v nedenaturgnim polyakrylamidovém gelu
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(Smardaet al, 2005). B elektroforéze probih&ast&na renaturaceéetzci, ¢imz
vznika slozitd, pro kazdyetézec charakteristicka sekundarni, nastedntercialni,
struktura molekulyPodle kompaktnosti této struktury doputuji jednatlietézce i
elektroforéze izn¢ daleko (Flegr, 2009), majiiznou elektroforetickou mobilitusimz
se rozliSi polymorfni alely. Zsmy (mutace) se pozoruji v kratkych Usecich DNA
velkych 150-400 bp. Pohyblivost denaturované DNélektromagnetickém poli se lisi
podle jeji délky — kolik obsahuje deleci a inzdérpbdle pa&tu substituci. Useky DNA
lze ziskat polymerazovaiettzovou reakci nebo &enim restriknimi endonukleazami
(RFLP-SSCP) (Smardaet al, 2005). Citlivost metody SSCP je vysoka,
detekovatelnymi zgmami mobility se projevi az 90 % jednonukleotiddvygubstituci
(Flegr, 2009).

Metoda SSCP byla pouzita rédgad u jestdba CooperovaAccipiter cooperii,
u kterého se pohlavi nedaltepré urcit pomoci metody vyuzivajic€HD1 gen.

3.10.4 Stanoveni pohlavi ptaki nadiradu béZci

Pro stanoveni pohlavi pték nadadu &Zci: emu hgdy (Dromaius novaehollandige

a pstros dvouprstyStruthio camellus kasuar flbovy (Casuarius casuariys se
vzhledem kjejich pohlavnim chromozém pouziva metoda FISH. Pohlavni
chromozomy Bzci jsou homomorfni mimo dkolik nepatr@g odliSnych regiof, které
jsou pouzivany pro stanoveni pohlavi molekuidniologickymi metodami (Genomia,
2015). U pStrosa se také uspe vyuziva metoda AFLP, kterd zaznamenéva primery
navrzené na zaklad specifické sekvence pro chromozom W (Dubiec
& ZagalskaNeubauer, 2006; Smare@aal, 2005).

3.10.4.1Fluorescertni hybridizace in situ

Fluorescetini hybridizace in situ (Fluorescent-&itu hybridization) neboli FISH, je
standardni cytogeneticka metoda. Pomoci ni lzekde#t a s vysokou fpsnosti
stanovit prostorovou lokalizaci sekvence nukleovykyselin na mikroskopickych
preparatech (cytologickych), které obsahuji moaky zachovalé chromozomy
¢i interfazni bukc¢na jadra. Metoda vyuziva oziemou jednéettzcovou hybridizani
sondu v podob kratkého Gseku DNA, ktera nese fluoresegrbarvivo (Smarda et al.,
2005).

Pri teplot 72—75 °C dochéazi k rozvaini viaken DNA. RBi nasledujicim ochlazeni

na 37 °C se sonda diky komplementakitizi navaze na cilové sekvence geiné
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DNA, dochazi k hybridizaci. Podle mista na chrommoap kam se sonda vaze, se
rozliSuji ¢ty typy sond: centromerické, lokus specifické sondybtelomericke,
celomalovaci (hybridizuji s mnobetnymi  chromozomovymi  sekvencemi,
fluorescekiné se obarvi cely chromozom)riDe byly tyto sondy zngeny radioaktives

a jejich detekce se provéld autoradiograficky. Nynifevlada chemické zgani sondy
— fluorescenné znaené nukleotidy, které se vizualizuji pomoci flueegniho
mikroskopu (Smarda et al., 2005). bBgtji se pouzivaji sekvemé specifické sondy
200-300 kb velké, konjugované s fluoresgemi barvivy fluorochromy (nap
SpectrumGreen, SpectrumOrange) (Genetikakv, 20Diky nim Ize detekovat
na jednom chromozomu polohyskolika geri sowasrt (Smarda et al., 2005).
Fluorescetini in situ hybridizace se ¢ na jednobarevnou, dvoubarevnoti

vicebarevnou (Genetikakv, 2011).

female #7
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Obr 12: In situ hybridizované metafazni homologni chromgzarpstrosa. Samec
(male), samice (female), jedinci neznamého pol{&;i#8). Prevzato z Ogawa
etal.; (1998)
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4 ZAVER

Ptaci jsou gonochoristé,fgsto je u ¥wtSiny problematické weni jejich pohlavi.
Pohlavni diferenciacgonad je fizena geneticky a hormonéljiz v embryonélnim
VyVoji u ptaki. Znalost pohlavi je zakladni informace o jedincigigezita pro ¥decké
Gcely, @i ochrarg ohroZzenych druly v chovu, znovu navraceni populaci do volné
piirody, @ snizeni rizika penosu nemoci,p prosazovani legislativy &Seni spar

0 otcovstvi.

Pohlavi ptal Ize identifikovat tradinimi metodami na zaklgédozorovani chovani,
morfometrickou  analyzou, sexaskopem, japonskou kdivd metodou,
autosexingovymi metodami, laparotomii a laparoskdexualni chovani lze pozorovat
pouze Bhem rozmnoZovaciho obdobi a analyza morfometrickgyd nemusi byt
jednoznéna. VySeteni sexaskopem nelze pouzivat udiaivzhledem k malé velikosti
téla. Pohlavni Zlazy ptdk podléhaji sezénnim zZmam, v obdobi pohlavniho klidu
mohou byt proto obtiZndetekovatelné. Japonska kloakalni metoda je ngjveue)si,
nejspolehli¥jSi metodou pro rozliSeni pohlavi jednodennichitakwe Slechtitelskych
a prarodiovskych chovech, hla¥nu cistokrevnych linii. AvSak jedna se o metodu
subjektivni, vyZadujici zkuSenosti. Autosexing zale colorsexing a pEkovou
metodu. AZ 99 % nosnych hybtid/ Ceské republice je rozliSovano colorsexingem.
Pdickovou metodou jsou sexovani hybridi nosného typassjici bila vejce a masni
hybridi. Je neZzadouci étovat rékolik ptdka za &elem zjiSéni pohlavi anatomicky,
zvlase pak u ohrozenych drih

Cytologicka identifikace pohlavi je zaloZzena naditech v morfologii pohlavnich
chromozond. Kvuli vysokému pétu chromozom u ptaki se dnes téit nevyuziva.

Z téchto dhvodia se v dneSni dabpohlavi ptak stalecastji urcuje analyzou DNA.
Touto metodou lze vySét mlad’ata ihned po vylihnuti i dose jedince. Samice ptéak
jsou heterogametického pohlavi (ZW) a jsou tedyitalbspohlavi. Genetickymi
molekularnimi metodami Ize stanovit pohlavi jedimeezaklad pritomnosti¢i absence
pohlavniho chromozomu W nebo jeho specifické setwe@bjev prvniho ptého genu
na tomto chromozomu byl¢inén v roce 1995 a diky tomu bylo mozné vyvinout
piesrgjSi metody ukovani pohlavi ptak Timto genem jeCHD1 (chromodomain
helicase DNA binding proteit), ktery existuje ve dvou kopiiclHD1-Z se nachazi
na Z chromozomuCHD1-W na W chromozomu. Kopie genu se liSi délkou intron
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Obecré se rozdil ve velikosti mezi-Za W-specifickymi fragmenty amplifikovanymi
s primery 2550F/2718R pohybuje v rozmezi od 1806 250 bp, zatimco
u primefi P2/P8 od 10 do 80 bp (194 bp u kolpika mal@biatalea minor). Metodou
PCR a naslednou gelovou elektroforézou pak Izemicsajistit dva fragmenty DNA,
predstavujiciCHD1-Z aCHD1-W, zatimco u sanicjen jeden, fedstavujici jednu kopii
genu CHD1-Z. Jako nejefektivEjSi molekularg biologickou metodou na &eni
pohlavi ptak se jevi metoda zaloZzena na amplifikaGHD1 genu pomoci
polymerazovérettzové reakce. Je i@sna, jednoducha, relatvnlevna a rychla.
Zpracovani vzorku, extrakce DNA, PCR a néasledndiSex PCR produkit na gelu
muze trvat méa nez @t hodin. Ostatni popsané metody Ize dopibjen tehdy, pokud
uréovani pohlavi zalozené na amplifikacHD1 genu nefunguje, protoze jsou pracne,
c¢aso¥ nara@né a drahé. Podle n&mmosti prace a nakladnosti, byéiy byt pouzity
v nasledujicim pkadi: RAPD, umisini mikro- a minisatelitnich markér DNA,
hybridizace, AFLP. Nap metoda RAPD vyuziva sfsny vzorek DNA od jednoho
pohlavi a navzdory velkému o testovanych primérnemusi byt vzdy pro samice
specificky PCR produkt nalezen. | u AFLP metodydntifikace marker specifickych
pro pohlavi obtizna, Kili vysokému polymorfismu DNA sekvenci. Je to metgt#ita
a nakladna, proto je pouZzivana velniidka. U obou &chto gipadi je nutné zvolit
pozitivni kontrolu k vylodeni moznosti nespravného ¢ani pohlavi. Analyzy
na zaklad hybridizace DNA (fingerprinting) jsouipsné, ale relativchpomalé. Markery
identifikované u danych druhjsou obvykle omezeny vyuZzitim na jeden nebo jen
neékolik blizce gibuznych drubi. VyuZiti zndmych markérznané urychli identifikaci
pohlavi.

Pomoci metod molekularni diagnostiky Ize vyhledaeadily v sekvencich DNA,
identifikovat polymorfismy v celkové genomové, chmozomové nebo mitochondrialni
DNA i polymorfismy specifickych gaennebo jejich¢asti. Metody zaloZzené na analyze
DNA maji 100% typovatelnost — vSechny organismy ofpsahuji. Molekular®
biologické metody pro stanoveni pohlavi u [tggou velmi citlivé, rychlé a spolehlivé.

Lze je aplikovat u &Siny ptaich druhi.
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Prilohy

Piiloha 1:

Porovnani ptalt a savé@; Zpracovano dle Marvan et al. (2003) a Veselovskp (2

Ptaci Savci

Pokryv téla

Télni dutiny

peri, kiZze velmi tenka, bez srst, silgjSi, mazoveé i potni
mazovych a potnich Zlaz Zlazy
3 — hrudni, BSni, panevni,

1 — bez branice o
branice

Kostra

o centralni dutina kosti
odleltena a pneumatizovana L
vyplnéna kostni ¢éeni

Kr éni obratle

nejmeér 11 7

Hrudni,
bederni, k¥izové

obratle

1. hrudni obratel volny, 2. — 5.

snist v zadovou kost, 6. volny, hrudni, bederni, ikZové
7. sfist s bedernimi,kzovymi obratle volné, kKzova kost —
obratli a 1. ocasnim obratlem vsnist 5 Kizovych obratt

kost synsakrum

Ocasni obratle

volné, posledni sist v kostt volné

kiidla, aplny pletenec, kost

Hrudni o - neuplny pletenec  hrudni
. kli¢ni, furcula, zobcovita, skst .
koncetiny S korcetiny — pouze lopatka
zapesti a zaprsti, 3 prsty
h&kovité vykezky, obratlovy
Zebra usek spojen s hrudnimbez vylgzka
chrupavkou
vysoky Heben na ventréini ]
Hrudni kost . plocha
plose
snist se synsakrem, vybky _
Panev ) _ . srast vyEzka stydké kosti
stydké kosti nesistaji
rudimentalni  lytkovad kost,
Panevni srast proximalni  fady vyvinuta lytkova kost, kosti
koncetiny hleznovych kstek s nartnimi nesistaji
kostmi — hék, 4 prsty
Dutina zobdk bez zulp choana, dutina Ustni se  zuby,
zobakova/ustni  nepohyblivy jazyk nosohltan, pohyblivy jazyk




Ptaci Savci
Jicen vole bez volete
Zaludek 2 — zlaznaty, svalnaty 1 — vakovity
naléjaji na hrudni kost, levy umisgéna za branici v duti
Jatra lalok ma 2 sublaloky, pravy je biisni, lala&tnata — druhové
celistvy rozdily
Slepé stevo 2 slepa seva 1 slepé Btvo
Vyvod pohlavni, ) _ L
) o 2 — maova trubice v poSevni
mocoveé, travici 1 — kloaka o o
predsini/penisuiitni otvor
soustavy
Mo¢ kyselina m@ova ma@ovina
malo roztazitelné, vrostlé meziroztazitelné, uloZzeny
Bl Zebry, primarni, sekundarniv hrudnim kosi, 2 pirdusky,
ice
bronchy (pfidusky), tercidlni pradudinky — terminalni,
parabronchy, vzdusné vaky  respir&ni, alveoly
santi: varlata v &ni dutirg, ] . .
] o santi: varlata v Sourku mimo
Pohlavni celistvyy  parenchym, bez . ] ]
) ) ) _ . teni dutinu, gidatne
soustava ptidatnych  pohlavnich  Zlaz, L _
pohlavni zlazy, penis
phallus kloaka
] . samgi: parové vajeéniky
samgi: vyvinuty  pouze . .
] ] a vejcovody, poSevniiedsii,
levostranné organy, kloaka o
vulva, clitoris
Cervené 3 By
. S jadrem bez jadra
krvinky
Zrani B N o
Fabriciova burza analogicky organ neni znam
lymfocyti

Vyziva mlad’at

Ziviny ve vejci mléko

Vyvoj embrya

mimo &lo samice uvnittéla samice

Pohlavni

chromozomy

samec: ZZ, samice: ZW samec: XY, samice: XX




Priloha 2:

. . Morphological
Days mcull)atlon | differentiation | |

|
l | I I | l

3.5 4.5 8.5 6.5 7.5 8.5
(st 25) (st 30) (st 32)
Testis

GATAS4

LHX9

Genova expreserpgonadalni diferenciaci pohlavi u keciho embrya: modré kruhy -
samii genové expresezizové kruhy - sanii genové exprese, Zluté kruhy - genové
exprese na podobné drovni u obou pohl&7évzato z Smit& Sinclair (2004)



