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SOUHRN

Determinace pohlavi u ptadkli pomoci molekuldrné genetickych metod umoziuje
pochopeni struktury a dynamiky populaci, stanoveni poméru jedinct odlisného pohlavi
u ohrozenych druhii Zijicich ve volné pfirod¢, a chov piedevsim druhti Celicich vymieni.
Analyza DNA za pouziti metody PCR a elektroforetického rozdéleni PCR produkti
nabizi rychlou, nenékladnou a vysoce spolehlivou metodu pro urceni pohlavi u ptaki.

Rozliseni pohlavi u ptakt je mnohdy velmi nesnadny tkol. Jelikoz vice nez 50 %
vSech svétovych druhli nevykazuje vyraznéjsi rozdily ve velikosti téla, zbarveni opefeni
nebo specifickém chovani, pfistupuje se obvykle k analyze ptac¢ich pohlavnich
chromozomt.

Samci jsou pohlavi homogametického, tvofici pouze gamety nesouci Z pohlavni
chromozomy, naopak samice jsou heterogametické, typické pritomnosti gonozomu Z a
W. Na chromozomu Z i na chromozomu W byla jiz identifikovana fada gent. Jednim
z nich je i ustfedni gen pro determinaci pohlavi, ktery se vyskytuje se na obou typech
chromozomu.. Tento gen CHD1 koduje chromohelicase-DNA-binding protein 1, jehoz
funkce souvisi s transkripéni regulaci, avSak nesouvisi s determinaci pohlavi jako
takovou. Skutecnost, Ze 1ze rozlisit pohlavi na zdkladé CHD1 geni, je dana rozdilnou
délkou sekvenci intronovych Usekli v rdmci téchto gend. NavrZzené primery pro PCR
amplifikaci jsou komplemetarni k vysoce zakonzervovanym exonovym sekvencim,
avSak amplifikuji 1 evoluéné méné stabilni introny. JelikoZ introny CHD1Z a CHDIW
genu se li§i poc¢tem nukleotidovych bazi, 1ze u samct identifikovat jeden produkt a u
samic dva (popf. u samcll dva a u samic Ctyfi pii separaci za denaturujicich podminek).

V této bakalarské praci bylo stanovovano pohlavi PCR amplifikaci intronovych
sekvenci CHD1 gent s vyuzitim primerd P2/P8 a P8/WZ-common/W-specific (dale jen
P8/WZ/W) u 25 druhti ptakt reprezentujicich 5 tadd. U 12 druhti podavala PCR
amplifikace s pouzitim paru primert P2/P8 i sady primera P8/WZ/W jasné vysledky
rozliSujici samce od samic. U ostatnich druhti nevykazovaly produkty amplifikované
primery P2/P8 zadné rozdily mezi samci a samicemi. Pfi pouziti primeri P8/WZ/W
byly obdrzeny zajimavé vysledky: v o¢ekavané produktové velikosti (250-300 bp) se
vyskytly standardni amplikony nerozlisujici typ pohlavi, ovsem byly vizualizovany

produkty o asi tietinové velikosti t€chto standardnich produktd, a to pouze u samic.



SUMMARY

Sex determination in birds using the molecular-genetic approach enables
understanding of the structure and dynamics of the bird population, estimation of the
sex ratio of endangered species in wildlife, and breeding of especially species facing
extinction. DNA analysis employing polymerase chain reaction (PCR) and
electrophoretic gel separation of PCR products offer a rapid, inexpensive and highly
reliable method for sexing of birds.

Identification of the sex of a bird is often not an easy task. Because of more than
50% of bird species all over the word cannot be sexed by morphological differences or
specific behaviour, examination of the sex chromosomes takes a turn.

Male birds possess two Z chromosomes (ZZ) whereas females are of heterogametic
constitution and have one chromosome Z and one W (ZW). Many genes have been
identified within these chromosomes. One of these genes, CHD1, plays a pivotal role in
sex identification in birds and is localized in both types of the sex chromosomes. CHD1
gen encodes for chromo-helicase-DNA-binding protein 1 which acts as a transcriptional
regulator and is not directly associated with sex differentiation. The ability of the sex
determination using CHD1 genes is based on different length of intronic regions within
the CHD1Z as compared with CHD1W. Designed PCR primers match to highly
conserved exonic sequences, however amplify evolutionary less stable introns. Intronic
length difference between CHD1Z and CHDI1W is therefore involved in sex
identification where the males produce one PCR product and female two (in the case of
denaturating conditions there is one double band in males and two double bands in
females).

This bachelor thesis pursues sex identification in birds using PCR amplification with
P2/P8 and P8/WZ-common/W-specific primers of CHD1 intronic sequences in 25 bird
species covering 5 orders. Both sets of primers P2/P8 and P8/WZ/W allowed
distinguishing the sex of 12 bird species. Although the rest of the examined birds were
sexed either only by using P8/WZ/W set of primers or they were indistinguishable, it
should be mentioned that all of the examined female birds have shown unexpected

products in size of one third by comparison with usual P8/WZ/W amplified products.
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1 UvVOoD

Tato bakaléatska prace se zabyva urCovanim pohlavi u ptakt zvlasté z fada veslonozi
a brodivi pomoci metody PCR amplifikace specifickych DNA useki lokalizovanych na
ptac¢ich W a Z pohlavnich chromozomech.

Wang et al. (2010) ve své praci navrhli na =zaklad¢ pfitomnosti méné
konzervovanych intronovych usekt CHDIW a CHDIZ genti amplifikovanych pfi
pouziti primerd P2 a P8 primery WZ common a W-specific nasedajici na evolu¢né
vysoce stabilni exonové oblasti. Ve studii ¢inskych védcl se nové navrzené primery
osveédcily pro presnou a spolehlivou identifikaci pohlavi u deseti druht ptaka z celedi
volavkoviti. Tato data predpokladaji $ir§i vyuziti téchto primert pro stanoveni pohlavi v
ramci volavkovitych druht.

Navrzené primery pro PCR amplifikaci P2 a P8 (Griffiths et Tiwari, 1995; Griffiths
et al., 1998) a WZ-common a W-specific (Wang et al., 2010) byly v experimentalni
Casti této bakalatské prace pouzity u ptaka z fadt brodivi, veslonozi a dalSich vodnich
ptaki ke stanoveni pohlavi. Determinace tii druhii z fadu pévci byly vyuzity
k porovnavaci analyze, jelikoz kvuli fylogenetické neptibuznosti, nebyly oéekavany

pozitivni vysledky.



CILE PRACE

. Vypracovani literarni reSerSe na téma molekuldrni uréovani pohlavi u ptaki.

. Aplikace trojkombinace primera P8/WZ/W pro amplifikaci CHD1 genovych
usekl pro identifikaci pohlavi u volavkovitych a rozsifeni pouziti téchto primera
na dalsi druhy z fada brodivi, veslonozi, plamenci a potapky.

. Vyuziti kombinace PCR primert P2/P8 jako referencnich pro urceni pohlavi.

. Vyhodnoceni ziskanych vysledku.



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Charakteristika studovanych ptaki

Systematické studie u ptaku vyustujici v jejich klasifikaci a fylogenetické zafazeni
jsou mnohdy velmi sporné, predevsim co se ty¢e rozdili morfologickych studii oproti
molekularnim analyzam (DNA-DNA hybridizace, mitochondrialni genomy, rozdilné
sekvence exonil a intronti, ribozomalni RNA). Z dosavadnich literarnich zdroja se
odhaduje, Ze tady brodivych a veslonohych se vyvojové ¢astecné prekryvaji (Hackett et
al., 2008).

3. 1. 1 Charakteristika ¢eledé pelikanovitych (Pelecanidae)

anatomii koncetin. Kratké nohy jsou posunuty do zadni ¢asti té€la, coz spolu S plovaci
blanou, ktera se vyskytuje mezi vSemi Ctyfmi prsty dolni koncetiny, umoziuje
pelikdnim vykonné pdadlovat. DalSim typickym rysem je pfitomnost extrémné
roztazitelného hrdelniho vaku ve spodni Celisti zobaku. Tento vak je schopen pojmout
az ¢trnact litr vody. Pelikani pohlavné dospivaji ve véku 3-5 let a v pfirodé se dozivaji
az 25 let. Pelikani se zivi vyhradné rybami, a proto jsou jejich typickou nikou pobiezni

moiské vody.

3. 1. 2 Charakteristika ¢eledé volavkovitych (Ardeidae)

Zastupci této Celedé€ patii ke stiredné velkym az velkym ptakim vétSinou s dlouhyma
Stihlyma nohama a protahlym krkem. Zobdk je typicky klinovity se S$picatym
zakonCenim. Specidlni anatomickd Uprava Sestého kréniho obratle umozZiuje
charakteristické esovité prohnuti krku. Tito ptaci hnizdi nejcastéji v baZinnych oblastech
az mélkych vodach, pouze nékolik druhéi obyva louky. Zivi se hmyzem, rybami,

obojzivelniky, plazy i drobnymi savci.
3. 1. 3 Charakteristika celedé ibisovitych (Threskiornithidae)

Ibisi a kolpici jsou stiedné velci az velci ptaci (45-135 ¢cm) s dlouhyma tenkyma

nohama, s protahlym krkem a dlouhym zobakem. Samci i samice jsou stejné zbarveni,
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avsak casto se lisi vyskou. Obyvaji mokiady, nékdy suché louky, v teplejSich oblastech

po celém svété. Zivi se korysi, obojzivelniky, hmyzem, mékkysi a drobnymi rybami.

3. 1. 4 Charakteristika ¢eledé kladivouSovitych (Scopidae)
Kladivousi jsou mohutného vzristu pfipominajici mensi ¢apy s kratSima a silngjSima
nohama. M¢fi do 60 cm a obyvaji bazinatd tzemi. Hnizdo, které spi§ pfipomina

obrovskou kouli, si stavi z bahna na stromech. Zivi se stejnou potravou jako ibisiviti.

3. 1. 5 Charakteristika celedé ¢apovitych (Ciconiidae)

Jedna se o vysoké ptaky s dlouhyma nohama a mohutnymi kiidly. Hnizdi obvykle
V parech na stromech nebo vyvysenych mistech. Obyvaji teplé oblasti vSech kontinenti,
nékteti ze zastupct jsou st€¢hovavi. Vyluéné zivocisnou potravu lovi nejcastéji v mélké

vodé.

3. 1. 6 Charakteristika ¢eledé plamenakovitych (Phoenicopteridae)

Velmi stara skupina ptakd, ktera se vyvinula asi pfed 50 miliony let. Ob& pohlavi
téchto vysokych ptakl jsou stejn¢ zbarvena, samice byvaji o néco mensi nez samci.
Vyznacuji se dlouhyma nohama bez opefeni a charakteristickym silnym lomenym
zobdkem. Typické je pro plamendky zbarveni opeteni, které je rizovo-Cervené az

krvavé s Cernymi letkami. Potrava se sklada pfedevsim z ryb.

3. 1. 7 Charakteristika celedé potapkovitych (Podicipedidae)

Vodni ptaci témét kachnovitého vzrlstu hniznici obvykle ve stojatych vodach.
Potapky jsou schopny se potopit az do hlouby sedmi metri. Velmi neobvyklym jevem
je unich polykani pefi, kterym si tak chrani stény zaludku pfed ostrymi rybimi kostmi.

Pozn. Ke zpracovani charakteristik uvedenych celedi byly vyuzity tyto zdroje:
Nicolai et al., 2002; Svensson et Grant, 2004; Dungel et Hudec, 2011.
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3.2 Identifikace pohlavi u ptaki

Determinace pohlavi u ptaki je u vétSiny druhti velmi obtizna. U vice nez 50 %
ptacich druhii na celém svété nelze na zékladé fenotypovych znakl rozliSit samci
pohlavi od samic¢iho. U mlad’at je ureni pohlavi jesté mnohem komplikovangjsi.

Ackoli u mnoha druhti lze pohlavi jednozna¢né identifikovat podle typického
opefeni, vyrazné rozdilnosti morfologie téla, anebo specifického chovani, napf.
charakteristické zvuky a namluvy nebo urCité pozice jedincii pii kopulaci, tato
problematika souvisejici s urenim pohlavi u ptakd znesnadiuje studium evoluce,
struktury populaci, systematickych obort, ekologickych odvétvi, popt. asistovany chov
(Griffiths et al., 1998; Kloskowski et al., 2006).

Piikladem mize byt vyzkum, ktery probihal v letech 1996-2005 na izemi Polska
v ramci pta¢ich pard. Snaha védci byla soustfedéna na stanoveni morfologickych
kritérii sexualniho dimorfismu u potapky rudokrké (Podiceps grisegena) a zaroven
ovéfeni pravdivosti a spolehlivosti ziskanych vysledki molekularni metodou
identifikace pohlavi na turovni DNA. AvSak kvuli znaénym nesrovnalostem
v biometrickych métenich, napt. délka zobdku, télesna hmotnost, délka kiidel,
a Vv porovnani s molekularnim pfistupem identifikace pohlavi, védci nemohli vysledky
z biometrickych méfeni povazovat za ptfesvédCivé pro urceni pohlavi u potapky
rudokrké (Kloskowski et al., 2006). Také japonsti védci, ktefi porovnavali vysledky
ziskané z méfeni karpalniho vybézku u Cejky Sedohlavé (Vanellus cinereus), ktery je u
samcu vyrazné delsi, a jinych morfologickych méteni, a analyzy pohlavi amplifikaci
usekt CHD1 genii za vyuziti primerd 2250F a 2718R (Fridolfsson et Ellegren, 1999)
dosli k zavéru, Ze u tohoto ptaciho druhu je molekularni analyza nezbytna (Wakisaka et
al., 2006).

Reseni spolehlivé identifikace pohlavi u ptaki by mohlo nabizet bliZsi prozkoumani
vnéjSich pohlavnich orgdnti. U obou pohlavi jsou vSak externi genitalie tvofeny
kloakou. Jedna se o dutinu, do které usti intestinalni a genitourinarni trakt. Morfologie
kloaky je sexualné¢ uniformni (neplati pro kachny a labut€). Dal§i moznosti je piimé
prozkoumani gonad pomoci operac¢nich metod, jako je laparotomie a laparoskopie, pii
kterych podstoupi vySetfovany jedinec lokalni anestezii. U laparotomie je fez veden na
bfisni strané¢ mezi dvéma poslednimi Zebry, tento fez musi byt dostatecné velky pro
vlozeni kovové sondy. U laparoskopie je nutny pouze drobny vpich, ktery umozni

zavedeni optického kabelu. Samci maji jeden par varlat, kdezto samice maji obvykle
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jednoduchy vajecnik, ktery je lokalizovan na levé strané téla. Tyto operacni techniky
jsou velmi riskantni, a nelze je provadét u velmi malych ptakt nebo u mlad’at (Ellegren
et Sheldon, 1997; Griffiths et Phil, 2000).

Mezi dalsi metody determinace pohlavi u ptakt jsou fazena cytologicka vysetieni,
pfi kterych se ovetuje piitomnost ¢i nepfitomnost W chromozomu, ktery je unikatni pro
samice. K chromozomovému natéru se obvykle pouziva kultura zivych bunék ziskana
z dené ptaciho pera po prepefovani. Nevyhody této metody spocivaji ve vysokém poctu
chromozomu, ktery se cCasto pohybuje kolem 80, coz znesnadiiuje rozliSitelnost
jednotlivych chromozomt, a timto se tento postup stava zdlouhavym (Ellegren
et Sheldon, 1997; Griffiths et Phil, 2000).

Jako nejvhodnéjsi metoda se jevi determinace molekularné genetickymi metodami
(Griffiths et Korn, 1997; Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006).

3.3 Molekularné geneticka fakta o pohlavi ptaka

Ptaci pohlavi je rozliSeno na samce a samice. Jak jiz bylo zminéno, u mnoha ptaka
nelze identifikovat pohlavi na zaklad¢ kvalitativnich znaku, av§ak tento dimorfismus Ize
rozli§it na trovni DNA/chromozomi. Jedna se o tzv. chromozomalni/genomovou
determinaci pohlavi, u které jsou faktory souvisejici s determinaci pohlavi lokalizovany
na pohlavnich chromozomech (z angl. Chromosomal/Genome Sex Determination neboli
C/GSD), (Fridolfsson et al., 1998; Valenzuela, 2004).

Ptaci nalezi k pohlavnimu typu Abraxas. Tento pohlavi typ je opacné
chromozomové konstituce nezli typ Drosofila, charakteristicky pro savce. Samici
pohlavi typu Abraxas nese jednu kopii chromozomu Z a jednu kopii chromozomu W, je
tedy heterogametické (ZW). U homogametickych samc se vyskytuji dvé kopie
gonozomu Z (ZZ).

Rozdilnost v chromozomové vybavé mezi samicemi a samci se vyuziva
Vv diagnostice pohlavi u vétSiny eukaryontnich organismi, a tedy i u ptaku, kdy se
zjistuje pritomnost ¢i nepfitomnost pro samice unikatniho W chromozomu (Griffiths
et Tiwari, 1993). Nejnovéjsi metody stanovujici pohlavi jsou zalozeny na PCR
amplifikaci intronovych Usekdi mezi geny vyskytujicimi se na obou pohlavnich
chromozomech (Griffiths et al., 1998; Kahn et al., 1998; Fridolfsson et Ellegren, 1999;
Wang et Zhang, 2009; Wang et al., 2010).
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3.4 Proces evoluce ptacich pohlavnich chromozomii

Pohlavni rozmnozovani se vyskytuje napfi¢ eukaryontnimi organismy. Béhem
evoluce se vyvinula cela fada mechanismu pro vznik saméiho a sami¢iho pohlavi. Mezi
nejrozsifenéjsi mechanismus diferencujici pohlavi patii jiz zminény typ C/GSD
charakteristicky existenci s pohlavim spojenych genetickych faktori lokalizovanych na
gonozomech. Dal§imi mechanismy mohou byt, napf. cytoplasmaticka determinace
pohlavi, kdy tzv. cytoplasmatické genetické elementy mohou ovlivnit vznik pohlavi
(Yamauchi et al., 2010), u na prostiedi zavislé determinace pohlavi, ktera se vyskytuje u
zelv, hadl a jestér, je pro vznik pohlavi rozhodujici teplota okolniho prostiedi
a pohlavi nemuze byt pfedpovézeno z genotypu, atd. (Valenzuela, 2004).

OvSem jak se pohlavni chromozomy u C/GSD zivo€ichii vyvinuly? Evoluce
odlisnych typt pohlavnich chromozomii probihala nezavisle v rdmci mnoha taxoni.
Analyzou sav¢ich genomt bylo dokazano, Ze geny na Y chromozomu jsou ,relikty*
genl na X chromozomu, ze sdili fadu homolognich tsekti. Tento fakt naznacuje ptivod
pohlavnich chromozomi v autozomech spoleéného piedka. Pomoci srovnavaciho
genového mapovani a fylogenetickych studii u savcl se predpoklada, ze tento vztah
plati i pro pta¢i pohlavni chromozomy. Tuto teorii podporuje skute¢nost, Ze na
gonozomu W jsou lokalizovany useky (geny CHD1 a ATP5A1), které¢ se vyskytuji
v kopiich na Z chromozomu (Fridolfsoon et al., 1998). Ohno (1967) ve své praci
navrhuje myslenku spole¢ného autozomalniho piedka jak pro X-Y tak Z-W
chromozomy. Data publikovana Graves (1995) a Fridolfsson et al. (1998) vsak tuto ideu
vyvraceji.

Proces vyvoje pohlavnich chromozomi se predpokladd nasledujicim zplsobem:
uritd sekvence v ramci genomu si postupné osvojuje roli pohlavni determinanty
pomoci potlaceni rekombinace, zménou strukturniho uspofddani a degradaci
chromozomu nesouciho jiz pohlavi urcujici gen. Jako kli¢ovy se jevi proces crossing-
overu mezi X a'Y (Z a W), pficemz gonozomy Y a W si ponechavaji esencialni geny

a nepotiebnych se takto zbavuji (Fridolfsson et al., 1998; Roldan et Gomendio, 1999).

3.5 Vyvoj technik pro determinaci pohlavi u ptaki

Rada technik se z poc¢atku soustfedila na nalezeni vhodného markeru pro oznaceni

W chromozomu. Tento z velké ¢asti nerekombinujici chromozom vykazuje nizkou
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urovenn polymorfismu, ve srovnani s autozomy az sedminovou, je pomérné maly
a obsahuje velké mnozstvi nekodujici repetitivni DNA. Takovéto tiseky DNA se rychle
vyvijeji 1 vV ramci blizce piibuznych druhd (Griffiths et Tiwari, 1993; Ellegren, 1996;
Berlin et Ellegren, 2004).

Pro urCeni pohlavi pfipadalo vuvahu pouziti tandemovych mikrosatelitovych
repetic, napt. ACACACACACAC, nebo delsich minisatelitovych repetitivnich
sekvenci. Mikro/minisatelitové markery situované na W chromozomu se hledaly
metodou, ktera obndSela pouziti restrikénich enzyml. Po enzymatickém sestiihani
a elektroforetické separaci byla provedena hybridiza¢ni analyza, DNA byla pfenesena
na nylonovou membranu a inkubovana se zna¢enou DNA sondou. Pokud sekvence
typické pro samice hybridizovaly s W chromozomem, jednalo se o samice. Jako
kontrola slouzila hybridizace sekvence spoleéna pro obé pohlavi (Griffiths, 1992).
Ukazalo se ovSem, ze tento postup Casto selhaval a byl Casové naroény. Proto byl
postupn¢ nahrazen metodou PCR s parem navrzenych primert, které amplifikuji
pozadovany fragment DNA (Griffiths et Tiwari, 1993; Griffiths et al., 1998; Dubiec
et Zagalska-Neubauer, 2006).

Griffiths et Tiwari (1993) popsali metodologii identifikace molekularné
genetickych markerii pro stanoveni pohlavi na zékladé pouziti nahodné
amplifikovanych DNA fragment. Vyhodou této techniky byl minimalni pozadavek na
mnozstvi tkdnového vzorku, a dale bylo mozné tyto vzorky skladovat za ptedepsanych
podminek po dlouhou dobu pted jejich analyzou.

V tomto experimentu byly pouzity primery o velikosti 10, 20 a 30 bp libovolné
sekvence umoziujici dostate¢né reproducibilni amplifikaci DNA usekd, které jsou
amplifikovany jako soucast genomu vSude tam, kde se vyskytuji komplementarni
primerové sekvence. Po PCR reakci byly vzorky elektroforeticky rozdéleny. Fragmenty
identické velikosti, které se objevily u samic i samcti, byly vysledkem bud’ amplifikace
autozomalniho lokusu, nebo Z specifického lokusu, ktery je spole¢ny obéma pohlavim.
Druhy a méné casty typ vizualizovanych fragment tvofily bandy specifické pro
heterogametické pohlavi, amplifikujici W-unikatni lokusy. Dalsi obdrzené bandy
odrazely amplifikované polymorfni 1okusy.

Tato screeningova metoda je ovSem Casoveé naro¢nd, jelikoz se ,heterogameticky*
band hleda za pouziti mnoha ndhodné vybranych primert. Déle se musi potvrdit, Ze se
nejedna o band obdrzeny amplifikaci polymorfniho lokusu, a to tak, ze se dany primer,

ktery lokus amplifikoval, pouZije v PCR reakci se vzorky DNA jedincil jiz stanovené¢ho
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pohlavi. Tato expertiza také vyzaduje modifikaci pro §ir$i vyuziti mezi ptacimi druhy

(Griffiths et Tiwari, 1993; Griffiths et al., 1996).

V genotypu savcu se nachazi pro samce unikatni Y chromozom, ktery je tvofen
prevazné heterochromatinem, povazuje se za nerekombinujici, a jak se zda, sdili hodné
znakl s pta¢im W chromozomem. Na Y chromozomu byl identifikovan SRY region,
gen, ktery spousti vyvoj sam¢iho fenotypu (Sinclair et al., 1990; Koopman et al., 1991).
U ptaka nebyl nelezen zadny homolog tohoto genu a véfilo se, ze W chromozom
neobsahuje zadné kodujici sekvence. K pievratu doslo v roce 1996, kdy byl na W
chromozomu objeven jako prvni a jeding gen CHD1 ko&dujici Chromo-
Helicase/ATPase-DNA binding protein 1. Do této doby neexistoval spolehlivéjsi a
Casové méné naro¢ny postup pro uréeni pohlavi u ptakt. Po identifikaci CHD1 genu,
jehoz vyhodou je vysoky stupenn evoluéni neménnosti, se situace, ktera volala po
objeveni rychlé a vysoce spolehlivé metody, zménila, a bylo mozné s urcitosti stanovit
pohlavi u ptaki, vyjma nadiadu bézcu (Griffiths et Tiwari, 1993; Ellegren, 1996;
Griffiths et al., 1996).

3. 5. 1 Historie objevu kli¢ového genu pro identifikaci pohlavi u ptakua

Ptaky (Aves) lze pohlavné rozlisit podle absence (gonozomy samcu ZZ), nebo
ptitomnosti (gonozomy samic WZ) pro samice unikatniho W chromozomu. Je tedy
logické, ze pro piesné stanoveni pohlavi zastupcl tfidy ptakd, musi byt na W
chromozomu identifikovan W-specificky lokus/marker/gen (Griffiths et al., 1992).

Poprvé se o identifikaci pohlavi u ptaka s pouZzitim molekuldrniho pfistupu pokusili
Griffiths et al. (1992). Pro ur€eni pohlavi u vybranych druht ptakd byl zvolen W
chromozom. PCR amplifikace genovych lokusu s repetitivnimi DNA elementy tohoto
chromozomu dokazala odhalit rozdily mezi sami¢im a sam¢im pohlavim. Védci tenkrat
netusili, Ze amplifikovany fragment spole€ny samclim 1 samicim pochazi ze
Z chromozomu, stejného genu. Jelikoz samice vykazovaly jeden extra band (800 bp),
predpokladalo se, Ze tento lokus je spojeny se vznikem samic¢iho pohlavi.

Griffiths et al. (1996) objevili W-lokalizovany gen a dal$i identicky gen, ktery, jak
pfedpokladali, se bud’ nachdzel na nékterém z autozomdalnich chromozomi nebo na
gonozomu Z, analyzou DNA zastupci ziadi pévci, hrabavi, dravci, srostloprsti,
papousci, sovy a dlouhokiidli. Navrhli tak vSeobecné aplikovatelny na DNA zalozeny

systém pro identifikaci pohlavi.
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Genomickd DNA samic sykory konadry byla v tomto vyzkumu podrobena restrikci
a elektroforeticky rozdélena. Fragmenty o velikosti 9-23 kb byly vlozeny do virového
vektoru, ktery byl inkubovéan s hostitelskym bakteridlnim kmenem a nasledné podroben
selekci na agarosovém gelu. Byla provedena DNA hybridizace za pouziti zna¢enych
sond: DNA inzertu o velikosti 1,3 kb pochazejiciho z CHD1W c¢DNA knihovny mysi
(Mus musculus) a 724- a 441bp inzertu jako PCR produktu pochazejiciho od sykory
konadry (Parus major). V dalsi casti tohoto experimentu byla provedena PCR
amplifikace genomické DNA dal$ich druha ptaka.

Autoradiograficka analyza CHD1 sekvenci izolovanych z mysi (Mus musculus),
kura domaciho (Gallus domesticus) a ary Skraboskového (Cyanopsitta spixii) odhalila
zasadni podobnost mezi témito tfemi druhy. Po elektroforetické separaci byly u samic
rozpoznané bandy, které nebyly patrné u samctu (CHD1W), naopak u obou pohlavi se
objevily spole¢né¢ bandy, které jsou pravdépodobné vysledkem hybridizace sondy
s CHD1 genem nelokalizovanym na W chromozomu. Pro porovnani homolognich
sekvenci CDNA pochazejicich z mysi, dvou genti z kura domaciho a DNA klonu ary
hyacintového (Anodorhynchus hyacinthinus) byly pouzity PCR primery P2 a P3
(Griffiths et Tiwari, 1995) amplifikujici oba CHD1W i CHD1INW (na chromozomu W
nelokalizovany) geny.

Nejenom, ze Griffiths et al. (1996) podali jasny dukaz pro existenci W-
lokalizovaného i W-nelokalizovaného CHD1 genu, ale analyzou DNA zastupct dvou
infratfid Neoaves a Eoaves dokazali, ze CHD1W sekvence je evolu¢né vysoce stabilni
a jeji lokalizace se predpoklada u vSech druhti ptakd na W chromozomu.

Soucasné a nezavisle na objevu Griffithse et al. (1996) probihal vyzkum H.
Ellegrena (1996). Také on dosel k objevu W-lokalizovaného CHD1 genu a obéma
pohlavimi sdilenou kopii tohoto genu ovSem ne zcela identickou, kterd je autozomalni
nebo lokalizovana na Z chromozomu. Byly prezentovany SSCP, RFLP analyzy a PCR
amplifikace za pouziti primerd P2 a P3 (Griffiths et Tiwari, 1995). Obdrzené
amplifikované sekvence vykazovaly pozoruhodnou homologii, kromé& 130bp a 175bp
deleci, ke genu vyskytujicimu se u mysi a kodujicimu chromo-helicase-DNA binding
protein 1 (CHD1) (Delmas et al., 1993). Pfitom sav¢i a ptaci linie se oddé€lily pted vice
nez 200 miliony lety. To znaci silnou evolu¢ni zakonzervovanost tohoto genu. Co se
nukleotidové sekvence tyce, jednd se o 82,9%, u aminokyselinové sekvence 95,6%
shodnost. Ellegren mél k dispozici DNA ptakt z fadt hrabavi, pévci, vrubozobi, sovy,

papousci a pstrosi. RFLP analyza odhalila vyjimku, kterou tvoftil fad pStrosti. Separace

17



DNA fragmentti u pStrost vykazovala jak u samci, tak samic stejny obraz (Ellegren,
1996).

Pstrosi reprezentuji nejprimitivnéj$i linii z dochovanych tfada ptakd, a spoleéné
s fddem tinamy patii do nadiadu bézci, u néhoz byl zjistén vyskyt monomorfickych
pohlavnich chromozomu (Takagi et al., 1972); W chromozom je tvofen pievazné
euchromatinem a vykazuje zna¢nou homologii v pruhovani se Z chromozomem (Ansari
et al., 1988). To, ze se CHD gen nevyskytuje u nadfadu bézct, mize odrazet pozistatky

na teploté zavislého vyvinu pohlavi (Deeming et Ferguson, 1991).

Griffiths et Tiwari (1996) popsali v patentu, jak Ize CHD1 geny, lokalizované na W
chromozomu a svelkou pravdépodobnosti také na Z chromozomu, vyuZzit pro
diagnostiku pohlavi u ptaku. Vysledky publikované v této praci naznacuji, ze sonda
GT-W, popsana autory jiz v roce 1993 (Griffiths et Tiwari, 1993), reprezentuje Cast
intronu W-lokalizovaného genu. Védcum se podatilo vyizolovat domnély exon genu
CHD1W, ktery takto pojmenovali podle vysoce shodné sekvence genu CHD1
identifikovaného u mysi a podle lokalizace na W chromozomu. Aplikaci CHDIW
fragmentu jako hybridizaéni sondy na cDNA kura domaciho odhalili sekvenci
identickou s CHD1W fragmentem sykory konadry, ovSem nelokalizovanou na W
chromozomu. Tento gen oznacili jako CHD-1A (A=avian).

Hypotézu lokalizace CHD-1A na Z chromozomu podporovala tato ziskana data:
hybridizace CHD-1A jako zna¢ené sondy s genomickou sam¢i DNA vykazovala daleko
silngjsi signal (dvé kopie Z chromozomu) v porovnani s hybridizaci samic¢i DNA
obsahujici pouze jednu kopii Z chromozomu. Dal§im dikazem lokalizace CHD-1A na
Z chromozomu je fakt, ze gonozomy druhl patiicich knadtfidé bézct nejsou
heteromorficky rozliSitelné, ale vykazuji vysokou similaritu. To mlZe znamenat, Ze
mezi rozsahlymi ¢astmi Za W chromozomi nadale probiha rekombinace, a Ze tyto
regiony pravdépodobné zahrnuji i CHD1 geny. Tato druhd hypotéza by vysvétlovala
vysledky obdrzené po elektroforetické separaci hybridizace CHD1-sondy s genomickou
DNA samic a samct pStrosa, kdy byly vizualizované bandy u obou pohlavi shodné
a zadny pohlavné specificky band nebyl rozpoznan.

Od doby, kdy byl poprvé izolovan W-chromozom (Tone et al., 1982) z genomu kura
domaciho, byla identifikovana spousta W-lokalizovanych sekvenci (Griffiths
et Holland, 1990; Griffiths et Tiwari, 1993). OvSsem vsSechny tyto DNA fragmenty

vykazovaly charakter nekodujicich repetic. Jak jiz bylo zminéno, zdsadni nevyhodou
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téchto sekvenci, znesnaditujici ziskani spolehlivych vysledki, je jejich vysoka rychlost,
se kterou se vyviji, tedy méni.

Objeveni genu CHD1W s vysokou evolu¢ni stabilitou (funkéni region CHDIW kura
domaciho a ary Skraboskového vykazuje 96% shodnost, sekvence mysiho CHDI
s CHD1W kura domaciho je identickd z 86 %) umoziuje vyuzit hybridiza¢ni analyzy
s CHD1W sondou pro determinaci pohlavi v ramci tfidy ptdkd. Pokud ale chceme
prezentovat rozsahlej$i experiment vyustujici v identifikaci pohlavi u ptakti, DNA
hybridizace je metodou Casoveé velmi naro¢nou a vyzadujici nemalé financni naklady.
Daleko vyhodngjsi metodou je PCR amplifikace za pouziti P2 (5'-
TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3) a P3 (5-AGATATTCCGGATCTGATA-3)
primerd a nasledna restrikéni analyza (Haelll) PCR produktd. Restrikéni enzym je
schopen §tépit amplifikovany CHD-1A produkt, ale uz nestépi CHDIW PCR produkt.
Tuto restrikéni analyzu je nutno provést, protoze amplifikace CHDIW a CHDI1Z
sekvenci s pouzitim zminénych primert poskytovala produkty stejné velikosti,
amplifikovala pouze exonové ¢asti genu.

Primery P2, P3 amlifikuji vysoce zakonzervovany tisek CHD1 geni, a jsou tedy
pravdépodobné univerzalné vyuzitelné ve tfidé ptdkd (Aves). Ackoli sami autofi
navrhuji pro spolehlivé stanoveni pohlavi amplifikaci geni CHD1W a CHD-1A nejprve
provést validaci na n€kolika jedincich nového druhu takto analyzovaného (Griffiths et
Tiwari, 1995; Griffiths et Tiwari, 1996).

Zavérem tohoto patentu bylo vysloveno nékolik teorii popisujicich mechanismy
interakce gent CHD1W a CHD-1A. Tyto spekulace vsak v nasledujicich letech nebyly
potvrzeny.

1. CHD1W interaguje s jinym autozomalnim nebo Z-lokalizovanym
genem. Tato spoluprace urcuje dozi genu. Nedostacujici interakce
(neptitomnost CHDIW) vede ke vzniku samciho fenotypu naopak
vysoké déze genu spousti mechanismy vedouci k vyvoji samic.

2. Pokud se CHD-1A nachazi na Z chromozomu, tak dvojnasobna davka
tohoto genu vyutstuje ve vyvoj sam¢iho pohlavi. To by znamenalo, ze
geny CHD1W a CHD-1A nejsou srovnatelné, co se dozy gent tyce.
Jinymi slovy, ze exprese geni CHDIW a CHD-1A iniciuje vyvoj
sami¢iho pohlavi, kdezto dvoji davka genu CHD-1A se projevuje

vznikem samciho fenotypu.
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3. Dalsi mozné vysvétleni by mohla nabizet teorie jednoduché davky genu
CHD-1A u samic. Role CHD1W genu, exprimovaného az po sexualni
diferenciaci, by spocivala ve vyrovnani davky funk¢nich proteint.

4. Jestlize je CHD-1A lokalizovan na autozomalnich chromozomech, Ize si
ptedstavit, ze davka geni CHDIW a CHD-1A je na stejné Grovni a Ze
u samic (AAW) je trojnasobna a vede k sami¢imu fenotypu, na rozdil od

samctl (AA).

Predpoklada se, ze CHD1 geny nejsou pfimo zapojeny do vyvoje a diferenciace
pohlavi u ptakt. Avsak tyto geny lze pouzit pro analyzu urceni pohlavi u ptakd, jelikoz
geny CHD1 vykazuji rozdily v intronovych sekvencich mezi CHD1Z a CHDIW. Jako
ustfedni geny zapojené Ve vyvoji a diferenciaci gonad u ptakd byly objeveny geny
DMRTL1 (Doublesex and Mab3-related transcription factor 1), FOXL2 (Forkhead box
protein L2) a RSPO1 /WNT4 (R-spondin 1/Wingless-type MMTV integration site
family, member 4) (Griffiths et Korn, 1997; Shetty et al., 2002; Chue et Smith, 2011).

3. 5. 2 Lokalizace CHD1-A genu na Z chromozomu

Griffiths et Korn (1997) potvrdili ptitomnost druhého, na W chromozomu
nelokalizovaného, CHD1 genu piitomného na gonozomu Z (CHD1Z). Jde o prvni
ptipad, kdy byly objeveny dva homologni geny v ramci jednoho organismu.

Bylo zjisténo, Ze, na rozdil od gent spojenych s ur¢enim pohlavi u saveu, které jsou
charakteristické rychlou evolu¢ni divergenci jak v sekvenci tak funkci, geny CHD1W
a CHD1Z tuto vlastnost nevykazuji, pravé naopak. Produktem exprese CHD1 gend, je
Chromo-Helicase/ATPase-DNA binding protein (CHD1). Jedna se o evolu¢né vysoce
stabilni sekvenci s domnélou roli v remodelaci chromatinové struktury.

Pfi identifikaci Z-lokalizovaného CHD1 genu védci postupovali nasledovné: za
pouziti DNA fragmentu, homologu CHDI, pochéazejiciho od sykory konadry,
vyizolovali screeningovym piistupem asi 35 CHD1Z cDNA fragmenti (pochazejicich
z kutecich embryi). Byla uréena cDNA klonanni sekvence a pfi porovnani
aminokyselinové sekvence s mCHD1 proteinem byla stanovena 90,3% shodnost mezi
témito proteiny. Tato procentudlni shodnost je dana vyskytem hydrofilniho tseku
o velikosti 88 aminokyselin, ktery vznika expresi CHD1Z genu, je bohaty na kyselinu
glutamovou a lysin, a nebyl objeven u zadného z homologi u mysi, drozofily ani

u kvasinek. Funkce této 88aminokyselinové sekvence neni zatim znama. Nukleotidova
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sekvence tohoto regionu je charakteristicka vysokym pomérem A/T nukleotidovych
bazi (69%) ve srovnani s nukleotidovou sekvenci kodujici ostatni domény tohoto
proteinu (43%).

Pro lokalizovani CHD1Z genu byla prezentovana FISH analyza, ktera odhalila
polohu tohoto genu: Zq1.2-1.3 (Griffiths et Korn, 1997).

3.5.3 Charakteristika CHD1W a CHD1Z genu a jejich produkti

CHD geny koéduji CHD1 protein zapojeny do kontroly exprese cilovych gent a jeho
funkci definuji tfi domény:

N-terminalni CHROMO (CHRomatin Organization MOdifier) doména, jejiz
aminokyselinova sekvence je velmi podobna proteinu HP1 (Heterochromatin protein 1),
a formuje tak teti tfidu Polycomb (PcG) proteinti. Produkty Polycomb gent obecné
hraji dulezitou roli v procesu represe transkripce homeotickych gend. Predpoklada se,
Ze tyto proteiny jsou soucasti rozsahlejSich proteinovych komplext. Efekt represe
transkripce muze byt pfi¢inou chromatinové komprese, jinymi slovy, ze PcG proteiny
hraji ustfedni roli v heterochromatinizaci DNA a reguluji tak expresi cilovych gend.
CHROMO doména je tvofena vysoce zakonzervovanou sekvenci, kterd se krome
obratlovcu také vyskytuje v genomu rostlin, hlistic a hmyzu (Griffiths et Korn, 1997;
Databaze proteinovych rodina domén: Pfam a Smart).

CHD1 geny koduji také doménu s helikazovou/ATPazovou aktivitou. Tato sekvence
ma nejblize ke kvasinkdm — SNF2/SWI2 a drozofile — Brahma geny — sroli
transkripcnich aktivatorti diky ucasti na chromatinové dekondenzaci. Jiné produkty
genu s vysokou similaritou k CHD-helikazové doméné jsou vyuzity pii DNA reparaci
arozchodu chromatid pfi mitéze (Griffiths et Korn, 1997; Databaze proteinovych
rodina domén: Pfam a Smart).

Ttetim motivem proteinu CHD1 je DNA-binding doména, které se preferencné vaze
do mist DNA bohatych na A/T nukleotidové baze (Delmas et al., 1993). Vazba je
realizovana diky ,,zlabku“ v prepokladané 3D struktuie proteinu (Griffiths et Korn,
1997; Databaze proteinovych rodina domén: Pfam a Smart).

O struktuife CHD1W a CHD1Z genovych produkti se zatim vi pouze malo. In silico
pristup predpoklada pfitomnost 3 4) domén ve struktufe
Chromo-helicase-DNA-binding proteinu 1 (Databaze proteinovych rodina domén: Pfam
a Smart) (Obr. 1).
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Chromo-helicase-DNA-binding protein 1 kédovan CHD1Z

CHROMO 1
CHROMO 2
DEXDc¢/SNF2
Helicase C

Obr. 1: Struktura proteinu kodovaného CHD1Z genem.

CHROMOdoména 1 (269-352) a CHROMOdoména_2 (386-440) jsou Ve
skute¢nosti tzv. chromo shadow domény obsahujici vysoce stabilni pfiblizné 60
aminokyselinovy usek. Tato doména je pfimo zapojena v kondenzaci nukleozomd.
Dochazi tak k potlaceni exprese cilovych gent heterochromatinizaci cilové DNA.

DEXDCc/SNF2 (481-762) a Helicase doména (819-899) patii do skupiny
DEA(D/H)-box RNA helikaz. Uastni se pfevazné rozvolnéni dvouvlaknové molekuly
DNA. Helikazy jsou obecné zapojeny v procesu regulace transkripce, DNA reparace a
DNA rekombinace.

Pozn. Schéma proteinu bylo pievzato z databaze proteinovych rodin a domén Smart:
smart.embl.de (protein: 042142) a Pfam: pfam.sanger.ac.uk (protein: 042142),
a modifikovano.

Pokud jde o nukleotidova slozeni CHD1Z a CHDIW gend, ta byla ziskana pomoci
shotgun genomové sekvena¢ni metody a bioinformatické analyzy. Chromozom W je
velky pfiblizné 1,25 Mbp. Zatim byla zjisténa lokalizace 31 domnélych gent vcetné
CHD1W. Tento gen zabira asi jednu dvacetinu chromozomu, tedy 65 kbp (Obr. 2).
Chromozom Z je piiblizné 66krat vétsi nez chromozom W. Na chromozomu Z bylo
identifikovano 825 domnélych genti. Gen CHD1 na tomto chromozomu zabira asi 48
kbp (Obr. 2). Tato data ukazuji odliSnou velikost mezi geny CHDIW a CHDI1Z
zpiisobenou riznou velikosti intronovych oblasti CHD1 genu. Exony genu CHDI1
zahrnuji sekvenci o velikosti asi 5000 nukleotidii. Rozdilné velikosti intronovych oblasti
mezi témito geny se vyuziva v diagnostice pohlavi u ptakd.

(Tato fakta byla ziskana analyzou dat z NCBI genomové databaze (Gallus gallus),
a, za pouziti Expasy, pBLAST, ClustalW2 - Multiple Sequence Alignment, zpracovana).
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Obr. 2: Schematické znazornéni chromozomi W a Z a genit CHD1W a CHD1Z.

Chromozom W. Gen CHDI1W se nachazi zrozmezi 4704-69826 nt. Celkova
velikost tohoto chromozomu byla zjisténa na 65123 nt (National Centre for
Biotechnology Information (NCBI), NW_003766117.1 Gallus gallus).

Chromozom Z. Gen CHD1Z je lokalizovan v rozmezi 6 226 671-6275091 nt. Jedna
se 0 gen o velikosti 48 421 nt (National Centre for Biotechnology Information (NCBI),
NC_006127.3 Gallus gallus).

Pozn. Schéma bylo vytvoifeno pomoci dat ziskanych z genomové databaze NCBI
(Gallus gallus).

3.6 Piehled na PCR zaloZenych metod urcujicich pohlavi u ptaki

3.6.1 RFLP

Analyza polymorfismu restrikénich fragmentd RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) umoznuje detekci nukleotidovych rozdild mezi homolognimi DNA
sekvencemi na zdklad€ ptitomnosti fragmentl odlisné délky vznikajici po restrikci
specidlnimi restrikénimi endonukledzami. Podstatou RFLP metody, ktera nalezi k DNA
fingerprintingovym metodam, je hybridizace znaCené DNA sondy s jednim nebo vice
fragmenty analyzované DNA (databaze NCBI, Probe).

RFLP analyza je velmi uzitecnym nastrojem K nalezeni specifickych markert
slouzicich napt. k identifikaci pohlavi u ptakti. McRae et Kovacs (1991) objevili
multilokusovou sondu (33.15) slouzici k rozeznani pro pohlavi specifického fragmentu

u Cepcola hiebenatého (Cystophora cristata) a Jeffreys et al. (1987) a Rabenold et al.
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(1991) uspésné aplikovali tuto sondu pro urCeni pohlavi u mysi a ptakd. Pro ucel
stanoveni pohlavi u mlad’at chaluhy jizni (Catharacta antarctica) byly nalezeny
specidlni restrikéni fragmenty pomoci multilokusové minisatelitni sondy pV47-2
(Millar et al., 1992).

U mnoha druhti ptaka 1ze stanovit pohlavi s vyuzitim PCR amplifikace CHD1 gent
s parem specialné¢ navrzenych primert (Ellegren, 1996; Griffiths et al., 1996; Kahn
et al., 1998; Fridolfsson et Ellegren, 1999), avsak u nékterych druht ptaka se odlisné
intronové oblasti danych genti s pomoci PCR amplifikace nedafi detekovat. Prikladem
muize byt vyzkum Han et al. (2009). Védci se pokusili stanovit pohlavi u ¢apa
vychodniho (Ciconia boyciana) vyuzivajici ,,Griffithsovy* primery, av§ak marn¢. Proto
bylo ptistoupeno k RFLP analyze s vyuzitim Haelll restrikéni endonukleazy. Samice

vykazovaly dva produkty, kdezto samci jeden.

3.6.2 RAPD

| RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) analyzu lze aplikovat na urceni
pohlavi u ptdki. Tato metoda vyuzivd specidlnich RAPD markert, které jsou
produkovany pomoci PCR s nahodn¢ zvolenymi kratkymi (10 bazi) primery.
K rozliSeni samciho pohlavi od sami¢iho se vyuziva amplifikace pro samice unikatni
DNA sekvence lokalizované na W chromozomu. Je tieba zminit, Ze spolehlivost této
metody je v urcitych situacich povazovana za diskutabilni (Hadrys et al., 1992;
Williams et al., 1993). At uz se jedna o nizkou reprodukovatelnost z divodu citlivosti
reakénich podminek, nebo konkurenci mezi dvéma amplifikovanymi produkty, pfi které
muze jeden zastinit druhy v pfitomnosti slabého polymorfniho produktu, nebo
neschopnosti amplifikace v pfitomnosti nulové alely, vyzkum Lessels et Mateman
(1998) a Huang et al. (2003) dokazuje, Ze Ize RAPD analyzu vyuzit pro identifikaci
pohlavi u nékterych druht ptaku.

3. 6.3 Tandemové repetice

DNA fingerprintingové metody jsou Siroce vyuzivany ke stanoveni genetické
variability a pfibuznosti mezi druhy (Geyer et al., 1993). Analyzu vysoce polymorfnich
lokust lze aplikovat i na identifikaci DNA sond umoznujicich determinovat pohlavi
(Longmire et al., 1993).

Minisatelitové sekvence, a zvlast¢ pak mikrosatelity, se nachazeji v genomech

vysSich organismil ve velkém poctu. Toho lze vyuzit k fingerprintingovym studiim

24



napf. vyustujicim ve stanoveni pohlavi. Minisatelity, tvorici kratké, do 40 bp dlouhé,
tandemové repetice, byly aplikovany pro uréeni pohlavi u nékterych druhii ptakd, napf.
sonda M13 byla schopna rozlisit samce od samice u téchto druhii: poStolky mauricijské
(Falco punctatu) a sokola st¢hovavého (F. peregrinus) a sonda 33.15 u stiizlika
venezuelského (Campylorhynchus nuchalis) (Longmire et al., 1991; Rabenold et al.,
1991).

Mikrosatelity tvoifi velmi kratké repeticni jednotky, do 6 bp. Uz dfive bylo
publikovano, ze tyto repetice lze aplikovat na urCeni pohlavi, napt. dinukleotidovy
(TG), mikrosatelit byl nalezen u skotu (Kashi et al., 1990), tetranukleotidova repetice
(GACA), byla schopna rozliSit pohlavi u nékterych dravcu a trinukleotidova repeti¢ni
jednotka (TCC), prokazala spojitost S determinaci pohlavi u holubu a kura (Epplen et
al., 1991). Na zakladé téchto poznatki bylo ptistoupeno k vyuziti vysoce polymorfnich
jednoduchych repetic pro vyvoj novych sond spojenych s uré¢enim pohlavi u ptakt. Byly
provéieny tfi typy dvounukleotidovych sond (CT),, (GT), a (CG), a jedna
tiinukleotidova repetice (TCC)n u deviti ptadich druh@i reprezentujicich Sest fada
(Longmire et al., 1993).

Pro studium pohlavi sokolovitych ptdki byly navrzeny dva pary primerd
amplifikujici repeti¢ni motivy (GT)i2 a (GT)11. Tyto polymorfni lokusy poskytovaly
specifické produkty unikatni pro samice (Nesje et Roed, 2000).

3.6.4 SSCP

Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) je s PCR spojena metoda
odhalujici genetickou variabilitu je velmi U¢inné pii detekci nepatrnych rozdilii, napf.
bodovych mutaci, mezi dvéma alelami (Ramos et al., 2009). Idealni velikost amplikonu,
pfi vyuziti tohoto postupu, by méla byt do 450-500 bp. Jedna se o metodu finan¢né
nenarocnou, Ize ji aplikovat na velké mnozstvi vzorkt najednou (high-throughput) a je
velmi uziteCna pii studiu Siroké Skaly patogeni a nemoci, s potencidlem uplatnéni
v ramci jakéhokoliv genu jakéhokoliv organismu. Optimalizaci této metody neni tieba
provadeét pro kazdy typ sekvence nebo organismus (Gasser et al., 2006), napt. pro P2/P8
amplifikované ¢asti CHD1 gend u jestfaba Cooperova (Accipiter cooperii) byla SSCP
analyza  optimalizovana, poskytujici  jasné¢ viditelné produkty v 12%
polyakrylamidovém gelu, pti 1% cross-linkingu a bez glycerolu (Ramos et al., 2009).

Mobilita jednovldknové DNA v polyakrylamidovém gelu za nedenaturujicich

podminek je zavisla na velikosti a 3D strukture DNA vldkna. V roztoku zaujimaji
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jednovlaknové molekuly DNA sekundérni a terciarni konformace diky parovani bazi

v ramci nukleotidti individudlniho vlakna. To, jakou konformacéni strukturu vlédkno

zaujme, zavisi na délce vladkna, sekvenci, a lokalizaci a po¢tu mist parovani. Je proto

mozné rozlisit i bodové mutace, jelikoz mutované vlakno zaujima odlisnou 3D strukturu

nez vlakno puvodni (Gasser et al., 2006). Vyhody této vysoce senzitivni metody lze

aplikovat i na identifikaci pohlavi u ptaka (Ramos et al., 2009) (Obr. 3).
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Obr. 3: Schéma SSCP pro
CHD1Z (modra) a CHDI1IW
(fialova).

DNA vldkna se po PCR
amplifikaci denaturuji, nasledné
se ustanovi 3D konformacni
struktura. DNA vlakna
pochazejici z amplifikace
CHDI1Z se objevi u samct (ZZ)
i samic (ZW). U samic se budou

navic vyskytovat dvé
konformacni struktury
pochazejici z amplifikace
CHD1W genu. Tato vlakna lze
vizualizovat pomoci
elektroforézy za

nedenaturujicich podminek.

3.7 PCR amplifikace intronové oblasti CHD1 genu

RGss1/RGss2

Sada primert RGSS1/RGss2 byla navrzena Griffiths et Tiwari (1992). Protoze

samice ptakt jsou pohlavi heterogametického, autofi hledali W-specificky lokus na
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tomto unikatnim chromozomu, ktery by se vyskytoval mimo pseudoautozomalni region.
Avsak v této dobé¢ jesté nebyly na ptacich pohlavnich chromozomech objeveny CHD1
geny, a tak se védci pokusili o amplifikaci repetitivniho DNA elementu s vyuzitim PCR
a specialné navrzenych primert. Tyto primery RGssl
(5- CTGTCCTGCCACTTCCCAGCACT -3") a RGss2 (5- CGGTCGGGAGGTTT-
CAAGGAATG - 3") amplifikovaly u sam¢ich i sami¢ich jedinc 175bp tsek. U samic
se vyskytoval jeden ,artificialni nadpocetny produkt o velikosti 800 bp. Védci se
spravné domnivali, ze tento produkt demonstroval s pohlavim spojeny lokus. Tento
experiment byl proveden s DNA $packa obecného (Sturnus vulgaris), u fylogeneticky
vzdalengjSich druhti, u kavky obecné (Corvus monedula) a sykory konadry (Parus
major), se nepodafilo s vyuzitim téchto primert amplifikovat Zadny s pohlavim spojeny
lokus. V souCasné dobé je uz jasné, ze primery RGssl a RGss2 amplifikovaly
intronovou sekvenci CHDI1 genti na Za W chromozomech (Dvoirak et al., 1992;
Griffiths et al., 1992).

P3/P2

Griffiths et Tiwari (1993) popsali postup izolace pro pohlavi specifickych
genetickych  markert a tuto metodu aplikovali na identifikaci vysoce
evoluéné/geneticky stabilniho genu (C-W), ktery, jak ptedpokladali, byl situovan na W
chromozomu u vSech druhti ptaki vyjma primitivniho nadiadu bézct (Griffiths
et Tiwari, 1995). Dale ptedpokladali lokalizaci jeSté jednoho k tomuto genu blizce
ptibuzného genu (C-2) v ramci genomu. Z genomové knihovny (DNA pochazejici od
ary hyacintového) byla vyizolovana sekvence C-W a nasledné byly navrZeny primery,
P3 forward (5'-AGATATTCCGGATC-TGATAGTGA-3") a P2 reverse (5'-TCTGCA-
TCGCTAAATCCAAA-3"), amplifikujici 104bp sekvenci pochazejici od obou C-W
aC-2 genu. Sekven¢ni analyza vramci C-W odhalila pfitomnost specifického
restrikéniho mista, které chybélo u sekvence C-2, a tak mohla byt provedena restrikce,
ktera nasledn€ umoznila rozlisit sam¢i a samici produkty.

Griffiths et Tiwari (1996) aplikovali tyto primery na ureni pohlavi u rtiznych

ptacich druhi.

P2/P8
Kombinace primerti P2 a P8 pro PCR amplifikaci dvou ptacich CHD1 genil nabizi

spolehlivé ur€eni jejich pohlavi (neplati pro nadiad bézci). Tento postup nevyzaduje
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aplikaci restrikéniho enzymu, tak jak tomu bylo pfi pouziti P3 a P2 primert (Griffiths
et Tiwari, 1995). PCR primery nasedaji na teplatovou DNA v misté exonické evoluéné
vysoce zakonzervované sekvence, avSak amplifikuji i intronovou cast daného CHD1
genu. Tato nekodujici sekvence se naopak v prubéhu evoluce neziidka méni a mezi
geny CHD1W a CHD1Z se casto lisi, proto i PCR produkty téchto genit maji rozdilnou
velikost a Ize je elektroforeticky rozlisit: u samicich jedincii 1ze identifikovat dva bandy,
extra band odpovida amplifikaci CHDIW a je o asi 50 bp vétsi, u samcich jedincu se
objevuje pouze jeden band (Griffiths et al., 1998).

Primery P3 a P2 (Griffiths et Tiwari, 1995) amplifikované sekvence byly porovnany
v ramci mySitho CHDI1 a pta¢tho CHDI1Z genu. Tento postup slouzil jako zaklad
pro nalezeni intronovych ¢asti CHD1 genu a navrzeni nového forward primeru P8

(5'-CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3') (Griffiths et al., 1998).

P2/P8 primery byly pouzity pro ptedbézné urceni pohlavi u bazanta mandzuského
(Crossoptilon mantchuricum) (Wang et Zhang, 2009). Amplifikované produkty
0 velikosti 300 bp a 400 bp byly extrahovany a podrobeny sekvenaci. Védci takto mohli
navrhnout novy par primera sexl (5-CTCCCAAGGATGAGAAACTGTGCAA-
AACAGGTA-3") asex2 (5'-CCTTCACTTCCATTAAAGCTGATCTGGAATTTC-3"),
které vykazovaly komplementarni sekvenci s oblasti konzervativni domény v ramci
CHDI genti. Probéhla optimalizace PCR podminek a vysledky ukazaly 100% uspéSnost
pii pouziti sex1/sex2 primerli u baZzanta mandZuského a jinych druhl z fddu hrabavi
Vv porovnani se 91,01 % pii pouziti P8/P2 primerti. Uginnost sex1/sex2 setu primerti
byla ovétena i pro nékteré ptaky z fadu pévei. Tyto vysledky navrhuji aplikaci téchto

primert pro Sirsi vyuZziti ve tfidé ptaku.

1237L/1272H

Tyto primery nasedajici na evolu¢né neménné exonové sekvence a amplifikujici
témet vyhradn€ intronovy isek CHD1 genti na W a Z chromozomech byly navrzeny pro
potteby urceni pohlavi v rdmeci téchto fadl: vrubozobi, hrabavi, pstrosi a dlouhok#idli
(Kahn et al., 1998). Jelikoz introny CHD1 gend vykazuji vysokou variabilitu, i PCR
produkty amplifikované té€mito noveé navrzenymi primery 1237L (5'-GAGA-
AACTGTGTGCAAAACAG-3")a1272H (5-TCCAGAATATCTTCTGCTCC-3") se
lisi velikosti produktti mezi geny CHD1W a CHDI1Z (v rozmezi od 210 do 285 bp).
U samicich jedincli, kde PCR amplifikace poskytovala dva produkty o raznych
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velikostech, se vyskytoval, v porovnani se samci, jeden produkt stejné velikosti a druhy
produkt byl Casto vysledkem amplifikace delSiho tiseku DNA. Tyto rozdily mohly byt
zpusobeny vznikem deleci v prubéhu evoluce vV ramci Z chromozomu nebo inzerci na
W chromozomu. I u druhd, u kterych se vyskytovaly pouze nepatrné rozdily mezi
intronovymi sekvencemi, bylo mozné rozlisit pro samice specificky band. V piipadné

vyskytu stejné dlouhych produktd, byla u nékterych vzorkt pouzita metoda SSCP.

2550F/2718R

Ani postup popsany Fridolfsson et Ellegren (1999) a vyuzivajici 2550F/2718R
primery neni vyjimkou a je zalozen na detekci rozdilné velikosti amplifikovanych
intronovych sekvenci mezi geny CHDIW a CHDI1Z. Tyto geny, jak jiz bylo mnohokrat
zminéno, vykazuji vysoky stupen sekvenéni konzervovanosti jak mezi geny samotnymi
tak v porovnani se sav¢imi homology. Primery 2550F/2718R byly aplikovany na urceni
pohlavi u 50 druht ptaka reprezentujici 11 fadt a u 47 bylo uréeni pohlavi aspésné. Set
téchto primert byl navrzen s vyuzitim jiz dostupnych ¢cDNA sekvenci (Gallus gallus)
tak, aby amplifikoval genomickou DNA a odhalil, pii porovnani sekvenci, intronové
oblasti. Primery 2550F (5'-GTTACTGATTCGTCTACGAGA-3") a 2718R (5'-ATTA-
AATGATCCAGT-GCTTG-3") amplifikovaly useky o velikosti 450 bp (CHD1W)
a600 bp (CHD1Z). U zbyvajicich tfi druhti patficich do fadu pévci byly pouzity
primery 2987F/3112R u jednoho druhu a u dal$ich dvou primery 3007/3112R (Ellegren

et Fridolfsson, 1997) s vysledkem tspésného stanoveni pohlavi.

Kombinaci sad primera 1237L/1272H (Kahn et al., 1998) a 2550F/2718R
(Fridolfsson et Ellegren, 1999) mohlo byt ur¢eno pohlavi u 73 ptac¢ich druhd ze 17
Celedi (Wang et al., 2007). Védci tento postup nazvali dvouintronova determinace
pohlavi. U 49 druhti fungovaly oba sety primerd, u zbyvajicich druhti amplifikovala
bud prvni sada, nebo druhd. Védci vyhodnotili intron 1237L/1272H jako
nejspolehlivéjsi pro identifikaci pohlavi, amplifikace byla Uspé$na u 78,75 %

analyzovanych druht.

P8, W-common a WZ-specific
Jelikoz geny CHD1W a CHDI1Z vykazuji rozdilnou délku intronovych usekd, je
mozné navrhnout specialni primery pro amplifikaci téchto Gsekl a stanovit tak pohlavi

u ptaka. AvsSak Casto se lze setkat se sadou primert, kterd neni schopna amplifikovat
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nebo od sebe rozlisit CHDI1 geny, vétSinou zduvodu vzdalengjsi fylogenetické
ptibuznosti. Proto tato metoda vyzaduje nalézani novych primert, které lze aplikovat na
konkrétni Geledé, popt. samostatné druhy (Ellegren 1996; Ellegren et Sheldon, 1997,
Griffiths et al., 1998; Wang et Zhang, 2009; Wang et al., 2010).

Ani u druhu volavky zlutozobé se nepodafilo obdrzet spolehlivé vysledky
stanovujici pohlavi s vyuzitim primertt P8/P2. Vé&dci zjistili, ze divodem byl intronovy
polymorfismus genu CHDI1Z, ktery do té doby nebyl u volavkovitych ptaka
zaznamenan. Aby mohlo byt u téchto druhti identifikovano pohlavi, byly navrzeny nové
primery WZ-common a W-specific (Wang et al., 2010). Experiment byl proveden u 10
druhd ptakt z ¢eledi volavkoviti: volavka zlutozoba (Egretta eulophotes), volavka
stiibfita (E. garzetta), volavka pobiezni (E. sacra), volavka bila (Ardea alba), volavka
popelava (A. cinerea), volavka ¢inska (Ardeola bacchus), volavka rusohlava (Bubulcus
ibis), kvako§ noc¢ni (Nycticorax nycticorax), bukacek skoticovy (Ixobrychus
cinnamomeus) a bukacek zlutonohy (I. sinensis). K obdrzeni CHD1 sekvenci byly geny
amplifikovany P8/P2 primery, produkty byly elektroforeticky rozdéleny, DNA byla
vyizolovéana a klonovéana. Sekvenace téchto klond odhalila vysoce homologni ¢asti na
W a Z chromozomech. Ovsem u Z chromozomu byly objeveny useky, které vykazovaly
dele¢ni vlastnosti. Proto mohly byt navrzeny reverzni primery WZ-common
(5’-CCCTTCACTTCCATTAAAGC-3") amplifikujici stejné zakonzervované oblasti
Zgenu i W, a W-specific (5'-ACCCAACCCAAAA-GTACAAG-3") amplifikujici
pouze W-specificky usek. Jako forward primer byl pouzit P8 (Griffiths et al., 1998)
(Obr. 4).

30



ST T T T T T T T T T T T T T 1

CHD1Z usek P8 %Z—common
[ e
3'\ | | | | | \5’
f |
250 bp
5T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T | 3
CHD1W usek P8 %szcommon
e
3'\ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 \5’
f {
250 bp
B
57T T T T 1 T T T \" \x X X T 13
CHD1Z usek P8
[ s e
3 L 1 1 1 1 1 \5
Zadny produkt
5T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T | 3
CHD1W tsek P8
T
3’\ L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L \5’
! |
I 1
140 bp
C
f i F i
250 bp 250 bp
f {
140 bp

Obr. 4: Schéma PCR amplifikace s vyuZitim primera P8/WZ-common/W-specific.

A. Znazornéni P8/WZ-common amplifikace gent CHD1Z a CHD1W. Produkty jsou
stejné dlouhé, asi 250 bp. B. Zobrazeni amplifikace genu CHD1W sadou primert
P8/W-specific. Ponévadz se komplementarni sekvence k primeru W-specific vyskytuje
pouze na CHDIW genu, produkt vznikd jen u samic. C. Elektroforetickd separace
umoziuje zobrazit PCR amplifika¢ni produkty. U samic se nachéazeji dva bandy
odpovidajici velikostem 250 a 140 bp, u samcii pouze band o velikosti 250 bp.
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4

4.1

MATERIAL A METODY

Material

Vzorky DNA byly ziskany od ptakd pochazejicich ze zoologickych zahrad, nebo

z ptirody. Jedna se jak o vzorky krve, tak vzorky tkanové. Izolace genomové DNA pro

potieby PCR byla provedena podle postupu uvedeny v Maniatis et al. (1982) a upravena

pro materialni a technické podminky nasi laboratote.

Fenol-chloroformova izolace genomové DNA

Krev byla uchovavana v Queen's pufru (Seutin et al., 1991). Do 1,5ml
mikrozkumavky bylo napipetovano 500 pl tohoto roztoku. V piipadé izolace
DNA z tkdné, byl do mikrozkumavky vloZen kousek tkané o velikosti hrasku.
Tkéan vétSinou pochdzela z mozku, prsniho svalu nebo jater. Mikrozkumavky
s tkalovymi vzorky byly podrobeny homogenizaci mikrohomogenizatorem.
Bylo pifidano 400 pul Queen's pufru (Seutin et al., 1991). Dalsi postup se jiz pro
krevni i tkanové vzorky shodoval.

Do kazdé mirkozkumavky bylo pfipipetovano 100 pl roztoku proteindzy K
(10 mg/ml), nasledovalo promichani pieklapénim a piidani 100 ul 10% roztoku
SDS.

Takto pfipravené mikrozkumavky byly inkubovéany pfes noc za pteklapéni pfi
37 °C v termostatu.

Po asi 12h inkubaci bylo ke smési ptidano 400 pl fenolu a 400 ul chloroformu.
Mikrozkumavky byly zvortexovany a zcentrifugovany (2000 g/5 min). Po
centrifugaci byla odebrana do nové mikrozkumavky vrchni fize pomoci pipety
se zastfizenou $pickou tak, aby nedoslo k nasati fenolu a chloroformu.

K odebranému vzorku bylo pfidano 700 pl chloroformu. Mikrozkumavky byly
zvortexovany a zcentrifugovany (2000 g/5 min). Po centrifugaci byla odebrana
vrchni faze do nové mikrozkumavky tak, aby nedosSlo k naséati bilého zékalu
proteind. Tento krok byl jesté jednou zopakovan.

K odebranému roztoku bylo ptfiddno 180 pl vychlazeného octanu sodného

(3mol/l) a nasledné¢ byly mikrozkumavky vyplnény vychlazenym 96%
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etanolem. Mikrozkumavky byly promichdny pteklapénim a uloZeny na 2 h do
20 °C.
7. Mikrozkumavky byly po 2h inkubaci centrifugovany pii 13000 g po dobu
30-40 min.
8.  Ethanol byl slit tak, aby nedoslo k vyjmuti srazeniny DNA. Byl pfipipetovan 1
ml vychlazeného 1% etanolu.
9.  Mikrozkumavky byly centrifugovany pii 13000 g po dobu 10 min.
10.  Ethanol byl opét slit/odpipetovan tak, aby nedoslo k vyjmuti srazeniny DNA.
Nasledoval proces suseni v termobloku nebo v koncentratoru DNA.
11.  Jakmile byla DNA vysusend, bylo pfipipetovano 500 ul TE pufru.
12. DNA byla rozpousténa za pteklapéni v termostatu asi 12 h (pfes noc) pii 40 °C.
Pro lepsi rozpusténi DNA byla na nckolik desitek minut zvySena teplota na
60 °C.
13. Koncentrace DNA byla zméfena pomoci fluorometru. Mikrozkumavky
s vyizolovanou DNA byly zamraZeny pii -20 °C. Pro opétovné pouziti roztokl
DNA musel byt vZzdy zopakovan krok 12., aby byla DNA dobfe rozpusténa.
14.  Po rozpusténi DNA byla DNA natfedéna deionizovanou vodou na potiebnou
koncentraci a skladovana pii 4 °C.

4.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova tetézova reakce byla pouzita k amplifikaci intronovych usekli genil
CHDI1Z a CHDIW pro stanoveni pohlavi u vybranych druhi ptdkd. Pro jeden typ
amplifikace byly aplikovany primery P2 (5'-TCTGCATCGCTAAATCCAAA-3’)
(Griffiths et Tiwari, 1995) a P8 (5'-CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3") (Griffiths
etal., 1998), u druhého typu byly pouzity primery P8, WZ-common (5'-CCCTTCAC-
TTCCATTAAAGC-3") a W-specific (5-ACCCAACCCAAAAGTACAAG-3")
(Wang et al., 2010). Kazda PCR reakce obsahovala 1 ul templatové DNA o koncentraci
50 pg/ml a 9 pl PCR mixu (Tab. I). Podminky PCR reakce pro 10 ul finalniho roztoku

jsou uvedeny ve Schématu 1.
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Tab. I: SloZzeni PCR mixu pro Sest PCR reakci.

Objem roztoku (ul)

Komponenty PCR mix Koncentrace
ponenty Ul Jasobniho roztoku | P2/P8 v reakci | P8/WZ/W v
reakci

Deionizovana voda 44 4 41,1
Storage buffer 10x 6,7 6,7
MgCl, 25 nmol/l 4 4
dNTP 100 umol/l 0,7 0,7
Primer P2 10 umol/l 3,3 X
Primer P8 10 umol/l 3,3 3,3
Primer WZ-common 10 pmol/1 X 3,3
Primer W-specific 10 pmol/1 X 3,3
aTaq DNA Polymeraza 1 U/ul 1 1

Schéma 1: Podminky PCR reakce.

Teplota (°C) 94.0 | 94,0

Cas

00:30 annealing

*

/JS:OO

00:30 0

* Teplota annealingu ruzna v zavislosti na pta¢im druhu.

4. 4 Elektroforetické déleni PCR produktu

Pfed zahajenim elektroforetick¢ého déleni PCR produkti musela byt piipravena

elektroforeticka skla s polyakrylamidovym gelem. Nasledujici postup byl proveden

v digestofi:

1.

Elektroforeticka skla byla na plose dotyku sgelem fadné¢ odmasténa
detergentnim pfipravkem a nésledné¢ 3x ociSténa 96% etanolem a osuSena
pomoci papirovych ru¢niki.

Na vétsi sklo byl aplikovan piipravek pro odpuzovéni vody z oken automobili.
Po péti minutach bylo sklo oplachnuto deionizovanou vodou a osuseno.

Na mensi sklo byl na celou plochu aplikovan roztok 1 ml 0,5% kyseliny octové
v96% etanolu se3 ul  3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu.  Po
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pétiminutovém zaschnuti byl povrch skla 4x omyt 96% etanolem a osusSen.
Tento roztok zajistil pfilepeni polyakrylamidového gelu k povrchu skla.

Na okraje vétSiho skla byly polozeny 0,4 mm silné spacery a na toto sklo bylo
polozeno mensi sklo, oSetfenymi plochami k sob¢.

Polyakrylamidovy gel byl pfipraven smisenim 60 ml 6% roztoku
akrylamid:N, N"-metylenbisakrylamid v poméru 19:1, 40 ul N, N, N’, N'-
tetrametyletylendiaminu a 400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného. Takto
piipraveny roztok byl postupné vlévan mezi skla, az vyplnil cely prostor mezi
skly. Do horniho okraje gelu byl vlozen hiebinek rovnou stranou do gelu tak,
aby vytvoftil hranu pro pozd¢jsi zavedeni hiebinku. Skla byla zajisténa proti

pohybu pomoci klips. Gel polymerizoval asi 60 minut.

Elektroforetické rozdéleni PCR produkti:

6.

10.

11.

12.

13.

Po utuhnuti gelu byla skla ze stran o¢isténa vodou od zbytkli gelu a vlozena do
elektroforetické komurky, upevnéna a zalita 0,5 x TBE pufrem.

Hriebik byl z gelu vyjmut a prostor nad hranou gelu vy¢istén od zbytku gelu
a mocoviny pomoci proudu pufru z injekéni stiikacky.

Nasledovalo tficetiminutové nahiivani gelu. Zdroj stejnosmérného elektrického
proudu pro elektroforézu byl nastaven na vykon 90 W, napéti 3000 V a proud
150 mA.

Po ptedehtati gelu byl prostor nad hranou gelu mezi skly opét vycistén.
Hiebinek byl zasunut asi 1 mm hluboko do gelu.

K PCR produktu bylo pfidano 5 pl nanaSeciho pufru. PCR produktova smés
byla vlozena na 3 minuty do termobloku vytemperovaného na 96 °C. Poté byly
mikrozkumavky ihned vloZeny na ledovou tfist, aby DNA nezrenaturovala.
Takto pfipravené vzorky byly naneseny do gelu pomoci osmikanalové pipety,
ktera proces znacné urychlila. Byl nanaSen objem v rozmezi od 1 pl az 3 pl.

Po naneseni vzorki byl katodovy 1 anodovy prostor uzavien a elektroforeticka
komirka opét pfipojena ke zdroji proudu. Pro elektroforetické rozdéleni molekul
DNA v gelu byl nastaven vykon 70 W, napéti a proud zlstaly na maximalnich
hodnotach.

Délka elektroforetického d€leni zavisela na velikosti DNA molekul, tedy na
molekulové hmotnosti, ktera se od druhu lisila. Obvykla doba separace byla

1,5 h, u nékterych vzorki az 4 h.
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Ptiprava roztok pro vizualizaci elektroforeticky rozdélenych DNA molekul:

14.

V pribéhu elektroforetického déleni PCR produktii byly ptipraveny nasledujici
roztoky: 800 ml 10% kyseliny octové, tzv. FIX/STOP roztok, 800 ml 1% HNOsg,
800 ml 0,1% roztoku AgNOs, do kterého bylo tésné pied pouzitim piidano
1,2 ml formaldehydu, a 800 ml 3% roztoku NaCOs3; (vyvojka), do kterého bylo
tésné pred pouzitim napipetovano 1,2 ml formaldehydu a 160 ul 1% roztoku
Na,S;03. Roztok vyvojky byl vlozen do chladni¢ky, aby se vychladil na teplotu

nizsi nez 10 °C.

Zachézeni s gelem po elektroforetickém rozdéleni PCR produkti:

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Po vypnuti elektrického zdroje a odpojeni elektrod, byla skla s gelem vyjmuta
z elektroforetické komtrky a umisténa na rovnou plochu, podestu z polystyrénu.
Z boku skel byly odstranény spacery a skla byla od sebe pomoci noze odlepena
tak, ze polyakrylamidovy gel ziistal ptilepen na mensim skle.

Mensi sklo s gelem bylo vlozeno do fotomisky a umisténo na tfepacku, stabilné
umisténou v digestofi. Byl pfidan FIX/STOP roztok.

Po 20 minutach pusobeni FIX/STOP roztoku, byl tento roztok slit do plastové
banky a gel byl 3x 2 minuty proplachnut deionizovanou vodou.

V dalsim kroku na gel piisobil roztok 1% HNOjz po dobu 5 minut. Po dobé
pusobeni byl roztok vylit do vylevky a gel byl 3x 2 minuty proplachnut
deionizovanou vodou.

Sklo s gelem bylo umisténo do fotomisky uréené pro pusobeni roztoku 0,1%
AgNO;. Roztok dusi¢nanu sttibrného ptisobil na gel asi 30 minut.

Po uplynuti 30 minut, byl roztok 0,1% AgNOs; slit zpét do lahve, gel byl na
5 vtefin ponofen do deionizované vody, rychle vytaZzen, umistén do fotomisky
uréené pro vyvijeni a zalit vyvojkou.

Vyvijeni hnédocernych stfibrem obarvenych bandi PCR produktl trvalo asi
2 minuty. Poté byl roztok zalit FIX/STOP roztokem, ktery zastavil reakci
vyvijeni. Doba piisobeni FIX/STOP roztoku byla asi 2 minuty.

Nasledné bylo sklo s gelem oplachnuto v deionizované vodé a po okapani
vlozeno do suSarny (90 °C) asi na 45 minut.

Skla s gelem byla hodnocena na negatoskopu. K archivaci vysledku slouzily

oskenované obrazky skel.
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4.5

Chemikalie a zasobni roztoky

4.5. 1 Chemikalie

3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)
Akrylamid (AppliChem)

aTaq Polymeraza (5U/ul) (Promega)
Bromfenolova modf (Serva)

Deionizovana H,O (AQUA OSMOTIC pro laboratorni vodu)
dNTPs (100 mmol/l) (Promega)

Dusic¢nan stiibrny AgNO3; (Lachema)

Etanol (96%) (Lihovar Vrbatky)

Formaldehyd (Lachema)

Glycerol

Chlorid hotfe¢naty MgCl, (Lachema)

Kyselina boritd (Lachema)

Kyselina dusi¢na HNOj3 (65%) (Lachema)
Kyselina etylendiamintetraoctova (EDTA) (Lachema)
Ledova kyselina octova (Lachema)

Mocovina (NH2),CO (Lachema)

N, N, N’, N’- tetrametyletylendiamin (Serva)

N, N’- metylenbisakrylamid (AppliChem)
Peroxodisiran amonny (NH,),S,0g

Rain-X odpuzovac vody ze skel automobilt
Thiosiran sodny Na,S,03 v H,0 (1%) (Lachema)
Tris (AppliChem)

Uhli¢itan sodny Na,COj3 (Lachema)

Xylénova modf (AppliChem)

4. 5. 2 Priprava roztoki

100ml zasobni roztok 0,5% kyseliny octové v 96% etanolu
- 0,5 ml ledové kyseliny octové a 99,5 ml 96% etanolu

Zasobni 40% roztok akrylamidu : N, N'- metylenbisakrylamidu v poméru 19 : 1

- 380 g akrylamidu
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- 20 g N, N'- metylenbisakrylamidu
Tyto dvé komponenty byly rozpustény v 500 ml deionizované H,0. Poté byl
objem doplnén na 1 1. Roztok byl uchovavan vtemné lahvi obalené

alobalovou f6lii.

Zasobni roztok 6% akrylamidu

- 420 g mocoviny

484 ml deionizované H>O
50 ml 10x TBE
150 ml 40% roztoku akrylamidu : N, N'- metylenbisakrylamidu, 19 : 1

Vsechny slozky byly fadné rozpustény, roztok byl pfefiltrovan a uloZen

Vv temné lahvi obalené alobalovou folii.

10% roztok peroxodisiranu amonného
- 5 g peroxodisiranu amonného bylo rozpusténo v 50 ml deionizované H,O

Roztok byl uchovavan v 50ml falkonkach v lednici pti 4°C.

10x TBE pufr
- 108 g Tris baze
- 55 g kyseliny borité
- 759EDTA
Slozky byly doplnény na objem 1 1 deionizovanou H;O.

Pracovni roztok 1x TBE

- 250 ml 10x TBE bylo doplnéno na objem 5 1.

FIX/STOP roztok

- 80 ml ledové kyseliny octové doplnit deionizovanou H,O na objem 800 ml.

1% roztok HNO3
- 12 ml 65% HNOj3 bylo doplnéno deionizovanou H,O na objem 800 ml.

0,1% roztok AgNO3
- 0,8 g AgNO3bylo doplnéno na objem 800 ml deionizovanou H,O.
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4.

Vyvojka
- 24 g NaCOs bylo doplnéno na objem 800 ml deionizovanou H;O.

Nanéseci pufr pro polyakrylamidovou elektroforézu
- 5 g bromfenolové modii
- 30 ml glycerolu

Komponenty byly doplnény na objem 800 ml deionizovanou H;O.

Pristrojové vybaveni laboratore

Denatura¢ni termocycler MJ Research, Inc., PTC-100™
Elektroforéza MODEL 32, BIOMETRA, Life Technologies™
Finnpipette®™ pipety, kapacita: 100-1000 pl

0,2-2 ul

10-100 pl

1-10 pul

osmikanalova 1-10 ul
Hybridiza¢ni pec HB-2D, HYBRIDISER TECHNE
Chladnicka kombinovana, Whirlpool
Mikrocentrifuga, Cleaver Scientific Ltd.
Minitiepatka MS2, Minishaker IKA®
Negatoskop, MANEKO
Ptistroj na tvorbu ledové tfisté¢ Icematic F100 Compact, Castel Mac
Pfistroj na vyrobu deionizované vody, typ 02 (laboratorni
AQUAOSMOTIC
Susarna se sterilizatorem CAT 8050, Contherm Scientific, Ltd.
Thermocycler BIOER, GenePro
Trepacka ORBIT 1900, Labnet International
Viaha Bel Enginneering (setiny gramu)

Zdroj napéti EV232, Consort

voda)
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4.7 Ostatni vybaveni laboratofre

4.

Cistici kartag

Falkonky

Fotomisky

Hiebinek

Injekéni stiikacka (50 ml)

Kadinky

Nz

Odmérné valce

Papirové utérky

PCR tenkosténné zkumavky po osmi ve stripu
Pipetové Spicky

Plastové banky typu Erlenmeyer

Spacery

Stojanky na PCR stripy

Stojanky na zkumavky typu Eppendorf (1,5 ml)
Zasobni laboratorni 1dhve

Zkumavky typu Eppendorf (1,5 ml)

Tvorba obrazki, schématu a tabulek

K tvorb¢ tabulek byl vyuZit program Microsoft Office Word 2007.

K tvorbé schématu byl vyuzit program Microsoft PowerPoint 2007.

K vytvofeni a zpracovani obrazki byly vyuZity online dostupné bioinformatické
nastroje: ExPASy, pBLAST a ClustalW. Dale byly vyuZity programy Microsoft
PowerPoint a GIMP?2.
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DISKUZE
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ZAVER
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

aa

bp

cDNA

CHD1

CHD1-A

CHD1W

CHD1Z

PCR

RAPD

RFLP

SNP

SSCP

Tris

adenin (purinova baze)

amino acid/acids = aminokyselina/aminokyseliny
base pair/pairs = par/pary nukleotidovych bazi
cytosin (pyrimidinova baze)

komplementarni DNA

forward primer

guanin (purinova baze)

Chromomo-Helicase-DNA-binding protein 1

gen kodujici Chromomo-Helicase-DNA-binding protein 1 u ptakd

(Avian)

gen kodujici  Chromomo-Helicase-DNA-binding
chromozomu

gen kodujici Chromomo-Helicase-DNA-binding
chromozomu

polymerazova fetézova reakce

reverse primer; Vsekvenci DNA pfedstavuje
adenin/guanin (R=A/G)

Random Amplified Polymorphic DNA

Restriction Fragment Length Polymorphism

Single Nucleotide Polymorphism

Single Strang Conformation Polymorphism

tymin (pyrimidinova baze)
tris(hydroxymetyl)aminometan

chromozom W

alelova forma genu na W chromozomu

chromozom Z

alelova forma genu na Z chromozomu

alelova forma genu na Z chromozomu

pyrimidinova baze: cytozin/tymin (Y=C/T)

samec

samice

protein 1na W

protein 1lna Z

purinovou  bazi:
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