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Souhrn

Determinace pohlavi u ptakl je velmi dulezitd pro studium ekologie, evolucni
biologie, chovu a ochrany druhi. Az 50 % ptacich druhii je monomorfnich a nelze
rozeznat pohlavi dospélého jedince. V dnesni dobé je pohlavi u ptdkl rozeznavano na
zéklad¢ analyzy DNA.

V teoretické Casti této diplomové prace jsem se zabyvala zpracovanim informaci
o ruznych zpiisobech determinace pohlavi u ptaka, coz bylo obsahem prvni kapitoly.
Dale jsem se zaméfila na chromozomalni determinaci pohlavi. Dalsi kapitola
je vénovana jednotlivym metoddm molekularni determinace pohlavi. Nasledné jsem
popsala CHD gen a vyuziti amplifikace tohoto genu pii determinaci pohlavi u ptakda.
V posledni kapitole teoretické Casti této diplomoveé prace se zabyvam charakteristikou
ptacich fadi, z nichz pochazeji testovani jedinci.

V experimentdlni c¢asti jsem zjiStovala, zda kombinace primerd P8/WZ-
common/W-specific, kterd byla navzena pro determinaci pohlavi u druhli z Celedi
volavkoviti, je pouzitelnd pro determinaci pohlavi u jinych druht. Jako kontrola
determinace pohlavi byly pouZzity primery P2/P8. Determinaci pohlavi jsem testovala
u vybranych druhii, které patii do ftadu brodivi (Ciconiiformes), veslonozi
(Pelecaniformes), potapky (Podicipediformes), plamenaci (Phoenicopteriformes),
dlouhokfiidli (Charadriiformes), sovy (Strigiformes), dravci (Falconiformes) a pévci
(Passeriformes).

Celkové¢ jsem testovala pohlavi u 35 ptacich druhd, z 15 Celedi a 8 fad. Pomoci
PCR amplifikace s primery P8/WZ-common/W-specific jsem identifikovala pohlavi
u 33 ptacich druht. U 2 druht jsem ziskala protichlidné vysledky determinace pohlavi
s primery P8/WZ-common/W-specific a s primery P2/P8. S témito kontrolnimi primery

P2/P8 nebylo mozZné ur¢it pohlavi u 6 druhti.



Summary

Sex determination in birds is very important in studies of their ecology,
evolutionary biology, breeding and species conservation. More than 50% of bird species
is monomorphic and sex of adult is hard to distinguish. Nowadays, sex recognition in
birds is based on DNA analysis.

In the theoretical part of this thesis I have dealt with processing information
about the different ways of the sex determination in birds, which is content of the first
chapter. I have also focused on chromosomal sex determination. Another chapter is
devoted to the various methods of molecular sex determination. Then I have described
CHD gene and the use of amplification of this gene in sex determination in birds. In the
last chapter of the theoretical part of this thesis I have dealt with the characteristics of
bird orders from which the test subjects.

In the experimental part, I have investigated if the combination of primers
P8/WZ-common/W-specific that was design for the sex determination in species of the
family Ardeidae can be used for the sex determination in other species. As a control for
the sex determination have been used primers P2/P8. I have tested the determination of
sex in some species belonging to the order of Ciconiiformes, Pelecaniformes,
Podicipediformes, Phoenicopteriformes, Charadriiformes, Strigiformes, Falconiformes
and Passeriformes.

Overall, I have determined the sex of 35 bird species from 15 families and
8 orders. Using PCR amplification with primers P8/WZ-common/W-specific I have
identified the sex of 33 bird species. For 2 species I have obtained conflicting result of
the sex determination with primers P8/WZ-common/W-specific and with primers P2/P8.

With control primers P2/P8§ it has not been possible to determine the sex of 6 species.
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1 Uvod

PCR amplifikace useku CHD genu je univerzalni metodou pro determinaci
pohlavi u ptdk. CHD gen je konzervativni a je lokalizovan na obou pohlavnich
chromozomech témét u vSech ptacich druhii. Determinace pohlavi je zalozena na tom,
Ze primery nasedaji na konzervativni ¢asti exonl a obvykle amplifikuji intron. Velikost
méné¢ konzervativni intronové Casti se 1iSi mezi CHD genem pochazejicim
z chromozomu Z a W. Rozdil ve velikosti je poté detekovan pii elektroforetické
separaci. U samcu je tedy pfitomen jeden produkt amplifikace, zatimco samice maji
produkty amplifikace dva. Na tomto principu je zalozena také amplifikace s primery
P2/P8. Primery P8/WZ-common/W-specific také nasedaji na konzervativni ¢asti CHD
genu. Primer WZ-common naseda na konzervativni ¢ast CHD genu chromozomu Z 1 W,
tudiz produkt amplifikace primert P8/WZ-common je pfitomen usamcl i samic.
Primer W-specific naseda na ¢ast CHD genu chromozomu W a produkt amplifikace
s primery P8/W-specific je pfitomen pouze u samic.

V této diplomové praci budu testovat determinaci pohlavi s primery
P8/WZ-common/W-specific, které byly navrzeny pivodné pro determinaci pohlavi
u zastupct z Celedi volavkoviti (Wang ef al., 2011). Pohlavi s témito primery budu
testovat u zastupcti z Celedi volavkoviti, dale u zéastupcti dalSich dvou celedi patticich
také do tadu brodivi a dalSich jedincii z 12 celedi patficich do 7 dalSich tada.
U testovanych jedinct bude pohlavi determinovano také pomoci amplifikace s primery

P2/P8.



2 Cile prace

1. Shromdzdéni dostupnych literarnich zdrojt.
2. Vypracovani reSerSe na tém diplomové prace.
3. PCR amplifikace DNA ptaki dostupnych tadi za Gcelem otestovani systému

determinace pohlavi, ktery byl popsan u volavek (Wang et al., 2011).



3  Literarni prehled

3.1 Determinace pohlavi u ptaku

Jednou ze zédkladnich informaci o kazdém jedinci je pohlavi. OvSem poznat
rozdil mezi pohlavimi u riiznych taxonomickych druht neni vZdy tak jednoduché jako
napf. u Clovéka (Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006). Urceni pohlavi u ptaka dle
fenotypu byva obtizné. U poloviny ptacich druhli nelze rozeznat pohlavi dospélého
jedince. Rozeznat pohlavi u ptac¢ich mlad’at je prakticky nemozné (Griffiths es Phil,
2000). Urceni pohlavi u ptakt je dilezit¢ pro ekologii, evolucni biologii, chov
a ochranu druht (Fridolfsson et Ellegren, 1999).

U ptacich druht, které jsou dimorfni, je velmi snadné rozeznat na prvni pohled
samce a samice. Mezi tyto druhy patii napt. vrabec domaci (Passer domesticus), kachna
divoka (Anas platyrhynchos) nebo lejsek bélokrky (Ficedula albicollis) (Dubiec
et Zagalska-Neubauer, 2006). Pohlavi jsou od sebe lehce rozeznatelnd napt. diky
rozdilnému zbarveni pefi ¢i razné velikosti téla (Griffiths et Phil, 2000).
U monomortnich druhi, které maji velmi podobny fenotyp, byva problém pohlavi ur¢it.
Napt. az 60 % vSech druhli pévcl je monomorfnich, co se tyka zbarveni (Dubiec
et Zagalska-Neubauer, 2006).

V dnedni dob€ dochazi k rozeznani pohlavi u ptdk na zékladé¢ analyzy DNA
(Griffiths et Phil, 2000). Dtive nez doslo k aplikaci molekularnich metod, bylo pohlavi
ptakli uréovano jinymi zplisoby. Pozorovani chovani ptacich jedincl, ¢i zjiSténi
pfitomnosti hnizdnich naZin patii ke zplsobiim zjiStovani pohlavi, které se mohou
aplikovat pouze v obdobi paieni (Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006).

Dal$i metodou je analyza morfometrickych vlastnosti jedincli. Tato metoda
ovSem muze byt dvojznacnd a neptesna (Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006).
Kloskowski et al. (2006) se snazili stanovit pohlavi u potadpky rudokrké (Podiceps
grisegena) pomoci morfologie a nasledné tyto vysledky porovnat s vysledky urceni
pohlavi zjisténé analyzou DNA. Zvolend molekuldrni metoda byla nejprve pouzita
u jedinc potapky rudokrké znadmého pohlavi, aby se zjistila GspéSnost identifikace
pohlavi touto metodou. Pomoci molekularni metody bylo mozné spravné stanovit
pohlavi u vSech jedinct. Pohlavi jedincti bylo ureno napft. télesnou hmotnosti, délkou

zobdku ¢i délkou kiidla. Pfisrovnavani vysledkill, ziskanych biometrickym méfenim
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a analyzou DNA, se zjistilo, ze pohlavi nelze presné identifikovat pomoci
morfologickych vlastnosti. Napt. pii stanoveni pohlavi zméfenim délky zobaku, byla
uspésnost identifikace 79 %. Pti srovnani urceni pohlavi pomoci analyzy DNA a ur€eni
pohlavi zjisténého zméfenim délky zobaku a délky kiidla byla uspésnost identifikace
pohlavi biometrickym méfenim 80 %.

Kurcovani pohlavi ptaki se také vyuziva chirurgickych zékrokii. Pfi téchto
metodach dochazi k pfimému zkoumani pohlavnich zldz. To se provadi proto, Ze ptéci
maji kloaku, ktera je u vSech druhil, krom¢ labuti a kachen, monomorfni a tudiZ nelze
rozpoznat samce a samici. Existuji dvé pouzivané chirurgické techniky — laparotomie
a laparoskopie. Jedinec je podroben lokalni anestézii a nasledné je veden fez v biiSni
dutiné mezi dvéma poslednimi zebry. Pti laparotomii je takto vznikly otvor dostatecné
velky pro vlozeni kovové sondy, ktera posune stfevni trakt, a tim umoZzni vySetieni
pohlavnich zlaz. Ty jsou uloZeny v tésné blizkosti patefe a leZi t€sné pod hrudnim
koSem. Samec ma par varlat na rozdil od samice, ktera ma obvykle jeden vajecnik.
Ten je ulozen na levé strané téla a pro snadné;jsi kontrolu je tedy fez také veden na levé
stran¢ téla. U laparoskopie je provedena mald punkce do biiSni dutiny a k vySetteni
pohlavnich 7l4z je pouZit opticky kabel (Griffiths e# Phil, 2000). VySetfeni pohlavnich
zlaz u dospélych jedinci mlZe byt obtiZzné, pokud se provadi mimo obdobi
rozmnozovani. U mlad’at je toto vySetieni obtizné diky malé velikosti jejich téla
(Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006).

Dalsi metoda, kterou se da urcit pohlavi u ptaka, je cytogenetika. Identifikace
pohlavi za pomoci cytogenetiky je zalozeno na rozdilné morfologii pohlavnich
chromozomt (Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006). Genom kazdé¢ho ptaciho druhu
je obsazen v ur€itém poctu chromozomu, napt. dytlik velky (Burhinus grallarius)
ma 40 chromozomt a dudek chocholaty (Upupa epops) 126 chromozomil. Primérny
pocet chromozomu se u ptacich druhii pohybuje okolo 80. Chromozomy se mohou délit
do dvou skupin. Prvni skupinou jsou makrochromozomy, které jsou u ptakl pritomny
v7az 8 parech a patfi zde také pohlavni chromozom Z. Druhou skupinou jsou
mikrochromozomy, které maji vyrazné redukovanou velikost a do této skupiny se fadi
i pohlavni chromozom W (Griffiths ef Phil, 2000). U ptakii je systém pohlavnich
chromozomt oproti ¢lovéku opacny. Samice jsou heterogametické a maji jeden
chromozom Z a jeden chromozom W. Samci jsou homogameti¢ti a maji dva
chromozomy Z (Ellegren et Sheldon, 1997). VySetfeni chromozomi za¢ind zalozenim

bunééné kultury pouzitim diené¢ rostouciho ptaciho pera ziskanému po pelichani od
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dospélcit nebo od mlad’at. Rostouci bunécna kultura je poté smichana s kolchicinem,
ktery zastavi mitotické déleni ve stadiu metafaze, kdy jsou chromozomy dobfe viditelné
a oddélené. Chromozomy Z 1 W jsou od sebe dobife odlisitelné diky jejich rtzné
velikosti. OvSem velky pocet chromozomt stézuje identifikaci pohlavnich chromozoma.
Dnes uz se urcovani pohlavi pomoci cytogenetiky pouziva jen ziidka (Griffiths ez Phil,
2000; Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006). K ur¢eni pohlavi u ptakl lze vyuzit také
rozdilného mnozstvi jaderné DNA. Obsah DNA v bunkidch je méfen pomoci
prutokového cytometru. Tuto metodu Ize pouzit pouze u ptacich druhd, jejichz pohlavni

chromozomy Z a W se vyrazné 1i§i velikosti (Ellegren ef Sheldon, 1997).

3.2 Chromozomalni determinace pohlavi u ptakua

Stejn¢ jako u spousty jinych zivocichi, lze u ptakl rozlisit pohlavi na samci
a sami¢i. To je dano diky chromozomalni determinaci pohlavi. Determinace pohlavi
u ptakid funguje prosttednictvim ZZ/ZW systému pohlavnich chromozomti. Samice jsou
heterogametické a maji jak chromozom Z, tak chromozom W. Samci jsou
homogameticti a maji dva chromozomy Z (Fridolfsson et al., 1998; Ellegren, 2000;
Nanda et al., 2000; Stiglec et al., 2007). Oba dva pohlavni chromozomy jsou
metacentrické (Ellegren, 2000). Chromozom Z ma u vétSiny ptacich druht podobnou
velikost. Byva vétSinou Ctvrty nebo paty nejvetsi a zaujima 7 — 10 % genomu (Ellegren,
2000; Stiglec ef al., 2007). Oproti tomu W chromozom je u riznych ptacich druhii rizné
velky. Napf. u bézcti je W chromozom prakticky stejné velky jako chromozom Z.
U vétSiny ptacich druht je ovSem W chromozom mnohem men$i nez Z a nese jen
n¢kolik gend. Rozdily ve velikosti W chromozomu mezi druhy jsou dany hlavné
proménlivym mnoZstvim konstitutivniho heterochromatinu. Napi. W chromozom
u kutete predstavuje méné nez 2 % genomu (Ellegren, 2000; Nanda et al., 2000; Stiglec
et al.,2007).

Chromozomalni determinace pohlavi je jednim ze zplisobii determinace pohlavi
nejen u ptaka, ale také napf. u savcl, kde funguje XX/XY systém pohlavnich
chromozomt, pfi¢emZ samice jsou homogametické (XX) a samci heterogameticti (XY).
Mechanismy pohlavni determinace u ptdki a savcli se vyvinuly pfed vice nez
300 miliény lety. DoSlo k procesu postupné diferenciace pohlavnich chromozomu

zparu autozomi. Geny ATP5A1 a CHDI, které jsou lokalizovdny na sami¢im
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W chromozomu, maji svoji kopii na chromozomu Z. To ukazuje na spole¢ny piivod
obou pohlavnich chromozomii z autozomu. Chromozomy Z a W obsahuji nékteré
homologni Gseky. Mista homologie na Z chromozomu jsou vii¢i chromozomu W dvé¢.
Jedno homologni misto se nachazi blizko telomery na p rameni Z chromozomu a druhé
se nachazi na q rameni Z chromozomu. Na chromozomu W se obé dv€ mista homologie
nachdzeji pobliz telomery na jednom konci chromozomu W (Fridolfsson ef al., 1998;
Nanda et al., 2000). Diive se spekulovalo o tom, ze pohlavni chromozomy savcu
a ptakd maji spole¢ny chromozomalni pavod (Ohno, 1967). OvSem geny nachdzejici
se na chromozomu Z kufete maji své homology na lidskych chromozomech 9, 5, 8 a 18.
Geny majici své homology ksavéimu chromozomu X jsou lokalizovany
na chromozomech 1, 4 a 12 kutete. Napt. homolog genu DMRT]1, ktery hraje klicovou
roli pfi ur€eni pohlavi u ptakil a je pfitomny na jejich Z chromozomu, je u savcl
lokalizovan na chromozomu 9. To ukazuje na to, Ze evoluce pohlavnich chromozomu
u savcl a ptakd nastala nezavisle na sob€ z odliSnych autozomalnich part (Fridolfsson
et al., 1998; Nanda et al., 2000; Graves et Shetty, 2001; Ferguson-Smith, 2007; Stiglec
et al.,2007).

Vznik pohlavnich chromozoml z autozomi je zaloZzen na ziskdni vlastnosti
pohlavni determinace jednim chromozomem, nasleduje potlaceni rekombinace,
strukturalni preskupeni a degradace chromozomu nesouciho gen pro pohlavni
determinaci. Kli¢em tohoto procesu je nizky vyskyt crossing-overu mezi chromozomy

Z a W (Roldan et Gomendio, 1999).

3.3 Molekularni determinace pohlavi u ptaki

Pro molekularni ur€ovani pohlavi je zapotiebi DNA. Jeden ze zpiisobu ziskévani
DNA od ptakt je pomoci odebrani krve. Pta¢i erytrocyty obsahuji jadro a jsou tedy
zdrojem jaderné DNA. V zavislosti na pta¢im druhu a véku jedincu je krev odebirana
bud’ z zily na kiidle nebo na noze. DNA je také mozno ziskat sbérem pefi nebo
v ptipad¢ uhynulych jedinci z tkéani, pfedev§im z mozku a jater (Dubiec et Zagalska-
Neubauer, 2006). Pro molekularni determinaci pohlavi u ptaka lze vyuZit nékolik

technik.
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3.3.1 RFLP

Pro urceni pohlavi l1ze vyuZit techniku RFLP — polymorfizmus délky restrikénich
fragmentd. Tato technika je zaloZena na existenci specifického restrikéniho mista, které
je rozpozndno restrikénimi endonukledazami, Stépicimi DNA vtomto misté.
DNA je tedy Stépena pomoci restrikénich enzymua. Vzniklé fragmenty jsou poté
elektroforeticky separovany dle velikosti. JelikoZ restrikci vznika velké mnoZstvi
fragmentl, lze wurcitou specifickou sekvenci detekovat na zakladé¢ hybridizace
se znacenou sondou. Po elektroforetické separaci tedy nasleduje pfenos na nylonovou
membranu (Southern blotting) a inkubace s probami, coz jsou znacené DNA fragmenty.
Proby hybridizuji s genomickou DNA na zdkladé komplementarity. Podle toho,
zda byla proba znafena pomoci radioizotopu, fluorescenéni znackou nebo biotinem,
dochazi k detekci hybridizace autoradiografii, fluorescenci nebo enzymatickou reakci.
Pro ziskani pohlavi u ptaki je dilezité zjistit pfitomnost ¢i neptfitomnost chromozomu
W. Chromozom W obsahuje velké mnozstvi repetitivni DNA, mikrosatelith
a minisatelitdi, které mohou byt pouZity pro identifikaci tohoto chromozomu (Botstein,
1980; Ellegren et Sheldon, 1997; Griffiths ef Phil, 2000; Dubiec et Zagalska-Neubauer,
2006). Prikladem je napt. prace Longmire et al. (1993). Zde byly testovany 4 proby:
tf1 dinukleotidové repetice (CT),, (GT),, (CG), a jedna trinukleotidova repetice (TCC),
v kombinaci s jednim ze tii restrikénich enzymt: Haelll, Hinfl a Pstl u deviti ptacich
druhii ze Sesti fada. Z testovanych préob se jako nejlepsi ukézala dinukleotidova repetice
(CT),, kterd urcila sekvenci specifickou pro samice u Sesti ptacich druhti. Oproti tomu
dinukleotidova repetice (CG), neidentifikovala Zadnou sekvenci specifickou na pohlavi
ani u jednoho z testovanych ptac¢ich druhii. Techniku RFLP lze také pouZzit
pti pfedchozi amplifikaci ur¢itého genu pomoci PCR. Napf. CHD gen je amplifikovan
pomoci PCR reakce a nasledné je St€pen pomoci restrikéniho enzymu Haelll. CHD gen
je lokalizovan na pohlavnich chromozomech Z 1 W. Na chromozomu Z ma tento gen
restrik¢ni misto, které enzym Haelll §tépi. Po pouziti tohoto enzymu vznikaji fragmenty
o velikosti 281 a 64 bp. OvSem na chromozomu W toto restrikéni misto chybi
a pti pouziti enzymu Haelll nedochézi ke Stépeni produktu CHD genu chromozomu W

(Boutette, 2002).
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3.3.2 RAPD

RAPD - polymorfizmus nahodné¢ amplifikované DNA je dalsi technikou
pouzivanou pro urceni pohlavi u ptakl. Tato technika identifikuje DNA polymorfizmus
bez predchozi znalosti genetické informace testovaného druhu. RAPD je zalozen
na PCR reakci, kterd probihd s ndhodné sestavenymi primery, které maji obvykle
10 nukleotid. Reakce probiha pii nizké teploté annealingu, obvykle 35 — 40 °C, ktera
snizuje specifitu reakce. Amplifikuje se tedy mnoho DNA fragmentl. Fragmenty jsou
rizné dlouhé a jsou nasledné rozdéleny elektroforetickou separaci. Pokud je nalezen
band, ktery je pfitomny pouze u samic, je pravdépodobné, ze se jednd o amplifikovany
fragment z chromozomu W. Pro =zisk primert, které amplifikuji oblast
na W chromozomu, je testovano velké mnozstvi primerti. Pokud se ziska na pohlavi
vazany marker, mohou se vytvofit primery, které tento usek amplifikuji pii standardni
PCR (marker SCAR) (Williams et al., 1990; Hadrys et al., 1992; Griffiths et Tiwari,
1993; Bello et Sanchez, 1999; Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006). Lessells
et Mateman (1998) testovali pohlavi pomoci RAPD metody u deseti ptacich druht.
Primery urcujici pohlavi naSli celkové u sedmi druhd. Pocet primerit pouZitych
na identifikaci pohlavi se pohyboval od 5 do 69. U zbyvajicich tii druhli nenasli autoti
zadné primery, které by bylo moZné pouzit pro identifikaci pohlavi a to 1 pfes to,
ze u jednoho druhu testovali 67 primer. To znamena, zZe 1 pfes velky pocet pouzitych
primerd se pii RAPD technice nemusi nalézt primery vhodné pro urcovani pohlavi.
Spolehlivost nalezenych RAPD markert byva ovSem zpochybnitelnd. Je to dano
nastavenim citlivosti reakce, prekrytim méné amplifikované DNA siln&jSim produktem

nebo existenci nulové alely, u které nedochazi k amplifikaci.

3.3.3 AFLP

AFLP — polymorfizmus délky amplifikovanych fragmenti, je technika, ktera
kombinuje PCR reakci se $tépenim DNA pomoci restrik¢nich enzymii. Nejprve je DNA
Stépena dvéma restrikénimi endonukledzami. Jedna restrikéni endonukleaza rozpoznava
kratkou sekvenci (naptf. enzym Msel rozpoznava sekvenci TTAA). Druhd restrik¢ni
endonukleaza vyhledava delsi sekvenci (napf. enzym FEcoRI rozeznava sekvenci
GAATTC) atudiz $tépi DNA méné castéji. Nasleduje ligace oligonukleotidovych

adaptori na konce fragmentl vytvofenych endonukledzami. Dal§im krokem
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je preselektivni amplifikace s primery, které jsou komplementdrni k adaptortim
a obsahuji jeden nukleotid navic. Timto se snizi pocet fragmentl. Nasleduje selektivni
amplifikace s primery, které maji stejné potradi nukleotidli jako primery u preselektivni
amplifikace a jsou jesté prodlouzeny obvykle o tii1 nukleotidy. Produkty jsou poté
podrobeny elektroforetické separaci v polyakrylamidovém gelu. Vysledkem jsou tii
typy markerti. Mnoho z nich je monomorfnich a jsou spole¢né pro vSechny jedince.
Druhy typ markerti jsou markery polymorfni, které jsou rizné mezi jednotlivci, ovSem
bez ohledu na pohlavi. Tieti typ markert, ktery se da touto technikou ziskat, jsou
markery vazané na pohlavi. Tento typ markert lze také pouZit k navrZeni primerii pro
PCR (Griffiths ef Orr, 1999; Zima et al., 2004; Smarda et al., 2005; Dubiec et Zagalska-
Neubauer, 2006).

3.3.4 ARMS

Amplifikaci nedostupny mutacni systém (ARMS) je dalSi moznosti zjisténi
ptaciho pohlavi. ARMS technika je zalozena na tom, ze oligonukleotidy, které jsou
komplementarni k dané sekvenci DNA s vyjimkou nukleotidu na 3° konci, nejsou
schopny fungovat jako primery pifi PCR reakci za urCitych podminek. Pti zjisténi
mutace v urcité sekvenci jsou navrzeny ARMS primery pro danou oblast. ARMS primer,
ktery je komplementarni k mutované sekvenci, tedy na svém 3" konci nese nukleotid
komplementarni k mutaci, ARMS primer, ktery je komplementarni k normalni sekvenci
a ARMS primer spolecny pro oba ptedchozi. Pii PCR reakci jsou tedy pouzity
tf1 primery (Little, 2001). Tato technika byla pouZita v praci Ito ef al. (2003), pii urceni
pohlavi u dravcii. Autofi vyuzili rozdilné sekvence v genu CHD na chromozomu
Z a chromozomu W spocivajici v bodové mutaci. Po probéhnuti PCR reakce
s navrzenymi ARMS primery a nasledné elektroforetické separaci v agar6zovém gelu
rozpoznali pohlavi vSech studovanych jedinct. U samct byl pfitomny pouze jeden band,
jelikozZ se amplifikoval CHD gen chromozomu Z. U samic se tento gen amplifikoval jak

z chromozomu Z, tak z chromozomu W a na gelu byly pfitomny dva bandy.
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3.3.5 SSCP

Polymorfismus konformace jednovlaknové DNA (SSCP) je zaloZen na tom,
ze pohyblivost jednovldknové molekuly DNA v gelu za nedenaturujicich podminek
je vysoce zavisla na jeji velikosti a struktufe. V roztoku ziskdva jednovlaknova
molekula DNA prostorové uspofadani diky parovani bazi mezi nukleotidy. Tato
konformace je zavisla na délce vldkna, sekvenci a pozici a poctu sparovanych bazi
ve vlakn¢. Pokud dojde k bodové mutaci, zméni se konformace molekuly a tato mutace
muze byt tedy rozpoznana (Gasser et al., 2007).

Metoda SSCP byla pouzita pro urceni pohlavi u jesttdba Cooperova (Accipiter
cooperii). U tohoto druhu se pohlavi nejprve ur€ovalo pomoci amplifikace CHD genu.
Tento gen je lokalizovan na pohlavnich chromozomech, ovSem velikost tohoto genu
je rozdilnd na chromozomu W a chromozomu Z. Po amplifikaci genu CHD a nasledné
elektroforetické separaci v agar6zovém gelu se velikost produktu ziskan¢ho
z chromozomu Z liSila jen nepatrné od velikosti produktu ziskaného z chromozomu W.
Pohlavi se tedy nedalo pfesné¢ urcit. PCR produkty byly poté denaturovany a byla
provedena elektroforetickd separace produkti v polyakrylamidovém gelu =za
nedenaturujicich podminek. JelikoZ je u samce pfitomny pouze chromozom Z,
po vizualizaci PCR produktii na gelu bylo moZzné vidét dva bandy, kazdy pfedstavujici
jedno vlakno DNA. Samice maji chromozom Z ichromozom W, tudiZ u nich byly
pfitomny bandy ctyfi. Za pouziti SSCP metody se tedy dalo pohlavi spolehlivé ur¢it
(Ramos et al., 2009).

3.4 Molekularni determinace pohlavi u ptaki zaloZzena na CHD genu

Jak jiz bylo vySe popsano, samci jsou homogameti¢ti a maji dva chromozomy Z.
Oproti tomu samice jsou heterogametické a maji jeden chromozom Z a jeden
chromozom W. Pro determinaci pohlavi u ptakit je tedy dulezité zjistit pfitomnost
chromozomu W (Fridolfsson er Ellegren, 1999). Pro zjjisténi ptitomnosti
W chromozomu bylo tedy nutné najit geneticky marker, ktery by byl unikéatni pro
chromozom W. Griffiths et Tiwari (1995) pfi snaze zjistit pohlavi u posledniho volné
Zijiciho jedince druhu ara Spixiv (Cyanopsitta spixii) jako prvni objevili gen
lokalizovany na chromozomu W. Objev tohoto genu znamenal revoluci pfi urCovani

pohlavi molekuldrnimi technikami  (Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006).
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Ellegren (1996) a Griffiths et al. (1996) nezavisle na sob¢ zjistili, Zze se jedna o CHD
gen. Pfisvych vyzkumech pfiSli na to, Ze se jedna kopie genu vyskytuje na
chromozomu W a zaroven se druhd, velmi podobnd kopie genu se nachazi bud’ na
autozomu nebo na chromozomu Z. Griffiths et Korn (1997) nasledné zjistili, Ze tato

kopie genu je lokalizovana na chromozomu Z.

3.4.1 CHD gen

Gen CHD (Chromo-Helicase/ATPase-DNA binding) kdéduje protein, ktery
ma velky vliv na strukturu chromatinu, a tim se podili na kontrole exprese genil
(Griffiths et Korn, 1997). CHD gen obsahuje tfi konzervativni sekvence (Stokes et al.,
1996).

Chromo (C) doména je svou sekvenci podobnd proteinim HP1 a Polycomb
(Griffiths et Korn, 1997). Tyto proteiny jsou zapojeny do potlateni genové exprese.
Protein HP1 je pfevazn€ spojovan s konstitutivnim heterochromatinem (Stokes et al.,
1996). Proteiny Polycomb jsou inhibitory exprese homeotickych genti a jsou odpovédné
za zachovani represivni struktury heterochromatinu (Woodage et al., 1997).

Helikdzova/ATPéazova (H) doména CHD genu tadi produkty tohoto genu mezi
velkou rodinu proteinlt se Sirokou Skalou biochemickych funkei jako je kontrola
transkripce, rekombinace DNA, reparace DNA, translace a zpracovani RNA.
Helikdzova/ATPé4azova doména je Uzce piibuznd s rodinou proteint SNF2. Studie
provadéné na kvasinkach, octomilkach a sav€ich buiikdch ukazuji, Ze proteiny rodiny
SNF2 funguji jako aktivatory transkripce (Stokes et al, 1996). U octomilek hraji
stejnou roli jako SNF2 proteiny také proteiny Brahma (Delmas et al., 1993).

Tteti doménou CHD genu je DNA vazebnd (D) doména. Tato doména se vaze
na DNA pomoci malého Zlabku. K vazbé mezi DNA a D doménou CHD genu dochazi
piednostné v mistech DNA bohatych na A/T (Stokes et al.,1996).
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3.4.2 Determinace pohlavi u ptaki pomoci amplifikace genu CHD

technikou PCR

CHD gen se stal univerzalnim markerem pro urcovani pohlavi u ptaki. Zmény
v evoluci tohoto genu byly velmi pomalé a CHD gen je tudiz zachovdn mezi riiznymi
druhy. Tento gen je lokalizovan na obou pohlavnich chromozomech u téméf vSech
druhi ptaka. Vyjimku tvoti podtiida bézci (Paleognathae), ktefi maji nediferenciované
pohlavni chromozomy (Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006). Diky tomu, ze je gen
CHD tak konzervativni, lze pouzit pro urCeni pohlavi u podtiidy letci (Neognathae)
jeden par primert. Tyto primery soucasn¢ amplifikuji iseky CHD genu na chromozomu
W 1 chromozomu Z. Jelikoz se chromozom Z vyskytuje u obou pohlavi, je gen CHD
na chromozomu Z amplifikovan vzdy, cozZ slouzi jako diikkaz spravného provedeni PCR
reakce (Griffiths et al., 1998). Griffiths et al. (1996) pouzili par primert, které
amplifikovaly usek CHD genu na obou pohlavnich chromozomech. Produkty této
amplifikace mély ovSem stejnou velikost. Pro rozezndni pohlavi tedy jesté navic pouzili
restrikéni enzym, ktery selektivné rozStépil fragment CHD genu pochézejiciho
z chromozomu Z. Nyni se nejcastéji pouziva PCR reakce, u které neni nutné pouziti
restrikéniho enzymu, coZ je rychlejsi, levnéjsi a jednodussi.

Pii PCR reakci se vyuzivaji primery, které nasedaji na rizné konzervativni ¢asti
exont a amplifikuji Gsek, ktery obvykle obsahuje introny. Ty tvoii nekodujici useky
CHD genu, jsou méné konzervativni a 1i8i se velikosti mezi CHD geny pochéazejicimi
z chromozomu Zaz chromozomu W. Rozdilnost ve velikosti produktl takto
amplifikovanych CHD genii se projevi po elektroforetické separaci. U samcli bude
pfitomen jeden band, ptfedstavujici amplifikovany CHD gen chromozomu Z. Samice
bude mit dva bandy, jeden zna¢i amplifikovany CHD gen chromozomu Z a druhy
amplifikovany CHD gen chromozomu W (Griffiths et al., 1998; Kahn et al., 1998;
Fridolfsson et Ellegren, 1999).

3.4.2.1 Primery RGss1/RGss2

V dobé, kdy jest¢ nebyla znama lokalizace genu CHD na pohlavnich
chromozomech ptakii, byla snaha o urCeni pta¢iho pohlavi potvrzenim ptitomnosti
W chromozomu. Griffiths et al. (1992) se snazili ur¢it pohlavi u Spacka obecného

(Sturnus vulgaris) amplifikaci repetitivniho DNA elementu vazaného na W chromozom
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pomoci PCR reakce. Pro testovani byla pouzita DNA ziskand od 10 samcu
aod 10 samic Spacka obecné¢ho. Pro provedeni PCR reakce byly navrzeny dva,
23nukleotidoveé primery: RGssl (5'-CTGTCCTGCCACTTCCCAGCACT-3")
a RGss2 (5'-CGGTCGGGAGGTTTCAAGGAATG-3"). Tyto primery amplifikovaly
usek o velikosti 175 bp, ktery se vyskytoval u vSech jedinct. OvSem jen u 10 samic byl
amplifikovan jesté usek o velikosti 800 bp. Vyskyt kratSiho fragmentu, ktery byl
pfitomny u vSech jedincii bez ohledu na pohlavi, byl znamkou Usp&$né PCR reakce.
U fylogeneticky vzdalené¢jSich druhd, napt. u kavky obecné (Corvus monedula) nebo
u sykory konadry (Parus major), nedoSlo k amplifikaci tiseku specifického pro pohlavi
pii PCR reakci provedené s primery RGssl a RGss2. Urcit pohlavi pomoci téchto

primerd je tedy mozné pouze u jedinct z rodu Spacek (Sturnus).

3.4.2.2 Primery P2/P3

Griffiths er Tiwari (1995) navrhli primery P2 (5-CTGCATCGCTAAAT-
CCTTT-3") a P3 (5'-AGATATTCCGGATCTGATAGTGA-3") pro amplifikaci useku
konzervativniho genu lokalizovaného na W chromozomu. U druhu ara Spixtv doSlo
k amplifikaci tiseku o velikosti 104 bp jak u samcti, tak u samic. Amplifikovany gen byl
pfitomen na chromozomu W, ale také jesté na jiném chromozomu. V té dob¢ jesté
autofi netusili, Ze se jedna o CHD gen, ktery je pfitomen na chromozomech Za W.
Pouhou amplifikaci tohoto genu pomoci téchto primerti nebylo mozné urcit pohlavi.
Pomoci sekvenace autofi zjistili, ze amplifikovany usek, pochdzejici z chromozomu W,
obsahuje restrikéni misto pro enzym Ddel, zatimco amplifikovany Gsek nepochézejici
z W chromozomu toto restrikéni misto nemd. Po provedeni PCR reakce s témito
primery, Stépeni enzymem Ddel a nasledné elektroforetické separaci produktti mohli
autofi pozorovat u samcil jeden produkt o velikosti 104 bp, zatimco usamic byly
ptitomny produkty o velikosti 31, 73 a 104 bp.

Griffiths et al. (1996) pouzili primery P2 a P3 k ur€eni pohlavi u dalSich ptacich
o velikosti 110 bp. Jako restrikéni enzym pouzili Haelll, jehoZ restrikéni misto
senachazi na CHD genu nepochazejiciho z chromozomu W. CHD genu
lokalizovanému na chromozomu W toto restrikéni misto chybi. Vysledkem

elektroforetické separace byly u samcti dva produkty o velikosti 45 a 65 bp, ziskané
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Stépenim enzymem Haelll. U samic byly ptfitomny 3 produkty o velikosti 45, 65
a 110 bp.

Martin et al. (2000) pouzili PCR reakci stémito primery k urceni pohlavi
u mlad’at druhu drop velky (Ofis tarda). Dospéli jedinci tohoto druhu jsou dimorfni
a lze velmi snadno rozli§it samce od samice. Mlad’ata jsou ale monomorfni. Ve své
praci srovnavali ur€eni pohlavi pomoci molekularni metody a urceni pohlavi srovnanim
morfologickych vlastnosti jedincii jako je délka ocasu a hmotnost. UrCeni pohlavi
pomoci morfologickych vlastnosti bylo usp&sné u 98,2 % jedinci. Usp&$nost uréeni
pohlavi amplifikaci genu CHD pomoci primerd P2/P3 a naslednym Stépenim
restrikénim enzymem Haelll byla 100%. Spravnost urCeni pohlavi byla potvrzena po
par tydnech, kdy uz bylo mozné testované jedince rozlisit diky dimorfismu.

U druhti berneska havajska (Branta sandvicensis) a lesndk havajsky (Myadestes
obscurus) se nepodafilo urcit pohlavi pomoci amplifikace genu CHD s primery P2/P3
a St€penim restrikénim enzymem Haelll. Jak u samct, tak 1 u samic se vyskytoval
pouze PCR produkt o velikosti 110 bp. Sekvenovanim se zjistilo, Ze v misté piisobeni
restrikéniho enzymu Haelll na CHD genu pochazejiciho z chromozomu Z doslo

k mutaci a tudiz ke ztrat€ restrikcniho mista (Jarvi ef Farias, 2006).

3.4.2.3 Primery 1237L/1272H

Primery 1237L/1272H byly navrZeny tak, aby nasedaly na vysoce konzervativni
c¢ast genu CHD. Primer 1237L (5-GAGAAACTGTGCAAAACAG-3") naseda
na helikdzové doméné a primer 1272H (5'-TCCAGAATATCTTCTGCTCC-3")
na DNA vazebné doméné CHD genu. Usek, ktery amplifikuji tyto primery, obsahuje
intron. Introny nejsou tolik konzervativni a li§i se svou velikosti mezi pohlavnimi
chromozomy mnoha druhii ptdki. Pomoci téchto primerti bylo zjistovano pohlavi
u né¢kolika ptacich druhi. Velikost amplifikovaného tseku se mezi studovanymi druhy
pohybovala od 210 do 285 bp. Pii elektroforetické separaci na agardézovém gelu byl
u mnoha druhti pfitomen jeden band u samcii a dva bandy u samic, které odpovidaji
amplifikaci CHD genu na chromozomu Z a chromozomu W s odliSnou velikosti intronu.
U n¢kterych druhit ovSem nebylo mozné zvysledku elektroforetické separace
v agarozovém gelu rozliSit pohlavi. Bylo to dano tim, Ze rozdil mezi velikosti

amplifikovaného mista CHD genu na W a Z chromozomu byl velmi maly nebo nebyl
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z4ddny. U téchto druht byla tedy dale vyuzita technika polymorfizmu konformace
jednovlaknové DNA k tspé$Snému urceni pohlavi (Kahn ez al., 1998).

Jensen et al. (2003) urcovali pohlavi u celkem 47 druhti ptaki pomoci tohoto
part primeril a primerti P2/P8. Oba dva pary primert amplifikovaly stejny intron, 1 kdyz
primery P2/P8 nasedaji na jind mista genu CHD neZ primery 1237L/1272H. Jelikoz jak
par primerd 1237L/1272H, tak par primert P2/P8 amplifikovaly stejny intron, je rozdil
velikosti amplifikovanych produktl pochazejicich z chromozomu Z a z chromozomu W
stejny. Ve srovnani s P2/P8 bylo u amplifikace s primery 1237L/1272H ptitomno vice
nespecifickych produkti.

3.4.2.4 Primery 2550F/2718R

Pro molekularni uréeni pohlavi u ptdki pomoci porovnani rizné délky intronu CHD
genu pochazejictho z chromozomu Z a chromozomu W byly navrZzeny primery 2550F
(5-GTTACTGATTCGTCTACGAGA-3") a 2718R (5-ATTGAAATGATCCAAG-
TGCTTG-3"). Primery byly navrZzeny z cDNA sekvence CHD genu W i Z chromozomu.
Tato cDNA sekvence byla ziskdna od kura domdciho (Gallus domesticus).
Po amplifikaci genomické DNA kura domaciho témito primery, byl ziskan produkt
delsi, nez byla ptivodni cDNA sekvence. Produkt ziskany amplifikaci CHD genu
chromozomu W mél velikost 450 bp a produkt CHD genu chromozomu Z mél velikost
600 bp. Tyto primery nasedaji na konzervativni ¢ast genu a amplifikuji usek obsahujici
intron. Pomoci sekvenace bylo zjisténo, ze tento 150bp rozdil opravdu odpovidal
rozdilné velikosti intronu. Celkové bylo pro analyzu pohlavi testovano 50 druhti ptaka.
Velikost amplifikovaného useku CHD genu chromozomu W se u druhi pohybovala
mezi 400 aZz 450 bp a fragmenty genu CHD chromozomu Z mély velikost 600 az 650 bp.
U samct se po provedeni agardzoveé elektroforézy vyskytoval jeden produkt a samice
mély dva produkty rizné velikosti. U nékterych druhi se u samic prednostné
amplifikoval kratsi isek CHD genu na chromozomu W a produkt amplifikace tohoto
genu z chromozomu Z nebyl detekovan. U samci ovSem k amplifikaci doSlo a diky
rozdilné velikosti amplifikovanych produktii samcii a samic bylo moZné rozeznat,
o0 jaké pohlavi se jednd. U tfech druhti pévct (Passeriformes) nebylo mozné rozeznat
pohlavi. Pro tyto druhy byla pouzita trojice primertt 3007F/3112R/2987F, diky kterym
bylo mozZzné pohlavi identifikovat (Fridolfsson ef Ellegren, 1999).
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Jarvi et Farias (2006) pi1 testovani zjistili, ze par primera 2550F/2718R je
vhodny pro analyzu pohlavi u druht hyl mexicky (Carpodacus mexicanus), vrabec
domaci, panenka muskatova (Lonchura punctulata), Satovnik zlutokapy (Loxioides
bailleui), timélie Cinskd (Leiothrix lutea), sojkovec drozdovity (Garrulax canorus),

lestidk havajsky (Myadestes obscurus) a kruhoocko japonské (Zosterops japonicus).

3.4.2.5 Primery 3007F/2987F/3112R

Tyto primery byly pouzity pifi studiu molekularni evoluce CHD genu
na chromozomu Z a na chromozomu W. Pfi tomto studiu byly srovnavany sekvence
CHD genu pochazejiciho od druhu lejsek bélokrky (Ficedula albicollis), slavik
modracek (Luscinia svecica), budni¢ek vetsi (Phylloscopus trochilus) a budnicek lesni
(Phylloscopus sibilatrix). Par primert 3007F (5'-TACATACAGGCTCTACTCCT-3")
a3112R (5'-CCCCTTCAGGTTCTTTAAAA-3") byl pouzit pro amplifikaci intronu
CHD genu chromozomu Z. Pro amplifikaci intronu CHD genu chromozomu W byly
pouzity primery 3112R a 2987F (5'-CACTACAGGGAAAACTGTAC-3") (Ellegren et
Fridolfsson, 1997).

Seki (2003) studoval, zda UspéSnost analyzy pohlavi u Cervenky Cernohrdlé
(Erithacus komadori) pti pouziti DNA ziskané z bukalni sliznice je stejnd, jako kdyz
je DNA ziskéana z krve. Pro zjisténi pohlavi byly pouzity primery 3007F/3112R. Pohlavi
u tohoto druhu bylo spravné urceno, at’ uz byla zdrojem DNA krev nebo bukélni
sliznice. Odebrani vzorku bunck z bukalni sliznice je méné invazivni a méné casove

naro¢né nez odebrani vzorku krve a je vhodné zejména pro urcovani pohlavi u mladat.

3.4.2.6 Primery CH-F/CH-R

Primery CH-F (5'-GGATGAGGAACTGTGCAAAAC-3") a CH-R (5'-
AATAGTTCGCGGTCTTCCAC-3") byly pouzity pii identifikaci pohlavi u kanéra
divokého (Serinus canaria). Jelikoz nebyla znadma zadna sekvence CHD genu
chromozomu W u kanardi, byla pro vytvofeni téchto primerii pouzita sekvence
CHD genu chromozomu W od druhu tangara olivovohibetd (Hemispingus frontalis).
Pomoci PCR amplifikace s témito primery bylo mozné urcit pohlavi u kandra divokého.

U samcti byl po elektroforetické separaci PCR produktli na agar6zovém gelu pfitomen
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produkt o velikosti 306 bp, zatimco u samic byl také pfitomny produkt o velikosti

306 bp a poté jeste jeden vétsi produkt o velikosti 345 bp (Doosti et al., 2009).

3.4.2.7 Primery P2/P8

Primer P2 (5'-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3"), fungujici jako revers primer,
byl spole¢né s primerem P3 navrzen v praci Griffiths er Tiwari (1995). Tento par
primer byl pouzit pro vyhleddvani intron v genu CHD. Sekvence CHD genu
pochézejiciho od mySi domaci (Mus musculus) a sekvence CHD genu chromozomu
Z od kura domaciho byly pouzity pro vytvofeni nového forward primeru P8 (5'-
CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3), kdy R = A/G a Y = T/C. Vysledem porovnani
dat ziskanych sekvenovanim CHD genu u mySi domadci, kura domaciho a zebticky
pestré (Taeniopygia guttata) bylo, ze 3" konce primeri P2 a P8 jsou stejné u vSech
téchto druhli. Toto porovnani sekvence utaxonomicky vzdalenych druht ukézalo,
7ze CHD gen je konzervativni a par primert P2/P8 amplifikuje ¢ast CHD genu u vSech
ptacich druhd. Par primertt P2/P8 amplifikuje isek CHD genu zahrnujici intron, ktery
neni konzervativni a ma rozdilnou velikost u CHD genu chromozomu Z a chromozomu
W. Pro testovani pohlavi pomoci primertt P2/P8 bylo pouzito celkem 28 ptacich druht.
Pohlavi bylo uspéS$n¢ urceno u 27z nich. Usamcii se vyskytuje pouze jeden
amplifikovany produkt. U samic jsou pfitomny dva amplifikované produkty. V mnoha
ptipadech byl produkt amplifikace CHD genu chromozomu W vétsi neZ produkt tohoto
genu z chromozomu Z. OvSem napf. u holuba doméciho (Columba livia) nebo vlhy
pestré¢ (Merops apiaster) tomu bylo pifesné¢ naopak. Velikost jednotlivych
amplifikovanych tsektt CHD genu se 1i§i mezi rliznymi pta¢imi druhy. Napt. dva bandy
vyskytujici se po amplifikaci genu CHD u postolky obecné (Falco tinnunculus) jsou
vetsi nez dva bandy u kavky obecné. U druhu pustik obecny (Strix aluco) se nepovedlo
urcit pohlavi pomoci elektroforetické separace PCR produktti v 3% agar6zovém gelu,
jak tomu bylo u ostatnich druhi. Bylo to dano tim, Ze velikosti intronu CHD genu
chromozomu Z 1 W byly velmi podobné. Pro elektroforetickou separaci byl tedy pouzit
8% denaturujici polyakrylamidovy gel, diky némuz bylo moZzné rozeznat rizné velikosti
PCR produktd. Pomoci primertt P2/P8 nebylo mozné urc¢it pohlavi u druhu pstros
dvouprsty (Struthio camelus). Tento druh ovSem patii mezi bézce (Paleognathae), kteti

nemaji rozliSené pohlavni chromozomy (Griffiths et al., 1998).
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Primery P2/P8 byly pouzity pro urceni pohlavi u druhtt z fadi papousci
(Psittaciformes), Splhavei (Piciformes) a hrabavi (Galliformes). Elektroforetickou
separaci PCR produkti v agar6zovém gelu bylo mozné urcit pohlavi u druhi tadu
papousci a Splhavei, které zastupovaly druhy z Celedi tukanoviti. U druhti z celedi
hokoviti (Cracidae), patfici do taddu hrabavi, bylo nutné pouzit elektroforetickou
separaci v polyakrylamidovém gelu, jelikoz PCR produkty CHD genu chromozomu
Z a W mély podobnou velikost (Miyaki et al., 1998).

Dawson ef al. (2001) zjistovali pohlavi jedincti u druhti alkounek drobny (4ethia
pvgmaea), alkounek nejmensi (A. pusilla), alkounek chocholaty (4. cristatella)
a alkounek papouskovity (4. psittacula) pomoci amplifikace CHD genu primery P2/P8.
Pfi tomto testovani byl zjistén polymorfizmus na chromozomu Z u vSech studovanych
druhti. Napf. u vétSiny samcti jedinc druhu alkounek drobny byl po elektroforetické
separaci v polyakrylamidovém gelu ptitomen jeden produkt o velikosti 377 bp. OvSem
u nekterych samcich jedincti byly pfitomny dva produkty o velikosti 377 a 365 bp.
U samic byl pfitomen produkt PCR amplifikace o velikosti 391 bp, ktery predstavoval
amplifikovany usek CHD genu chromozomu W. Usek CHD genu chromozomu Z mél
u vétSiny samic velikost 377 bp, ale u nckterych samic byla velikost 365 bp.
Polymorfizmus na Z genu byl také pozorovan u druhu pav korunkaty (Pavo cristatus),
sykora konadra a Soupalek dlouhoprsty (Certhia familiaris). Problémem amplifikace
primery P2/P8 muze byt fakt, ze PCR produkty pochazejici z chromozomu Z jsou mensi
nez ty, které pochazeji z chromozomu W. Usek CHD genu na chromozomu Z miize byt
amplifikovan pfednostné a mize dojit k tomu, ze samice je ur¢ena jako samec, coz bylo

pozorovano u tuciiaka krouzkového (Pygoscelis adeliae).

3.4.2.8 Primery Sex1/Sex2

Wang et Zhang (2009) pouzili tento par primert pro identifikaci pohlavi
u bazanta mandzuského (Crossoptilon mantchuricum). Nejprve byla provedena PCR
amplifikace s primery P2/P8 pro predbézné urceni pohlavi. Produkty této amplifikace
byly nasledné¢ podrobeny sekvenaci. Primery sexl (5-TCCCAAGGATGAGAAA-
CTGTGCAAAACAGGTA-3") a sex2 (5-CCTTCACTTCCATTAAAGCTGATCTG-
GAATTTC-3") jsou komplementarni ke konzervativni ¢asti osekvenované¢ho tseku

CHD genu bazanta mandzuského. Uspé$nost identifikace pohlavi s témito primery byla
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100 %, zatimco uspéSnost urceni pohlavi s primery P2/P8 byla 91,01 %. Primery

Sex1/Sex2 uspésné urcily pohlavi také u ptacich druha z fadu pévei.

3.4.2.9 Primery P8/WZ-common/W-specific

Urcovani pohlavi pomoci amplifikace genu CHD primery P2/P8 nebylo
u nékterych druhit uspé€$né. U druhu volavka zlutozoba (Egretta eulophotes) nebylo
mozné urcit pohlavi pomoci primerti P2/P8 diky polymorfizmu intronové ¢asti na CHD
genu chromozomu Z. Byly tedy navrzeny dva nové primery zalozené
na konzervativnim sekvenci ¢asti CHD genu amplifikovaného pomoci primert P2/P8.
Primer WZ-common (5-CCCTTCACTTCCATTAAAGC-3") je lokalizovan
na konzervativnim tseku CHD genu chromozomu Z 1 W. Primer W-specific
(5-ACCCAACCCAAAAGTACAAG-3") je lokalizovan na specifické sekvenci genu
CHD chromozomu W. PCR reakce byla provedena s celkové tremi primery.
Jako forward primer byl pouzit primer P8 a jako revers primery byly pouZity primery
WZ-common a W-specific. Produkty PCR amplifikace byly podrobeny elektroforetické
separaci v 2% agardézovém gelu. U samic byly viditelné produkty o velikosti 250 bp,
jenz je vysledkem amplifikace primert P8/WZ-common a 140 bp, ktery amplifikoval
par primertt P8/W-specific. U samcl byl ptitomen pouze produkt o velikosti 250 bp.
Testovani téchto novych primeri nebylo provadéno pouze na druhu volavka Zlutozoba,
ale také u daldich druhi zé&eledi volavkoviti (Ardeidae) Zijicich v Cing. Jednalo
se o druhy volavka sttibtita (Egretta garzetta), volavka pobiezni (E. sacra), volavka
bild (Ardea alba), volavka popelava (4. cinerea), volavka Cinska (Ardeola bacchus),
volavka rusohlava (Bubulcus ibis), kvako§ nocni (Nycticorax nycticorax), bukacek
skoticovy (Ixobrychus cinnamomeus) a bukacek zlutonohy (/. sinensis). U vSech téchto
testovanych druhli bylo moZzné spravné urcit pohlavi pomoci amplifikace genu CHD

primery P8/WZ-common/W-specific (Wang et al., 2011).
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3.5 Charakteristika testovanych radi

Ttidu ptaci (Aves) lze rozdélit na dveé podtiidy: bézce (Paleognathae) a letce
(Neognathae). Letci se dale d€li na dva nadiady: Galloanserae, jenz obsahuje fady
hrabavi a vrubozobi (Anseriformes) a Neoaves, coz jsou vSichni ostatni letci.
Toto klasické pojeti systému je shodné pifi pouziti jak morfologickych,
tak molekularnich metod. Fylogenezi jednotlivych druhli lze zjiStovat na zakladé
morfologie, DNA-DNA hybridizace, mitochondridlniho genomu, rizné délky intronu
¢iribozomalni RNA. Vysledky fylogenetickych studii pomoci téchto metod se ovSem
1181 a zjistit aktudlni vztahy mezi jednotlivymi skupinami je proto velmi obtizné
(Hackett ef al., 2008).

Ericson et al. (2006) se pokusili o zjisténi vztahli mezi Neoaves pomoci
porovnani nukleotidové sekvence péti jadernych gent od celkem 87 ptacich druht.
Pouzité geny byly c-myc (exon 3), RAG-1, myoglobin (intron 2), B-fibrinogen (intron 7)
a ornithindekarboxyldza (introny 6 a 7). Ve své praci rozdélili nadidad Neoaves
na Metaves a Coronaves. Metaves je monofyletickou skupinou, zahrnujici napt. celed’
holuboviti (Columbidae), kolibiikoviti (Trochilidae), lelkoviti (Caprimulgidae),
plamenakoviti (Phoenicopteridae), potapkoviti (Podicipedidae) a rorysoviti (Apodidae).
Do skupiny Coronaves jsou zahrnuti pozemni, stromovi a vodni ptaci jako jsou napf.
c¢apoviti (Ciconiidae), datloviti (Picidae), chfastaloviti (Rallidae), jestfaboviti
(Accipitridae), pelikdnoviti  (Pelecanidae), pustikoviti  (Strigidae), sokoloviti
(Falconidae), tukanoviti (Rhamphastidae). Toto rozdéleni je ovSem zavislé
na pfitomnosti intronu 7 genu pro B-fibrinogen pii srovnavacich analyzach. Pokud
je tento gen ze srovnani vylou€en, rozdéleni ptaki na Metaves a Coroaves neni tak
jednozna¢né. Pii sestavovani fylogenetickych vztahti autofi také zjistili, Ze ftady
veslonozi 1 brodivi nejsou monofyletické. Do fadu veslonozi byly zatazeny celedi
pelikanoviti, ¢lunozobcoviti (Balaenicipitidae), kladivouSoviti (Scopidae), volavkoviti
a ibisoviti (Threskiornithidae). Rad brodivi a veslonozi maji spole¢ného predka s fady
tucnaci (Sphenisciformes) a potéaplice (Gaviiformes).

Fylogenetick¢é vztahy utvofené na zakladé mitochondridlniho genomu
od 41 ptacich druhii odmitaji monofyleticky ptivod druhii patiicich do skupiny Metaves.
Ptikladem toho je, ze sesterskou skupinou fadu plamendci (Phoenicopteriformes)

a potapky (Podicipediformes), patfici do Metaves je fad dlouhoktidli (Charadriiformes),
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ktery patiti do skupiny Coronaves. Vztahy mezi ptaky, které jsou vytvoieny
dle mitochondriadlniho genomu ukazuji, Ze ¢api a volavky maji spole€ného predka, ktery
je ovSem jiny nez spolecny predek fregatek a pelikanti. Na rozdil od fylogenetickych
vztahll délicich jednotlivé druhy na Metaves a Coronaves maji plameniaci a potapky
dle srovnani mitochondridlniho genomu pomérné blizko k fadu brodivi (Ciconiiformes)
a veslonozi (Pelecaniformes) (Morgan-Richards et al., 2008).

Hackett et al. (2008) testovali jadernou DNA z 19 nezavislych lokust
u 169 druhi ptaka. Autoti zjistili, Ze fad pévci (Passeriformes) je spojen s né€kolika
morfologicky odliSnymi fady jako jsou napt. dravci (Falconiformes), papousci, sovy
(Strigiformes) a Splhavci. Podle vysledka své studie autotfi vyloucili z fddu veslonozi
celed faetonoviti (Phaethontidae). Autofi ve své praci porovnali zafazeni druhit do fada
podle tfech rtiznych klasifikaci. Jestfabi a orli jsou v klasifikaci Peters et al. (1931 -
1987) a Livezey et Zusi (2007) zatazeni do fadu dravci, ovSem dle klasifikace
pochézejici od Sibley et Monroe (1990) jsou soucasti fadu brodivi. Rod plamendci
je dle Sibley et Monroe (1990) a Livezey et Zusi (2007) zatazen do fadu brodivi, ale dle
Peters et al. (1931 - 1987) patfi tento rod do fadu plamendci. Stejné tak potapky jsou dle
Sibley et Monroe (1990) zatazeny do tadu brodivi, ale podle klasifikace sestavené
Peters et al. (1931 - 1987) a Livezey et Zusi (2007) patii celed’ potapkoviti do vlastniho
tadu potapky. Jak plamenaci, tak potapky jsou dle vysledka studie Hackett et al. (2008)
pomérné fylogeneticky vzdalené od fadu brodivi a tudiZ nepatii do tohoto fadu. Rody
pelikan, kormoran, terej a fregatka jsou podle Peters et al. (1931 - 1987) a Livezey
et Zusi (2007) soucasti fadu veslonozi, ovSem Sibley e Monroe (1990) je fadi do fadu
brodivi. Do fadu brodivi se dle Sibley e Monroe (1990) fadi také rody ¢ap, clunozobec,
ibis, kladivous, volavka ¢itucidk. Podle Hackett et al. (2008) ovSem rody ¢lunozobec,
ibis, kladivou§ a volavka maji blize k pelikdnim nez k ¢apiim a zastupci rodu tucnak
tvofi vlastni fad tucnaci.

Clenéni pta¢ich druh@i do jednotlivych ad@i neni tedy jednotné a je velmi
problematické. Rad brodivi se déli dle del Hoyo ef al. (1992) a Stastny et al. (1998a)
na pét celedi: ¢apoviti, ¢lunozobcoviti, ibisoviti, kladivouSoviti a volavkoviti. OvSem
dle Gaisler et Zima (2007) a Burnie (2008) do tadu brodivi patii pouze tfi Celedi:
Capoviti, ibisoviti a volavkoviti. Celed’ ¢lunozobcoviti a kladivousoviti tito autofi
piitazuji do fadu vesnolozi. Rad dravci je dle Burnie (2008) rozdélen na tii ¢eledi —
jestiaboviti, kondoroviti (Cathartidae) a sokoloviti. Gaisler et Zima (2007) rozd¢€luji tad

dravci na pét cCeledi, ktery krom¢ vySe zminovanych celedi obsahuje jesté celed
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hadilovoviti (Sagittariidae) a orlovcoviti (Pandionidae), které jsou dle Burnie (2008)

soucasti Celedi jestfaboviti.

3.5.1 Rad brodivi

Do fadu brodivi patii stfedni az velké druhy ptaki. Mezi nejmensi druhy patii
bukacci, ktefi jsou vysoci 25 cm, zatimco nejveétsi jsou Capi, ktefi maji velikost 1,5 m.
Typickymi znaky zastupct tohoto fadu jsou dlouhé nohy, dlouhy krk a dlouhy zobak.
VSichni zéstupci tohoto fadu jsou masozravi. Lovi obvykle ryby, Zaby a jiné
obojzivelniky nebo chytaji hmyz ve vodé. Nékteré druhy poziraji malé ptaky a jini jsou
mrchozravi. Zpisob lovu je rGzny. Zastupci rodi volavka a bukacek hledaji kofist
zrakem, kdy zlstavaji bez pohnuti na misté, dokud se kofist nepiiblizi. Jini (ibisi
a kolpici) lovi pomoci svého citlivého zobaku v bahnité vodé. Cépi kradeji pomalu
travou nebo bazZinou a lovi Zivo€ichy, které vyruSili. Zbarveni obou pohlavi je obvykle
stejné nebo jen malo odlisné. VSechny druhy vyborné 1¢taji. Maji Siroka kiidla, ktera
jim umoznuji dokonalé statické plachténi. Nékteré druhy ziji po cely rok individualng,
vétS§ina druhi ovSem hnizdi ve skupinach. Hnizdi obvykle na stromech nebo
v rakosindch. Hlasové projevy jsou velmi hlasité. Nékteré druhy hlasité klapaji zobakem.
Mlad’ata jsou nidikolni a staraji se o né oba rodi¢e (Stastny et al., 1998a; Gaisler
et Zima, 2007; Burnie, 2008).

Rad brodivi je rozdélen na tfi Geledi: ¢apoviti, ibisoviti a volavkoviti. V fadu
brodivi je celkem 115 druh (Burnie, 2008). Dle ptivodni klasifikace je tento tad

rozdélen na pét Celedi: Capoviti, clunozobcoviti, ibisoviti, kladivouSoviti a volavkoviti.

3.5.2 Rad veslonozi

Rad veslonozi tvoti vodni ptaci, ktefi maji vSechny &tyfi prsty spojené plovaci
blanou. VSichni jedinci tohoto fadu jsou ryboZzravi. Pro lov ryb pouZivaji rlizné techniky
jako potapéni, sttemhlavy pad do vody, natlaCovani ryb na mél€iny a sbirani z vodni
hladiny, sbirdni z hladiny za letu nebo paraziticky od jinych ptaki. Maji mohutny,
hluboce rozeklany zobak a vétsi ¢1 mensi hrdelni vak. Jsou to vyborni letci, ale na sousi
se pohybuji s obtizemi. Kostra je vétSinou pneumatizovana. Obvykle hnizdi v koloniich
na stromech ¢i na zemi. Mlad’ata jsou nidikolni a jsou dlouho zavisld na rodi¢ich

(gt’astny et al., 1998a; Gaisler et Zima, 2007; Burnie, 2008).
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Do tohoto fadu patii celkem osm ¢eledi a 64 druhii (Burnie, 2008). Celed’
kladivouSoviti byva v jinych klasifikacich zafazovana do fadu brodivi. Pro determinaci

pohlavi byly pouzity druhy z ¢eledi kladivouSoviti, kormoranoviti a pelikanoviti.

3.5.3 Rad potapky

Do tadu potapky patii sttedné¢ velci vodni ptaci. T¢lo je adaptovano k plavani
a potapéni. Krk je delsi, kiidla jsou kratka a uzka. Typickym znakem je, ze kazdy prst
je vrouben Sirokym ploutevnim lemem. Nohy jsou posazené dozadu, coz zptlisobuje to,
7e se po sousi pohybuji obtizn€. Potravou jsou ryby, pulci, zaby, hmyz, mékkysi, raci,
krabi atd. Létaji rychle a na dlouhé vzdalenosti. Pti vzletu potfebuji dlouhy rozbéh
na hladin€. Namluvy jsou velmi okézalé, spojené s hlasovymi projevy, ptedavanim dart
a prudkym Slapanim vody. Po navdzdni pouta mezi partnery dochazi k vybudovani
plovouciho hnizda z rostlin. Mladd’ata jsou polokrmiva a staraji se o né oba rodice, ktefi
své potomky vozi na zadech (Stastny et al., 1998a; Gaisler et Zima, 2007; Burnie,
2008).

Do tadu potapky patii jedind Celed’ potapkoviti, kterd obsahuje 22 druhti (Burnie,
2008).

3.5.4 Rad plameiiaci

Vzhled jedinci, patticich do fadu plamenaci, je velmi napadny. Maji dlouhé
nohy, kiidla a velmi dlouhy krk. Pfedni tfi prsty jsou spojeny plovaci blanou, palec
je redukovany. Maji silny, lomeny zobdk, ktery je opatfen lamelami. Potravu piijimaji
tak, Ze stoji ve vod¢ s hlavou sklonénou, zobdk je horni polovinou orientovan dold,
nasavaji vodu a filtruji potravu (mékkyse, koryse, fasy atd.). Jsou to vyborni letci. Barva
pefi je bild, rizova az krvava. Jsou monogamni a pary spolu zlstavaji po cely Zivot.
Hnizdi v koloniich a stavi si kuzelovité hnizdo z bahna. Mlad’ata jsou nidikolni a staraji
se 0 né€ oba rodice (gt’astny et al., 1998a; Gaisler et Zima, 2007; Burnie, 2008).

Do tohoto tadu patii pouze jedna celed’ plamenakoviti, obsahujici 6 druht
(Burnie, 2008).
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3.5.5 Rad dravei

Mezi dravce patii ptaci rtizné velikosti. Maji silné, Casto opetfené nohy, s velmi
dlouhymi a ostrymi drapy. Maji silny, zahnuty zobak, Casto s ostrou Spici na horni
Celisti a silny svalnaty jazyk. Maji vynikajici zrak a jejich o¢i sméfuji doptfedu. Jsou
to vyborni letci. Lovi vétSinou zivociSnou potravu, néktefi jsou mrchozravi. Samice
byva obvykle vétsi nez samec. Hnizdi na stromech, skaldch nebo na zemi. Jedno hnizdo
pouzivaji po mnoho let. Mlad’ata se lihnou postupné, jsou nidikolni a staraji se o n¢ oba
rodi¢e. P¥i nedostatku potravy mize byt mlad$i mladé sezrano star$im (Stastny et al.,
1998a; Gaisler et Zima, 2007; Burnie, 2008).

Do tadu dravci patfi 3 &eledi: kondoroviti, sokoloviti a jestfaboviti. Rad dravci

ma celkoveé 304 druhti (Burnie, 2008).

3.5.6 Rad sovy

Sovy patii mezi no¢ni ptaky. Jejich typickymi znaky jsou vzpiimeny postoj téla
a velké o¢i smétujici dopfedu. Mohutny zobak maji od kofene zahnuty. Maji velmi
dobry sluch a vyrazny hlas. Potravu lovi za soumraku nebo v noci. Zivi se prevazné
obratlovci jako jsou hlodavci Ci ptaci. Létaji velmi tiSe. Hnizdi na stromech, v dutinach,
na skalach nebo v budovach, ¢asto vyuzivaji cizi hnizda. O mlad’ata, ktera jsou krmiva,
se staraji oba rodice. Mlad’ata se lihnou postupné a pii nedostatku potravy se stava, ze
star$i mlade sezere mladsi (ﬁt’astn}'/ et al., 1998b; Gaisler et Zima, 2007; Burnie, 2008).

Do tadu sovy patii 2 ¢eledi: sovoviti (Tytonidae) a pustikoviti. Do fadu sovy

patti 194 druhi (Burnie, 2008).

3.5.7 Rad dlouhok¥idli

Zastupci fadu dlouhoktidli jsou velmi rozdilni tvarem a velikosti téla. Jedna
se pfevazné¢ o druhy Zijici u vody. Jejich nohy jsou bud brodivé s kratkym nebo
chybéjicim zadnim prstem, mohou mit nohy s dlouhymi prsty a drapy nebo mize byt
jejich noha plovaci s lalo¢natou plovaci blanou. Tvar zobaku je rtiznorody podle
zpusobu lovu potravy. U vétSiny druhti dochazi ke stfidani zimniho a svatebniho Satu.
Jedinci tohoto druhu Ziji jak u moiského pobiezi, tak i u sladkych vod. Potravou téchto

ptakl jsou obvykle ryby. VétSinou si nestavéji hnizda a kladou vejce rovnou na skalnaté
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fimsy nebo na zem. Hnizdi bud’ jednotlivé nebo v koloniich. Mladd’ata jsou obvykle
nekrmiva ¢i polokrmiva (St’astn}’/ et al., 1998b; Gaisler et Zima, 2007; Burnie, 2008).
Do tohoto tadu patii 16 ¢eledi a celkem 344 druhi (Burnie, 2008). Pohlavi bylo

testovano u jedinci z Celedi kulikoviti (Charadriidae).

3.5.8 Rad pévei

Do tadu pévci patii druhy velmi rozmanitého vzhledu, malé az sttedni velikosti.
Noha je tvofena Ctyimi prsty, kdy ti1i sméfuji dopfedu a jeden dozadu. Maji kratka
a Siroka ktidla. Zobdky maji rozmanité tvarované, podle toho, jakou potravou se Zzivi.
Zbarveni jedinct je také ruzné. Nékteré druhy jsou nendpadné zbarvené, jiné maji zase
peii zbarvené velmi napadné. Pévci jsou nejcastéji hmyzozravi, semenoZzravi, vSezravi,
plodozravi nebo se zivi nektarem a pylem. VSichni pévci si stavéji hnizdo nejcastéji
na stromech a ketich. Hnizdi ovSem také i v rozmanitych dutinach, na zemi, v rakosi,
na skalach nebo na budovéch. Jsou obratni letci a lehce se proplétaji mezi vegetaci.
Pévci vyluzuji rizné hlasy a vétSina 1 zpév, ktery je pro kazdy druh typicky
melodi¢nosti, slozitosti a délkou. Zpivat zacind mnoho pévci v dobé rozmnozovani.
Mezi pévcei se vyskytuji monogamické i1 polygamické druhy. Mlad’ata se lihnou holé
aslepa. Jsou extrémné krmiva a charakteristicky loudi potravu po rodi¢ich (Stastny
et al., 1999; Gaisler et Zima, 2007; Burnie, 2008).

Rad pévci obsahuje 92 &eledi. V fadu pévei je vice nez 5200 druhti (Burnie,
2008). Pro determinaci pohlavi byly pouzity druhy z ¢eledi lejskoviti (Muscicapidae),

vrabcoviti (Passeridae), budnickoviti (Phylloscopidae) a drozdoviti (Turdidae).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Pro testovani pohlavi u ptaki byli vyuziti jedinci pochazejici jak z volné piirody,

tak ze zoologickych zahrad. Genomickd DNA byla ziskdna ptfevaZzné izolaci z krve.

Pouze u jedinct druhu kormoran velky byla DNA ziskdna izolaci zkiize a svali

a u druhu potépka roha¢ byla DNA ziskdna izolaci ze svald.

4.2 1Izolace genomické DNA pro PCR z krve a tkani ptaki

Tento postup je prevzaty podle Maniatis et al. (1982) a je upraven pro materialni

a technické podminky Laboratofe populacni genetiky na Katedie bunécné biologie

a genetiky Prirodovédecké fakulty UPOL.

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

Do mikrozkumavky bylo napipetovano 400 pl roztoku krve v Queen’s pufiu.
Pti izolaci DNA z tkanég, byl do mikrozkumavky vlozen kousek tkané. Ten byl
mikrohomogenizatorem zhomogenizovan a nasledné¢ bylo pifidano 400 pl
Queen’s pufru.

Poté bylo ptipipetovano 100 pl roztoku proteinazy K (10 mg/ml), preklapénim
promichano a piipipetovano 100 ul 10% roztoku SDS.

Mikrozkumavky byly pfes noc inkubovany za pteklapéni v termostatu pii 37 °C.
Do smési bylo dale ptidano 350 pl fenolu a 350 pl chloroformu.
Mikrozkumavky byly poté zvortexovany a zcentrifugovany (2 000 g / 2 min).
Pomoci ustfizené Spicky byla odebrana vrchni faze do nové mikrozkumavky.

K odebranému roztoku bylo pfidano 700 pl chloroformu. Tato smés byla
zvortexovana a zcentrifugovana (2 000 g / 2 min). Poté byla ustfizenou Spickou
odebrana vrchni fdze do nové mikrozkumavky a tento krok byl jesté jednou
zopakovan.

K odebranému roztoku bylo pifiddno 180 pl vychlazeného octanu sodného
o koncentraci 3 mol/l. Dale byly mikrozkumavky vyplnény vychlazenym 96%
ethanolem, pomoci pteklapéni promichany a uloZeny na 2 hodiny do -20 °C.

Mikrozkumavky byly centrifugovany 30 minut pti 13 000 g.
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8) Ethanol byl opatrné slit a ke sraZzeniné DNA byl napipetovan 1 ml vychlazené¢ho
70 % ethanolu.

9) Mikrozkumavky byly centrifugovany 10 minut pii 13 000 g.

10) Ethanol byl opatrné slit a mikrozkumavky, které obsahovaly srazeninu DNA,
byly vysuSeny v termobloku.

11) K takto vysuSené DNA bylo pfidano 500 pl TE pufru.

12) DNA se poté rozpoustéla pres noc preklapénim v termostatu pii 40 °C.

13)Po fluorometrickém stanoveni koncentrace byla mikrozkumavka s roztokem
DNA zmrazena v -20 °C. Pro pouZziti DNA na PCR reakci, byla pfed zmrazenim
cast roztoku DNA odebrdna a nafedéna deionizovanou vodou na koncentraci

10 — 50 pg/ml a uchovana v lednici.

4.3 PCR amplifikace DNA

Genomickd DNA byla pouZita pro determinaci pohlavi u ptakd amplifikaci
tiseku CHD genu. Usek CHD genu, obsahujici intron, byl amplifikovan pomoci dvou
rtiznych kombinaci primert. Jedna amplifikace tohoto genu probéhla pomoci dvojice
primertit P2 (5-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3") a P8 (5-CTCCCAAGGATGA-
GRAAYTG-3"). Pro druhy typ amplifikace byly vyuzity primery PS8,
WZ-common (5'-CCTTCACTTCCATTAAAGC-3") a W-specific (5'-ACCCAACCC-
AAAAGTACAAG-3"). Primery byly obsazeny v PCR mixu, jehoz sloZeni je uvedeno

v tabulce €. 1.
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Tabulka €. 1: Slozeni PCR mixu pro 6 vzorkd.

Objem (ul)
Slozky PCR mixu Amplifikace s primery | Amplifikace s primery
P2/P8 P8/WZ-common/
W-specific

Deionizovana voda 44,4 41,1
Reaction Buffer 10 x 6,7 6,7
MgCl, (25 mmol/l) 4,0 4,0
dNTPs (20 pmol/1) 0,7 0,7
primer P2 (10 pmol/I) 3,3 —
primer P8 (10 pmol/1) 3,3 3,3
primer WZ-common (10 pmol/I) — 3.3
primer W-specific (10 umol/l) — 3,3
aTaq DNA polymeréza (5 U/ul) 1,0 1,0

Slozky PCR mixu byly po rozmrazeni zvortexovdny a zcentrifugovany.

Poté byly jednotlivé slozky napipetovany do 1,5 ml mikrozkumavek, zvortexovany

a zcentrifugovany.

Do PCR zkumavek byl napipetovan 1 pl genomické DNA o koncentraci

10 — 50 pg/ml. Genomickd DNA pochdzela od ptacich druhit uvedenych v tabulce ¢. 2.

Do kazdé PCR zkumavky s genomickou DNA bylo piipipetovano 9 ul PCR mixu. PCR

zkumavky byly zcentrifugovany a vloZeny do termocykléru. Casovy a teplotni profil

PCR reakce byl nasledujici:

35x

Zakladni teplota annealingu byla 50 °C. Pro kazdy testovany druh byla poté

teplota annealingu optimalizovana.
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Tabulka ¢. 2: Piehled testovanych druhi, jejichz DNA byla pouzita pro determinaci

pohlavi. V tabulce je dale uvedeno zatazeni do ¢eledi a fadu.

Rad Celed’ Druh
Cap &erny (Ciconia nigra)
Cap bily (Ciconia ciconia)
Cap simbil (Ciconia abdimii)
Cap sedlaty
Céapoviti (Ephippiorhynchus senegalensis)
(Ciconiidae) Marabu africky
(Leptoptilos crumeniferus)
Brodivi Nesyt bily (Mycteria cinerea)
(Ciconiiformes) Nesyt africky (Mycteria ibis)
Nesyt indicky (Mycteria leucocephala)
Volavka Cervena (Ardea purpurea)
Volavkoviti Volavka rusohlava (Bulbucus ibis)
(Ardeidae) Volav¢ik ¢lunozoby
(Cochlearius cochlearius)
Ibis rudy (Eudocimus ruber)
Ibisoviti
(Threskiornithidac) Kolpik rizovy (Platalea ajaja)
Kolpik africky (Platalea alba)
Pelikéan bily (Pelecanus onocrolatus)
PelikAnoviti Pelikan skvrnozoby
(Pelecanidac) (Pelecanus philippensis)
Veslonozi Pelikan africky (Pelecanus rufescens)
(Pelecaniformes) Pelikan kadetavy (Pelecanus crispus)
KladivousSoviti Kladivous africky (Scopus umbretta)
(Scopidae)
Kormoranoviti Kormoran velky
(Phalacrocoracidae) | (Phalacrocorax carbo)
Potapky Potapkoviti Potapka rohac¢ (Podiceps cristatus)
(Podicipediformes) (Podicipedidae)
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Tabulka ¢. 2: Pokradovani.

Rad Celed’ Druh
Plamenak rizovy
Plamenaci Plamenakoviti (Phoenicopterus roseus)
(Phoenicopteriformes) | (Phoenicopteridae) | Plamenak karibsky
(Phoenicopterus ruber)
Dlouhokftidli Kulikoviti Cejka chocholata (Vanellus vanellus)
(Charadriiformes) (Charadriidae)
Sovy Pustikoviti Kalous uSaty (4sio otus)
(Strigiformes) (Strigidae) Kalous pustovka (A4sio flammeus)
Dravci Jestraboviti Kané¢ lesni (Buteo buteo)
(Falconiformes) (Accipitridae)
Lejsek ¢ernohlavy
(Ficedula hypoleuca)
Lejskoviti Rehek domaci (Phoenicurus ochruros)
(Muscicapidae) Rehek zahradni
(Phoenicurus phoenicurus)
Pévci Cervenka obecna (Erithacus rubecula)
(Passeriformes) Drozdoviti Drozd zpévny (Turdus philomelos)
(Turdidae) Kos ¢erny (Turdus merula)
Vrabcoviti Vrabec polni (Passer montanus)
(Passeridae)
Budnickoviti Budnic¢ek mensi
(Phylloscopidae) | (Phylloscopus collybita)
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4.4 Zpracovani PCR produkti

Nasledujici postup je optimalizovan pro pouziti vyhfivané sekvenaéni

elektroforetické komlrky S2 Whatman Biomera srozméry skel 330 x 390 mm

a 330 x 420 mm a tloustkou gelu 0,4 mm.

1)

2)

3)

4)
S)

6)

7)

Velké¢ sklo bylo vydrhnuto kartackem, oplachnuto deionizovanou vodou
a osuSeno. Plocha skla na stran¢ gelu byla dvakrat oplachnuta 96% ethanolem.
Poté byl na sklo nanesen piipravek pro odpuzovani vody ze skel automobild,
ktery se nechal 5 minut zaschnout. Po této dob¢ bylo sklo omyto deionizovanou
vodou a osuseno papirovym ru¢nikem.

Malé sklo bylo ditkladné omyto vodou se saponatem a vydrhnuto. Sklo bylo
poté osuseno a plocha, ktera se méla dotykat gelu, byla dvakrat oplachnuta
96% ethanolem. Na tuto plochu bylo naneseno molekularni lepidlo, které
se nechalo 5 minut zaschnout. Nésledovalo Ctyfikrat omyti 96% ethanolem.

Na polystyrenovou podlozku v digestoii bylo poloZzeno velké sklo oSetfenou
plochou nahoru. Po stranach velkého skla byly polozeny 0,4 mm silné spacery,
na které bylo poloZeno malé sklo oSetfenou stranou dolfi. Spacery byly umistény
do kraje skel a guma spacerii byla tésn¢ pfilozena k mensimu sklu. Obé¢ skla byla
k sob¢ v misté spacert sepnuta pomoci klipsi.

V kadince byl pfipraven 6% polyakrylamidovy gel, ktery byl nalévan mezi skla.
Po vyplnéni prostoru mezi skly gelem, byl do tohoto prostoru vsunut rovnou
stranou hiebinek do hloubky 0,7 az 1 cm. Pomoci ¢tyt klipsii byla skla v misté
hiebinku sepnuta a gel se nechal hodinu polymerizovat.

Po probéhnuti polymerizace byly odstranény klipsy a sklo bylo dikladn¢ omyto
od zbytkd polyakrylamidu. Diraz byl kladen na ocisténi skla v prostoru
hiebinku. Sklo bylo poté osuSeno a upevnéno do elektroforetické komirky
hranou s hiebinkem nahoru.

Katodovy 1 anodovy prostor byl zalit 0,5 x TBE pufrem. Poté byl hiebinek
vytdhnut a vznikld mezera mezi skly byla vyciSténa proudem pufru z injek¢ni
sttikacky. Néasledovalo uzavieni katodového 1 anodového prostoru, nasazeni
elektrod a nastaveni hodnoty vykonu 90 W na zdroji stejnosmérného
elektrického proudu (hodnoty elektrického napéti a proudu byly nastavena

na 3 000 V a 150 mA). Gel byl pii téchto podminkach nahtivan asi 30 minut.
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8) Chvili pfed dokonfenim nahiivani byly pfipraveny vzorky, které vznikly
smichanim 10 pl PCR produktu a 5 pl nanaseciho pufru. Vzorky byly vlozeny
na 3 minuty do termocykléru, kde byly podrobeny denaturaci. Poté byly
okamzit€ vlozeny do ledové tfiste, aby se zabranilo renaturaci.

9) Béhem denaturace byl vypnut zdroj stejnosmérného -elektrického proudu.
Byl otevien katodovy prostor a mezera pro hiebinek byla opét vyc€isSténa pomoci
proudu pufru z injekéni stfikacky. Do této mezery byl vsunut hiebinek zoubky
asi 1 mm hluboko do gelu.

10)Do mezer mezi zoubky hiebinku bylo napipetovdno vzdy po 1 pul
denaturovanych vzorkti. Po naneseni vSech vzorkl byl katodovy prostor uzavien,
nasazena elektroda a na zdroji stejnosmérné¢ho elektrického proudu byla
nastavena hodnota vykonu 70 W (hodnoty elektrického napéti 1 proudu zistaly
stejné). Cas separace byl nejprve 1,5 hod a nasledné byl u nékterych vzorkd
zvysen.

11) Béhem elektroforetického déleni vzorkti byl pfipraven fix/stop roztok,
1% roztok HNOs a vyvojka, ktera byla uloZzena do lednice.

12) Po uplynuti Casu elektroforetické separace byl vypnut zdroj stejnosmérné¢ho
elektrického proudu, elektrody byly odpojeny a byl vypustén pufr z katodové
casti. Poté bylo sklo z elektroforetické komirky vyjmuto, byly odstranény
spacery a pomoci noze byla od sebe skla odd¢lana.

13)Mal¢ sklo s prilepenym gelem bylo gelem nahoru ulozeno do fotomisky,
umisténo na tiepacku a zalito fix/stop roztokem. Doba plisobeni fix/stop roztoku
byla ptiblizné 20 minut.

14) Fix/stop byl slit do baiky a sklo bylo promyvano deionizovanou vodou tfikrat
po 2 minutéch. Poté byl gel 5 minut promyvan na tfepacce v roztoku 1% HNO;.
Po wvyliti roztoku byl gel ¢tyfikrat po 2 minutach promyvan deionizovanou
vodou.

15) Sklo s gelem bylo umisténo na tiepacku do 0,1% roztoku AgNOs, do kterého
bylo pted pouZitim pfiddno 1,2 ml formaldehydu. Doba plisobeni tohoto roztoku
na gel byla asi 30 minut.

16) Roztok AgNO; byl slit do lahve a sklo s gelem bylo ponofeno na 5 vtefin
do misky s deionizovanou vodou. Poté bylo sklo pfeneseno na trepacku
do misky a bylo zalito vyvojkou. Bylo sledovano vyvijeni hnédocernych

prouzkli PCR produktii obarvenych stfibrem. Kdyz byly prouzky dostatec¢né
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zietelné, vyvijeni bylo zastaveno pfilitim fix/stop roztoku, ktery na gel ptisobil
asi 2 minuty.

17) Sklo s gelem bylo poté na 2 minuty ponofeno do deionizované vody a pfeneseno
minimalné na 30 minut do suSarny, kde byl gel pti teploté 60 °C vysousen.

18) Gel je poté vyhodnocovana na negatoskopu.

19) Sklo s gelem, ktery jiz byl vyhodnocen, bylo ponofeno do roztoku NaOH
o koncentraci 1 mol/l, diky ¢emuz byl gel ze skla odlepen. Sklo bylo umyto

a pripraveno k dalSimu pouziti.

4.5 Pouzité chemikalie

e Akrylamid (Sigma)

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

e Deionizovana voda

e Deoxyribonukleosid trifosfaty (100 mmol/l, 400 ul kazdého), U 1240 (Promega)
e Dusicnan stfibrny (Lachema)

e Ethanol — 96% roztok (Lihovar Vrbatky)

e FEthylendiaminotetraoctan sodny (Na,EDTA) (Lachema)
e FEthylendiaminotetraoctova kyselina (Lachema)

e Fenol (Sigma)

¢ Formaldehyd (Lachema)

e Formamid (Lachema)

e Hydroxid sodny (Lachema)

e Chlorid sodny (Lachema)

e Chloroform (Lachema)

e Kyselina boritd (Lachema)

e Kyselina dusi¢nd — 65% roztok (Lachema)

e Kyselina octova — ledova (Lachema)

e Laurylsiran sodny (SDS) (Lachema)

e 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

e Mocovina (Lachema)

e N-lauroylsarkosin (Sigma)
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N,N’-methylenbisakrylamid (AppliChem)
N,N,N",N’-tetramethylendiamin (TEMED) (Serva)
Octan sodny (Lachema)

Peroxodisiran amonny (Serva)

Proteinaza K (Sigma)

Clear Vue, Rain Repellent (Turtle WAX)

Thiosiran sodny (Lachema)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)
Uhli¢itan sodny (Lachema)

Xylenova modf (Xylencyanol FF) (AppliChem)

4.6 Pouzité roztoky

Zasobni roztok 6% akrylamidu:

420 g mocoviny

484 ml deionizované vody

50 ml 10 x TBE

150 ml 40% zé&sobniho roztoku akrylamid:N,N’-methylenbisakrylamid 19:1 po

rozpusténi vSech sloZek zfiltrovat a uloZit v temné lahvi ve 4 °C

Polyakrylamidovy 6% gel:

60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NH4),S,0s
40 pl N,N,N’",N’-tetramethylethylendiaminu

Zasobni roztok 10x TBE pufru:

108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
55 g kyseliny borité H;BO;

40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
rozpustit v 800 ml deionizované vody

doplnit deionizovanou vodouna 1 1
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Fix/stop roztok:
e 88 ml ledové kyseliny octové CH;COOH

e 800 ml deionizované vody

Nanaseci pufr pro elektroforézu:
e 0,125 g bromfenolové modie
e 0,125 g xylenové modie
e 25 ml deionizované vody

e 100 ml formamidu

Roztok 1% kyseliny dusi¢né HNOj:
e 12 ml 65% kyseliny dusicné HNO;

e 800 ml deionizované vody

Roztok 0,1% dusi¢nanu stiéibrného AgNO;:
e 0,8 g dusi¢nanu sttibrného AgNO3
e doplnit objem deionizovanou vodou na 800 ml

e pfed pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu

Vyvojka:
e 24 g uhli¢itanu sodné¢ho Na,COs
e 800 ml deionizované vody
e umistit do chladniCky, aby se vychladil na teplotu niz8i nez 10 °C
e pred pouzitim ptidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku thiosiranu
sodného Na,S,03

Roztok 10% peroxodisiranu amonného (NHy),S,0s:
e 1 gperoxodisiranu amonného (NH4)>S,05
e rozpustit v 10 ml deionizované vody

e uchovavat v chladnicce
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Roztok hydroxidu sodného NaOH 1 mol/l:
e 40 g hydroxidu sodného NaOH
e rozpustit v 800 ml deionizované vody

e doplnit deionizovanou vodouna 1 1

Molekularni lepidlo:
e 1 ml0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu

e 3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu

Queen’s pufr:
e 10 ml zasobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,8
e 2 ml zasobniho roztoku NaCl (5 mol/l)
e 292 g ethylendiaminotetraoctové kyseliny (EDTA)
e 10 g N-lauroylsarkosinu
e rozpustit v 900 ml deionizované vody
e pH upravit na 7,5

e doplnit deionizovanou vodouna 1 1

TE pufr:
e 10 ml zasobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,0
200 pl zasobniho roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

e rozpustit v 900 ml deionizované vody

doplnit deionizovanou vodou na 1 1 a zfiltrovat
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4.7 Laboratorni pristroje

e Elektroforeticky zdroj EV 232 (Consort)

e (Chladni¢ka kombinovana (Whirlpool)

e Laboratorni vahy MARK S 622 (BEL Engineering)

e Magneticka michacka MR Hei-Standard (Heidolph)

e Mikropipety Finnpipette 0,5 ul az 10 pl (osmikanalova) (Labsystems)
e Mikropipety Finnpipette 0,3 pl az 1 ml (Labsystems)

e Mikropipety Nichipet EX 0,5 pul az 10 ul (osmikanalova) (Nichiryo)
e Mikropipety Nichipet EX 0,5 pl aZ 1 ml (Nichiryo)

e Minicentrifuga CLE CSQSP (Cleaver Scientific)

e Negatoskop NEGAI1 (Maneko)

e Sekvenacni elektroforetickd komiirka S2 (Whatman Biometra)

e SuSarna — sterilizator CAT 8050 (Conthern)

e Temperovany blok Dry-block DB-2D (Labnet International)

e Termocyklér GenePro (BIOER Technology)

e Termocyklér PTC 100-96 VHB (MJ Research)

e Termocyklér XP Thermal Cycler (BIOER Technology)

e Tiepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

e Vortex MS2 (Ika)

e Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)

e Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (Castel Mac)
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5 Vysledky
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6 Diskuze
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7 Zavér

V této diplomové praci byla ovéfena schopnost determinace pohlavi pomoci
PCR amplifikace useku CHD genu s trojkombinaci primert P8/WZ-common/W-
specific nejen u celedi volavkovitych, ale dale byla otestovana u dalSich zéastupct
z Celedi Capoviti a ibisoviti, ale také u dalSich zastupcl z ¢eledi pochazejicich z fada
veslonozi, potapky, plamenaci, dlouhokfidli, sovy, dravci a pévci. Z celkem testovanych
zastupcl 15 Celedi bylo moZzné bezpecné identifikovat pohlavi s touto trojkombinaci
primerd u jedinci z 13 cCeledi pochazejicich z fadi brodivi, veslonozi, potapky,
plamenaci, dlouhoktidli a pévci. U druhu kalous uSaty z fadu sovy a druhu kén¢ lesni
z fadu dravci nedoSlo ke shod¢ vurceni pohlavi ve srovnani s pohlavim uréenym
amplifikaci s primery P2/P8.

Pti amplifikaci s primery P8/WZ-common/W-specific byl u samcli pfitomen
PCR produkt o velikosti 250 — 300 bp. U samic byl pfitomen také tento PCR produkt
o velikosti 250 — 300 bp a navic byl ptitomen také PCR produkt o velikosti pfiblizné
140 bp, diky kterému byly samice identifikovany. Vyjimkou byl pouze druh rehek
zahradni. U 21 z 35 testovanych druhii bylo mozné samice identifikovat diky dalsimu
PCR produktu o velikosti 250 — 300 bp a tyto druhy tudiz mély dva derminujici useky.

Determinace pohlavi pomoci paru primert P2/P8 byla GspéSna pouze u 29 z 35
testovanych druhl na rozdil do determinace pohlavi s trojkombinaci primert P8/WZ-
common/W-specific, kterd byla UspéSna u 33 z 35 testovanych druh. Kombinace
primer P2/P8 je pouZivana jako univerzalni pro determinaci pohlavi. Jeji univerzalita
se ovSem nepotvrdila.

Primery P8/WZ-common/W-specific bych navrhovala vyuZzit k determinaci
pohlavi u ptak univerzalng. Amplifikaci s témito primery jsem dokonce u 21 z 35
testovanych druhti ziskala dvé determina¢ni mista pro rozpoznani pohlavi. Determinace
nez determinace pohlavi s primery P2/P8. Primery P2/P8 bych navrhovala pouzit jako
druhou sadu primer u druht, u kterych selZe identifikace pohlavi s primery P8/WZ-
common/W-specific. Nevyhodou determinace pohlavi s primery P8/WZ-common/W-

specific je nutnost separace PCR produktl v polyakrylamidovém gelu.
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8 Seznam zkratek

AFLP

ARMS

CHD
DMRTI1
dNTP
DNA

PCR
RAPD

RFLP

SCAR

SSCP

adenin

polymorfizmus délky amplifikovanych fragmenth (amplified fragment
length polymorphism)

amplifikaci nedostupny mutacni systém (amplification-refractory
mutation system)

par bazi (base pair)

cytozin

gen pro chromo-helicase/ATPase-DNA binding protein

gen pro doublesex and mab-3-related transcription factor 1
deoxyribonukleosid trifosfat (deoxyribonucleoside triphospate)
deoxyribonukleové kyselina (deoxyribonucleic acid)

guanin

polymerazova tetézova reakce (polymerase chain reaction)
polymorfizmus ndhodné¢ amplifikované DNA (random amplified
polymorphic DNA)

polymorfizmus délky restrik¢nich fragmentl (restriction fragment length
polymorphism)

ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

amplifikovand  oblast  charakterizovana  sekvenci  (sequenced
characterized amplified region)

polymorfizmus konformace jednovldknové DNA (single-strand
conformation polymorphism)

thymin

teplota annealingu
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