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Abstrakt

V¢éasna a spolehliva determinace pohlavi fpt dilezitd v zajmovych,
z&chrannych i produkich chovech. Sifhlédnutim k pohlavnimu monomorfismu
mladat ¢i dosglych jedindi vétSiny druhi ptaki se v dneSni da@bstale castji
pouziva spolehlivé,ipsné a rychlé metody identifikace pohlavi gtgkomoci PCR.
Cilem bakaléské prace bylo zpracovani literarni reSerSeuamnych metodach
vhodnych pro ufovani pohlavi ptak V experimentalni ¢asti pak vybrat
nejvhodréjSi metodu izolace DNA u ptéka owiit pouzitelnost vyizolované DNA
pro determinaci pohlavi ptAkpomoci PCR. Vzorky pro izolaci DNA byly odebirany
z nasbiranych vzotkkryciho péi a stru burék bukalni sliznice zwat umis¢nych
na Skolnim statku Ceskych Budjovicich a od zw#at soukromych chovatel
v pribéhu roku 2015 a 2016. Celkem byly odebrany vzorkly 5o drutii ptaki
a srovnavany 3 techniky izolace DNA. Ze souboruvi@rka byla vzdy izolovana
DNA vSemi 3 technikami, a sice duplicitr z kryciho p# a s€ra bukalni sliznice.
Pro determinaci pohlavi byla pouzita metoda PCRedibka nej¢tSich vytzka
DNA a zarové nizké naronosti jakcasové, tak technické, se jako nejlepSi ukazala
metodika izolace Chelexem 100. Z§isé poznatky byly gibéZné srovnavany s jiz

existujici literaturou.

Kli ¢éova slova:lzolace DNA, PCR, ptaci, determinace pohl&MS, Chelex,
CTAB-PVP,CHD1



Abstract

The timely and reliable bird sex determinationngortant in hobby, rescue
and production breeding. Taking into account sexanworphism of majority young
and adult bird species, currently PCR method isemaord more used due to its
reliability, accuracy and swiftness. The aim of thechelor thesis is to work up
literary research on various methods suitable fard bsex determination.
Furthermore, the experimental section of this workletermine the best suitable bird
sex DNA isolation method and verifies the applitiabof the isolated DNA for bird
sex determination by PCR. The samples for DNA tsmlawere extracted from
collected feathers and buccal swabs of animals &ephe university farm located in
Ceské Budjovice and of private animal keepers within theigeiof year 2015 and
2016. In total there were 5 bird species samplésmebed and 3 DNA isolations
techniques compared. From the collection of 17 $asnthere was always DNA
isolated by using all 3 techniques - namely botimfithe feathers and buccal swabs.
PCR method was used for sex determination. Chél@xsblation method turned out
to be the most effective from the highest DNA yjétiv time and technical demands
points of view. The results of the research wengtinaously compared with results

described in the available bibliography.

Key words: DNA isolation, PCR, birds, sex determination, SEhelex,
CTAB-PVP,CHD1
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1 Uvod

V souwtasné dob se chovatelé ziat v zajmovych chovech stéle vice spoléhaji
na vyuziti molekularé genetickych metod. 8asné a spolehlivé ¢gni pohlavi ptak
je dilezité nejen v zajmovych, ale i zachrannych a pkédich chovech nebo nap
chovech wenych k ¥deckym @elim. Kromg determinace pohlavi je analyza DNA
u ptaki téz vyuzivana k afeni parentity¢i stanoveni genetického profilu jedince.

Determinace pohlavi u ptakneni obec& zcela jednoducha. \ekterych
piipadech Ize pohlavi &t na zaklad rozdilu ve velikosti, zbarveni, tvardld c¢i
hlasovych projefr, nicméré velké mnozstvi druhje pohlavié monomorfnich, tzn.,
Ze samci i samice vykazuji velice podobnézkb ¢i zcela nerozpoznatelné
fenotypové znaky. Véchto gipadech neni mozné determinovat pohla&nymi
metodami, jako je nd&p morfologicka a morfometrickd analyza. Naproti tom
laparotomie a laparoskopie jsou invazivni chirukg§iczakroky a nap japonska
kloakalni metoda je proveditelna pouze dkterych druti ptaki. Proto se v dnesni
doke pristupujecim dal tim vice ke spolehlivéfgsné a rychlé metéddentifikace
pohlavi ptak, kterou je analyza DNA pomoci PCR, pouzivana ok&irskaly ptaich
druhi. Pro tuto analyzu jeddezity vstupni material, tedy DNA o dost&té kvanti
a kvalig, pricemz v sodasnosti se f@devSim siphlédnutim k welfare zvat voli
pokud mozno neinvazivni metody adlb biologického materialu. Technika adlb
biologického materialu, snadnost a rychlost promédeolace DNA a v neposledni
fadk téZz ekonomicky aspekt iz@laich technik méa zasadni vliv na provedeni

a rentabilitu nasledné PCR.



2 Cile

Cilem této prace bylo shrom&md literatury zansiené na zné metody
izolace DNA ptak pro pouziti pi determinaci pohlavi, dale pak agtbvzorki
biologického materialu, izolace DNA, determinace hlpgi pomoci PCR
a zhodnoceni pouZzitych metodik izolace DNA.

Dil¢i cile:

. Vypracovani reSerSiast na dané téma.

. Izolace DNA z p# a stri burek bukalni sliznice pték pro ugeni jejich
pohlavi.

. Owereni kvality DNA determinaci pohlavi na zaktadNA.

. Porovnani vysledkprace s jiz existujici literaturou.

. Zhodnoceni vhodnosti pouZitych izétdch technik.

10



3 Literarni p Fehled

3.1 Genom ptaki

Genom je soubor vesker&diiné informace, tedy molekul DNA (ptap
RNA) prislusného organismu nebo konkrétninikyr U eukaryotické biiky se
nachazi nejtsi ¢ast genomu v jejim j&d, tudiz se tento genom nazyva jaderny.
Naproti tomu pokud je genom uloZeny v mitochondirifebo plastidech nazyva se
mimojaderny. Molekula DNA ri#e byt kruznicova (prokaryota, DNA-viry,
extrachromozomalni — mitochondrialni, plazmidovébm lineéarni (eukaryota, DNA-
viry) (Smarda, 2003; Flegr, 2009; Snustad a Simm@a©9). DNA je spokné
s histony a jinymi specifickymi proteiny formovawma strukturu zvanou chromozom.
Soubor vSech chromozdnv burééném jade se nazyva karyotyp tfipemz kazda
somaticka biika v ZivatiSném organizmu mé& konkrétni (drukospecificky) paet
parti autozoni a jeden par gonozair(pohlavnich chromozof). Jeden chromozom
z paru je vzdy maternalniho a druhy paternalnitreogu. Grafickym znazogmim
karyotypu je tzv. karyogram nebo idiogram. Kazdyochozom v tomto znazogni
je specificky ozn&n - autozomyisly, gonozomy pismeny. \kipadt pohlavniho
typu Drosophila (nap savci, Mammalia) se jedna o pohlavni chromozoma X.
Ptaci (Aves) pat k pohlavnimu typu Abraxas a gonozomy jsou @pnany jako Z,
W. U ptéki jsou samice heterogametni - ZW a samci homogamelZi. U savé je
to obracen; samice — XX, samci XY (K&arek, 2004).

Ptaci jsou s p&iem gres 10 tisic drul Zijicich v rozmanitych nikach po
celém s¥ts, druhow nejbohatsi skupinotityinozdi (Tetrapoda)Casto slouzi jako
modelové organizmy v mnoha advich vyzkumu. Do roku 2010 bylyrgsiteny celé
genomy jen i ptatich druhi: kura bankivskéhoQallus gallug, zel¥icky pestré
(Taeniopygia guttafaa krocana divokéhoMeleagris gallopavi V prosinci roku
2014 byly publikovany zayy mezinarodniho sekvetr@ho programu Avian
Phylogenomics Project, trvajiciho 4 roky, jehoZz lggikem je étyricet pst now
osekvenovanych kompletnich pigh genoni. Jednotlivé druhy ptékbyly zvolené
tak, aby reprezentovali 3Adi podtidy Letai (Neognathae) a 2 ziada podtidy
Bézai (Paleognathae). Kraim celogenomovych sekvenci programiinpsl
i komplexni studie evoluce gendmvcetrg pohlavnich chromozoty rekonstrukce

genomoveé struktury dinosayranalyzu nekddujicich RNA, endogennich virovych
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element a jejich funkci v pt&im genomu, atd. (Avian Phylogenomics Project,

2014).

Tab. 1. Souhrn druh ptaki s kompletd@ osekvenovanym genomem (Avian

Phylogenomics Proj

ect, 2014)

Latinsky nazev

Cesky nazev

Latinsky nazev

Cesky nazev

Acanthisitta chlorig

pokiovnik zeleny

Haliaeetus albicillal

orel masky

Anas platyrhynchos kachna divoka Haliaeetus orel kElohlavy
leucocephalus
Antrostomus s Leptosomus kurol
. ) lelek karolinsky ) .
carolinensis discolor madagaskarsky
Apaloderma trogon horsky | Manacus vitellinug pipulka zlatokrka
vittatum

Aptenodytes forsteri tu¢nak cisasky

Meleagris
gallopavo

krocan divoky

|

Balearica jetab kralovsky Melopsittacus andulka vinkovang
regulorum undulatus
Buceros rhinoceros dvq\z/gltl)((;/rozec Merops nubicus viha nubijska
Calypte anna “kalypta . Mesitornis unicolor mesit hrgdy
razovohlava
Cariama cristata | seriema rudozobd Nestor notabilis nestor kea
Cathartes aura | kondor krocanovity Nipponia nippon ibis ¢insky

Chaetura pelagica

rorys ostnity

Opisthocomus

hoacin chocholaty

hoazin
Cha(adrlus kulik zrzoocasy | Pelecanus crispus pelikan kadéavy
vociferus
Chlamydotl__s drop Hivnaty Phaethon lepturug faeton Zlutozoby
macqueenii

12



Phalacrocorax

kormoran velky
carbo y

Colius striatus | mySak hidokiidly

Phoenicopterus

lamaiak americky
ruber P Y

Columba livia holub skalni

Corvus

brachyrhynchos vrana americka | Picoides pubescensstrakapoud osikovy

Cuculus canorus| kukatka obecna | Podiceps cristatug  potapka roh&

Egretta garzetta | volavka stibiita | Pterocles gutturalis stepokur zZlutohrdly

Eurypyga helias | slunatec nadherny Pygoscelis adeliae tucnak krouzkovy

Falco peregrinus | sokol sthovavy Struthio camelus| psStros dvouprsty

Fulmarus glacialis buimak ledni | Taeniopygia guttata zelricka pestra

Gallus gallus kur bankivsky Tauraco turako
9 y erythrolophus cervenokorunkaty
Gavia stellata potaplice mala | Tinamus guttatus| tinama tékovana
pénkavka

Geospiza fortis Tyto alba sova palena

prostedni

3.2 Uré¢ovani pohlavi ptaki

Determinace pohlavi u ptakneni obect zcela jednoducha. \ehkterych
piipadech Ize pohlavi &t na zaklad rozdilu ve velikosti, zbarveni, tvardld c¢i
hlasovych projefr. Mezi druhy s vyraznym pohlavnim dimorfismem ipatag.
kachna divoka Anas platyrhynchgs baZzant obecnyPhasianus colchicys¢i pav
korunkaty Pavo cristatuy (Andersson, 1995).

Nicmeért velké mnoZstvi druhje pohlavie monomorfnich, tzn., Ze samci
i samice vykazuji velice podobn&zko rozpoznatelné fenotypové znaky. Griffiths

a Phil (2000) uvadi, Ze vice nez u poloviny drytdki neni mozné na zaklad
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fenotypu determinovat pohlavi adultnich jedin®) wtSiny druhi, a to i u drub
vyrazré pohlavie dimorfnich, je na zaklad morfologickych znak nemozné
rozpoznat pohlavi miéat. Ta lze rozliSitasto nejdive az kkolik tydna po vylihnuti
(Dubiec a Zagalska-Neubauer, 2006). Existuji i grulykazujici silné sezonni
kolisani pohlavé dimorfnich znak, kdy nap. zbarveni pro samce typické, mimo
obdobi pé&eni zmizi zcel&i je témei nezetelné (Coyne et al., 2008).

V¢asna a spolehliva identifikace pohlavi itg& dilezitd pro chov, ochranu
a zachovani druh¢i védecky vyzkum (Griffiths a Phil, 2000). Velké mnoést
programii ochrany ptactva zaffenych na zachranu a uchovani druhvyuzitim
intenzivniho chovu, stefnjako zoologické zahrady, je zavislé &@sné determinaci
pohlavi k sestaveni chovnych skugirpan (Vucicevic et al., 2013). Népu dravé
chovanych v zajeti jgasné sestaveni paru, mnohdy v trvaskofika let ped
planovanou reprodukci, esencialni pro &&s@ rozmnozovani,figemz zarove je
zvySovana Sance na @shb bthem prvni reproduti sezény (Jenny et al., 2004;
Platt et al., 1989).

3.2.1 Uréovani pohlavi na zaklag morfometrickych
a morfologickych hodnot

Morfologie byla na konci 18. stoleti definovana gakbor zabyvajici se
z&konitostmi vzniku a #emeny Zivych tvafi v prirod. V 19. stoleti se stala
z&kladnim biologickym oborem. Na konci 20. stoletastal veliky Upadek
morfologie. Doslo krozvoji ve vyzkumu nukleovychydelin, biochemie
a molekularni biologie a morfologie se stala pougemocnou disciplinou.
V sowasnosti se z morfologickych specializaci vyuzivadevsim morfometriky.
Z&kladem morfometriky jpvodre bylo statistické hodnoceni vzdalenosti aulha
télech a strukturach zkoumanych organisniméreni tvai). V prvni poloviré
20. stoleti britsky biolog D’Arcy Thompson ukazak prongny i hodré slozitych
tvani, Ize matematicky vyjdit pouhymi transformacemi stadnicovych nizek.
Deformace dchto ntizek je mozno matematicky popsat a ,poroZtfmtak
charakteru morfologické dynamiky ve zkoumané sk&pinGeometricko—
morfometricka analyza umadje modelovat celkovou tvarovou Znmu mezi kazdou

dvojici z celé sady zkoumanych objektNeustupa, 2006). U mi@at se sleduji

14



a zaznamenavaji émé hodnoty délkyéta, kiidla, 5. r&ni letky, k&haku, celkova
hmotnost, iist opéeni v izném stadiu vyvoje aéku. Na zaklad ziskanych dat je
poté stanovena technika jakcavat stéi a pohlavi ml&at pimo na hnizdech
v piirodnim prostedi. Biometricka datatgpéla k rozliSovani pohlavi a éovani
véku mlarat na hnizdech (Kunstmiller, 2012).

3.2.2 Laparotomie a laparoskopie

Pti laparotomii je incize vedena mezi poslednimemea Zebry, kterd jsou
roztazena od sebe, a s pomoci vhodného svitidajigena opticka kontrola gonad.
Mezi nefastjSi komplikace této techniky gagposkozeni vzdusného vaku, krvaceni
¢i kulhéani. Zéakrok byl nejstji provadn bez anestezie pbp s lokalnim
znecitlivnim. V sodasné dob se tato metoda jiz nepouziva (Risser, 1971; Richne
1989; Piper a Wiley, 1991).

Pred zavedenim metodydavani pohlavi ptak pomoci analyzy DNA, mohla
byt pohlavni determinace u mnoha drulptdki spolehli¥ provedena pouze
endoskopickou metodou. Laparoskopie je endoskopiglggeteni provadné
v celkové anestezii. Malym otvorem je d@&Inf dutiny zavadn laparoskop
o vhodném piméru. Ten ma integrovany opticky kabel s kamerou &edwym
zdrojem. Determinace gonad je prowadd prostednictvim obrazovkyi monitoru
(Richner, 1989). Akoliv je tento zakrok v porovnani s laparotomii nmwazivni,

stale se jedna o invazivni metodu.

3.2.3 RozliSovani pohlavi sexaskopem

Tato metoda navrZzena pro sexovanib@Ze byla zaloZzena na zavedeni
sexaskopu, tedy stelné sondy do kloaky atfstva mladte tak, aby jeji zorné pole
bylo v blizkosti gonad. Pouziti sexaskopu bylo edem k nutnosti manipulace
v kolace natolik rizikové, Ze se tato technika srvibec neujala (Satava et al.,
1984).
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3.2.4 Japonska kloakalni metoda sexovani

Metoda je zaloZzena na anatomickych a morfologickyadilech v utvéeni
casti kloakalni sliznice. Je pouzitelna u vSecrakuiznych plemen, &etré kiizend,

I u vSech ostatnich driahdribeze, picemz tento princip lze vyuzit i u dadpa
druhi, kde bul’ vibec neni nebo je jen netelrt vyjadien pohlavni dimorfismus
(nag. u hus). Na tomto principu byl@idéna kuata jiz gred rékolika stoletimi na
trzich v Cing, Japonsku a Koreji. Metodu poprvé popsali japonstici Masui

a Hashimoto v roce 19255ipemz do kzné praxe fesla asi v roce 1930 s naslednou
modifikaci vedouci k snizeni rizika ahynU sangich jedind je v genitalni oblasti
kloaky vyvinut velky rudimentéini pohlavni organnédogie penisu), sexatory
nazyvan jako pohlavni ¥pélek, pricemZz u samt vodni diibeZze je petelrt
vyvinuty pravy penis. Pohlavni ugelek je vpéméru asi 1 mm velky,
polokulovitého tvaru s kruhovou zakladnou, od okdliznice oddlenou Zetelnou
brazdou. V¥nélek vystupuje ze sliznice kolmo, ma pevny, kompaktrarakter a i
manipulaci zdsadnneneni swj tvar. U samic dochézi ke konci inkubace k rychlé
atrofii tohoto Utvaru, takZe po vylihnuti se jeviuze jako vystoupla ploSka nazyvana
pohlavni vystupek. Jednd se o jé&ayity, dorzoventralsa zploSely Uutvar

s elipsovou zakladnou. Na rozdil od s@&moeni zékladna odtena brazdou

a vystupek B manipulaci neudrzijvodni tvar a nevykazuje kompaktnost. Tvarov
a velikost jsou pohlavni vystupky i wnélky znainé rozmanité (Satava et al.,
1984).

Optimélni doba pro totafideni je 3 az 12 h po vylihnuti, ideélmo 24 h.
ZkuSeny sexator fize dosahnout az 99 % @sSposti u hrabavé dbeze, nicméax
metoda je velice natmad na zranost a schopnosti sexatora. Jedna se o jednu
Z nejroz&iergjSich a nejspolehlgjSich metod determinace pohlavi pouzivanou
predevSim u plemenné idreZze ve Slechtitelskych chove¢hu nosnych hybridl.

U kratat Ize sexovani provéd stejnym zgsobem, s tim rozdilem, Ze metodu Ize
vyuzit kEhem celého Zivota jedince. U starSich jeditme pohlavi rozliSit snaz nez
u mladsSich, pcemz krocan disponuje d&wma pevnymi genitalnimi vwustky

a analogicky kiita dwma ochablejSimi vystupky. VodniidreZ Ize sexovat po cely
Zivot jedince, picemz samec maretelre vyvinuty penis spiralovét stateny do tzv.
semenné brazdy (Satava et al., 1984; Betet al., 2011).
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3.2.5 Autosexingové metody sexovani

Na rozdil od japonské kloakalni metody, jsou autoggpvé metody zaloZzené
na genetickém zaklad Nekteré fenotypové znaky (n&pzbarvenici rychlost
opeeni) jsou geneticky vazané na pohlavnich chromozbn{&/), kdy nositelem
tohoto znaku jsou samice (typ Abraxaski Rkiizeni tohoto genotypu (ZW)
s genotypem satim (ZZ), dochazi u potomstva kgnosu znaku tzv. jikzem®, kdy
se konkrétni znaky objevi pouze u jedirgangiho pohlavi. Obvykle se vyuzivaji
dva typy autosexingu, barevny autosexing nebopatickova metoda (Satava et al.,
1984; Snustad a Simmons, 2009; Bekiet al., 2011).

3.2.6 Autosexing barevny (colorsexing)

Efektivnim znakem profidéni je zbarveni juvenilniho pe pog. zbarveni
kize kEhaki. Konkrétré se jedna o gen zihano&ti(Barred) a stbiitosti S (Silver).
Metoda ma vyuziti fedevSim u finalnich hybrid nosného typu. Nese-li matka
dominantni gerS, budou diky penosu znaku j#Zem"“ sandi potomci stibrného
zbarveni. V pipact kiizeni Zihanych jedirics nezihanymi je u jediicd-1 generace
diferencignim znakem fitomnost bilé skvrny na hl&(Satava et al., 1984).

Obr. 1: Zbarveni juvenilniho pie u kurat sangiho pohlavi se projevil znak vazany
na dominantni genigbritosti S (Backyardchickens, 2016)
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3.2.7 Perickova metoda (feathersexing)

Diferenciace pohlavi probiha na zaldadychlosti fistu letek I. f&du
a velkych Kkidelnich krovek, pé¢emz metoda se pouzivaepdevSim u finalnich
hybridi masného typu anosného typu s produkci bilych cva@eterminaci
umoziuje existence genu pomalého tip&niK (kurzer Flugel), ktery je vazany na
pohlavni chromozom W. P ktizeni slepic s genotypem pomalého iopéni
K's kohouty s genotypem pro rychlé épeani k, dédi F1 potomstvo dany znak
kiizem. Tzn., Ze sath potomstvo bude mit znaky pomalého mp&ni — primarni

letky o polovinu delSi nezildelni krovky a u samic budou oba typyipeyvinuty
stejré (McGibbon, 1977; Satava et al., 1984).

Obr. 3: Péckova metoda — sameciat (Hyline, 2016)
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3.2.8 Ur¢ovani pohlavi ptaki analyzou DNA

Spolehlivou, pesnou a rychlou metodou jak identifikovat pohlatdkp, je
analyza DNA, ktera se da pouzit u Siroké Skalgiptadruhi. Jak jiz bylo zmiano,
u ptaka jsou samice heterogametni, s gonozomy ZW, naopakobametni samci
maji chromozomy ZZ (K&érek, 2004). Determinace pohlavi na zaklahalyzy
DNA je tedy zaloZena na prokazaritpmnosti¢i absence W chromozomiil jeho
specifické sekvence, kdyippmnost tohoto chromozomu indikuje, zdali vyégany

jedinec je nebo neni sa&tto pohlavi.

3.2.8.1Ur¢ovani pohlavi ptakia nadiFadu letai

Prvnim popsanym genem W chromozomu byl vyéakonzervativni gen
CHD1 (chromobox-helicase DNA binding protein) (Griftha Tiwari 1995).
Na Z chromozomu je uétSiny ptaki lokalizovan gen homologni RHD1-W a sice
genCHD1-Z.GenCHD1 ma 37 exof. Determinace pohlavi ptaks vyuzitim PCR
je zaloZzena na amplifikaci homolognich sekvenciagérD1-W a CHD1-Z, a to
véetns intronu, ktery ma v kazdém genu (na W a Z chromuzorozdilnou délku
(Montell et al., 2001). Rozdilnd délka intéomozhoduje o délce PCR produktu,
piicemZz préd¥¢ na tomto rozdilu je zaloZena determinace pohla@R Ametodou.
Tato metoda se vyuziva krozliSeni pohlavi &sSwy ptaki s vyjimkou nadéadu
bézci (Ratitag (Griffiths et al., 1998; Fridolfsson a Ellegrét@00).

3.2.8.2Ur¢ovani pohlavi ptaki nadiradu bézaa

Shetty et al. (1999) proved| srovnavaci studii pghlich chromozof kura
domaciho Gallus domesticys a emu hadého pPromaius novaehollandige
zaloZzenou na metédFISH (Fluorescent in-situ hybridization). Vysledkebylo
objeveni vyrazné homologie Z a W chromoZzomemu hadého a ufeni mozného
regionu vhodného k determinaci pohlavi, v centratherblasti chromozomu W.
Homologie pohlavnich chromozdmbyla potvrzena i u dalSich zastipbezaa,
a sice u pStrosa dvouprstébiokasuara filbového (Ogawa et al., 1998.; Nishida-
Umehara et al., 1999). Wich jsou Z a W chromozomy homomorfni s vyjimkou
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nékterych nepatré odliSnych regiof, které jsou Usfre vyuzivany pro stanoveni
pohlavi molekularé genetickymi metodami. Na zakkadnalyz byly i pes zn&nou
homologii pohlavnich chromozaimvytipovany kandidatni lokusy pro determinaci
pohlavi @zci. Jedna seipdevsim o geDMRT1 GenDMRT1 emu hrdého je
z 88 % homologni sDMRT1 kura domaciho a z65 % s humannDMRT1
Zajimaveé je, Ze 270 bp dlouhy Usek intronu 3 je blogni s analogickym Usekem

v lidském genomu (Shetty et al., 2002).

3.3 Laboratorni metody determinace pohlavi ptaki na zaklad

analyzy DNA

3.3.1 Izolace DNA

Izolace je prvnim krokem ke vSem néaslednym anatyRdNA. Cilem izolace
je ziskani vzorku DNA ze zkoumaného biologickéhaemalu pomoci kombinaci
chemickych a fyzikalnich metod. Ziskany vzorek DMl byt bez kontaminait
a o koncentraci umagjici dalsi pouziti DNA. Zakladnimi kroky izalaich metod je
rozruSeni bu¥k biologického materialu, rozvaini jejich obsahu, odstrani

kontaminani a vSech slozek krofrextrahované DNA (Brown, 2007).

3.3.1.1Nejcastjsi izolaéni metody

V prabé¢hu vyvoje molekularé biologickych metod byla vyvinuta spousta
metodik izolace DNA, jako ndpfenol-chloroformova metoda V séasné dob se
hodreé pouZzivaji izolani soupravy (kity), které vyraZnzjednoduSuji a urychluji

postup ziskani DNA.

Fenol-chloroformova metoda

Principem fenol-chloroformové izolace DNA je rozdilrozpustnost DNA ve
vodné fazi oproti rozpustnosti ostatnich makromolek dalSich bustnych slozek
v organické fazi. Smichanim exteakho pufru se vzorkem je DNA uvaina do
roztoku. Po fidani fenol-chloroformové sési je DNA rozpu&tna v horni vodné
fazi, zatimco proteiny jsou umésty v interfazi a zbylé butné makromolekuly jsou
rozpuséné ve spodni organickeé fazi. DNA je naslédnvodnou fazi oddlena a poté
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vysraZzena pomoci alkoholu a soli z roztoku. VysndZ®NA je centrifugovana
a zbyly roztok je odstraém. DNA je nakonec promyta promyvacim pufrem

a rozpustna v elénim pufru (Sambrook a Russel, 2001).

Silikatove ¢astice

Jednd se o metodu, ktera vyuziva afinity pozéimabité silikatové matrice
k negativeé nabité koste DNA za pitomnosti definované koncentrace soli.
Silikatova matrice mize existovat ve 2 forméach, #iwe forme volnych silikatovych
kulicek nebo ve form silikatové membrany imobilizované v centriféga kolonce.
V piipact pouziti volnych silikdtovych kutek je vzorek homogenizovan
v extrakknim pufru, po uvoléni DNA do pufru se fidaji silikatové kuléky, na které
se navaze DNA iftomna v extragnim pufru. Kultky jsou centrifugaci
sedimentovany na dno zkumavky a extrdkpufr se zbytky butného materialu je
odstragn. Kuli¢cky jsou poté nasle@nnekolikrat promyvany promyvacim pufrem.
Nakonec je DNA od kudek uvolrena el&nim pufrem do eleniho pufru. Principem
eluce je sniZzeni koncentrace soli welm pufru,¢imz dojde k uvoléni DNA od
kulicek (Melzak et al., 1996; Esser et al., 2006).

Magneticke ¢astice

Pavodre se tato metodaéthla rwne, ale v dnesSni dabse vice vyuziva
automatickych izolatdr. Jedna se o metodu, ktera vyuziva afinity magoeatelné
celulozy k DNA za ptomnosti definované koncentrace soli. Vzorek je
homogenizovan v extrgkim pufru, po uvoléni DNA do pufru se fpdaji
paramagnetické kuwky majici afinitu k DNA. Kuleky jsou potazené
magnetizovatelnou celulézou, jejiz afinita mimoéjizavisi na koncentraci soli
v extrakknim pufru. Po fipoutani DNA ke kukkdm jsou kukky ,pfitaZzeny”
k magnetu a extr&ki pufr je se zbytky bugtného materialu odstran. Kuli¢ky jsou
uvolnény z magnetu a spafe¢ s DNA jsou gkolikrat promyty promyvacim pufrem.
Po odstraéni tohoto pufru je DNA uvolina el&nim pufrem od kuliek a v eldnim
pufru resuspendovana. Poté jsou pomoci magneticlsgmaratoru magnetické
kulicky odcleny a elgni pufr s DNA je penesen do nové zkumavky (Nargessi,
2005).
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3.3.1.2Elektroforéza

Elektroforéza (ELFO) péitk nejvice vyuzivanym sepdiram technikdm pro
analyzu makromolekul DNA, RNA a proté&inv molekularni biologii. Principem
elektroforetické separace je pohyb nabitych molekelektrickém poli. Molekula
nukleové kyseliny (NK) se diky zaparnnabité fosfatové skupin pohybuje
v elektrickém poli k opéné nabité elektrod (anod) (Brown, 2007).

Gelova elektroforéza

Elektroforetickd pohyblivost molekuly NK zavisi neelikosti molekuly,
piicemz gelova elektroforéza od sebe separuje molekalyzaklad rozdilnych
rychlosti pohybu molekul DNA v gelu, které jsou tiepo unernéjejich velikostem.
Jako nosi se i gelové elektroforéze pouziva gel, tegtji tvoreny z agarozy
¢i polyakrylamidu (PAGE). Strukturu gelu si Izéegstavit jako hustou t5is tizné
velkymi péry, kterou molekuly NK prochazi, aby sesthly k anod. Cim je
molekula NK mensi, tim rychleji se gelem pohybugdozeni gelu se voli dle
piedpokladané velikosti NK, kdy agar6zové gely jstwwdné pro separacitsich
molekul NK, zatimco polyakrylamidové gely lze vyuziti separaci mensich
molekul NK ¢i analyze bilkovin. DalSim faktorem pro pohyblivo®tK je
koncentrace gelu, figemz se zvysSujici se koncentraci agardzy (udavar v
praskové agardzy), klesa rychlost separace mol&kalseparaci kratSich fragmént
je vhodrjsi gel o vySSi koncentraci (Jeppson et al., 1979).

Elektroforéza probiha ve specialnich aparatech,jchznje nost (gel) se
vzorkem k separaci umést mezi d¥¢ elektrody. Gel je porfen v elektroforetickém
pufru (nefastji TBE - Tris/Borate/EDTA nebo TAE — Tris/acetat®&EA), ktery
slouzi jako elektrolyt. Mezi elektrodami prochatdjsosngrny proud. Podle Zjsobu
provedeni lze gelovou elektroforézu reéldna vertikalni a horizontalni (Brown,
2007).

3.3.1.3PCR

Polymerazova iettzova reakce se pouziva knamnozeni-— amplifikaci
specifického Useku DNA v wiych podminkach (Mullis et al., 1986Rrincip
metody spoivA v rychlém opakovéani jednotlivych knokreakce (cyklovéani),

k cemuz se vyuziva automatickych termocyklér
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V prvnim kroku — denaturaci se vlivem vysoké tepl@®4 °C), porusi
vodikové niistky, spojujici vldkna dvouSroubovice DNA a dojdejejkmu

rozvolreni.

Béhem dalSiho kroku (annealing) nasleduje zchlazari(i60 °C, kdy by se
ob¢ vldkna kazdé molekuly @p spojila, avSak &sSina tak netini, protoze sns
obsahuje primery, které specificky nasedaji na Kempntarni 3" konce cilové
DNA. Primery neboli oligonukleotidy, jsou kratké,yndeticky pipravené
jednaetzcové molekuly DNA, jejichz sekvence je komplememitk sekvencim na
3" konci obou vlaken Useku DNA, ktery chceme ani@ifat. Délka primek je
priblizn¢ 20 nukleotid, piicemZz sekvence bazi je vzdy specifickd vzhledem

k cilovému Useku DNA.

Poslednim krokem je tzv. extenze (elongace), optiengri 74 °C. V této
chvili enzymTaqg DNA polymeradza komplementétrk templatovému vidknu DNA
pripojuje k jednomu konci kazdého primeru volné nokigy a to ve sriéru od 3" k
5" konci. Vysledkem jsou ne@v syntetizovana vlakna DNA, komplementarni
k templatovym molekulam DNA. Cely cyklus sloZzeny zé&kladnich 3 krok se
k ziskani paebného mnozstvi kopii cilového Useku DNA (ampliRompakuje

vétSinou 25 az 30 kréat.

Na zavr je obvykle vyézek PCR owien pomoci agarézové elektroforezy
¢ije jeho koncentrace distota ntiena spektrofotometrem. Amplifikat (produkt
PCR) o odpovidajiciistott a koncentraci je fipraven k naslednym analyzam.
V dnesni dob neni pouzivana jiz pouze konvein PCR, ale bylo vyvinuto i spoustu

specifickych modifikaci této metody (Brown, 2007).

3.3.2 Sekvenovani

Ke stanoveni primérni struktury DNA, tedyepného piadi nukleotidovych
béazi cilového Useku DNA, se v sasné dob vyuZivaji techniky zaloZzené na
biochemické (Sangeréy metod sekvenovani. P automatizované ifstroje
(sekvenatory) zaji¥iji separaci reakich produkii (detekci), shromazai dat
z reakce a analyzu i bazi.

Reakni snes obsahuje purifikovanou molekulu DNA, jejiz sekeemma byt

stanovena, primer komplementarni K@t@ni oblasti sekvenovaného Uuseku DNA,
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DNA polymerazu, sis ¢tyi nukleotidi (2'-deoxyadenosin 5'-trifosfat, dATP; 2'-
deoxytymidin  5'-trifosfat, dTTP; 2'-deoxyguanosin'-tffosfat, dGTP; 2'-
deoxycytidin 5'-trifosfat, dCTP) atytr fluorescetiné znaenych dideoxynukleotid
(ddATP, ddTTP, ddGTP, ddCTP). Tyto dideoxynukleptitildNTP) nemaji na
3' uhliku rib6zy OH skupinu, tudiZz se na tento konenize navazat dalSi nukleotid
a dochéazi kterminaciettzce. Reakce probiha podabiako u PCR gtdanim
3 krokli — denaturace, annealing a elongace, kdy se z dsyiiRstizuje novyetizec
DNA, dokud neni ddetézce zélenén ddNTP. V tomto okamzZiku je syntégiézce
ukortena a v realni smesi se tak postugnvytvori velky paet fragmeni DNA

0 raizné délce. Fragmenty maji na jednom konci primea aruhém ddNTP. Kazdy
z ddNTPs je specificky fluorescegtnznaen. Tato fluorescence je did&na kthem
prichodu kapilarovou elektroforézou, kde jsou jednétlfragmenty separovany
podle své velikosti. Na zaklacddatené fluorescence, potazmoigdi ddNTPs, je
zpracovana sekvence zkoumaného Useku DNA§kKak, 2004; Brown, 2007).
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4 Material a metody

4.1 Vzorky

V experimentélnic¢asti bakaléské prace byly pouzity vzorky biologického
materialu celkem 5 druhptaki, a to kura domacihdGallus gallus f. domesti¢a
husy domaciAnser anser domesticykiepelkycinské Coturnix chinensis holuba
doméciho Columba livia f. domestigaa piZzmovky domaci Gairina moschata
f. domestica V piipadt kura domaciho se jednalo o plemefeska slepice zlat
kropenata, zastupci husy domaci byly plemé&mska husa a holuba domacitesky
stavak. Od kazdého druhu byly vzorky, a sice vzgry a stra bukalni sliznice,
odebrany od 3 jediric vzhledem k pohlavnimu dimorfizmu seglem znamym

pohlavim.

4.2 Odbér biologického materialu

Biologicky material byl odebiran se souhlasem chelea K izolaci DNA
byly vyuZity 2 druhy biologického materidlu, a sis€r burgk bukalni sliznice
a pdi. V obou pipadech byla nutna asistence chovatele, kterytpajpd odchyt

zvitete.

4.2.1 Peri

Ptak byl zafixovan ve vhodné pozici tak, abglmnehybrgna pgedevsim
kiidla a gedeSlo seifpadnému zrami. Poté bylo rychlym pohybem vytrzeno kryci
pero. Nasled& bylo pero uloZzeno do ipdem popsaného papirovéhockea
a uskladsno pi pokojoveé teplat.

Pro vlastni izolaci DNA se pouzilo 3-5 mm biologétio materialu

odstizeného sterilnimidzkami z konce brku kryciho pera (viz obr. 4).
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Obr. 4: Kryci peratast brku (vlevo od oziani) pouZzita pro izolaci DNA
(Dillingerova, 2016)

4.2.2 Stér bukalni sliznice

Ke stru bukalni sliznice byly pouzZity cytologické katky znaky
Gynobrush Plus firmy Heinz Herenz HamburghBm samotného odiu DNA byla
potteba asistence u menSich ptdkiepelkacinska, holub doméci), kdy chovatel
zérove fixoval ptdka a zobak v pozici vhodné pro edbFi odkéru vzorki od
velkych druti ptaki (husa doméaci, pizmovka domaci) se jako nejvh@imkazala
technika fixace v seq kdy odebirany ptak byl poloZzen zady do klina.éRiddslo ke
zlidnéni ptdka a naslednému rozemi zobaku a ziskani vzorku. Ten byl ziskan
nasledovi: cytologickym kartékem se dkladrg stirala vnitni strana zobaku
a povrch jazyka ffiblizné 10-15 s vSemi sény zarove s ot@&enim kartéku kolem
jeho osy. Poté byl cytologicky katgk ponechan k uschnuti tak, aby nedoslo ke
kontaminaci a uloZzen do ozfemého papirového &. Vzorky byly skladovany
v pokojové teplat.

Pred vlastni izolaci DNA byly karthky inkubovany 10 min
v mikrozkumavkach v 1,5 ml destilované vodyi pokojové teplot. Roztok se
nasledg nechal stéit 5 min v centrifuze  maximalnich otékach. Supernatant byl

odstrargn a pelety bugk bukalni sliznice byly pouZzity pro naslednou iznlBNA.
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Obr. 5: Detail odbru s&ru burék bukalni sliznicekiepelkacinska
(Dillingerova, 2016)

4.3 lzolace DNA

S cilem porovnat levné metody poskytujiciazgk DNA s kvalitou &istotou
vhodnou pro nasledné pouziti pro PCR, byly vybnaasiedujiciii metody:

* lIzolace DNA modifikovanou metodalodecylsiranem sodnym (SDS).

* lzolace DNA pomoci cetyltrimetylamoniumbromidu—palyylpyrrolidonu
(CTAB - PVP).

* lIzolace DNA Chelexem 100.

4.3.1 Izolace DNA modifikovanou metodou SDS
Postup probihal nasledovs:

1) Materidl byl homogenizovan ve 10Ql extrakéniho pufru v1,5 ml
mikrozkumavce.
2) K homogenatu bylo #idano 300 ul extrakniho pufru a 5 sse vzorek
vortexoval.
3) Poté byl extrakt centrifugovan 1 mini 43 000 rpm.
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4) 300ul supernatantu bylorpneseno do nové mikrozkumavky.

5) K supernatantu bylo fwlano 300ul isopropanolu vychlazeného na -20 °C
a snes se nechala 2 min srazet.

6) Vzorek byl centrifugovan 5 minip13 000 rpm a poté byl opatrrodstragn
supernatant (peletigtal ponechan).

7) Osuseny pelet byl rozpustve 100ul TE pufru.

8) DNA Ize uchovat kratkodabve 4 °C nebo po delSi dobu v -20 °C.

SloZeni pouzitych pufi:
Extrak éni pufr
e 200 mM Tris-HCI (pH=7,5)
e 250 mM NacCl
e 25mMEDTA
* 5% SDS

TE pufr
e 10 mM Tris-HCI (pH=7,5)
« 1,0mM EDTA

4.3.2 lzolace DNA pomoci CTAB - PVP

Tato metoda slouzi k extrakcétéiho mnozstvi posing cisté DNA pro
Ucely standardizace metod a proely AFLP analyzy. Bdani PVP odstiauje
kontaminanty a umaitije ziskantisté a kvalitijSi DNA. Metoda je zaloZena na
schopnosti CTAB vytviget komplex s nukleovymi kyselinami, ktery j& pysoké
koncentraci soli rozpustny (0,7 M NacCl), alé gnizené koncentraci soli (0,45 M
NacCl) vytv&i srazeninu (Murray a Thompson, 1980). CTAB zaiopiesobi jako
detergenini ¢inidlo, které uvohuje DNA z komplexu membran a protéin
Na z&klad rozdilné rozpustnosti CTAB v porovnani s DNA jee loddlit

a ziskat dostateg gistou rostlinnou DNA.
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Postup probihal nasledovs:

1) Ke kazdému vzorku biologického materialu bylodagno 500ul predeltatého

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

roztoku (65 °C) PVP-CTAB a 1 % merkaptoethanoluonk byl dokonale
homogenizovan a poté se nechal 45 min inkubovat6p °C. Bthem
inkubace byl kazdych cca 15 min lehce promichavan.
Po centrifugaci - 12 000 rpm 10 min bykpeden supernatant (5Q04)
do novych 1,5 ml mikrocentrifugaich zkumavek, kam bylo potéigano 500
ul chloroformu s isoamylalkoholem (IAA) v paftu 24:1; snis se dala na
10 min promichéavat a nasledd min centrifugovatip 12 000 rpm.
Do novych mikrocentrifuginich zkumavek byla odpipetovana vodna faze,
ke které se jfidalo 1/5 objemu 5 % CTAB a si® se promichala, &p se
pridalo 500ul snmesi chloroform-1AA a vzorek se dal na 10 min gegat. Poté
byl vzorek centrifugovan 5 minfpmaximalni rychlosti a pokojové teptot
Do novych mikrocentrifugamich zkumavek byla znovuigpipetovana vodna
faze, kam se fdaly 2/3 objemu fedchlazeného (-20 °C) isopropanolu
(ptiblizné 250 ul), vzorek byl lehce promichan a na 30 min (aZ o&) mloZen
do mrazéku (-20 °C).
Vzorek byl centrifugovan 5 minip4 °C na 14 000 rpm. DNA ve forrpeletu
byla ponechana v mikrozkumavce, supernatnat odstraak, aby nedoSlo
k naruSeni peletu.
K peletu bylo pidano 300ul 1x TE pufru a vzorek se nechal inkubovat 30-60
min pri 37 °C.
Dale se pidaly 2 objemy (600ul) piedchlazeného 96 % etanolu (-20 °C),
vzorek byl lehce promichan a uloZzen miningdhma 30 min, maximathna
12 hodin (¥tSi vy€Znost DNA) do -20 °C.
Vzorky byly 10 min centrifugovanyip4 °C na 14 000 rpm. Supernatant byl
odstrarn a k vyslednému peletdigan 1 ml gedchlazeného 70 %. VVzorek byl
lehce promichan a centrifugovdn 2 min na 14 000 gsmteplot 4 °C.
Po odstraéni supernatantu se vzorky nechaly vysusit.
Dle velikosti peletu (DNA) bylo fidano 20-200ul 1x TE pufru (inkubace
40 min @i 37 °C).
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Chemikalie:

Ethanol €isty, 96 % ethanol nedenaturovany)

2x PVP-CTAB extrakni pufr (2 % CTAB, 100 mM Tris-HCI, pH=8,0, 20 mM
EDTA, 1,4 M NacCl, 1 % 2-merkaptoethanol, 1 % P\40-000)
2-merkaptoethanol

5% CTAB

Chloroform-IAA (24:1)

1x TE pufr sterilni

Isopropanol

70 % ethanol

4.3.3 lzolace DNA Chelexem 100

Postup probihal nasledovs:

1)
2)
3)

4)

5)

6)

7
8)

Priprava zasobniho roztoku 5 % Chelexu: Chelex 100Ql&&ista voda.
Termoblok byl pedeltan na 56 °C.

Do 1,5 ml mikrozkumavky bylo odpipetovano 100 pbmichaného Chelexu
5 %.

Sterilné bylo preneseno 3 — 5 mm z konce brku do mikrozkumavkytipgok
stéru bukalni sliznice — bylo 100 pl chelexu 5 #dano gimo k peletu bugk.
Vzorek byl homogenizovan.

Byl pfidan 1 pl Proteindzy K (50 mg/ml), $mse kratce zvortexovala a &ta
v centrifuze. Poté byl vzorek inkubovan 45 mii 6 °C Mezitim se nechal
druhy termoblok fedeltat na 98 °C.

Po inkubaci byly vzorky vortexovany 15 s a potéuin&vany 10 min 98 °C.
Poté byly vzorky ot 15 s vortexovany a na zé&vbyly centrifugovany 5 min
pii 14 000 rpm.
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4.4 Ovéreni vytézku a ¢istoty DNA
Ke zmefeni koncentrace acistoty ziskané DNA bylo pouzito
spektrofotometru BioSpec-nano od firmy SHIMADZUeBY vzorek byl zvolen dle

pufru, ve kterém byla resuspendovana DNA. ipact SDS a CTAB izolani
metody 1x TE pufr, vipact Chelexu ultraista voda.

Postup probihal nasledovs:

1) Po zapnuti fistroje a softwaru byly nanesenyPslepého vzorku.

2) Postup® byly nanaSeny 2ul z kazdého vzorku; kazdému vzorku byl
V programu pirazen nazev.

3) Vysledkem byla tabulka uloZzena ve formatu RDESV.

4) Vyhodnocovany byly nasledujici parametry: koncesdgrgngfl) a cistota
(pomeér absorbance OD 260/280 a OD 260/230) DNA.

45 PCR

Pro PCR reakci byl vyuzit komawe dostupny PPP Master Mix od
spole&nosti Top-Bio s nasledujicim sloZzenim: 1x PPP Masli& (75 mM TrisHCI,
pH 8,8, 20 mM (NH), SQ;, 0,01 % Tween 20, 2,5 mM Mg£1200 uM dATP,
200puM dCTP, 200uM dGTP, 200uM dTTP, 2,5 U TaePurple DNA polymeréaza)
a primery od firmy KRD. Pro identifikaci pohlavi g1 byly pouzity owtrené
primery detekujici délkovy polymorfismus intiioru geri CHD1-W a CHD1-Z
(Fridolfsson a Ellegren, 1999).

Tab. 2: Slozeni re&ki snesi PCR

Prisady 1 vzorek
PPP Master Mix 12,5 pl
PCR H20 9,5 ul
5 primer 1l
3’ primer 1l
templatova DNA 1l
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Tab. 3: Sekvence primier

Finalni
koncentrace
Forward - 2550F| 5'---GTTACTGATTCGTCTACGAGA---3' Tonol/p

Reverse - 2718R| 5---ATTGAAATGATCCAGTGCTTG---3'  pnol/p

Nazev Sekvence

Postup probihal nasledovs:

1) Reagencie byly namichany dle uvedeného sloZeni¢meagmesi v PCR
mikrozkumavkach za pouziti chladiciho stojanku.

2) Poté byly zamichany pomoci vortexu a kratce cargatany.

3) Nakonec byly mikrozkumavky vioZzeny do termocycl&ioer za nasledujicich
podminek (viz tab. 4).

Tab. 4: Teplotni profil PCR reakce

Teplota Doba Pdet cykla
Uvodni denaturace 94 °C 1 min 1
Denaturace 94 °C 30s
Nasednuti primer 60° az 51 °C 30s touchdown
Extenze 72 °C 45 s
Denaturace 94 °C 30s
Nasednuti primer 50 °C 30s 30 x
Extenze 72 °C 45 s
Finalni extenze 72 °C 7 min 1
Chlazeni 4°C 0

4) Amplifikova DNA byla nandSenaifmo do agarézového gelu befidavku

nanaseciho pufru.
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4.6 Elektroforéza

Na elektroforézu v agar6zovém gelu byl pouzit 3garézovy gel.

Material a chemikalie:

elektroforeticka aparatura gigluSenstvim, zdroj stejnogmmého proudu

UV transiluminator s dokumenrtiaim z&izenim

elektroforeticky pufr (10xTBE pufr o sloZeni naitt:154 g Tris; 27,5 g kyseliny
borité; 20 ml 0,5M EDTA, pH 8, 0)

agardza

ethidium bromid (EtBr) 10 mg/ml

velikostni marker (100 bp ladder)

PCR produkt

latexové rukavice

Piiprava agar6zového gelu:

Na piipravu 200 ml 3 % agarového gelu bylo zaebt 6 g prdSkové agardzy

a 200 ml 1xTBE pufru.

1)

2)

3)

4)

5)

Na analytickych vahach bylo navaZzeno 6 g agarézigvgueno do
Erlenmayerovy bigky a pidano 200 ml 1xTBE pufru.

Reagencie byly krouZenim kratce promichany a l&@egca 3 min vioZzena do
mikrovinné trouby, dokud nedoslo k dokonalému réni agarozy.

VSechny ostatni kroky probihaly v Biohazard flowkbo

Po zchlazeni pod tekouci vodou na cca 60 °C bylwztoku gidano
piedepsané mnozstvi EtBr (1), roztok dikladné promichan a fgnesen do
formy na gel tak, aby v gelu nevznikaly bublinky.

Gel se nechal ztuhnout v dokonale vodorovné poloze.

Slozeni 1x TBE:

54 g Tris-HCI
27,5 g kyseliny borité
20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

5 | destilované vody
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Nanaseni PCR produktu na agarézovy gel

Elektroforéza probihala v 1x TBE pufru za nasledofi podminek:
110V/40 az 50 min; bylo pouzito 10 100 bp ladderu (NEB) a 2d vzorku.

SloZeni 100 bp ladderu (NEB):

* 2,5% Ficoll-400, 11mM EDTA
e 3,3mM Tris-HCI (pH 8,0)

« 0,0017 % SDS

e 0,15 % bromofenolova mod

Vizualizace vysledii PCR:
Vysledek byl vizualizovan a zdokumentovg@mmoci fotodokumenté&niho

systému InGenius — Syngene.
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5 Vysledky

Izolace DNA byla provedena 3aanymi izola&nimi technikami celkem
u 5 druli ptaka (viz tab. 5). Byly pouzité vzorkyizného data odiou. Cilem bylo
porovnat mnoZstvi &stotu vyizolované DNA a dle vysledku vybrat nejadmSi
metodu izolace DNA pro pouZziti k determinaci polptaki pomoci PCR.

U kazdého vzorku byla posouzena vysledna koncent@ablA (ngful)
a hodnoty OD 260/280 a 260/230. Naskedyly vzorky pouzity pro PCR. Pam
absorbanciip 260 a 280 nm byl pouzit k posouzerdtoty DNA. Dosahuje-li porr
260/280 hodnot kolem ~1.8, je vzorek DNA ob&govazovan zaisty. Jsou—li
hodnoty vyrazt nizSi, miZze to indikovat fitomnost proteify, fenoli ¢i jinych
kontaminani absorbujicich kolem 280 nm. P&mM260/230 se pouziva jako
sekundéarni r&eni ¢istoty DNA. Giekavané hodnoty jsou v tomtdipact obvykle
vrozmezi 2,0-2,2. V ifpac, Ze pomdr je vyraz® nizSi, mize to znamenat

piitomnost kontaminujicich latek, které absorbuiji280 nm.

Tab. 5: Seznam odebranych vzbiBNA ptaki (F-samice, M-samec, P — pero,
S - str)

Vzorek €. Druh Pohlavi | Tkan
1 Husa domaciAnser anser domesticus M P+S
2 Husa domaciAnser anser domesticus F P+S
3 Husa domaciAnser anser domesticus F P+S
4 Husa domaciAnser anser domesticus M P+S
5 Husa domaciAnser anser domesticus F P+S
6 Holub domac({Columba livia f. domestica) M P+S
7 Holub domac({Columba livia f. domestica) M P+S
8 Holub domac({Columba livia f. domestica) F P+S
9 Kur doméac{Gallus gallus f. domestica) F P+S

10 Kur doméac{Gallus gallus f. domestica) M P+S
11 Kur doméac{Gallus gallus f. domestica) F P+S
12 Kachna domgg(?gzﬁgftyrhynchos f. M P+S
13 Kachna domgg(?gzﬁgftyrhynchos f. = P+S
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14 Kachna domgg(?gzﬁgftyrhynchos f. = P+S
15 Krepelkacinska(Coturnix chinensis) F P+S
16 Krepelkacinska(Coturnix chinensis) F P+S
17 Krepelkacinska(Coturnix chinensis) M P+S

V tabulkdch 6 az 11 jsou uvedeny vysledné konceatrBNA (ngfu)
a hodnoty OD 260/280 a 260/230 ngené na spektrofotometru BioSpec-nano od
firmy SHIMADZU.

Tab. 6: 1zolace SDS metodou - krycipe

Vzorek ¢. | Koncentrace DNA (ngfl) | OD 260/280 | OD 260/230
1 19,2 1,56 0,36
2 52,7 3,62 0,35
3 36,03 1,99 0,2
4 61,37 1,48 0,51
5 69,99 1.4 0,4
6 42,97 1,65 0,35
7 89,69 2,15 1,64
8 205,13 2,42 1,6
9 56,72 2,1 1,73
10 64,35 1,76 0,66
11 38,02 2,35 1,77
12 153,71 1,78 0,69
13 113 1,79 0,74
14 28,35 1,93 1,4
15 19,23 2,15 1,94
16 70,02 2,02 1,96
17 19,82 2,01 1,23

e

nejvy3si namiend hodnota byla 205,13 19,20 pig/ Cistota DNA: pondry
absorbanci 260/280 nabyvaly hodnot od 1,40 do 3,@50/230 nabyvaly hodnot od

0,20 do 1,96, ficemz optimalni hodnoty by &y byt kolem 2,0.
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VSechny vzorky DNA byly usgné pouzity pro naslednou PCR. Vizualizace
produkti PCR umoznila determinaci pohlavi u vSech vaorRtimérna hodnota
poneria absorbanci 260/280 byla 2,01, Wgadct 260/230 1,03.

Tab. 7: Izolace SDS metodou €rdbukalni sliznice

Vzorek ¢. | Koncentrace DNA (ngul) | OD 260/280 | OD 260/230
1 85,69 2,15 1,64
2 32,55 2,42 1,6
3 41,78 2,1 1,73
4 116,12 1,76 0,66
5 31,17 2,35 1,77
6 110,43 1,78 0,69
7 72,02 1,79 0,74
8 11,77 1,93 0,4
9 37,83 1,12 0,65
10 51,96 1,68 0,89
11 129,05 0,96 0,78
12 69,99 1.4 1,44
13 2,97 1,65 0,35
14 95,32 1,17 1,23
15 41,86 1,43 0,97

16 72 1,78 1,17
17 64,71 1,67 1,19

Koncentrace DNA dosahovaly hodnot d@9,05 do 2,97 ngl. Pongry
absorbanci OD 260/280 nabyvaly hodnoogibdo 2,42 a parametry 260/230 hodnot
0d0,4do 1,77.

VSechny vzorky DNA byly usfsné pouzity pro naslednou PCR. Vizualizace
produkti PCR umozZnila determinaci pohlavi u vSech vaork
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Tab. 8: Izolace metodou CTAB - PVP — krycfipe

Vzorek €. | Koncentrace DNA (ngil) | OD 260/280 | OD 260/230

1 24,69 2,13 2,69

2 129,77 2,13 1,99

3 97,49 1,98 1,71

4 35,56 2,13 1,8

5 16,18 1,09 0,12

6 21,73 1,96 2,39

7 64,74 1,97 2,03

8 37,69 1,57 2,09

9 115,12 1,05 2,24
10 41,82 1,82 1,32
11 74,12 191 2,06
12 38,12 1,95 2,22
13 427,41 1,86 1,39
14 78,75 1,16 1,63
15 104,75 1,07 1,98
16 119,74 1,35 1,37
17 41,12 1,02 1,44

Namétené koncentrace DNA byly v rozmezi 16,18 az 427l
Parametry OD 260/280 nabyvaly hodnotigob do 2,13 a parametry 260/230 hodnot
0,12a72,69

VSechny vzorky DNA byly usfsné pouzity pro naslednou PCR. Vizualizace

produkti PCR umoznila determinaci pohlavi u vSech viaork
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Tab. 9: Izolace metodou CTAB - PVP €rdbukani sliznice

Vzorek €. | Koncentrace DNA (ngl) | OD 260/280 | OD 260/230
1 0,24 -0,48 -0,11
2 1,39 5,98 -0,87
3 18,35 2,02 0,54
4 56,99 1,52 1,25
5 15,38 1,63 0,98
6 37,17 1,74 1,18
7 20,48 1,47 1,13
8 37,28 1,29 2,07
9 50,17 1,28 1,31
10 42,29 1,16 1,23
11 19,26 0,78 0,94
12 25,09 1,12 1,12
13 17 1,07 0,79
14 33,62 1,21 1,07
15 29,41 1,02 1,33
16 41,08 1,71 2,03
17 90,17 2,07 1,11

Vysledné koncentrace DNA nabyvaly hodnot od 0,29@d.7 ngil. Pormery
absorbance 260/280 byly v rozmezi -0,48 az 5,9Bipact 260/230 -0,87 az 2,07.
Krome¢ vzorki ¢. 1 a 2 byly vSechny vzorky U&pe pouzity pro naslednou

PCR. Determinace pohlavi ptagomoci PCR tedy byla mozna, vyjma vzodka 2.
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Tab. 10: Izolace Chelexem 100 - kryctipe

Vzorek ¢. | Koncentrace DNA (ngil) | OD 260/280 | OD 260/230
1 198,44 1,11 0,48
2 382 1,08 0,62
3 372,58 0,91 0,47
4 1330,01 1,12 0,65
5 672,92 1,76 0,74
6 94,44 1,01 0,62
7 121 0,8 0,21
8 390,48 0,91 0,48
9 317,81 1,02 0,25
10 2110,92 1,6 0,64
11 229,72 0,78 0,19
12 495,53 0,9 0,23
13 500,77 0,85 0,22
14 195,15 1,12 0,23
15 51,79 0,64 0,19
16 91 0,69 0,19
17 92,2 0,68 0,18

e

hodnota pak 2110,92 nd/ Pongry absorbanci 260/280 nabyvaly hodnot od 0,64 do
1,76 a pro absorbance 260/230 hodnot od 0,18 db 0,7
VSechny vzorky DNA byly usfsné pouzity pro naslednou PCR. Vizualizace

produkti PCR umoznila determinaci pohlavi u vSech viaork

40



Tab. 11: I1zolace Chelexem 100 érdbukani sliznice

Vzorek ¢. | Koncentrace DNA (ngil) | OD 260/280 | OD 260/230
1 93,31 1,21 0,28
2 220,39 1,27 0,36
3 108,05 1,19 0,32
4 96,43 1,12 0,28
5 78,58 1,35 0,29
6 66,07 1,06 0,23
7 147,09 1,23 0,31
8 94,68 1,24 0,29
9 82,47 1,17 0,29
10 138,34 1,26 0,3
11 215,78 1,25 0,31
12 170,39 1,28 0,3
13 105,02 1,05 0,24
14 241,38 1,2 0,32
15 174,56 1,2 0,26
16 168,04 0,95 0,22
17 447,18 0,56 0,3

Nametené koncentrace DNA dosahovaly hodnot od 66,07 41918 ngil.
Cistota DNA: pondry absorbanci 260/280 nabyvaly hodnot od 0,56 d86 1,
a pongry 260/230 hodnot od 0,22 do 0,36.

VSechny vzorky DNA byly usfsné pouzity pro naslednou PCR. Vizualizace
produkti PCR umoznila determinaci pohlavi u vSech viaork

Pouzitelnost vyizolované DNA byla &tena pomoci PCR reakce.
Vizualizace PCR produkt po elektroforéze na 3 % agar6ézovém gelu umoznila
determinovat pohlavi u vSech sledovanych fpt&kone vzorku¢. 1 a 2 ziskanych ze
stra bukalni sliznice a izolovanych metodou CTAB — PW# tab. 9). V pipact
vzorku ¢. 1 byla koncentrace DNA 0,24 mdy/ u vzorku¢. 2 1,39 ngll. Ani pri
opakovaném provedeni PCR se neobjevila pozitivniplifika¢ni odezva.
NeusgsSnou amplifikaci mohla Zjsobit nizka vstupni koncentraé¢ekvalita DNA.

S @ihlédnutim k hodnotam koncentraci ostatnich viaarkskanych srem bukalni
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sliznice (viz tab. 7, 9 a 11) se lze domnivat, #zk& koncentrace vzotké. 1 a 2
(viz tab. 9) byla zfisobena prawbodobr lidskym faktorem (nap negesnym
provedenim, chybou v pipetovani, apod.).

Jako uspsSné se ukazaly izolace SDS metodou a izolace Gémlek00,
protoZze pomociéthto dvou metod se nam pdidia vyizolovat vSechny vzorky
DNA. Vzhledem k usgsnosti amplifikace 100 % vzaikvyizolovanych pouze
metodami SDS a Chelexem 100 rig@me tedy dopotiit izolaci metodou CTAB-
PVP.

Izolaci DNA jak z péi, tak ze stru bukalni sliznice lze dopotit jako
vhodnou pro néslednou determinaci pohlavi fptgomoci PCR. Z hlediska
nejwtSich vytzki DNA a zarové nizké naronosti jak casove, tak technické, se

jako nejlepsSi ukazala metodika izolace Chelexem 100

600bp D D T T T T T —_—
- o R —

400bp

Obr. 6: Vizualizace determinace pohlavi pomoci RE¥IR- marker 100bp; 1, 2 — kur
domaci; 3, 4 —ikepelkacinska; 5, 6 — husa domaci; 7, 8 — kur domaci)
(Dillingerova, 2016)
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6 Diskuze

S pihlédnutim na welfare ptakse uvadi, Ze odby vzorki biologického
materialu by nily byt pro zvie co nejméaé stresujici a bolestivé (Russell a Burch,
1959), a proto sef{stupujecim dal castji k neinvazivnim metodam. Existujada
neinvazivnich odérovych metod pro izolaci DNA, a sice agttpai (Ellegren, 1992;
Pearce et al., 1997), drapu (Drummond et al., 199&u burek bukani sliznice
(Handel et al.,, 2006; Arima a Ohnishi, 2006; Walllk et al., 2012),
vaskularizované sképkové (papirové) membrany (Pearce et al., 199mweéie
et al., 1998) neboifmo skdapky (Strausberger a Ashley, 2001). Nicthempiipads
ska‘apkové membrany a skapky, ktera se jevi jako nejm&mvazivni a tim padem
nejvhodrjSi, se nejedna o univerzalni zdroj DNA, protoze akoapka, ani
skardpkova membrana nejsou pro sexing vzdy k dispo¥itamto gipad by bylo
nutné pozadat chovatele, ktery chcettivdeterminaci pohlavi ze skipky, aby je
sam sesbiral a dodal. Skpky by musely byt igd samotnou analyzou speciiln
uchovavané, jinak by mohlo dojit k degradaci DNAk#EZ v odchovu mimo lilie
nelze v pipact vetSi skupiny vajec vzdy zajistit stoprocentnirpzeni skeapky
k danému jedinci

Pro tuto bakal&kou praci byly pouzity neinvazivni metody &dip (odker
kryciho péi, s&r burek bukalni sliznice) z tohoiodu, Ze p nich neni odbr tolik
bolestivy, jako v fipac invazivni metody (oddr krve) a hrozi minimalni riziko
komplikaci. Na zaklag vlastnich zkuSenosti z o¢fn I1ze konstatovat, Zze ne vzdy je
vzorek péi ten nejvhodysi. Konkrét z divodi nedostateného opeeni mlafat
a v rekterych gripadech i vysSi bolestivosti. &tbukani sliznice se da provést vzdy,
nicméré u malych ptak miaze byt tento oddr ponmerné stresuijici, jelikoz se musi
provadt dostatén¢ dlouho, aby se i u nejmensich diubdebralo dostatek bgk
pro naslednou izolaci DNA.

Ster burgk bukani sliznice se stava nejeniipad ptaki stale populargsi
odkerovou metodou, f@devSim pro nizkou invazivnost, malou pracnost ravea
vysokou efektivitu pro naslednou izolaci DNA, jakid jiz publikovano v mnoha
piedchozich publikacich (Brooks et al., 2003; Obeebaet al., 2003; Meldgaard
et al., 2004).
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Kryci pei bylo zvoleno z @ivodu snadného ziskavani vzorkPredevsim
v obdobi fistu pera, kdy je brk vypém vazivovou pulpou, byla izolace snadna,
jelikoz homogenizace materialu nemusela byt télkatina, sotasreé za poskytnuti
vysokého vyzku DNA. Riprava vzorku fed samotnou izolaci spiea pouze
v usfihnuti koncovéc¢asti brku, nicmé# nasledd musi byt vzorek mechanicky
homogenizovan. Oproti tomu vzorekérst burék bukalni sliznice je pi#¢ba ped
samotnou izolaci fipravit (10 min inkubace a nasled® min st&eni), na druhou
stranu v pipadt burék bukalni sliznice neni nutna mechanickd homogeeiza

Stér bukalni sliznice povazuji za dalSi vhodnou neiiviai metodu, ktera se
da provést u vSech draafa wkovych kategorii ptdk Handel et al., (2006) uvadi, ze
béhem séru st&i 5 — 10 sekund jendrrotovat sterilnim kartdkkem specializovanym
na sér bukani sliznice. NaSe z&y jsou takové, Ze je piba otirat bukalni sliznici
cytologickym kartékem delSi dobu, a sice dopdowanych 15 — 20 sekund, jelikoz
ve dvou pipadech, kdy byl 8t provazen pouze velmi kratkou dobu, se nepitmla
vyizolovat dosta&né mnozstvi DNA. Nicméh v téchto gipadech nelze
stoprocentd vylowit ani chybu Bhem pipetovani. Lze fpdpokladat, Zze pouziti
kart&ka specializovanych na odbburgk bukalni sliznice, nap Epicentre (Handel
et al., 2006), mize zvySovat konmy vytéZzek DNA ve srovnani s kattiéy
Gynobrush pouzitymiiptéto studii.

Marrero et al. (2009) uvadi, Ze DNA dosahuje ophirhaistoty, pokud méa
pomeér absorbanci 260/280 hodnotu 1,8. Khaerunnisa .ef28ll3) izoloval DNA
z pdi a z krve. Ve své studii doSel k zavm, Ze @i pouziti krve mohou v izolatu
DNA pietrvavat rezidua v podébkrevnich proteii a v gFipac pei keratin.
Tataurov et al. (2008) zahrnuje i jiné proteiny @Sd organické molekuly mezi
kontaminanty, které mohou ve svéraskédku inhibovat PCR. Pough et al. (2005)
doklada, Ze  izolaci DNA z péi 90 % kontaminaiit tvoii lipidy, voda, beta
kreatin, protein a pigment. Keratinigobicasto jako inhibitor PCR (Schill, 2007).
Z téchto studii vyplyva, Zeckoliv je hodnota porru absorbanci 260/280 nizsi nez
1,8, coz indikuje nedostateou cistotu DNA, tak PCR riwe prolhnout bez
problémi, protoZe ¥tSina kontaminaiit nemusi fungovat jako inhibitor PCR.
Ackoliv vysledné hodnoty po#nu absorbanci byly nizké, Zidodi piitomnosti

kontaminani v izolatech DNA, tak valnaast z ¢échto kontaminarit pravctpodobré
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nepisobila jako inhibitor PCR, a tim padem PCR gida bez problérin
s dostaténé robustnim vysledkem.

U vzorka s @ilis nizkou koncentraci DNA PCR nepettla Us@sre.
Je mozné, Ze k chyldoslo jiz v prvnim kroku, tedy odlu DNA, kdy sliznice byla
stirana kratSi dobu, nez je dop&uano. TaktéZz je mozné, Ze nizky &&gk DNA
mohl byt disledkem chyby &em izolace. Nakonec nelze vyt ani chybu
v pribéhu pripravy reakce PCR. NicmérnvSe nasdéuje selhani lidského faktoru,
nikoliv Spatné metodic& chybné technice.

Z naSich vysledk se jevi jako nejvhodfsi metoda izolace Chelexem 100,
jedna se totiz o nejle¥jsi a nejméa pracnou metodu poskytujici vysoky ¥k
DNA. Tuto metodu preferuji i Adam et al. (2014).chiére n¢ktefi autdai (Arima
a Ohnishi, 2006; Wellbrock et al., 2012) nedos&hfiouzitim této metody sten
dobrych vysledk, coz mohlo byt zfisobeno chybouippipetovani templatu do PCR
reakce a naslednou inhibici polymeréazy (Adam eall4).
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7 Zavér

Celkem byla DNA izolovana od 17 jedinc5 druhi ptaki, ze dvou drut
vzorka biologického materiél a za pouziti 3 izotmich technik. Jednalo se tedy
0 102 izolaci DNA.

Pouzitelnost vyizolované DNA byla &tena pomoci PCR reakce.
Vizualizace PCR produkt po elektroforéze na 3 % agar6ézovém gelu umoznila
determinovat pohlavi u vSech sledovanych fpt&kone vzorku¢. 1 a 2 ziskanych ze
steéra bukalni sliznice a izolovanych metodou CTAB — PVR tab. 9).

Jak péi, tak str buk@lni sliznice Ize vzhledem k dostupnosti akéiz
naranosti odkiru doporeit jako vhodny biologicky material k nasledné izola
DNA. Pouze v pipad mladat, kdy neni k dispozici pe vhodné pro naslednou
izolaci DNA, je nutné zvolit jiny biologicky mateii. S€r bungk bukalni sliznice je
v tomto gipadt vhodnou alternativou poskytujici dobré vysledky.

Vzhledem k tomu, Ze amplifikace prdbla UsgsSre u vSech ostatnich vzaik
Ize izolaci DNA jak z p#, tak ze stru bukalni sliznice dopotit, jako vhodnou pro
naslednou determinaci pohlavi pidkomoci PCR. Stefntak vSechny 3 pouzité
metodiky izolace DNA, tedy modifikovand SDS metodsetodou CTAB — PVP
aizolace Chelexem 100, se ukazaly jako vhodnéngdedujici PCR. Z hlediska
nejwtSich vyezkia DNA a zarové nizké naronosti jak casové, tak technicke, se

jako nejlepsSi ukazala metodika izolace Chelexem 100
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9 P¥ilohy

9.1 Obréazky

o g o b

Obr. 7: Skolni statek ZF JU: w§by: kur doméci Gallus gallus f. domestiga
plemencteskd slepice zlatkropenata (Dillingerovéa, 2016)

Obr. 8: Soukromy chov: husa doma&nhéer anser domesticlisplemeno huséeska
(Dillingerova, 2016)
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