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Abstrakt

Tato prace je zaméfena na urCovani pohlavi kalouse uSatého (A4sio otus). Pfi urCovani
bylo vyuzito ptacich per, které byly kalousim odebrany ze zad pifi odchytu a
krouzkovéni. Prostfednictvim izolace DNA z krevnich vlase¢nic v pta¢im brku a

nasledné PCR reakci jsme se pokusili diferencovat pohlavi odchycenych kalousti.

V této praci je také popsana metoda PCR, ktera je v dneSni dobé jednou z
nejpouzivanéjSich metod v laboratofich fady riznych obord. Zmifuji se zde také o
jednotlivych komponentech potiebnych k pribéhu této reakce, jeji historii a jejich
jednotlivych krocich.

Soucasti mé diplomové prace je téZ charakteristika testovaného fadu a mozné rozliSeni
pohlavi na zakladé morfologickych znakii. Na tomto zdklad¢ je zde také zminka o
sexuadlnim dimorfismu ptakd, jejich opetfeni a jeho néasledné barevnosti. U ptaka, ale

také u ostatnich zivocichu se vyuzivaji rizné techniky molekularni determinace pohlavi,

o kterych se ve své praci také okrajové zminuji.
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Abstract

This thesis is focused on determining the sex of the Long-eared Owl (Asio otus). Bird
feathers were used during determination that were taken from owl's back while
capturing and ringing. We have attempted to differentiate the sex of captured Long-
eared Owl by DNA isolation from blood platelets in the bird quail and subsequent PCR

reaction.

This thesis also describes the PCR method, which is one of the most used methods in
the todays laboratories of many different field of science. I also mention the individual
components that are needed for the process of this reaction, its history and its individual

steps.

Part of my diploma thesis is also the characteristic of the tested order and possible
gender division based on morphological features. On this basis, there is also mention of
the sexual dimorphism of birds, their plumage and its subsequent coloring. At birds and
also at other animals are used different techniques of molecular determination of sex,

which I also refer to in my work.
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1 Uvod

Tato diplomova prace je zaméfena na identifikaci pohlavi u ptak, konktrétné u kalouse
usatého (A4sio otus) za pouziti metody PCR. Pro tuto metodu je DNA ziskdvéna izolaci
z ptacich per odchycenych jedinct. Pii vyzkumu riiznych druht zvifat je velmi dilezita
determinace pohlavi zkoumanych jedinct. V ptaci populaci zjisténi pohlavi umoznuje
pochopit populacni dynamiku, rozptyleni, demografii, chovani nebo evolu¢ni ekologii
(CluttonBrock, 1986; Lopez-Lopez, 2011; Newton, 1998, 2003). Identifikace pohlavi je
dilezita také pro fadu programi zabyvajicich se ochranou jednotlivych populaci nebo

také pro tzv. reintrodukci ohroZenych druhti (Balbontin et al., 2001).

U vétSiny ptakh lze pohlavi rozliSit na zakladé sexualniho dimorfismu, u zbylé Casti
ptaka vsak nejsou morfologické rozdily pfitomné, nebo jsou tyto rozdily tak nepatrné,
ze na jejich zakladé neni mozné pohlavi jednoznaéné urcit. K ur€ovani pohlavi slouzi
také naptiklad biometrika (Del Mar Delgado et Penteriani, 2004). Tyto metody jsou
vSak casov€ 1 finanén€ velice naroéné a nemusi se vzdy podafit prokdzat
charakteristické rozdily mezi sam¢im a sami¢im pohlavim. Jestlize nelze pohlavi
jednoznaéné rozliSit na zaklad€ zbarveni peti, €1 velikosti téla, vyuziva se dalSich
metod, jenZz pfispivaji ke zjisténi pohlavi. Jedna se napiiklad o metody zkoumajici
chovéani jedinct pfi hnizdéni, pfitomnost hnizdnich naZin nebo také chovani jedinct v
prubéhu vyvadéni mlad’at. Béhem urcovani pohlavi zalozen¢ho na zéklad¢é pozorovani
chovani ptacCich jedinci je dulezit¢ také chovani v dobé sexudlni aktivity a

rozmnozovani, zastraSovani nepfitele, nebo ¢epyfeni na hlavé samcii (Reznicek, 1991).

Univerzalni metodou pro urcovani pohlavi u ptéki je PCR amplifikace useku CHD
genu. Tento CHD gen je konzervativni a nachazi se na obou pohlavnich chromozomech
Z 1 W skoro u vSech ptacich druhii. Pti této metod¢ dochézi k tomu, Ze se primery vazi
na konzervativni ¢asti exontl, ¢imz vétSinou dojde ke zmnozeni intronu. Tato méné
konzervativni intronova ¢ast ma rozdilnou velikost u CHD genu pochazejiciho
z pohlavniho chromozomu Z a W. Nasledné je tedy provedena elektroforeticka
separace, jejimz vysledkem je pfitomnost jednoho produktu u samct a dvou produktti u
samic. U testovanych jedinci bylo pohlavi determinovano pomoci amplifikace

s primery P2/P8 a CHD1F/CHDI1R.



2 Cile prace

1. Vypracovani reSerse na téma diplomové prace.
2. PCR amplifikace DNA u konkrétniho zéastupce ptakl, kalouse uSatého (A4sio

otus) za ucelem diferenciace pohlavi.
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3 Problematika

3.1 Urcovani pohlavi u ptaki

Pohlavi je jednou ze zdkladnich a dilezitych informaci o kazdém jedinci. Rozlisit
jednotliva pohlavi u riznych taxonomickych druhii ovSem neni vzdy tak snadné jako je
tomu napiiklad u ¢lovéka (Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006). Determinace ptaciho
pohlavi podle fenotypu byva celkem obtizna. U vice nez poloviny ptacich druhti neni
mozné rozliSit pohlavi u dospélych jedinci. V ptfipadé ptacich mlad’at je rozliSeni
pohlavi prakticky nemozné (Griffiths et Phil, 2000). Determinace pohlavi u ptaka je
vSak dilezitd pro fadu oborl, jako je naptiklad ekologie, evolu¢ni biologie, chov a

ochrana druhti (Fridolfsson et Ellegren, 1999).

Nékteré ptaci druhy jsou dimorfni, a tak je velmi jednoduché na prvni pohled rozlisit
samce a samice. Mezi dimorfni druhy se ftadi naptiklad kachna divokd (A4nas
platyrhynchos), lejsek bélokrky (Ficedula albicollis) nebo vrabec domaci (Passer
domesticus) (Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006). Jednotliva pohlavi lze lehce urcit
naptiklad podle rozdilného zbarveni pefi ¢i odliSné velikosti téla (Griffiths et Phil,
2000). Opakem jsou vSak druhy monomorfni, jenZ maji velmi podobny fenotyp, a tak
neni lehké urcit jejich pohlavi. Udava se, Ze az 60% vSech druhG pévci je
monomorfnich, jedna-li se o jejich zbarveni (Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006;

Paprskarova, 2014).

Dnes se k ur€eni pohlavi u jednotlivych ptacich druht velmi Casto vyuziva analyza
DNA (Griffiths et Phil, 2000). Jesté¢ ptfed pouZivanim molekuldrnich metod slouzila
k ur€ovani ptaciho pohlavi fada jinych zplisobl. Mezi tyto zplsoby patii napiiklad
pozorovani chovani ptacich jedinci, nebo zjisténi pfitomnosti hnizdnich naZin, jez se
mohou uplatiiovat jen v obdobi, kdy probihd pafeni ptakti (Dubiec et Zagalska-
Neubauer, 2006).

Jinou metodou pro urcovani pohlavi je analyza morfometrickych vlastnosti jedinct.
Jedna vSak o metodu, kterd mlize byt nepfesnd a dvojznacna (Dubiec et Zagalska-
Neubauer, 2006). Kloskowski et al. (2006) se ve svych vyzkumech pokouseli rozlisit
pohlavi u jedinct potapky rudokrké (Podiceps grisegena) na zakladé morfologickych
znakd. Nasledné¢ morfologické vysledky porovnali s vysledky ziskanymi pomoci

11



analyzy DNA. Zvolenou molekuldrni metodu pouzili nejprve u takovych jedinct
potapky rudokrké, u kterych znali pohlavi, aby zjistili spéSnost identifikace pohlavi
pomoci této metody. Pouzitim této molekularni metody si autoii potvrdili, Ze je mozné
jednoznacné identifikovat pohlavi u vSech vybranych jedincii. Morfologicky bylo
pohlavi jedinct ur¢eno naptiklad podle télesné hmotnosti, délky zobaku ¢i délky ktidla.
Po srovnani jednotlivych vysledki, podle biometrického méteni a analyzy DNA, bylo
zjisténo, ze pohlavi u ptakd nelze s presnosti urcit podle morfologickych znakd.
Piikladem je stanoveni pohlavi méfenim délky zobaku, jehoZ uspéSnost byla 79%. Pfi
porovnani stanoveni pohlavi za pomoci analyzy DNA a identifikace pomoci méfeni

délky zobaku, ¢inila uspeésnost urceni pohlavi na zakladé biometrického méteni 80%.

Pro pfesné urceni pohlavi ptaka se vyuziva také chirurgickych zékroku, pii kterych
dochazi k pfimé anylyze pohlavnich zldz zkoumanych jedincti. Divodem pro toto
zkoumani je fakt, ze u vétSiny ptacich druht, s vyjimkou labuti a kachen, se nachazi
monomorfni kloaka, takze nelze rozlisit samici a samce. K tomuto ucelu se pouzivaji
dvé chirurgické techniky—laparotomie a laparoskopie. Analyzovanému jedinci se
nejprve podad lokalni anestézie. DalSim krokem je provedeni fezu, ktery je veden v
bfiSni dutin€é na rozmezi dvou poslednich Zeber. Pfi chirurgické techtnice zvané
laparotomie je takto vytvoreny otvor dostacujici pro vlozeni kovové sondy, jenz slouzi k
posunu stfevniho traktu, ¢imZ je umoznéno vySetfeni pohlavnich Zlaz. Pohlavni Zlazy se
nachdzeji v té€sné blizkosti patete a lezi hned pod hrudnim koSem. U samce se nachazi
jeden par varlat, u samice je obvykle jeden vajecnik, ktery je uloZen na levé strané téla.
Proto se fez vede vétSinou na levé strané, aby byla kontrola snadngj$i. U metody
nazyvané laparoskopie se provadi mald punkce do bfiSni dutiny. Pfi této metodé se
k vySetfeni pohlavnich 714z pouziva opticky kabel (Griffiths et Phil, 2000). Toto
vySetieni pohlavnich zldz mtze byt u dospélych jedinct obtizné, jestlize je provadéno
mimo obdobi pafeni. V ptipadé mlad’at je vySetfeni obtizné z toho diivodu, Ze je jejich
télo jesté prilis malé (Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006).

Mezi dal$i metody, kterymi lze urcit pohlavi u ptaka, patii cytogenetika. Tato metoda
identifikace pohlavi je zaloZena na zdklad€ odlisné morfologie pohlavnich chromozom
Z a W (Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006). U kazdého ptaciho druhu je genom dan
pfislusnym poctem chromozomi, napiiklad u dudka chocholatého (Upupa epops) se
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nachdzi 126 chromozomu a u dytlika velkého (Burhinus grallarius) 40 chromozomi. U
ptacich druht se primérny pocet chromozomu pohybuje kolem 80 (Paprskaiova, 2014).
Chromozomy lze rozdélit do dvou skupin. Prvni skupinou chromozoml jsou
makrochromozomy, ty se u ptakii nachazeji v poctu 7 az 8 part a do této skupiny lze
zafadit 1 pohlavni chromozom Z. Druhou skupinou chromozomi jsou
mikrochromozomy. Jednd se o chromozomy s vyrazn¢ redukovanou velikosti, mezi
které¢ se tfadi také pohlavni chromozom W (Griffiths et Phil, 2000). Pokud bychom
srovnali systém pohlavnich chromozomu u ptaki a ¢lovéka, tak bychom zjistili, Ze u
ptaka je tento systém opacny. Jedna se tedy o to, ze samice jsou heterogametické, maji
tedy jeden chromozom Z a jeden chromozom W. Naopak samci jsou homogameticti,
coz znamena, ze maji dva chromozomy Z (Ellegren et Sheldon, 1997).
K chromozomalnimu vySetfeni se vyuziva dfenl z rostouciho ptaciho pera ziskaného od
dospé€lého jedince nebo mlad’at, diky ¢emuz muize dojit k zalozeni bunééné kultury. Do
rostouci bunécné kultury je nasledné ptidan kolchicin, ktery ma schopnost zastavit
mitotické déleni ve staddiu metafaze. V tomto stadiu jsou chromozomy jiz dobie
viditelné a také oddélené. Pohlavni chromozomy Z a W jsou velmi dobie rozlisitelné,
jelikoz se od sebe odliSuji velikosti. Problémem pii ur€ovani pohlavnich chromozomi
je vsak velky pocet chromozomu u kazdého jedince. V dnesni dob¢ se vSak urcovani
chromozomil za pomoci cytogenetiky vyuziva jen velmi malo (Griffiths et Phil, 2000;
Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006). K identifikaci pohlavi u ptakl je mozné vyuzit i
rozdilné mnozstvi jaderné DNA. K méfeni mnoZstvi DNA v buikach se vyuZiva
pratokovy cytometr. Tuto metodu je vSak mozné pouzit pouze u jedincl, jejichz

pohlavni chromozomy Z a W jsou velikostné velmi odlisné (Ellegren et Sheldon, 1997).

3.2 Chromozomalni stanoveni pohlavi u ptaki

U fady zivoCichll lze sam¢i a sami¢i pohlavi rozli$it na zdkladé chromozomalni
determinace a stejné je to i u ptaki. U ptakl je chromozomalni determinace zaloZena na
systtmu pohlavnich chromozomli ZZ/ZW. Samice jsou oznacovany jako
heterogametické, coZ znamena, Ze se u nich vyskytuje chromozom Z i chromozom W.
Naopak samci jsou homogametiCti, je pro né tedy charakteristicky vyskyt dvou
chromozomtl Z (Ellegren, 2000; Nanda et al., 2000; Stiglec et al., 2007; Paprskaiova,

2014). Z 1 W pohlavni chromozomy jsou fazeny mezi tzv. mediocentrické chromozomy
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(Ellegren, 2000). Pohlavni chromozom Z je u naprosté vétSiny ptacich druhti skoro
stejné velky, jednd se u vétSiny piipadi o Ctvrty nebo paty nejvétsi chromozom,
zaujimajici 7-10% genomu (Ellegren, 2000; Stiglec et al., 2007). Opakem je vSak
chromozom W, ktery muze byt rizn¢ velky, naptiklad u bézct je pohlavni chromozom
W skoro stejné velky jako chromozom Z. U naprosté vétSiny ptacich druhii je vSak
chromozom W o dost mens$i nez chromozom Z a tak nese jen nckolik malo gend.
Rozdily ve velikosti chromozomu W u jednotlivych druhti jsou dany odliSnym
mnozstvim konstitutivniho heterochromatinu. Jako ptiklad 1ze uvést W chromozom u
kutete, ktery zaujima mensi ¢ast genomu nez 2% (Nanda et al., 2000; Ellegren, 2000;

Stiglec et al., 2007).

Chromozomalni ur€ovani pohlavi je jednim ze zplisobl urovani pohlavi, a to nejen u
ptakli. Vyuziva se také napiiklad u savci, kde je zalozeno na systému XX/XY
pohlavnich chromozomi. Jedna se tedy o opacny systém nez u ptakd, jelikoz u savcl
jsou samice homogametické (XX) a samci heterogameti¢ti (XY). U ptakt a savca se
mechanismy pohlavni determinace vyvinuly asi pfed 300 miliény lety. Pohlavni
chromozomy se diferencovaly z paru autozomil. Na spolecny ptivod obou jiz zminénych
pohlavnich chromozoml poukazuje ten fakt, ze geny ATP5A1 a CHDI, jez jsou
lokalizovany na sami¢im W chromozomu, se nachazeji jako kopie téZ na chromozomu
Z. Na pohlavnich chromozomech Za W se nachdzeji homologni useky. Na
chromozomu Z se na rozdil od chromozomu W vyskytuji dvé homologni mista na
odlisSnych c¢astech chromozomu. Jedno homologni misto se vyskytuje v blizkosti
telomery na p rameni Z chromozomu a druhé je lokalizovano na q rameni téhoZz
chromozomu Z. Chromozom W ma ob¢ dvé mista homologie na jednom konci v
blizkosti té ¢asti chromozmu, jeZ se nazyva telomera (Nanda et al., 2000; Fridolfsson et
al., 1998). Jedna z diiv¢jSich teorii poukazuje na to, Ze by mohli mit chromozomy savct
a ptaki spolecny chromozomalni ptivod (Ohno, 1967). To vSak vyvraci ta skute¢nost, ze
geny, jeZz se nachdzi u kufete na chromozomu Z, maji své shodné casti u lidi na
chromozomech 5, 9, 8 i 18 a geny sav¢iho chromozomu X maji své homology
lokalizovany na chromozomech 1, 4 a 12 kutete. Jako ptiklad se uvadi homolog genu
DMRT]1, ktery se nachazi na chromozomu Z a je kli¢ovy pro ur€eni pohlavi u ptaka,

kdezto u savcl je lokalizovan na chromozomu 9. Z toho 1ze tedy odvodit, ze evoluce
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pohlavnich chromozoml u ptadkii a savcl prob&hla nezavisle na sobé z riznych
autozomalnich part (Nanda et al., 2000; Fridolfsson et al., 1998; Graves et Shetty,
2001; Stiglec et al., 2007; Ferguson-Smith, 2007).

Pohlavnich chromozomy jsou vytvafeny z autozomdu. Jejich vznik probiha na zakladé
ziskani vlastnosti pohlavniho vymezeni jednim chromozomem, po ¢emz nasledné
probiha potlaceni rekombinace, dale strukturdlni pteskupeni, a také degradace
chromozomu, ktery nese gen pro pohlavni determinaci. Dilezitym faktorem tohoto
sledu reakci je nizka pfitomnost crossing-overu mezi pohlavnimi chromozomy W a Z

(Roldan et Gomendio, 1999; Paprskaiova, 2014).

3.3 Molekularni uréeni pohlavi u ptaki

Pro molekularni urceni pohlavi, nejen u ptaku, je nutna DNA. DNA lze u ptaku ziskat
napiiklad odebranim krve. Divodem je, Ze erytrocyty obsahuji jadro, coz znamena, Ze
jsou tedy zdrojem jaderné DNA. Krev mlze byt u ptdkd odebirana z jedné z zil na noze
nebo na kiidle, misto odebrani zavisi na véku jedince a také na ptac¢im druhu. Pfimy
odbér krve vsak neni jediny mozny zpisob ziskani DNA, mezi dal$i zplisoby patti
naptiklad sbér pefi, nebo odbér ¢asti tkdn€ z jater ¢1 z mozku, coz se ovSem provadi jen
u uhynulych jedincii (Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006; Paprskatova, 2014). Pro

molekularni determinaci pohlavi u ptakl je moZzné vyuzit fadu technik.

3.3.1 RFLP

Jednou ztechnik pro urceni pohlavi je technika RFLP = polymorfizmus délky
restrikénich fragment (Paprskarova, 2014). Jednd se o techniku, kterd je zaloZena na
vyskytu specifického restrikéniho mista. Toto misto je rozpoznéno restrikénimi
endonukledzami, které maji za kol rozstépit DNA pravé v tomto misté. Restrikéni
enzymy tedy $tépi DNA a vzniklé fragmenty jsou nasledné elektroforeticky separovany
na zaklad¢ jejich velikosti. Restrikci se vytvari velké mnozstvi sekt, a tak je moZné
danou urcitou sekvenci detekovat pomoci hybridizace pomoci znacené sondy. Po této
elektroforetické separaci dojde k pienosu na nylonovou membranu (Southern blotting) a
inkubaci s probami, proby jsou znacené DNA fragmenty. Na zakladé komplementarity
jsou proby schopné hybridizovat s genomickou DNA a podle znaceni proby probiha

detekce hybridizace autoradiografii, enzymatickou reakci ¢i fluorescenci. Proby mohou
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byt znacené prostfednictvim radioizotopu, biotinem nebo fluorescencni znackou. U
ptakl je pro ziskdni pohlavi dulezité zjistit pfitomnost chromozomu W. Jiz zminény
chromozom W pojimé hojné mnozstvi repetitivni DNA, minisatelitl a mikrosatelitd, jez
mohou byt aplikovany pro urceni tohoto pohlavniho chromozomu W (Botstein, 1980;
Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006; Ellegren et Sheldon, 1997; Griffiths et Phil, 2000).
Lze uvést priklad na praci Longmire et al. (1993), ve ketré byly testovany 4 proby.
Jednalo se o tii dinukleotidové repetice (CT)n, (GT)n, (CG)n a jednu trinukleotidovou
repetice (TCC)n, vSe probihalo v kombinaci s jednim ze tii restrik¢nich enzymii: Haelll,
Hinfl a Pstl. Testovani probéhlo u 9 ptacich druhii ze 6 tadu. Nejlépe z testovanych
proéb vysla dinukleotidova repetice (CT)n, jenz stanovila sekvenci typickou pro samici
pohlavi u Sesti druhi ptdkd. Dalsi dinukleotidova repetice (CG)n nestanovila u
testovanych ptacich druht Zadnou sekvenci typickou pro pohlavi. Techniku RFLP je
mozné vypouzit i pfi pfedchozim zmnozeni ur¢itého genu prostfednictvim metody PCR.
Naptiklad CHD gen je mozné amplifikovat pomoci PCR reakce a nasledné jej rozstépit
pomoci restrikéniho enzymu Haelll. Oba pohlavni chromozomy Z i1 W obsahuji CHD
gen. Na chromozomu Z se nachazi restrik¢éni misto praveé pro gen CHD, které je St€peno
enzymem Haelll. Po roz$tépeni timto enzymem vznikaji fragmenty o velikosti 281 a 64
bp. Chromozom W toto restrikéni misto nema, coZ je diivod, pro¢ pii pouZiti enzymu
Haelll neprobihd St€peni produktu CHD genu pohlavniho chromozomu W (Boutette,
2002).

3.3.2 RAPD

Metoda RAPD = polymorfizmus nahodné amplifikované DNA je jednou z dalSich
technik, jez se vyuZivaji k urCovani pohlavi u ptaki. Tato technika je zalozena na
identifikaci DNA polymorfizmu a mize byt provadéna i pokud neni zndma geneticka
informace ptac¢iho druhu, u kterého probiha testovani. Pfi metodé¢ RAPD se vyuziva
PCR reakce, ktera se provadi s ndhodné€ navrZzenymi primery, jez se obvykle skladaji z
10 nukleotid. Pfi této reakci se teplota annealingu pohybuje v rozmezi 35-40°C,
jelikoz tato teplota snizuje specifitu reakce a dochazi k amplifikaci mnoha fragmentt
DNA. Déla vzniklych fragmentl je odliSna. Tyto fragmenty jsou nésledné oddéleny
pomoci elektroforetické separace. Zda dojde k nalezeni bandu, ktery se nachézi jen u

samic, lze usuzovat, Zze jde o amplifikovany fragment z chromozomu W. Testovani
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probiha u velkého mnozstvi primerii za uGcCelem ziskani takového primeru, ktery
amplifikuje oblast na W chromozomu. Pokud se podaii ziskat marker vazany na
pohlavi, mize dojit k vytvoreni takovych primert, jenz tento usek v pribéhu klasické
PCR zmnozi (marker SCAR) (Bello et Sanchez, 1999; Dubiec et Zagalska-Neubauer,
20006; Griffiths et Tiwari, 1993; Hadrys et al., 1992; Williams et al., 1990). Lessells et
Mateman (1998) identifikovali pohlavi za pouziti metody RAPD. Testovani probihalo u
deseti ptacich druht a podafilo se jim najit primery urcujici pohlavi u sedmi z deseti
druhil ptakii. Pocet pouzitych primeri k identifikaci pohlavi se pohyboval v rozmezi od
5 do 69. U zbyvajicich tfi druhti se autorim nepodafilo nalézt zadné primery, jez by
byly pouzitelné k uréeni pohlavi. U jednoho z druht autofi testovali 67 primerd, ale bez
vysledku. Z toho vyplyva, Ze se pii technice RAPD nemusi podafit nalézt vhodné
primery pro identifikaci pohlavi. Dulezité je také zminit, Ze spolehlivost nalezenych
RAPD markeri je bohuzel zpochybnitelnd, coz muize byt zpisobeno nastavenim
citlivosti dané reakce, také prekrytim méné¢ zmnozené DNA siln€jSim produktem, nebo

vyskytem nulové¢ alely, nebot’ u nedochazi ke zmnozeni (Paprskarova, 2014).

3.3.3 AFLP

Technika AFLP = polymorfizmus délky amplifikovanych fragmentd, je technikou, jenz
kombinuje PCR reakci se $tépenim DNA za pomoci restrikénich enzymi (Paprskarova,
2014). Na zacatku je DNA Stépena dvéma restrikénimi endonukleazami, z nichZ prvni
restrikéni endonukledza je schopna rozpoznat kratkou sekvenci, naptiklad enzym Msel
rozpoznava sekvenci TTAA, kdeZto druha endonukledza ma za kol vyhledavat delsi
sekvenci, naptiklad enzym EcoRI rozeznava sekvenci GAATTC. Druha restrikéni
endonukledza §t€pi DNA méné cCastéji. DalSim krokem je ligace oligonukleotidovych
adaptort na konce usekdt, které byly vytvofeny endonukledzami. Po ligaci nésleduje
preselektivni zmnoZzeni s primery, jeZ jsou komplementérni, k jiZ zminénym adaptorim
a obsahuji jesté o jeden nukleotid vic, coz vede ke sniZzeni poctu fragmentti. Selektivni
amplifikace je dalSim krokem této techniky a probihd za pomoci primeri, u kterych je
shodné potadi nukleotidii, stejn¢ jako je tomu u primert pouzitych pii preselektivni
amplifikaci. Tyto primery jsou je$t€¢ prodlouZeny, a to nejCastéji o tfi nukleotidy.
Vzniklé produkty jsou nasledné vystaveny gelové elektroforetické probihajici na

polyakrylamidovém gelu. Vyslednymi produkty reakce jsou tfi typy markerti, z nichz je
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velka spousta markerG monomorfnich a jsou spolecné pro vSechny jedince. Druhym
typem jsou markery polymorfni, které se mezi jednotlivci liSi, ovSem bez ohledu na
pohlavi. Tietim typem ziskanych markert jsou takové markery, jez jsou jiz vazané na
pohlavi a lze je vyuZzit pro navrzeni primeri potievnych k PCR (Dubiec et Zagalska-
Neubauer, 2006; Griffiths et Orr, 1999; Paprskaiova, 2014; Smarda et al., 2005; Zima et
al., 2004).

3.3.4 ARMS

Dals$i mozZnosti pro zjiSténi pohlavi u ptaki je technika ARMS = amplifikaci nedostupny
mutaéni systém (Paprskarova, 2014). Principem techniky ARMS je komplementarita
oligonukleotidi k urcité sekvenci DNA. Vyjimku vsak tvofi nukleotidy vyskytujici se
na 3” konci, jelikoZ tyto nukleotidy nejsou schopné fungovat jako primery pii PCR
reakci za danych podminek. Pokud dojde ke zjisténi mutace v urcité sekvenci, tak
nasleduje navrzeni ARMS primert pro urcitou oblast. Jednd se o0 ARMS primer, jez je
komplementarni k mutované sekvenci, coZ znamend, ze je na jeho 3" konci obsazen
nukleotid komplementarni k mozné mutaci, ddle ARMS primer, jenz je komplementarni
k normalni sekvenci a v posledni fadé€ také ARMS primer shodny pro oba pfedchozi. Pti
PCR reakci se tedy pouzivaji tyto tfi primery (Little, 2001). Pomoci této techniky
ur¢oval Ito et al. (2003) pohlavi u dravct. Pfi tomto uréovani pohlavi bylo vyuzito
odli$né sekvence v genu CHD na pohlavnim chromozomu Z a pohlavnim chromozomu
W spocivajici v bodové mutaci (Paprskarova, 2014). Reakce PCR probé¢hla s pouzitim
navrzenych ARMS primerd, nasledovala elektroforeticka separace v agar6zovém gelu a
vysledkem bylo rozpoznani pohlavi u vSech studovanych jedinci. Vysledky vypadali
tak, Ze u samcl byl pfitomen jen jeden band, divodem je amplifikace CHD genu
chromozomu Z. Naopak u samic doslo k amplifikaci tohoto genu z chromozomu Z i z

chromozomu W. U samiciho pohlavi byly tedy na gelu pfitomny dva bandy.

3.3.5SSCP

SSCP = polymorfismus konformace jednovldknové DNA, je technika zalozend na
pohyblivosti  jednovldknové molekuly DNA v gelu. Technika probihd =za
nedenaturujicich podminek a je velmi zavisla na velikosti a struktufe jednovldknové
DNA. Tato jednovldknova molekula DNA ziskdva v roztoku prostorové usporadani na
zéklad¢ parovani bazi mezi nukleotidy. Vzniklé uspotradani je zavislé na délce vlakna,
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sekvenci, pozici a také na poctu sparovanych bazi ve vldkné. Jestlize nastane bodova

mutace, miize byt rozpoznana diky zméné konformace molekuly (Gasser et al., 2007).

Tato technika SSCP byla pouzita pfi urCovani pohlavi u jedin e nazyvaného jestrab
Coopertv (Accipiter cooperii). Pohlavi se u tohoto druhu ur¢ovalo nejprve pomoci
amplifikace CHD genu. ktery je lokalizovan na pohlavnich chromozomech. Tento CHD
gen se vSak liSi velikosti na jednotlivych pohlavnich chromozomech Z a W. Autofi
provedli amplifikci genu CHD a elektroforetickou separaci v agar6zovém gelu, podle
ziskanych vysledkli vSak nebylo mozné ptesné urcit pohlavi studovanych jedinct.
Dtivodem byl jen neparny velikostni rozdil mezi produkty ziskanymi z chromozomu Z a
chromozomu W. Nésledn¢ vSak doslo k tomu, Zze byly PCR produkty denaturovany a
podrobeny gelové elektroforéze probihajici na polyakrylamidovém gelu za
nedenaturujicich podminek (Paprskarova, 2014). U samce se nachazi jen chromozom Z,
takze po nasledné vizualizaci PCR produkti na gelu byly viditelné¢ dva bandy. Kazdy
band predstavoval jedno vlakno DNA. U samic byly viditelné ctyii bandy, jelikoz
samice maji pfitomen jak chromozom Z, tak chromozom W. Vysledkem metody SSCP

je tedy spolehlivé urceni pohlavi u ptacich jedincti (Ramos et al., 2009).

3.4 Molekularni stanoveni pohlavi u ptaka pomoci genu CHD

V ptedchozich kapitolach bylo jiz zminéno, zZe samci jsou homogameti¢ti, maji tedy dva
chromozomy Z. Naopak samice maji jeden pohlavni chromozom Z a jeden pohlavni
chromozom W, jsou tedy heterogametické. U ptakt je tedy pro pohlavni determinaci
dualezité prokazat pritomnost chromozomu W (Fridolfsson et Ellegren, 1999). Proto aby
byla zjiSté€na pfitomnost chromozomu W, bylo nezbytné najit geneticky marker, jenZ by
byl unikatni pravé pro tento chromozom. Griffiths et Tiwari (1995) byli prvni, ktefi
objevili gen lokalizovany na chromozomu W. Tento objev probéhl pfi jejich snaze urcit
pohlavi u jedince nazyvaného ara Spixiv (Cyanopsitta spixii), coz byl posledni volné
zijici zastupce tohoto druhu. Objeveni tohoto genu znamenal revoluci pro molekulérni
metody slouzici k ur€ovani pohlavi (Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006). Na to, Ze se
jedna praveé o gen CHD piisli nezéavisle na sobé Ellegren (1996) a Griffiths et al. (1996).
Oba autofi diky svym vyzkumiim zjistili, Ze se jedna kopie genu nachazi na pohlavnim

chromozomu W, pfi¢emz druhd, zna¢né podobna kopie tohoto genu se miize nachazet
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na autozomu, eventudlné na chromozomu Z. Nésledné Griffiths et Korn (1997) pfisli na

to, Ze se tato kopie genu nachazi na chromozomu Z (Paprskaiova, 2014).

3.4.1 Gen CHD

Gen CHD (Chromo-Helicase/ATPase-DNA binding) je schopny kodovat protein, jenz
ma znacny vliv na strukturu chromatinu, ¢imz se Ucastni na kontrole genové exprese
(Griffiths et Korn, 1997). CHD gen pojima tfi sekvence, jez jsou oznacovany jako
konzervativni (Stokes et al., 1996). Doména Chromo (C) je prvni doménou CHD genu a
je svou sekvenci velice podobna proteiniim a Polycomb a HP1(Griffiths et Korn, 1997).
Jedna se o proteiny, které se zapojuji do potlaceni genové exprese. Protein HP1 je ve
vétsingé pripadd slucovan s konstitutivnim heterochromatinem (Stokes et al., 1996).
Druhé proteiny nazyvané Polycomb slouZi jako inhibitory exprese homeotickych gentli a

zajist'uji zachovani represivni struktury heterochromatinu (Paprskafova, 2014; Woodage

et al., 1997).

Dalsi doménou je Helikdzova/ATPazova (H) doména CHD genu, jenZ ma schopnost
fadit produkty tohoto genu do velké skupiny proteind, jenZ maji Sirokou Skalou
biochemickych funkci. Jednd se o biochemické funkce jako je rekombinace DNA,
kontrola transkripce, reparace DNA, také translace ¢i zpracovani RNA. Doména (H),
tedy Helikazova/ATPazova doména je velmi té€sné piibuzna s rodinou proteini SNF2.
Rada studii provadénych na kvasinkach, octomilkach a sav&ich buiikach naznaluji, ze
proteiny rodiny SNF2 pracuji jako aktivatory transkripce (Stokes et al., 1996). Bylo
prokazano, ze u octomilek proteiny Brahma zaujimaji stejnou roli jako proteiny SNF2

(Delmas et al., 1993).

DNA vazebna (D) doména je tfeti doménou genu CHD. Jedna se o doménu, kterd je na
DNA vézana pomoci malého zlabku a dochdzi k ni nejcastéji v takovych mistech DNA,

které jsou bohaté na A/T (Stokes et al.,1996).
3.4.2 Urcéovani pohlavi ptakd pomoci zmnoZeni genu CHD metodou PCR

CHD gen pfedstavuje univerzalni marker pro urcovani pohlavi u ptacich druht.
Evolu¢ni zmény tohoto genu probihaly velmi pomalu, a tak je CHD gen zachovan mezi
riznymi druhy. Gen CHD se nachazi na obou pohlavnich chromozomech Zi W u
bezmala vSech ptacich druhli. Vyjimkou je podtiida bézci (Paleognathae), u kterych byl
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prokdzan vyskyt nediferencovanych pohlavnich chromozomt (Dubiec et Zagalska-
Neubauer, 2006). CHD gen je velmi konzervativni, coz vede k tomu, Ze je mozné k
determinaci pohlavi u podtfidy nazyvané letci (Neognathae) vyuzit pouze jeden par
primerti. Tyto pouzité primery zaroven amplifikuji jednotlivé useky CHD genu na
chromozomu W a chromozomu Z. Chromozom Z se nachazi u obou pohlavi, proto je
gen CHD na tomto chromozomu amplifikovan vzdy. Tato skute¢nost slouzi jako dikaz
piesného provedeni PCR reakce (Griffiths et al., 1998). Griffiths et al. (1996) aplikovali
par primert, ktery zmnozil usek genu CHD na pohlavnim chromozomu Zi W,
vysledkem vSak byly produkty, které se velikostné neliSily, proto musel byt nasledné
pouzit jesté restrikéni enzym. Tento restrikéni enzym byl pouzit z toho divodu, aby
selektivné rozstépil ten usek CHD genu, jenz pochézejici z chromozomu Z. V soucasné
dobé& se nejcasteji pouziva PCR reakce, jelikoZz se pfi jejim pribéhu nemusi pouZivat

restrikéni enzym, coz je rychlejsi, levnéjsi a jednodussi.

Pro provedeni PCR reakce se pouzivaji primery, které¢ jsou schopné nasedat na rtizné
konzervativni ¢4sti exonll a zmnozit tak usek, jenz obvykle obsahuje introny. Introny
predstavuji nekodujici ¢ast genu CHD, jsou také méné& konzervativni a velikostné se
odliSuji mezi CHD geny, které pochazi z chromozomu Z a W. Tuto velikostni odliSnost
produktt odhali az elektroforeticka separace. Vysledkem tedy bude jeden band u samctl,
ptredstavujici amplifikovany CHD gen chromozomu Z, kdeZto u samic budou ptfitomny
bandy dva. Jeden band prezentuje zmnozeny CHD gen chromozomu Z, naopak druhy
band piedstavuje amplifikovany CHD gen pohlavniho chromozomu W (Kahn et al.,
1998; Griffiths et al., 1998; Fridolfsson et Ellegren, 1999).

3.5 Polymerazova retézova reakce (PCR)

3.5.1 Obecna charakteristika

Nazev polymerazova fetézova reakce z anglického polymerase chain reaction = PCR,
znai reakci zaloZenou na enzymatické amplifikaci specifického tuseku nukleové
kyseliny, ktery se nachdzi mezi parem primera (oligonukleotidi). Cely proces PCR lze
rozdélit na 3 zakladni faze: denaturaci, annealing (hybridizaci) a syntézu. V cyklické
reakci o tfech teplotné rozdilnych fazich dochédzi k syntéze milionl kopii urcité

sekvence DNA (McPherson et Moller, 2000; Herzogova, 2014).
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3.5.2 Historie PCR

Historické pocatky této metody jsou datovany do roku 1955, kdy americky biochemik
Arthur Kornberg ze Stanfordské univerzity objevil enzym, nazyvajici se DNA
dependentni DNA polymerazu (také DNA polymeraza), jenz dokéazal za urcitych
podminek syntetizovat fetézec DNA (Lehman, 2003). Kratké ftetézce specificky
navrzenych nukleotidii nazyvanych primery, se v molekularni genetice uzivaly od 70.
let 20. stoleti. Prvni publikovana prace zabyvajici se zdkladnimi principy PCR byla
vydana vyznamnymi védci jiz roku 1971 (Kleppe et al., 1971).

Americky biochemik Dr. Kary Banks Mullis je povazovan za objevitele reakce PCR,
jelikoz se mu podafilo spojit tyto jiz znamé dil¢i postupy a v roce 1983 predstavit prvni
polymerdzovou fetézovou reakci. Kary B. Mullis se zaslouZzil o navrZeni reakce, pii
které dochdzelo k cyklickému zmnozeni urc¢it¢ho tseku DNA. Pro tuto reakci bylo
velmi dilezité jeho navrzeni dvou specifickych primert, které jsou komplementarni
vzdy k jednomu fetézci dvouvlaknové DNA. Diky DNA polymeraze doslo tedy
k zmnoZeni Gseku, ktery se nachazel mezi primery. Jednd se o velmi efektivni reakci,
jelikoz diky ni lze teoreticky z jednoho tuseku jedné molekuly DNA ziskat nékolik
miliard jeho kopii. Mullis tento vyrazny narGst zajistil tak, Ze kromé prvniho cyklu je
jako templat vyuzivan také produkt z cyklu pfedchoziho (Mullis, 1990; Nussbaum et al.,
2004; Herzogova, 2014).

Prvni PCR skytala fadu nevyhod. Jednou znich byla casova narocnost, jelikoz
z poc¢atku vyzadovala tato metoda relativné Casté manudlni pienaSeni zkumavek mezi
jednotlivymi vodnimi laznémi, ve kterych byla specifickd teplota. Tuto nevyhodu
metody PCR vyfesila firma Cetus Corporation, pro kterou zaroven pracoval i Kary B.
Mullis. Podatilo se ji totiz sestavit prvni termocykler, jenZ umoznoval automatické
cyklické stfidani teplot ve zkumavkéach. DalSim problémem bylo pfidavani DNA
polymerazy na zacatku kazdého cyklu, jelikoz byla vlivem vysokych teplot v pribéhu
reakce degradovana. Tento problém vedl k vysoké spotiebé DNA polymerazy a také k
vy$§i moznosti kontaminace vzorku. Pivodni polymerdza byla izolovana z bakterie
Escherichia coli, jejim nedostatkem byla velka termolabilita, jelikoZ neodoldvala
teplotdm blizicim se ke 100°C. V roce 1988 byla po nckolika letech studii objevena
termostabilni DNA polymeraza izolovana z bakterie Thermus aquaticus (Taq
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polymerdza). Tato vyuzitd bakterie se vyskytuje v termélnich pramenech
Yellowstonského narodniho parku, jeji optimalni teplota pro spravné fungovani se
pohybuje kolem 70°C (Saiki et al., 1988; Herzogova, 2014). PCR reakce se stala velmi

automatickou, a to diky spojeni termocykleru a Taq polymerazy.

28. cervence 1985 byla polymerazova ftetézova rekce patentovana firmou Cetus
Corporation a Dr. Kary B. Mullis byl uveden jako jeji hlavni vynalezce. Nasledné byla
tomuto americkému biochemikovi ud€lena roku 1993 Nobelova cena za chemii

(URLI).

3.5.3 Princip metody PCR

I kdyz ma metoda PCR v dnesni dob¢ fadu modifikaci, zékladni princip této metody
zlstava stejny. Principem je tedy schopnost DNA polymerdzy in vitro (mimo télo
zivého organismu) zmnozit specificky tsek DNA, k ¢emuz dochédzi az poté, co
probéhne hybridizace specifickych primerd, jenz se vazi na vlakna DNA tak, aby jejich
3’konce smérovaly proti sobé. Nasednuté primery neslouzi jen k vymezeni oblasti pro
DNA polymerazu, nybrz jsou také pocate¢nim dvouietézcovym usekem DNA a od
tohoto tsekll miiZze polymeraza vlakno syntetizovat. Polymerazy nedokéazi syntetizovat
vldkno ,,de novo “ (od zacatku), ale tikolem polymerazy je pouze prodluzovat 3 konce

kratkych komplementarné navazanych primert (Erlich, 1989).

Na zacatku kazdé polymerazové fetézové reakce probiha pocatecni denaturace templatu,
ktera je dllezitd pro vznik vazebnych mist pro primery. Nasleduji faze, pfi kterych
probéhne nasednuti primeri a syntéza. Zakladni jednotkou PCR reakce je jeden cyklus.
V tomto jednom cyklu se opakuji jednotlivé faze denaturace, annealing, extenze a kazdy
ze zakladnich cykll se podle potieby opakuje 25-60 x. Teoreticky by mélo po prubéhu
kazdého cyklu dojit ke zdvojndsobeni mnoZstvi produktu (po n cyklech ziskame 2n
produktu). Cislo 2 piedstavuje 100% u¢innost zmnoZeni, jenz se ve vétsiné piipadi

bohuzel neshoduje s Gi¢innosti readlnou (Hatina et Sykes, 1999).

3.5.3.1 Denaturace
V prvni fazi reakce PCR, kterd se oznacuje jako faze denaturacni, dochézi k rozvolnéni
vodikovych vazeb mezi purinovymi a pyrimidinovymi bazemi komplementarnich

nukleotidi dvouietézcové DNA a naslednému vzniku dvou samostatnych vlaken DNA
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(McPherson et Moller, 2000). Dtlezité je stanovit optimalni teplotu a dobu trvani této
faze, k Cemuz je nezbytnd znalost oblasti bohatych na GC pary, koncentrace a
zastoupeni iontl v reakéni smési a v posledni fadé také pH roztoku (Innis et al., 1990).
Pokud se nastavi teplota, jenz je nizSi, nez je v této fazi potieba, muize dojit k
neuplnému oddé€leni vldken, jehoz vysledkem bude nenasednuti primert. V opacném
piipadé, tedy pii nastaveni vysoké teploty dochéazi k degradaci templatu nebo nékteré ze
slozek reakéni smési. Denaturacni faze vétSinou probihd v rozmezi teplot 90-98°C a

probihé nejcastéji 10-60 sekund (Herzogova, 2014; Kocarek, 2008).

3.5.3.2 Annealing

V této tzv. anelacni fazi probihd nasednuti specifickych primert (hybridizaci) na
komplementarni misto na DNA fetézci. Teplota anelacni faze se stanovuje empiricky a
pfi jejim stanoveni zéavisi hlavné na nukleotidové sekvenci navrzenych primert.
Nejvhodnégjsi teplota pro nasednuti primert Ta (annealing temperature) je nejcastéji o
5°C niz8i, nez teplota tani Tm (melting temperature) primerd. Tuto teplotu lze vypocitat
podle nésledujiciho vztahu: Tm = 2 x AT + 4 x GC, AT predstavuje pocet AT parii a
GC pocet GC parti v sekvenci. Druha faze probihd vétSinou za takové teploty, ktera se
pohybuje kolem 55-70°C a obvykle trva 30-60 vtetin (Herzogova, 2014; McPherson et
Moller, 2000).

3.5.3.3 Extenze

Ve tfeti a zaroven posledni fazi kazdého cyklu, ktera se nazyva extenze (elongace),
dochazi k aktivaci DNA polymerazy, jenZ zacne prodluzovat 3 'konce primerd a tak
vytvafet nové komplementarni fetézce. V tomto kroku vyuZivd DNA polymeraza k
syntéze volnych deoxyribonukleotidtrifosfat (dNTPs). Tyto volné
deoxyribonukleotidtrifosfaty jsou soucasti reakéni smési, syntéza tedy probihd az do
konce templatového vldkna (Kocarek, 2008). Pro stanoveni optimalni teploty této faze
je uréujici délka amplifikovaného useku. Cim vyssi je teplota, tim je také rychlejsi
syntéza Taq polymerdzou. VyuZiva se teplota 72°C pro extenzi useku do 3 kb po dobu
jedné minuty. Na zaklad€ jednotlivych zkuSenosti bylo prokazano, Ze pfi této teploté je
Taq polymeraza schopna syntetizovat vldkno rychlosti vice nez 3 500 nukleotidi za

minutu (Bartlett et Stirling, 2003; Herzogova, 2014).
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3.5.4 Vyuziti polymerazové retézové reakce

Metoda PCR se postupem casu stala jednou z nejvyuzivangjSich metod v raznych
oborech a laboratofich, jejichz hlavni naplni je prace s nukleovymi kyselinami (DNA,
RNA). Prikladem oborti, ve kterych se vyuziva pravé polymerdzova fetézova reakce
jsou kriminalistika, medicina, zoologie, prenatdlni diagnostika, systematicka biologie,
genové inzenyrstvi, mikrobiologie, nebo bioinformatika. PCR metoda nam muze slouzit
naptiklad ke sledovani vyvojovych vztahli mezi jedinci, také ke klonovani genda,
uréovani otcovstvi, dale ke zjisStovani bakteridlnich a virovych infekci, k detekci mutact,
studovani polymorfismii, sledovani dédi¢nych chorob, méteni genovych expresi, nebo

naptiklad k identifikaci onkogent (Lynch et Brown, 1990; Smarda et al., 2005).

Pii metodé¢ PCR se vyuziva reakéni smés, jenz se obvykle nazyvd master mix. Aby
mohla PCR spravné a bez problémil probéhnout, musi kazdy master mix obsahovat
urCité komponenty. Mezi jednotlivé slozky reakéni smési patii: templatové vlakno,
primery, DNA dependentni DNA polymeraza, dNTPs, dvojmocné kationty, pufr, voda a
aditiva (Logan et al., 2009).

3.5.5 Templatove vlakno

Templatem muze byt nukleova kyselina, jako napfiklad genomovd DNA (gDNA),
mitochondridlni DNA, plazmidova DNA, komplementarni DNA (cDNA) ¢i1 RNA, jenz
obsahuje cilovou sekvenci nukleotidii a slouzi tak k tvorb&é amplikont. Templatovou
nukleovou kyselinu Ize ziskat izolaci z fady rGznych bunék, tkani, pletiv recentnich, ale
1 fosilnich. Na tomto zakladé se odviji kvalita a kvantita templatové nukleové kyseliny.
DNA polymeraza nasledné vyuziva nukleovou kyselinu jako matrici a je schopna tak
syntetizovat vlakno na principu komplementarity bazi, tedy Adenin—Tymin; Guanin—

Cytosin (Kocarek, 2008).

3.5.6 Primery

Jako primery se oznacuji kratké, synteticky vytvoiené oligonukleotidy, jenz
komplementarné nasedaji na specificky usek DNA. Proto abychom mohli zmnozit jeden
usek DNA je zapotiebi 2 primerq, tedy piimého (forvard) a zpétného (reverse) primeru.
kolem téchto dvou primert je nasednout vzdy na jeden ze dvou fetézci DNA tak, aby

jejich 3’konce smétovaly proti sobé. DNA polymerédza nasledné nasedne na tyto konce
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a mize syntetizovat dané vlakno. Prvni i druhy navrzeny primer musi spliiovat urcité
podminky, jednou znich jejich specificnost, obzvlasté jejich 3’koncli, a to z toho
divodu, aby nedoslo k jejich nasednuti na jiném misté, nez je pozadovano. Jednotlivé
primery by nemély obsahovat vnitiné komplementarni sekvence, protoze by mohly vést
ke tvorbé smycek. Dalsim dilezitym faktorem je délka primerd. Délka primert by méla
byt ptiblizné stejna, tedy 15-30 bazi. Dilezité je také mnozstvi AT a GC part, které by
meélo byt pfiblizné stejné (GC parti idedlné mezi 40-70%), jelikoZ se od toho nasledné
odvozuje teplota tani primerti (Tm). Rozdil Tm mezi prvnim a druhym navrzenym

primerem by nemél byt vétsi nez 2—-5°C (Erlich, 1989; Altshuler, 2006).

Primery mohou byt spravné navrzeny az tehdy, kdy je znama cilova sekvence DNA,
poté mohou byt primery navrZzeny i samotnym uzivatelem pomoci webovych stranek,
nebo pocitatovych programil. Casto se pouziva napiiklad RepeatMasker, ktery ma
schopnost vyhledat mikrosatelity, retrotranspozony a transpozony, diky cemuz lze
predejit tvorbé nespecifickych produkti v reakci (URL2). Mezi dal$i pouzivané
programy patii napiiklad Primer-Blast, ktery umi navrhnout n¢kolik primert pro
cilovou sekvenci, také dokaze ovéfit dalsi komplementarni useky, na které by se mohl
navrhnuty primer hybridizovat (URL3). Pokud neni pfesnd sekvence cilového useku
znama, lze vyuzit specialni primery, mezi které patii tzv. degenerované nebo mutagenni
primery (Kwok et al., 1994). Degenerované primery jsou tvofeny smési primeri s velmi
podobnymi sekvencemi, jenz se odliSuji pouze jednotlivymi bazemi. Tyto degenerované
primery se pouzivaji nejCastéji v takovych ptipadech, kdy dochazi k amplifikaci
stejného genu z riznych organismi, nebo pokud nezname sekvenci nukleotid, ale vime
pofadi ~ aminokyselin.  Piikladem  degenerovaného  primeru je  primer
GG(C,G)A(C,G,T)A, ktery ma na tieti pozici navazany cytosin nebo quanin a na pozici
paté cytosin, quanin nebo tymin (Linhart et Shamir, 2005). Co se tykd mutagennich
primerd, ty maji ve své sekvenci pfitomnou ur¢itou mutaci (deleci, inzerci) a maji tak
schopnost vkladat tyto zmény do cilové sekvence PCR produktu (Herzogova, 2014;
Kwok et al., 1994).

3.5.6.1 RGss1/RGss2
Jesté pred tim, nez byla u ptdkti objevena lokalizace CHD genu na pohlavnich

chromozomech, bylo pohlavi ur€ovano na zakladé potvrzeni ptfitomnosti chromozomu
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W. Griffiths et al. (1992) se pokouseli identifikovat pohlavi u jedincti rodu Spacek
(Sturnus), konkrétné tedy u Spacka obecného (Sturnus vulgaris) pomoci metody PCR, a
to na zakladé zmnoZeni repetitivniho DNA elementu vazaného na W chromozom.
Testovani probéhlo na zakladé ziskani vzorkit DNA od 10 samct a 10 samic Spacka
obecného. Autofi museli pro pribéh reakce PCR navrhnout dva primery
(23nukleotidové), jednalo se o primer RGssl (5'-CTGTCCTGCCACTTCCCAGCACT-
3") a primer RGss2 (5'-CGGTCGGGAGGTTTCAAGGAATG-3"). Pomoci téchto
primer bylo mozné amplifikovat Gsek o velikosti 175 bp Jednalo se o usek, ktery se
vyskytoval u vSech jedinci. U 10 studovanych samic se amplifikoval také usek o
velikosti 800 bp. Vyskyt fragmentu o velikosti 175 bp u vSech zkoumanych jedinct
znali spravny pribéh PCR reakce. Bylo zjisténo, Ze u fylogeneticky vzdalenégjSich
druhi, jako je napiiklad kavka obecna (Corvus monedula) nebo sykora konadra (Parus
major), nedoslo ke zmnozeni useku specifického pro pohlavi pii PCR reakci, pii které
byly pouzity RGssl a RGss2 primery. Muzeme tady fici, Zze lze pomoci téchto dvou

primert urcit pohlavi pouze u jedincii z jiz zminéného rodu Spacek (Paprskarova, 2014).

3.5.6.2 P2/P3

O navrZeni primeri P2 a P3 se zaslouzili Griffiths et Tiwari (1995), jenz tyto dva
primery navrhli pro zmnoZeni useku konzervativniho genu nachdzejictho se na
chromozomu W. Primer P2 (5-CTGCATCGCTAAATCCTTT-3") a primer P3 (5'-
AGATATTCCGGATCTGATAGTGA-3"). U druhu ara SpixQv probéhlo zmnoZeni
useku velikosti 104 bp, a to u samct i u samic. Gen byl ovSem pfitomen kromé
chromozomu W, jesté na dalSim chromozomu. V té dobé vSak jesté autofi neveédéli, Ze
jde o gen CHD, ktery se vyskytuje na obou pohlavnich chromozomech Z i W. Nebylo
tedy mozné urcit pohlavi u ptakti pouhym zmnoZenim tohoto genu za pouZziti vyse
zminénych primert. Autofi tedy naslednym zkouméanim, pomoci tzv. sekvenace zjistili,
ze zmnozeny usek, ktery pochdzi z pohlavniho chromozomu W, zahrnuje restrik¢ni
misto pro Ddel enzym, ale na amplifikovaném useku, jenz nepochdzi z chromozomu W
se toto restrikéni misto nevyskytuje. Museli tedy provést PCR reakci za pouZiti téchto
primerti, St€peni enzymem Ddel a naslednou elektroforetickou separaci produkti.
Vysledkem byl u samcii jeden produkt o velikosti 104 bp, kdezto u samic se nachéazely

produkty o velikosti 31, 73 a 104 bp (Paprskarova, 2014).
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Autofi Griffiths et al. (1996) pouzili primery P2 a P3 k ur€ovani pohlavi u celé fady
ptacich druhii a diky vyuziti PCR reakce s témito primery ziskali produkty o velikosti
110 bp. Pti této reakci byl pouzit restrikéni enzym Haelll, ktery ma restrikéni misto
lokalizovano na genu CHD, jenz nepochazejici z chromozomu W, jelikoz u CHD genu
lokalizovaném na tomto chromozomu se zminéni restrikéni misto nenachazi. Po
uskutecnéni elektroforetické separace byly u samcii patrné dva produkty o velikosti 45 a
65 bp, ziskané pomoci Stépeni enzymem Haelll. U samic byly po pribéhu separace

vysledné 3 produkty o velikosti 45, 65 a 110 bp.

Martin et al. (2000) pouzili tyto primery k povedeni PCR reakce a k naslednému
stanoveni pohlavi u mlad’at dropa velkého (Otis tarda). Pohlavi bylo urCovano u
mlad’at, jelikoz mlad’ata tohoto druhu jsou monomorfni, na rozdil od dospélych jedincii,
ktefi jsou dimorfni a lze tedy snadno rozliSit sam¢i a samici pohlavi. K ur€ovani jim
slouzily molekularni metody a také porovnavani morfologickych vlastnosti jedinci jako
je naptiklad délka ocasu nebo hmotnost. Vysledky po porovnani jednotlivych metod
vypadaly tak, Ze rozliSeni pohlavi pomoci morfologickych znakl bylo usp&$né u 98,2%
jedinct, na rozdil od uréeni pohlavi zmnoZenim genu CHD za pouZiti primeri P2/P3 a
dalSim Stépenim restrikénim enzymem Haelll, jenz bylo uspéSné na 100%. Po par
tydnech, kdy mlad’ata vyrostla a bylo tak diky pohlavnimu dimorfismu moZzné rozeznat

samce a samici, mohlo dojit k potvrzeni spravnosti ur¢eni pohlavi.

Problém nastal u druhd lesiidk havajsky (Myadestes obscurus) a berneSka havajska
(Branta sandvicensis), u kterych nebylo mozné urcit pohlavi na zakladé zmnoZeni genu
CHD primery P2/P3 a naslednym S$tépenim restrikénim enzymem Haelll. U obou
pohlavi po priitbéhu PCR vyskytoval pouze produkt o velikosti 110 bp. Naslednym
sekvenovanim bylo zjiSténo, Ze v misté plisobeni restrikéniho enzymu Haelll na CHD
genu, jenz pochdzi z chromozomu Z, doSlo k mutaci, kterda vedla k odtranéni

restrikéniho mista (Jarvi et Farias, 2006; Paprskatova, 2014).
3.5.6.3 1237L/1272H

Pfi navrhovani primerti 1237L/1272H se myslelo na to, aby tyto dva primery nasedaly
na zna¢n¢ konzervativni isek CHD genu. Prvni z dvojice primert je 1237L (5'-

GAGAAACTGTGCAAAACAG-3") a ten je schopen nasedat na helikdzové doméné a
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primer 1272H (5-TCCAGAATATCTTCTGCTCC-3") nasedd na DNA vazebné
domén¢ CHD genu. Tyto primery maji schopnost zmnozit takovy usek, ktery obsahuje
intron. Tyto introny nejsou pfili§ konzervativni a maji u pohlavnich chromozomu
riznou velikost, v zdvislosti na pta¢im druhu. Primery 1237L a 1272H byly vyuzity
k zjistovani pohlavi u fady ptacich druhii, amplifikované tseky mély u studovanych
druht odlisSnou velikost, jez se pohybovala od 210 do 285 bp. Pii provedeni
elektroforetické separace na agar6zovém gelu byl u mnoha druhti patrny jeden fragment
u samcl a dva fragmenty u samic. Tyto bandy odpovidaji zmnoZeni CHD genu na
chromozomu Z a chromozomu W s rozdilnou velikosti intronu. U nékterych druhii byl
vsak rozdil mezi velikosti zmnozeného mista CHD genu na pohlavnich chromozomech
tak maly, nebo vilbec zadny, ze nebylo mozné na zaklad¢é vysledki elektroforetické
separace urcit pohlavi. U téchto druhit musela byt k ispésnému urceni pohlavi pouzita

technika polymorfizmu konformace jednovlaknové DNA (Kahn et al., 1998).

Jensen et al. (2003) urcovali pohlavi u 47 druha ptakd. Pro uréeni pohlavi vyuzivali jiz
zminéné primery 1237L a 1272H a primery P2/P8. Oba pary primerii zmnozily stejny
intron, ovSem s tim rozdilem, Ze dvojice primert P2 a P8 nasedaji na odli$nd mista
CHD genu nez primery 1237L/1272H. Velikostni rozdil mezi amplifikovanymi
produkty, jez pochazeji z pohlavnich chromozomt Z a W, jsou stejné. Diivodem je to,
Ze oba pary primerti amplifikuji stejny intron. Pfi porovnani amplifikace s primery
P2/P8 a s primery 1237L/1272H, bylo u druhé dvojice primerli nalezeno mnohem vic
nespecifickych produktt (Paprskarova, 2014).

3.5.6.4 2550F/2718R

Dal8imi navrzenymi primery pro molekularni determinaci pohlavi u ptakid na zakladé
srovnani odlisné délky intronu genu CHD, jenz pochédzi z chromozomu Z a
chromozomu W, jsou primery 2550F (5'-GTTACTGATTCGTCTACGAGA-3") a
2718R (5'-ATTGAAATGATCCAAGTGCTTG-3"). Pro navrzeni téchto primerii byla
vyuzita cDNA sekvence CHD genu W i Z chromozomu. VyuZito bylo sekvence cDNA
od kura domadciho (Gallus domesticus). Genomicka DNA kura domaciho byla tedy
amplifikovana zminénymi primery a ziskany produkt byl nasledné& del$i v porovnani s
pivodni sekvenci cDNA. Produkt ziskany zmnoZenim CHD genu pohlavniho

chromozomu W byl velky 450 bp, kdezto produkt CHD genu pohlavniho chromozomu
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Z mél velikost 600 bp. Ukolem t&chto primert je nasednout na konzervativni ¢ast genu
a zmnozit tak usek obsahujici intron. Pro potvrzeni, zda rozdil 150 bp skute¢né
odpovidd rozdilné velikosti intronu byla pouzita sekvenace, kterd tuto skuteCnost
opravdu potvrdila. K testovani pohlavi bylo pouzito 50 druhii ptaki. Velikost
namnozené¢ho useku CHD genu chromozomu W se u jednotlivych druhti pohybovala
v rozmezi 400 az 450 bp a velikost namnozenych tsekt genu CHD chromozomu Z byla
600 az 650 bp. Nasledn¢ se provedla agar6zova elektroforéza, jejimz vysledkem byl
vyskyt jednoho produktu u samcli a dvou produktli odlisné velikosti u samic. U samic
nékterych druhtt byl nejprve zmnozen krats§i usek CHD genu na pohlavnim
chromozomu W, pfi¢emz produkt zmnozeni tohoto jiz zminéného genu z pohlavniho
chromozomu Z se nepodafilo detekovat. OvS§em u vSech samcii zmnoZeni prob¢hlo,
takZe bylo mozné rozeznat o jaké pohlavi se jednd, a to na zaklad¢ odlisné velikosti
zmnozenych produkti u samct a samic. Jelikoz nebylo mozné u tfech druhti pévct
(Passeriformes) urcit pohlavi, musela byt pouzita trojice primera 3007F/2987F/3112R,
které nésledné umoznili pohlavi identifikovat (Fridolfsson et Ellegren, 1999;

Paprskarova, 2014).

Jarvi et Farias (2006) diky svému testovani pohlavi zjistili, Ze vySe zminéné primery
2550F/2718R je vhodné vyuzit pro urceni pohlavi u téchto ptac¢ich druhli: vrabec
domaci (Passer domesticus), hyl mexicky (Carpodacus mexicanus), Satovnik Zlutokapy
(Loxioides bailleui), panenka muSkatovd (Lonchura punctulata), lesiidk havajsky
(Myadestes obscurus), sojkovec drozdovity (Garrulax canorus), kruhoocko japonské

(Zosterops japonicus) ¢1 timalie Cinska (Leiothrix lutea).
3.5.6.5 3007F/2987F/3112R

Tato trojice primert 3007F (5-TACATACAGGCTCTACTCCT-3"), 3112R (5'-
CCCCTTCAGGTTCTTTAAAA-3") a 2987F (5'-CACTACAGGGAAAACTGTAC-3")
byla vyuzita pii studiu molekularni evoluce CHD genu na pohlavnich chromozomech Z
a W. Pii této studii probé&hlo srovnavani sekvence CHD genu, jenz pochdzel od jedinct
druhu budniéek lesni (Phylloscopus sibilatrix), budnicek vétsi (Phylloscopus trochilus),
lejsek bélokrky (Ficedula albicollis) a také slavik modracek (Luscinia svecica). Pro

zmnozeni intronu CHD genu chromozomu Z byl vyuzit par primertt 3007F a 3112R.
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Primery 3112R a 2987F byly pouzity pro amplifikaci intronu CHD genu pohlavniho
chromozomu W (Ellegren et Fridolfsson, 1997).

Prob¢hla studie jejimz autorem byl Seki (2003), ktery se zabyval uspéSnosti urceni
pohlavi u jedincti Cervenky cernohrdlé (Erithacus komadori) pti ¢emz pouzil vzorky
DNA ziskané z odlisnych tkani. DNA byla tedy ziskdna z bukalni sliznice a z krve. Pro
zjisténi pohlavi u cervenky cernohrdlé byly vyuzity primery 3007F a 3112R.
Vysledkem analyzy pohlavi u toho druhu bylo vzdy spravné stanoveni pohlavi, at’ uz
byla DNA ziskana z krve nebo z bukalni sliznice. Odbér bunck z bukélni sliznice se
pouziva hlavné pro uréeni pohlavi u mlad’at, jelikoz je tento odbér mén¢ invazivni a

také mén¢ ¢asoveé narocny, v porovnani s odbérem krve (Paprskarova, 2014).
3.5.6.6 CH-F/CH-R

Jednd se o primery, které byly vyuzity k determinaci pohlavi u kandra divokého
(Serinus canaria). Primer CH-F (5'-GGATGAGGAACTGTGCAAAAC-3") a primer
CH-R (5’ AATAGTTCGCGGTCTTCCAC-3"). U kanari nebyla znama zadna sekvence
CHD genu chromozomu W. Doslo tedy k tomu, ze byla pro vznik té€chto primerti
pouzita sekvence CHD genu chromozomu W ziskaného od jedincii patficich do druhu
nazyvaného tangara olivovohibeta (Hemispingus frontalis). Diky pouziti téchto primert
bylo mozné po PCR amplifikaci identifikovat pohlavi u kandra divokého. Vysledkem
byl u samct jeden produkt o velikosti 306 bp, kdeZto u samic byly pfitomny produkty
dva, jeden o velikosti 306 bp a druhy vétsi 345 bp. VSechny zminéné produkty byly
vysledkem elektroforetické separace PCR produktti probihajici na agar6zovém gelu

(Doosti et al., 2009).
3.5.6.7 P2/P8

Autofi Griffiths et Tiwari (1995) navrhli primer P2 a P8. Primer P2 (5'-
TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3") ma funkci revers primeru Tento par primera P2/P8
byly vyuzity k vyhledavani introntt v genu CHD. K vytvoieni forward primru P8
(5’CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3"), kdy R = A/G a Y = T/C byla pouzita
sekvence CHD genu, jenz pochazel od mysi domaci (Mus musculus) a také sekvence
CHD genu chromozomu Z pochazejici od kura domaciho. Nasledné bylo porovnanim

vysledkii ziskanych sekvenovanim CHD genu zjisténo, ze 3’konce primeru P2 a
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primeru P8 u zastupcl zebticky pestré (Taeniopygia guttata), kura domaciho (Gallus
gallus domesticus) a mySi domaci se ni¢im nelisi. Z téchto vyslednych porovnéani u
taxonomicky odlisnych druhti 1ze oznacit CHD gen jako konzervativni. Primery P2/P8
jsou podle tedy schopné zmnozit Gisek genu u viech ptatich druhti. Ukolem jiZ
zminénych primert P2/P8 je zmnozit ten usek genu CHD, jenz obsahuje intron, ktery
neni konzervativni. Tento intron ma zéarovein 1 odliSnou velikost u CHD genu
pohlavniho chromozomu Z a W. Testovani pomoci primertt P2 a P8 bylo provedeno na
28 ptacich druzich a u 27 z nich bylo pohlavi Gsp&$né urceno. Jeden amplifikovany
produkt se vyskytoval u samci a u samic byly pfitomny tyto produkty dva. Ve vétSing
ptipadi byl produkt amplifikace CHD genu pohlavniho chromozomu W vétsi nez
produkt chromozomu Z, vyjimku ovSem pfedstavuji vysledné produkty pochazejici
naptiklad od vlhy pestré (Merops apiaster) ¢i holuba domaciho (Columba livia), u
téchto druhii tomu totiz bylo pfesné naopak. Jednotlivé ptaci druhy se od sebe odlisuji
velikosti zmnozeného tiseku genu CHD. Jako piiklad se uvadi dva bandy vyskytujici se
u postolky obecné (Falco tinnunculus), jenz jsou o poznani vétsi nez bandy nachazejici
se u kavky obecné (Corvus monedula). Pomoci elektroforetické separace PCR produkti
ve tfiprocentnim agardézovém gelu se nepodafilo identifikovat pohlavi u pustika
obecného (Strix aluco), u vsech ostatnich druhd vsak identifikace mozna byla. Pohlavi
se u tohoto druhu nepodafilo urcit, jelikoZ introny CHD genu chromozomu Z a W se
velikostné pfili§ neliSily. Pro elektroforetickou separaci byl tedy nasledné pouzit
osmiprocentni denaturujici polyakrylamidovy gel, jenz umoznil rozliSit odlisn¢ velké
produkty PCR. Pouzitim primerti P2/P8 se nepodafilo identifikovat pohlavi u jedinct
pStrosa dvouprstého (Struthio camelus), divodem je totiz jeho zafazeni mezi béZce
(Paleognathae), pro které je chrarkteristickd nerozliSenost pohlavnich chromozomi

(Griffiths et al., 1998).

U ptacich druht patficich do fada Splhavei (Piciformes), papousci (Psittaciformes), a
hrabavi (Galliformes) byly pro stanoveni pohlavi aplikovany primery P2/P8. Diky
provedeni elektroforetické separace PCR produktid za pouziti agar6zového gelu se
podafilo rozlisit pohlavi u dvou fada. Jednalo se o fady papousci a Splhavci, jenz byly
zastoupeni druhy z celedi tukanoviti. U tietiho ztestovanych tadid, hrbavi, které

zastupovala ¢eled’ hokoviti (Cracidae), musela byt pouzita elektroforeticka separace v
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polyakrylamidovém gelu. Diivodem byla podobné velikost PCR produkti CHD genu
chromozomu Z i W (Miyaki et al., 1998; Paprskarova, 2014).

Mezi dalsi testované jedince patii druhy jako alkounek nejmensi (Aethia pusilla),
alkounek drobny (Aethia pygmaea), také alkounek chocholaty (Aethia cristatella) a
alkounek papouskovity (dethia psittacula). U téchto druht zjistoval Dawson et al.
(2001) pohlavi pomoci zmnozeni CHD genu za pouziti primerd P2/P8. Vysledkem
testovani bylo zjisténi polymorfizmu na chromozomu Z u vSech uvedenych druhti. Jako
ptiklad lze uvést alkounka drobného, u jehoz samcii se ve vétSiné ptipadd po
elektroforetické separaci v polyakrylamidovém gelu vyskytoval jeden fragment o
velikosti 377 bp. V nékterych ptipadech vsak byly u samcti objeveny dva produkty o
velikosti 377 a 365 bp. U samic byl na rozdil od samct pfitomen produkt PCR
amplifikace o velikosti 391 bp, jenz prezentoval zmnoZeny usek CHD genu
chromozomu W. Velikost tuseku CHD genu chromozomu Z byla nejcastéji 377 bp,
ovSéem u n¢kterych samic byla velikost tohoto useku 365 bp. Jiz zminény
polymorfizmus na Z chromozomu byl zjistén také u druhu sykora konadra (Parus
major), pav korunkaty (Pavo cristatus) a Soupalek dlouhoprsty (Certhia familiaris).
Produkty PCR, které pochazi z pohlavniho chromozomu Z jsou na prvni pohled mensi
nez produkty pochézejici z pohlavniho chromozomu W, coz mize byt problém pii
amplifikaci P2/P8 primery. O problému se mluvi z toho diivodu, Ze miiZe nastat situace,
kdy bude usek CHD genu na chromozomu Z zmnozen piednostné, a tudiz miize byt
samice urCena jako samec. Tento piipad totiZ nastal zastupce tu¢ndka krouzkového

(Pygoscelis adeliae) (Paprskarova, 2014).
3.5.6.8 Sex1/Sex2

Tento par primerd byl pouzit k ureni pohlavi u jedinci rodu baZant mandzusky
(Crossoptilon mantchuricum). O pouziti téchto primeri pravé u zminéné¢ho bazanta se
zaslouzili Wang et Zhang (2009). Prvnim krokem byla amplifikace PCR s primery
P2/P8, z diivodu ptedbézného urceni pohlavi. Ziskané produkty byly poté podrobeny
sekvenaci. Primer Sexl (5-TCCCAAGGATGAGAAACTGTGCAAAACAGGTA-3)
a primer Sex2 (5-CCTTCACTTCCATTAAAGCTGATCTGGAATTTC-3") jsou
takové primery, které jsou komplementarni ke konzervativnim usekiim osekvenované

¢asti genu CHD u bazanta mandzuského. Vysledné urceni pohlavi pomoci primert Sex1
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a Sex2 bylo uspésné na 100%, zatimco UspéSnost urceni pohlavi za pouziti primert
P2/P8 ¢inila jen 91,01%. Primery Sex1/Sex2 byly uspésné pouzity také k urceni pohlavi

u jedinci patticich do fadu pévci (Paprskarova, 2014).
3.5.6.9 P8/WZ-common/W-specific

Pomoci jiz zminénych primerd P2/P8 nebylo mozné identifikovat pohlavi u jedinct
volavky Zlutozobé (Egretta eulophotes) z ditvodu polymorfismu intronového useku na
genu CHD pohlavniho chromozomu Z. Doslo tedy k navrZeni paru novych primert,
jenz jsou zalozeny na konzervativni sekvenci ¢asti CHD genu zmnoZeného pomoci
primera P2/P8. Jedna se tedy o primery WZ-common a W-specific. Primer WZ-
common (5'-CCCTTCACTTCCATTAAAGC-3") se nachazi na konzervativnhim useku
CHD genu obou pohlavnich chromozomii Z 1 W. Primer W-specific (5'-
ACCCAACCCAAAAGTACAAG-3") se nachédzi na specifické sekvenci genu CHD
pohlavniho chromozomu W. Pfi prubé¢hu PCR reakce byly pouzity celkem tfi primery.
Primer P8 jako forward primer a primery WZ-common a W-specific byly vyuzity jako
revers primery. U vyslednych produkti PCR amplifikace byla provedena
elektroforetickd separace probihajici ve dvouprocentnim agar6zovém gelu. Produkty
této reakce byly u samiciho pohlavi velké 250 bp, pficemz se jedna o vysledek
zmnozeni primerd P8/WZ-common a produkt o velikosti 140 bp, ktery zmnozil par
primerti P8/W-specific. U samct byl viditelny pouze jeden fragment o velikosti 250 bp.
Analyza téchto novych primert probihala také u jinych ptacich druhl, neZ je druh
volavka Zlutozoba. Mezi dal§i testované druhy patii jedinci Zijici predevsim v Ciné a
patfici do Celedi volavkoviti (Ardeidae). Konkrétné byly testovany napiiklad druhy jako
bukacek zlutonohy (Ixobrychus sinensis), volavka bila (Ardea alba), volavka stiibfita
(Egretta garzetta), volavka pobiezni (Egretta sacra), volavka rusohlava (Bubulcus ibis),
také volavka popelava (Ardea cinerea) nebo kvako$§ no¢ni (Nycticorax nycticorax). U
vSech téchto zminénych druhli bylo bylo mozné ptesné identifikovat pohlavi pomoci
zmnozeni genu CHD primery P8/WZ-common/W-specific (Paprskarova, 2014; Wang et
al., 2011).
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3.5.6.10 CHD1F/CHDI1R

Tyto primery byly navrzeny ze sekvencniho uspotadani dvojice primert 2550F/2718R.
Primery CHDIF (5-TATCGTCAGTTTCCTTTTCAGGT-3") a CHDIR (5'-
CCTTTTATTGATCCATCAAGCCT-3") byly testovany na 144 vzorcich u 58 ptacich
druhii. Pfi vyzkumu byla vyuzita kapilarni elektroforéza, diky které bylo prokazéano, ze
dvojice téchto primert se vyskytuje v relativné Siroké skale, tedy ptiblizné od 316 bp az

do 816 bp. Vyskyt zavisi na testovaném druhu (Lee et al., 2010).
3.5.7 DNA polymeraza

Lze rozlisit dva zakladni typy DNA polymerazy, které se vyuzivaji v pribéhu PCR
reakce. Prvnim z nich je DNA dependentni DNA polymerdza, jenz se vyuziva jako
templat DNA. DNA dependentni DNA polymerdza je enzym, jehoz funkci je
syntetizovat vlakna DNA na zéklad¢ komplementarity bazi (A—T; G—C). Druhym typem
DNA polymerazy je RNA dependentni DNA polymeraza, ktera se vyuziva jako templat
RNA, a to pfedevsim pfi reverzni transkripci. Enzym reverzni transkriptdza ma za ukol
katalyzovat ptepis z jednovlaknové RNA do komplementarni DNA (Nussbaum et al.,
2004; Erlich, 1989).

Dnes je jiz vyhodné vyuzivat termostabilni rekombinantni DNA polymerdzy. Prvni a
zéaroven také nejCastéji pouzivanou polymerazou je Taq polymeraza. Tato polymeraza je
izolovana z bakterie Thermus aquaticus, postrada 3" — 5’exonukledzovou aktivitu,
dilezita je také jeji presnost, ktera se pohybuje kolem 1,3 x 10° bazi (Holland et al.,
1991). Dalsi polymerdazou je Pfu polymerdza, jenz je izolovand z archeobakterie
Pyrococcus furios. Pfu termostabilni polymeraza je nejméné chybujici polymerazou,
jejiz presnost se pohybuje kolem piesnost kolem 7,7 x 10° bazi (Slater et al., 1998). Z
bakterie Thermus flavus je ziskavana Tfl polymerdza a Tth polymeraza je izolovana z
bakterie Thermus thermophilus. Ob¢ tyto zminéné polymerazy maji schopnost se v
piitomnosti Mg?* chovat jako DNA dependentni DNA polymerazy. Opaéna situace
nastava v pfitomnost Mn?*, kdy se chovaji jako RNA dependentni DNA polymerazy
(Herzogova, 2014; McPherson et Moller, 2000).
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3.5.8 Deoxyribonukleosidtrifosfaty (ANTPs)

Volné dNTPs slouzi jako stavebnimi kameny pro tvorbu novych fetézcii. V reakéni
smési lze nalézt a rozliSit 4 zakladni typy, jedna se o deoxyadenosintrifosfat,
deoxytymidintrifosfat, deoxycytidintrifosfat a deoxyguanosintrifosfat. V pribéhu tzv.
syntetické faze se ANTP, jenz je komplementarni k nukleotidu na templatovém fetézci,
svoji OH skupinou posledni kyseliny fosfore¢né vaze na posledni nukleotid na 3 konci
syntetizované¢ho vlakna. V reak¢éni smési musi byt znacny nadbytek volnych dNTPs,
jenz se skladaji kromé kyseliny fosforecné také z cukru deoxyribozy a nukleovych bazi,
mezi které patii adenin, tymin, guanin, cytosin (McPherson et Moller, 2000; Bustin,

2004).
3.5.9 Dvojmocné kationty

Na zéklad€ pouzité DNA polymerazy se odvozuje, jaké dvojmocné kationty se budou
pii reakci vyuzivat. Ve vétSin¢ pripadd plati, ze pro DNA dependentni DNA
polymerdzu se nejéastéji vyuziva Mg?*, naopak pro RNA dependentni DNA
polymerazu se nejcastéji pouziva Mn?*. Koncentrace pouzitych kationtii se stanovuje
empiricky. Jejich stanoveni zavisi na mnozstvi templatu, dNTPs, primeri, také na

sekvenci a délce amplikonu (Logan et al., 2009).
3.5.10 Pufr a voda

Nepostradatelnou soucasti reakéni smési je tzv. pufrovaci roztok, jelikoz vytvaii vhodné
podminky pro aktivitu DNA polymerazy. Slozeni a pH pufru zavisi na pouzit¢ DNA
polymerdze, stejn¢, jako je tomu u pouzitych dvojmocnych kationtl. Jako ptiklad lze
uvést slozeni pufru pro Taq polymerazu (Top-Bio, Ceska republika), které vypada takto:
100 mM Tris-HCI (pH 8,8 pti 25°C), 500 mM KCIl, 1% Triton X-100, 15 mM MgCl,
(URLA).

Pro metodu PCR se doporucuje pouzivat ultracistou vodu, nebo vodu, kterd je pfimo
ur¢end pro PCR. Divodem je ta skuteCnost, ze voda byva velmi cCastym zdrojem

kontaminace (Herzogova,2014).
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3.5.11 Aditiva

Aditiva jsou jednou z dalSich moznych slozek reakéni smési. Schopnost aditiv spoc¢iva
ve zvysSeni efektivity reakce PCR. Mezi nejcastéji pouzivand aditiva se tadi betain,
glycerol, dimethylsulfoxid, formamid, Tween-20 nebo siran amonny. Pro zvySeni
rezistence Taq polymerazy je mozné do reakéni smési piidat glycerol. Dé€la se to proto,
aby nedoslo k jeji degradaci z divodu vysokych teplot. Diilezité je jeSté zminit fakt, ze
aditiva nejsou nutnou soucasti reakéni smeési, v porovnani s jejimi dalSimi slozkami

(Bartlett et Stirling, 2003).
3.5.12 Modifikace PCR

V soucasné dob¢ ma metoda PCR tadu riznych variant. Mohou zahrnovat modifikace
standardniho PCR postupu napiiklad touch-down PCR, modifikace strategie PCR
naptiklad nested PCR, hot start PCR, multiplex PCR, asymetrickd PCR nebo alelové
specificka PCR. Dalsi varianty PCR obsahuji modifikace vyuzivajici cDNA namisto
gDNA napiiklad RT-PCR, RACE PCR, nebo modifikace vyuzivajicich amplifikaci
neznamého fragmentu DNA jako je napfiklad inverzni PCR a PCR s degenerovanymi

oligonukleotidovymi primery (Herzogova, 2014).

Vsechny existujici modifikace PCR maji jeden spole¢ny znak, kterym je detekce
vysledného produktu na konci reakce (tzv. end-point detection), pii kterém se zmnozeny
produkt vizualizuje nejcastéji za pomoci gelové elektroforézy nebo hybridizace se
zna¢enymi sondami (McPherson et Moller, 2000). Ve vSech modifikacich vSak existuje
jedna vyjimka, kterou je kvantitativni real-time PCR, jenz umoziuje sledovani
pribézného mnozstvi zmnozeného produktu beéhem jednotlivych cykli PCR (Logan et
al., 2009). U real-time PCR je dualezité, aby doSlo k piepsani vyizolované¢ RNA do
cDNA (Herzogova, 2014).

3.6 Ptadi systematika

Systematické &lenéni tiidy ptaci (Aves) bylo a stale je velmi obtizné. Rada védct se
pokusila na zékladé¢ riznych analyz tuto tfidu roz€lenit. V nékterych ptipadech doslo ke

shodég, ov§em vétsSinou se jednotlivé hypotézy autort rozchazely.
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Ttidu ptéci (Aves) je mozné roclenit na dvé podtiidy, kterymi jsou bézci (Paleognathae)
a letci (Neognathae). Letce je mozné dale rozdélit na dva nadiady: Galloanserae a
Neoaves. Nadiad Galloanserae zahrnuje fady hrabavi (Galliformes) a vrubozobi
(Anseriformes) a do nadfddu Neoaves patii vSichni ostatni letci. Jedna se o klasické
pojeti systému, které je totozné pro morfologické i molekularni metody. Vyvoj
jednotlivych ptacich druhii je mozné zjistovat na zaklad¢ morfologickych znakii, DNA-
DNA hybridizaci, rtizné délky intronu, mitochondridlniho genomu nebo na zakladé
ribozomalni RNA. Je velmi obtizné rozliSit vzdjemné vztahy mezi jednotlivymi
skupinami, jelikoz se vysledky fylogenetickych studii pomoci vySe uvedenych metod

lisi (Hackett et al., 2008).

Byly snahy o zjiSténi vzdjemnych vztahll zastupcl nadifddu Neoaves. Na tomto
zkouméni se podilel Ericson et al. (2006) a to diky porovndvani nukleotidovych
sekvenci 5 jadernych gent ziskanych celkem od 87 ptacich druhii. Pfi zkouméni doslo
k pouziti genti c-myc (exon 3), RAG-1, myoglobin (intron 2), B-fibrinogen (intron 7) a
ornithindekarboxyldza (introny 6 a 7). Tito autofi rozdélili nadiad Neoaves na Metaves
a Coronaves. Do monofyletické skupiny Metaves lze zahrnou napiiklad celedi
kolibtikoviti (Trochilidae), holuboviti (Columbidae), lelkoviti (Caprimulgidae),
potapkoviti (Podicipedidae), plamenakoviti (Phoenicopteridae) a rorysoviti (Apodidae).
Skupina Coronaves je skupina, ktera zahrnuje pozemni, stromovi a vodni ptaky patftici
napiiklad do celedi datloviti (Picidae), ¢apoviti (Ciconiidae), chidstaloviti (Rallidae),
také jesttaboviti (Accipitridae), pustikoviti (Strigidae), pelikanoviti (Pelecanidae),
sokoloviti (Falconidae) nebo tukanoviti (Rhamphastidae). Zminéné rozdéleni je
podminéno pfitomnosti intronu 7 genu pro B-fibrinogen pii srovndvacich analyzach.
Pokud neni tento gen ve srovnani pfitomen, neni mozné provést jednoznac¢né rozdéleni
Neoaves na Metaves a Coroaves. Autofi, jenZ sestavovali fylogenetické vztahy ptaki
zjistili, Ze tady veslonozi (Pelecaniformes) a brodivi (Ciconiiformes) nejsou fady
monofyletické. Rad veslonozi obsahuje &eledi jako pelikénoviti (Pelecanidae),
kladivousoviti (Scopidae), ¢lunozobcoviti (Balaenicipitidae), volavkoviti (Ardeidae) a
ibisoviti (Threskiornithidae). Uvadi se ze tad brodivi a tad veslonozi maji totoZného
predka jako ma tad tuc¢naci (Sphenisciformes) a potaplice (Gaviiformes) (Paprskarova,

2014).
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Vzéijemné vyvojové vztahy vytvorené na zakladé mitochondridlniho genomu ziskaného
od 41 druht ptakl, vyvraci monofyleticky ptivod ptacich druhti, jenz se fadi do skupiny
nazyvané Metaves. Tento fakt Ize uvést na piikladu fadu potapky (Podicipediformes) a
také plamenaci (Phoenicopteriformes), jenz patii do skupiny Metaves a jejichz
sesterskou skupinou je tad dlouhokiidli (Charadriiformes), patfici do skupiny
Coronaves. Podle ptacich vztahti, které¢ byly vytvofené na zékladé mitochondridlniho
genomu lze usuzovat, Ze spolecného pradka maji volavky a capy. Na rozdil od fregatek
a pelikant, jejichz spolecny pfedek je odlisSny. Na zdklad¢ fylogenetickych vztahl se
jednotlivé druhy déli na Metaves a Coronaves, ovSem fad plamendci a potapky maji
podle porovnani mitochondridlniho genomu relativn¢ blizko k ftadu veslonozi
(Pelecaniformes) a kfadu brodivi (Ciconiiformes) (Paprskatfova, 2014; Morgan-

Richards et al., 2008).

U 169 druhti ptaka testovali Hackett et al. (2008) jadernou DNA a to z 19 nezavislych
lokust. Po provedeni tohoto testovani bylo zjisténo, ze n€kolik morfologicky rozdilnych
ptacich tada je spojeno s fddem pévci (Passeriformes). Mezi tyto fady patii naptiklad
rad papousci (Psittaciformes), dravci (Falconiformes), sovy (Strigiformes) a Splhavci
(Piciformes). Nasledné mohli autofi na zaklad¢ ziskanych vysledkli vyloucit celed’
faectonoviti (Phaethontidae) z fadu veslonozi. V dile téchto autori bylo porovnano
zatazeni ptacich druhl do jednotlivych fadl na zakladé tii odliSnych klasifikaci. Orli a
jesttabi jsou podle klasifikace, jejimiz autory jsou Livezey et Zusi (2007) a Peters et al.
(1931-1987) zaclenéni do tadu dravci (Accipitriformes). Na zaklad¢ klasifikace, kterou
vytvofili Sibley et Monroe (1990), jsou vSak soucasti fadu brodivi (Ciconiiformes).
Plamenaci jsou rod pattici dle Sibley et Monroe (1990) a Livezey et Zusi (2007) do fadu
brodivi, Peters et al. (1931-1987) ho ovSem fadi do fadu plamendci. Stejny je piipad
potapek, jez jsou dle Sibley et Monroe (1990) fazeny do fadu brodivi, ale na zakladé
klasifikace, kterou sestavili Peters et al. (1931-1987) a Livezey et Zusi (2007) se Celed’
potapkoviti fadi do vlastniho samostatného fadu potapky. Vysledky pochdzejici ze
studie Hackett et al. (2008) fikaji, ze plamendci a potapky jsou pomérné fylogeneticky
vzdaleni od tadu brodivi. Proto do tohoto tadu nepatii. DalSim rozdilem jsou rody
kormoran, pelikan, fregatka a terej, ktefi jsou podle Peters et al. (1931-1987) a Livezey

et Zusi (2007) soucasti fadu veslonozi (Pelecaniformes), ovSem podle Sibley et Monroe
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(1990) patii do tadu brodivi. Do fadu brodivi patii podle autort Sibley a Monroe (1990)
také rody jako clunozobec, Céap, ibis, volavka, kladivous nebo tucnak. Na zaklad¢
klasifikace vytvorené autory Hackett et al. (2008) se vSak rody jako ibis, clunozobec,
volavka a kladivous fadi spiSe k pelikantim. Jedinci zastupujici rod tuc¢naku tvoii podle

téchto autort vlastni ad tuciaci (Spheniscidae) (Paprskaiova, 2014).

Lze tedy fici, ze roztfidéni jednotlivych druhii do ptacich fadi neni zcela jednotné a je
velmi problematické. Hoyo et al. (1992) a Stastny et al. (1998a) rozdélili #ad brodivi na
pet Celedi, a to celedi clunozobcoviti, capoviti, ibisoviti, volavkoviti a také
kladivousoviti. Podle klasifikace, kterou vytvofili Gaisler et Zima (2007) a Burnie
(2008) patii do tadu brodivi jen tfi Celedi, a to capoviti, ibisoviti a volavkoviti.
Zbyvajici dvé celedi ¢lunozobcoviti a kladivouSoviti jsou t€mito autory pfifazovany do
fadu veslonozi. Burnie (2008) rozdéluje fad dravci na tfi Celedi, jako jsou jestiaboviti,
kondoroviti (Cathartidae) a sokoloviti, rozdil je vSak opét v klasifikaci dle Gaisler et
Zima (2007), jenz rozd@luji tad dravci na pét Celedi. Jejich rozdéleni tedy zahrnuje
navic také celed’i orlovcoviti (Pandionidae) a hadilovoviti (Sagittariidae), jenz se podle

Burnieho (2008) fadi do ¢eledi jestraboviti (Paprskafova, 2014).

Ptrehled nejnovéjSich hypotéz v ptaci systematice nabizi Mayr (2011), tento autor
nesouhlasil s rozdélenim tfidy ptaci na Metaves a Coronaves. Naznacil ovSem existenci
dvou jinych velkych skupin ptaki, které jsou charakteristické prostfedim, ve které se
vyskytuji. Kromé pozemnich ptakl by se mélo jednat o ptadky vodni. Tato skupiny by
podle tohoto autora méla byt tvofena potaplicemi, tucnaky, ibisy, ¢apovitymi, pelikany,
fregatkami, faetonovitymi a ¢lunozobcovitymi. Autor se pro tuto skupinu snazi zavést

nazev Aequornithes.

Z metodologického pohledu je v soucasné dobé ptaci systematika zalozena predevSim

na kladistické analyze genomt a v mens$i mife také na analyze morfologickych znakii.
3.6.1 Rad sovy

Sovy (Strigiformes) jsou druhové relativné pocetny fad t¥idy ptakt, do kterého se fadi
vice nez 200 druhti zastupclii sov. Vyskyt sov je hldSen na vSech kontinentech s
vyjimkou Antarktidy. Jedna se o no¢ni zivoCichy, ktefi jsou k tomuto zpiisobu Zivota

prizptisobeni fadou adaptaci. Tyto adaptace sovam umoziuji loveni za soumraku ¢i za
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tmy. Za zminku urcité stoji jejich dokonaly sluch, jenz sovam ulehcuje orientaci. Sovy
jsou fadem ptakl s nejdokonaleji vyvinutym sluchem. Uvadi se, Ze jsou schopni
rozeznavat zvuky nachazejici se az na horni hranici zvukového spektra. Jejich let je
velmi tichy. Typicky je pro sovy vzpiimeny postoj, velké o¢i a mohutny zahnuty zobak.
Jejich obzivou jsou ve velké mife drobni obratlovcei, jako naptiklad hlodavci ¢i mali
ptaci. Z divodu predacniho zplisobu zivota byly sovy diive povazovany za ptibuzné
dravcim. Tato teorie pfibuznosti sov a dravci byla vSak nasledné vyvracena a dnes jsou
Zastupci tadu sovy hnizdi nejcastéji na stromech, v jejich dutindch, na skalach,
v budovéch ¢i v hnizdech jinych ptakd. Jejich mlad’ata jsou krmiva, lihnou se postupné
a na jejich péci se podili oba rodice. Pokud je mélo potravy, mize dojit také k tomu, Ze
star$i z mlad’at sezere to mladsi (Burnie, 2008; Gaisler et Zima, 2007, gt’astny et al.,

1998b).
3.6.1.1 Kalous usaty (Asio otus)

Zastupce z tadu sov, kalous uSaty (A4sio otus), se ve velkém méfitku vyskytuje v
palearktické a nearktické oblasti svéta (Stastny et al., 1996, 2006). Druhy, jeZ jsou mu
velmi blizce pfibuzné se vyskytuji 1 v tropickych oblastech Afriky a Ameriky, kde patii
mezi staly druh ptakt (Hudec et al. 1983). V oblastech stfedni Evropy se vyskytuji
kalousi, z nichZz n&ktii jsou pielétavi, n€kteti stali a menSi ¢ast jedinch je také tazna
(Stastny et al., 2006). V zimnich obdobich tedy dochazi k jejich migraci na ¢eské izemi
ze severu a severovychodu (Rezni¢ek, 1981). Na zakladé s¢itani ptakd, které probéhlo
vroce 1986 je kalous uSaty druhou nejrozsifenéjSi sovou u nds, hned po pustiku
obecném (Strix aluco). Podle Atlasu hnizdniho rozsifeni vydaného roku 2009 (Bejcek,
Stastny, 2009) je sice vyskyt kalouse u$atého nizsi, i pres to vak stale ziistava na
druhém misté, hned za puStikem obecnym. V obdobi migraci severské populace od fijna
do pocatku biezna se vSak 1 kalous stdva bezpochyby nejpocetnéjSi sovou na naSem
izemi a svym vyskytem tak presko¢i i pustika obecného (Formanek, Skopek, 2000;
Hlasivcova, 2015).

Vyskyt kalouse predstavuje relativné veliky areal, jenz je velmi pestry. Mize obyvat
lesy, remizy, oteviené oblasti poli a luk, také skupiny stromu, veétSi parky nebo

napiiklad hibitovy (Hudec et al., 1983; Stastny, 1996). Vyskyt kaloust je mozné poznat
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podle pfitomnosti vyvrzki, jenz se nachazeji pod jehlicnatymi stromy, které obyvaji.
Vyvrzky jsou nestravené zbytky potravy, které obsahuji kosti, srst nebo pefi zivocicht,
které¢ byli kalousem pozieny. V potravé kalousti se nejCastéji vyskytuji hrabosi polni
(Microtus arvalis), jenz predstavuji az 90% celkové kofisti (Stastny et al., 2006; Hudec
et al., 1983). Mezi dalsi slozky potravy u kalousii patii naptiklad drobni savci, ptaci,
obojzivelnici nebo hmyz v zdvislosti na danych podminkach (Hudec et al., 1983). Podle
nekterych autori (Bohace a Michéalkové) je sloZeni potravy zavislé na sezdnnich
zméndch, jako ptiklad Ize uvést zvySeny podil mySic v pribéhu fijna a listopadu

v zavislosti na polnich pracech (Hudec et al., 1983; Hlasivcova, 2015).

Také zpasoby hnizdéni kalousti jsou zavislé na okolnostech, jimz je hnizdéni
ptizplisobeno. Pro tyto ptaky je charakteristické, ze si nestavi sva vlastni hnizda, ale
vyuzivaji starych opusténych hnizd dfive patticich dravciim, holubim ¢i krkavcovitym
ptakiim. Mezi dal$i moznd mista hnizdéni kaloust patii dutiny a budky, vyjimeéné je
mozné nalézt kalousi hnizdo i na zemi (Stastny et al., 2006). Hnizdni udaje v Ceské
republice ukazuji, Ze je rozsiteni kaloust relativné rovnomérné a v dlohodobém méfitku
nepodléhd vyznamnym zménam. Musi se vSak zminit fakt, Ze se pocetni stavy kalouse
usatého pozménuji v kratkodobém meéfitku, a to na zadkladé zmén pocetnosti jedinci
v populaci hrabose polniho (Microtus arvalis) (Stastny et al., 2006). V rozmezi let
1973-1977 byl vyskyt hnizd na tizemi Ceské republiky v 80% kvadrati svétovych
s¢itani (Stastny et al., 1996). Tento vyskyt byl v letech 2001-2003 na 78%. Pokles
v téchto letech vsak nebyl zpisoben tibytkem jedincti, ovS§em ptiznanym nedostacujicim
obsazenim jedinct v nékterém z kvadratd. Dnes je kalous uSaty fazen do kategorie LC

Cerveného seznamu, tedy malo doteny druh (Hlasivcova, 2015; St’astn}'/ et al., 20006).

Kalous usaty je sova stfedni velikosti métici 3540 cm a vazici 220435 g. DalSimi
typickymi znaky kalousii je velka kulata hlava se zietelnyma velkyma o¢ima, na kterych
je charakteristickd oranzova duhovka (Marks et al., 1994; Stastny et al., 1996, 2006).
Velmi vyraznou charakteristikou kalouse uSatého jsou pravé pérova ouska, diky kterym
muze byt nékdy zaménén za vyreCka malého (Otus scops). Kalous je vSak velikostné
v&t§i, nez vyredek (Stastny et al., 1996, 2006). Kalouse usatého je téZ mozné zaménit s
vyrem velkym (Bubo bubo), kalous je vSak oproti vyrovi vyrazné Stihlejsi a mensi
(URLS). Na zéklad¢ podobné velisti je mozné si kalouse splést s pusStikem obecnym
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(Strix aluco). Typické je pro néj rezavohnédé zbarveni s tmaveé hnédymi skvrnami, jez
jsou podélné uspoiadané (Stastny et al., 1996, 2006; Hudec et al. 1983). U mlad’at Ize
na hlavé v prachovém pefi nalézt hrbolky, které predstavuji zéklady per, znichz

v dospélosti vzniknou ,,ouska* (gt’astn}'/ et al., 2006; Hlasivcova, 2015).

Obr. 2: Detail kalouse usatého pii odchytu. Foto: Drab

3.6.1.2 Odlisnosti juvenilniho a adultniho Satu

U vétSiny sov neni mezi Satem mlad’at a dospélych jedinct Zadny vyznamny rozdil.
V ptaci 181 vSak existuji 1 takové druhy sov, u kterych je mozné pozorovat rozdil mezi
Satem mladych a dospélych exemplait. Jako ptiklad lze uvést Sat sovy palené (7yto
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alba), jenz se v priab¢hu prvnich dvou az tii let zivota zasadné barevné odlisSuje. U
samclt dochazi k tomu, Ze se po pfepeieni ve druhém roce zivota opefeni postupné
zesvétluje, v porovnani s rokem piedeslym. U samic nejsou pozorovatelné tak znatelné

rozdily Satu, jako je tomu u samcti (Hlasivcova, 2015; Roulin, 1999a).
3.7 Pohlavni dimorfismus

Sexudlni dimorfismus, téZ pohlavni dvoutvarnost je oznaCeni pro odliSnosti mezi
samcem a samici. Tyto rozdily mezi pohlavimi se rozliSuji v Zivo€i$né i rostlinné fisi.
Pohlavi se v ramci jednoho biologického druhu zahrnujiciho dvé odlisné genetické
formy lisi naptfiklad tvarem téla, jeho velikosti, nebo zbarvenim. Rozdily mezi
pohlavimi jsou velmi €asté u valné vétSiny zivociSnych i rostlinnych druht, které maji
oddélend pohlavi, jsou to tzv. gonochoristé. Z evolu¢niho hlediska je vyhodna tvorba
mikrogamet u samct a makrogamet u samic. Diky tomu totiz dochéazi k zabezpeceni
rozdilného pivodu gent (Flegr, 2005). Na zéklad¢ odliSnosti mezi samicemi a samci
muzeme zivoCichy rozdélit na dvé skupiny. Do prvni skupiny patii Zivocichové, jenz
maji diferencované pouze pohlavni organy a zbylé morfologické znaky maji totozné
(Frayer et Wolpoff, 1985). Tuto skutecnost je mozné pozorovat hlavné u tfidy plazi, ve
které¢ lze jako ptiklad uvést hady ¢i hatérie. Do druhé skupiny patii takové druhy
zivocichll, jenZ maji jasn€ pozorovatelné pohlavni rozdily. Typickym ptikladem
zivocichtl této druhé skupiny je vétsina savcl napt. primati ¢i sloni, ale fadi se sem také

nektefi bezobratli Zivo¢ichové jako naptiklad brouci (Hlasivcova, 2015).

V minulosti byl 1 autor systematického tazeni Zivého svéta Systema Naturae, jez je
povazovano za historicky prvni dilo tohoto druhu, Carl Linné zmaten pii urcovani
ptacich jedinci, a to diky riznym formdm sexudlniho dimorfismu. Tento uzndvany
autor pojmenoval kachnu divokou nepfesnym ndzvem, a to Anas platyrhynchos.
Nespravna klasifikace byla zvefejnéna také v rozsifujicim vydani z roku 1758. Jednalo
se o kachnu, samici, jenZ méla sice hnédé pefi, ale na kiidle byl patrny modry pruh.
Ovsem kachniho samce, ktery m¢l tmaveé zelenou hlavu a krk, dile modra kiidla a
zelenozluty zobdk, definoval Carl Linné jako Anas bochas. Nésledné vSak oznaceni
Anas bochas zaniklo a doslo ke sjednoceni obou pohlavi, kterd dostala stejny ndzvem

Anas platyrhynchos (Andersson, 1994; Hlasivcova, 2015).
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Britsky pfirodovédec a zakladatel evolucni biologie Charles Darwin na zaklad¢ svych
(Hedrick et Temeles, 1989). Za tytu pii€iny jsou povazovany potravni soutézeni mezi
pohlavimi, dale pohlavni funkce mezi samcem a samici a v posledni fad€ také pohlavni
vybér. Pohlavni dimorfismus se pravdépodobné vyvinul z pocatecniho stavu
monomorfismu, coZ je odvozeno na zakladé souladu s genetickym modelem. Evoluce
pohlavniho dimorfismu zavisela na objektu z4jmu jednotlivého pohlavi. Pocatek
odli$nosti mezi samcem a samici je pfisuzovan spiSe nez genetické korelaci, potravni

rivalité¢ (Hedrick et Temeles, 1989; Hlasivcova, 2015).

Na zaklad¢ trvani pohlavni dvoutvéarnosti je mozné ji rozdélit do dvou skupin, na
trvalou a docasnou. Docasné (periodickd) pohlavni dvoutvarnost se objevuje v obdobi
zvySené pohlavni aktivity. V této dobé& se totiz vice projevuji, nebo zesiluji sekundarni
pohlavni znaky. Do skupiny docasného dimorfismu urcité pati velmi znadmy a typicky
barevné napadny svatebni Sat, objevujici se u nékterych zastupct ptakt, plazd, ryb i

obojzivelnikl (Duelmann et Trueb, 1994).

Znamky sexudlniho dimorfismu jsou zéavislé také na véku jedince, jelikoz v juvenilnim
obdobi jsou mlad’ata svym vzhledem podobna spiSe samicim. Typickym ptikladem u
ttidy savcu je lev pustinny (Panthera leo). Pokud bychom vzali v ivahu také dalsi
skupiny zZivocichtl, jako jsou ptaci, ryby, obojZivelnici ¢i plazi, musime fici, Ze je u nich
juvenilni vzhled obvykle rozdilny od podoby adultnich jedinct. U ptaki jsou takovymto
ptikladem celedi jetdboviti (Gruidae) nebo rackoviti (Laridae) (Kotinek, 1999;
Hlasivcova, 2015).

Velikost téla je fazena mezi nejnapadnéjsi pohlavné dimorfni znaky (Frayer et Wolpoff,
1985). Reprodukéni Gspésnost u zivocichi je pravdépodobné hlavnim divodem jejich
rozdilné velikosti. Velikostni rozdilnost slouZi jako vhodny model pro porozuméni
evolucnich procesii. Rozdilnd velikost téla se totiz fadi mezi nejvyznamngjsi
kvantitativni znaky organismu a je ve znacné mife spojovana s behavioralnimi a
fyziologickymi znaky Zzivocichli (Foellmer, 2014). Reprodukéni uspé$nost vSak u
jednotlivych druhii zavisi na riznych faktorech. U savcl jsou ve vétSing€ ptipadt veétsi
samci nez samice. Typicky je ptiklad rypouse sloniho (Mirounga leonina), u né¢hoz

samci dosahuji az dvojnasobné velikosti oproti samicim. Dlivodem je jejich néasledné
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zvyhodnéni pii souboji s dalSimi samci o pfizel samice, ¢imz se jim zvysi
pravdépodobnost pafeni (LeBoeuf et Reiter, 1988). Dalsi piiklad velikostniho
dimorfismu Ize uvést u zab na celedi hvizdalkoviti (Leptodactylidae), u kterych jsou
opét zvyhodnéni vétsi samci, jelikoz samice uptednostituji hlasovy projev samct vétSich
rozméri (Ron, 2008). Dalsim zuvedenych ptikladi je snovacovity ptak pattici do
skupiny vdovek a nazyvajici se vida kohouti (Euplectes progne). U tohoto zastupce
ptakl samice sexualné upiednostiiuji ty samce, kteti maji delsi ocasni pera (Andersson,
1982). Opacné je tomu vSak u studenokrevnych obratlovcl a u bezobratlych Zivocichi,
u nichz je vétSinou samice vétsi nezli samec (Foellmer, 2014). Stejné je tomu také u
Celedi netopyroviti (Vespertilionidae), kde je vétsi velikost samicky zdivodnéna
matefskou ochranou embryi, noSenim nové¢ vylihnutych mladd’at a také vétsi plodnosti

(Hedrick et Temeles, 1989; Hlasivcova, 2015).
3.7.1 Pohlavni dimorfismus u ptaki

Odlisnost pohlavi je u ptakd velmi podobna, jako u jinych obratlovci, jedna se tedy
vétSinou o velikostni odliSnosti, odlisnosti v pomérech té€l (Amadon, 1959 ex. Salander,
1966), anebo v barvé pefi. OdliSnost barev mezi jednotlivci riznych pohlavi je dana
predev§im frekvenci mimopéarového rozmnozovani (Owens et Hartley, 1998). Na
zéklad€ vyzkum autofi Owens a Hartley (1998) prohlasuji, Ze pohlavni dvoutvarnost je
znatelnéj$i predevsim u polygamnich ZivociSnych druhii a druhy monogamni jsou €asto
monomorfni. NemiZeme vSak toto jejich tvrzeni vztdhnout na vSechny ptaci druhy,
jelikoZ je prokézéano, Ze existuji také druhy monomorfni, jeZ se vyznacuji prvky
spolygamniho chovani. Sexudlni preference u samic jsou zatim jen nedokonale
zmapované a nedefinované. Meller (1988) uvedl takovou teorii, Ze samice pii vybéru
partnera uvazuji o poctu potencidlnich potomku, kteti by v dospélosti méli podobné
ozdoby, jako jejich otcové, coz povede k tomu, Ze potomci budou mit vyhodu vyssi
pravdépodobnosti kopulace. Tuto teorii doklada poznatky o vlaStovce obecné (Hirundo
rustica), u které se samci, jenZ méli uméle prodlouZena ocasni pera, pafili diive nez ti,
jenz ocasni pera prodlouZena neméli. Podafilo se jim tedy za jednu sezonu zplodit vice

potomku (Hlasivcova, 2015).

U sov a dravct se pohlavni dimorfismus projevuje zejména rozdilnou velikosti jedinca

odlisného pohlavi. Samice jsou u téchto druhl vétsi nez samci. Lundberg (1986) tento
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fakt doklada vysledky ziskanymi na zéklad¢ studie dimorfismu, v niz poukazuje na
evidentni zavislost mezi hmotnosti jedincii a rozpétim kiidel obou pohlavi. Na zakladé
jeho vysledk je patrné, ze rozdily v délce kiidel souvisi s potravou, piicemz odliSnosti
pta¢ich hmotnosti jsou zdvislé na zemépisné Siice, ve které jedinci primarné Zziji.
Odlisnosti ve velikosti kiidel a hmotnosti jedincti je mozné prikladat také rozdeleni
Zivotnich a vychovnych roli mezi pohlavimi. Ukolem samce je zajistovani potravy pro
rodinu, pocinajici kladenim vajec a koncici az v dobé, kdy jsou mlad’ata schopna letu.
efektivné lovit potravu. Samice ma za ukol pe¢ovat o mlad’ata a musi byt tudiz schopna
dlouhodobého piistu, proto je jeji vaha vyssi. VEtsi hmotnost samic je také odiivodnéna
dosazenim lepsi adaptace k teplotnim vychylkam prostfedi v obdobi, kdy kvili
mlad’atim musi setrvdvat v hnizdé a nemlze se zné& wvzdalit. Schopnost lepsi
termoregulace je vyhodnd predevsim v téch ptipadech, kdy chov zacina v chladnych
podminkédch. Podle Muellera (1986) je nejspolehlevéjsimi znaky pro identifikaci

pohlavi u sov stanoveni jejich velikosti a vahy (Hlasivcova, 2015).
3.8 Opereni

Opeteni je typickym znakem pro tfidu ptaci a zaroven je podle nékterych vyzkumut
vyvojoveé nejshodnéjsi se Supinami plazd (Hudec et al., 1972). Jedna se o specialni ptaci
tepelné izolaci je kize ptak v porovnani s jinymi zivocichy velice slaba (Brooke et

Birkhead, 1991; Prum, 1999; Veselovsky, 2001).

Prave opefeni je zakladnim klicem pro ur€ovani ptacich druhii. Principem této metody
je rozliSovani typi opefeni a také jeho zbarveni. Pravé jedinecnost ptaciho opeteni
poukazuje na rozdily mezi blizce piibuznymi ptacimi druhy, nebo naopak odhaluje
urcité vnitrodruhové rozdilnosti, jako jsou napiiklad rozdily vékové (Hudec et al., 1972;

Hlasivcova, 2015).
3.8.1 Struktura ptaciho opereni

U ptaka Ize rozlisit fadu typt per, z nichz je jejich opeteni utvotené. Kazdy tento typ ma
odlisné vlastnosti a je morfologicky neobyc¢ejné proménlivy. I ptes jednotlivé odliSnosti
maji vSak vSechny typy per spole¢né urcité zdkladni rysy (Hudec et al., 1972). Ze
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zakladniho pohledu je ptaci pero rozdéleno na nékolik ¢asti. Jednou z ¢asti je stvol
(scapus), jenz predstavuje osu pera. Dolni ¢ast stvolu je dutd a oznacuje se jako brk
(calamus), naopak jeho horni Cast je plna a tvofi tzv. osten (rhachis). Dalsi popisovanou
¢asti ptaciho pera je prapor (vexillum), jenz vyrasta z ostnu. Letky, coz je jeden z typt
ptacich per, maji vné&jsi ¢ast praporu tuzsi nez vnitini. Prapor je charakteristicky svou
specifickou strukturou, jenz je utvofena tak, aby mohl pii 1étani zistat celistvy a
piredevsim pruzny. Postranni vétve (rami) praporu vybihaji z ostnu do obou jeho casti.
Tyto postranni vétve jsou dale vzijemné spojeny kratSimi paprsky (radii). Zminéné
paprsky maji obloukovity tvar, mohou sméfovat smérem doll, nebo jsou opatteny
prichytnymi hacky a smétuji opaénym smérem ke Spici pera. Oba druhy do sebe piesné
zapadaji a dé€laji pero kompaktni praveé diky jejich specifickému tvaru. Nékteré druhy
ptakii maji postranni vétve uspofadany tak, ze na okraji vn&jsi €asti praporu vytvari
takzvany hiebinek, jenz zabranuje turbulentnimu proudéni a umoznuje tak takika
nesly$ny let, jenz je charakteristicky prave pro sovy (Brooke et Birkhead, 1991; Hudec
et al., 1972; Hlasivcova, 2015; Veselovsky, 2001).

Ptaci pefi se rozdéluje na né€kolik zakladnich typl. Jednim z nich je pefi obrysové
(pennae), které ma specificky tvar a diky tomu urcuje 1 tvar ptaciho téla. Z obrysovych
per jsou nadale rozriiziiovany dalsi typy per. Na kfidlech se nachazeji letky (remiges),
mezi dal$i typy ptaCich per se fadi pera kryci (fectrices) a také pera rydovaci, téz
oznacovand jako ocasni (rectrices). Déle se popisuji pera, kterd jiz maji rozdilny tvar a
funkci. Mezi nejobvyklejsi typy per s rozdilnym tvarem patii prachova pera (p/umae).
Prachové peti vyrtsta pod krycim pefim a jeho nejdulezitéjsi funkei je udrzovani stalé
télni teploty. Zbyvajici typy per jsou pera meziprachova (meniplume), prachdrobiva
(semiplumae), vlasova (filoplumae), déle Stétinova (setae) a také pera opatfena
paostnem (hyporhachis), jenz se vyskytuje u vyvojove starsi taxond, jako jsou naptiklad
hrabavi (Galliformes) nebo pStrosi (Struthioniformes) (Brooke et Birkhead, 1991;
Hudec et al., 1972; Hlasivcova, 2015; Veselovsky, 2001).

Jak uz bylo zminéno v pfedchozich kapitolach, Sat ptaki se v pribéhu Zivota méni.
Opeteni u vylihnutych mlad’at je tvofené pouze Satem prachovym (pulli). Neékteti ptaci
patiici napiiklad do celedi potéplice (Gaviformes), sovy (Strigiformes) nebo vrubozobi
(Anseriformes) vymeéni v pribéhu casného mladi dvoji prachovy Sat. Prvni prachovy Sat
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(neoptile) se od toho druhého (mesoptile) obycejné lisi zbarvenim (Hudec et al., 1972;
Hlasivcova, 2015; Veselovsky, 2001). Pro kazdy juvenilni Sat vSak plati, ze se sklada
z prvnich obrysovych per. Doba vyskytu nedosp€lého Satu se u riznych druhi ptaki
pomérné lisi. Nékteré ptivodni letky se mohou na téle nachdzet jesté v pozdéjSim Satu.
Existuji ptaci, ktefi jsou typicti tim, ze se u nedospélych ptakl vyskytuje opeteni, jenz je
tvofené Satem juvenilnim 1 Satem adultnim a nazyva se tak Sat subadultni. Tento jev je
typicky pro vétSinu dravcia a velkych ptakli. Dospély Sat je oznacovan jako Sat adultni a
je tvofen pery dospélych ptakl (teloeptile). Pro obdobi pohlavni aktivity je typické
noseni tzv. Satu svatebniho. Naopak v obdobi pohlavniho klidu je noSen $at prosty a v
tomto Satu se samci velmi podobaji samicim (Hlasivcova, 2015; Hudec et al., 1972).

3.9 Barevnost ptaciho opereni

Ptaci patfi mezi nejbarevnéjs$i suchozemské zivocichy, jelikoz je jejich barevna Skala
opravdu velmi rozmanité (Stoddard et Prum, 2015). Evolu¢ni biologové se pokouseji uz
fadu let (od dob Darwina) vysvétlit rozdily ve velikosti a barevnosti pefi mezi
jednotlivymi pohlavimi (Dunn et al., 2001). Na zdklad€ nékterych zjisténi se uvadi, ze
rozmanita barevnost ptaciho pefi souvisi stou skuteCnosti, Ze ptaci jsou schopni
spatifovat Sirokou Skalu barev. VétSina savceil tuto schopnost nemé (Vinther et al., 2008;
Stoddard et Prum, 2015). Barva opeteni jednotlivych ptacich jedincii neni ndhodnéd a ma
fadu vyznami. Mezi nejzékladnéjsi vyznamy barevnosti pefi patii napiiklad
ovlivitovani vybéru partnera, schopnosti splynout s okolim pii hrozicim nebezpeci a
zbarveni také napomaha zhodnotit schopnosti a kvalitu jedince (Andersson, 1994;

Hlasivcova, 2015).
3.9.1 Fylogeneze ptaciho zbarveni

Prvni druhy ptakil vznikali v obdobi Jury. Z tohoto obdobi, Jura—Terciér, pochazi také
nejstarSi nalezené fosilni zbytky ptaciho pefi, jeZ byly nasledné podrobeny analyze
(Davis & Briggs 1995, ex. Vinther et al., 2008). Na zakladé vyzkum, které probéhly u
fosilnich materialt pefi, bylo zjisténo, ze vétSina zbytkl ptaciho pefi obsahuje stopy
uhliku, jenz na nich pravdépodobné ponechaly organely melaninu, nazyvané

melanosomy. Melanosomy maji takovou strukturu, kterd umoznuje zachovavat barevny
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vzor v puvodnim pefi a diky tomu mlzu nasledné snadnéji probéhnout vyzkum

vyhynulych ptakt (Vinther et al., 2008; Hlasivcova, 2015).

V pribéhu vyvoje se ptaci pefi rizné ménilo (Stoddard et Prum, 2015). U samct vSak
neprobéehlo tolik vyraznych zmén, jako tomu bylo u samic, u nichZ se ptac¢i pefi ménilo
Castéji a znatelngji (Bruns, 1997; Price et Eaton, 2014). Toto tvrzeni potvrdil Bruns
(1997) svymi vyzkumy ptakt z Celedi tangaroviti (Thraupidae). Dany jev je mozné
objasnit tak, ze zakladem ptirodniho vybéru byla ziejmé samci selekce, nebo probihal
na zdklad¢ konkurence mezi samicemi (Bruns, 1997). Je tedy mozné fici, ze piechod z
dichromatismu na monomorfismus je snejvetsi pravdépodobnosti vazan pravé na
samice. Lze tedy fici, ze 1 ptes fadu pravdépodobnych evolu¢nich zmén je tedy pohlavni
vybér v souc¢asné dobé fizen ve vétsi mife samicemi (Hlasivcova, 2015; Price et Eaton,

2014).

Na zaklad¢ jednotlivych studii bylo vysloveno obecné tvrzeni, Ze s rostouci velikosti
téla dochazi ke zméné vzoru pefi. Odlisné charakteristiky struktury pefi a jeho zbarveni
jsou zavislé na vyvojovych znacich jednotlivych druhli od nidikolnich (krmivych) ptaki
az po ptaky nidifugni (nekrmivé). Mensi druhy jako jsou napftiklad pévci maji podle
vSech indicii relativné dels$i ocas na rozdil od velkych druhii, mezi které se tadi
naptiklad pStrosi. Pro tento druh ptakl je zase typické zvétSovani horni poloviny téla.
Sovy lze spole¢né s dravcei zafadit mezi takové skupiny ptakil, jenZ maji pomér horni
casti téla relativné shodny s délkou ocasu. Na zakladé¢ téchto okolnosti rozd¢lil Reigner
(2008) pefti do jednotlivych vzorkl a nasledné z toho vytvofil model. Mezi jiz zminéné
vzory tedy patii vzory maskovaci, zihany, jednobarevny ¢i teCkovany, ¢erny nebo bily a

také reverzni maskovaci (Hlasivcova, 2015).
3.9.2 Fyzikalni a chemicky podklad ptaciho zbarveni

Relativné dlouhou dobu probihaji vyzkumy fenotypové variability u jednotlivych
zivo€ichii. RUzné druhy zvifat jsou totiz odliSn€ zbarvené, coZz poskytuje spoustu
modelovych ryst potfebnych ke studiu pohlavniho vybéru, ale také v pribéhu zivocisné
signalizace ¢i maskovani (Evans et Sheldon, 2015). Diky rizné barevnosti pefi jsou
ptaci chranéni pred ultrafialovymi paprsky slunce. Déle barevnost peti absorbuje

infraCervené zafeni a také zvySuje pevnost pefi. Ve vétSiné piipadi plati ten fakt, ze
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viditelné Casti pefi jsou vice barevné a vzorované, naopak peii skryté je barevné méné
(Brooke et Birkhead, 1991). Fyzikédlni a chemicky podklad zbarveni pefi je velmi
slozity. Za prvé se muze jednat o strukturdlni zbarveni. Strukturalni zbarveni je
podminéno lomem svétla, které vychazi z mikrostruktur keratinovych vrstev
jednotlivych per na zdkladé interferenc¢nich jevl svétla. Za druhé mize byt zbarveni
zpusobené pigmenty (Fox, 1976; Brush, 1978; Hlasivcova, 2015). Je ovSem dulezité, ze
kazdy jiz zminény typ vzniku zbarveni peii produkuje jen urcité barvy (McGraw et al.,
2002). Na zaklad¢ rtznych studii bylo prokdzéno, ze pii zbarveni neni limitujici
dostupnost pigmentu. Na druhou stranu bylo vSak také prokazano, ze na zbarveni mize

mit negativni vliv zpisob zivota jedince, nebo riizna potravni omezeni (Hill, 1992).

Do skupiny nejzndméjSich a nejcastéji studovanych pigment se fadi karotenoidy a
melaniny. Tyto dva pigmenty se od sebe odliSuji svym rozdilnym pivodem.
Karotenoidy jsou pigmenty, jenz si zivoCichové nedokdzi sami syntetizovat, coz
znamena, ze jejich exprese zavisi na jejich dostateCném obsahu v pfijimané potrave.
Melaniny jsou naopak pigmenty, které jsou vytvareny z aromatickych aminokyselin
nazéavanych fenylalanin a tyrosin (Fox 1976; Hlasivcova, 2015). Mezi dalsi pigmenty,
které¢ se vyskytuji v peti ptakd patti porfyriny. Jednd se o pigmenty, jez jsou z
chemického hlediska ptfibuzné hemoglobinu a zluCovym barviviim. Pod ultrafialovym
zafenim maji porfyriny syté Cervenou barvu, a to je divod, pro€ se projevuji jako hnédé
az rezavé zbarveni pefi (McGraw, 2006a, 2006b). Jedna se tedy o pigmenty, které se
usazuji v rostoucich ptacich perech, kde nejsou vystaveny slune¢nimu svétlu. Pokud
totiz dojde k jejich pfimému kontaktu se svétlem, stanou se nestabilnimi a rychle

vyblednou (Weidensaul et al., 2011).
3.9.2.1 Dalsi ptaci zbarveni

Do této kapitoly lze zatadit strukturdlni zbarveni, jenz se rozd€luje do dvou skupin. Do
prvni ze skupin patii iredescentni (duhové) zbarveni. Jednd se takové zbarveni, pfi
kterém dochdzi ke zméné€ barvy ptaciho podle uhlu jeho pozorovani. Dalsi skupinou je
neiridescentni zbarveni (prosté strukturdlni), jenz zGstava stejné, neni tedy zéavislé na
geometrickém uhlu a piedstavuje piedev§im zbarveni modré, fialové, tyrkysové a také
ultrafialové (Prum et al., 1999; Hlasivcova, 2015). McGraw (et al., 2002) tvrdi, ze

ukazatelem zdravi a kondice jedince je jeho strukturalni zbarveni.
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Modra barva je u ptdkl zalozend na lomu dopadajiciho svétla v tzv. zakaleném
prostiedi, coz tedy znamena, ze tato barva jako takova u ptaki vlastn€ neexistuje. Pefi
sojky obecné (Garrulus glandarius) ma modry odstin, coz je zplsobeno tim, Ze
rozsitené vétve (rami) nemaji ptitomné paprsky (radii). Zminéné rozsifené vétve maji
uvnitt ¢ervenou podlozku pigmentu melaninu, ktery je schopen absorbovat svételné
paprsky o nejvétsi vinové délce. V okoli této melaninové vrstvy se nachazeji vzduchové
komirky. Pta¢i pero, které ma tyto popisované vlastnosti méa také nejmensi vlnovou
délku, jez muze Clovek svym okem zachytit. Prave tato skutecnost zptsobuje, ze barva s
nejkratsi vinovou délkou zasahuje také do ostatnich barev a navozuje tak celkovy dojem
modrého zbarveni. Jednd se vlastné o stejny princip, jaky funguje pii pozorovani
oblohy, jez se lidskému oku jevi jako modrd. Mezi dalsi zajimavé piiklady patii zelené
zbarveni andulky vinkované (Melopsittacus undulatus) vyskytujici se ve volné ptirode¢,
jez ma ve sténach vzduchovych komiirek obsazeno rozptylené zluté barvivo. Toto zluté
barvivo nasledné zpusobuje, ze Clokvek vidi vyslednou barvu pefi jako zelenou

(Hlasiveova, 2015; Veselovsky, 2001).

Mezi dalsi specifickd zbarveni patii albinismus. Pravy albinismus je charakterizovan
naprostou ztradtou pigmentt (Sage, 1962; Veselovsky, 2001). Pefi, o¢i i kiize maji bilou
barvu, ovSem o¢i a klize se zdanlive jevi jako Cervené, coz je zplisobeno prosvitajicimi
vlasecnicemi s krvi (Sage, 1962). Podle vSeho se pravdépodobné jedna o nejcastéjsi
mutaci barem. Leucismus je jev, kdy se pigment nachdzi pouze v duhovce a kuzi,
nenachdzi se vSak v pefi, poptipadé ani v srsti. Pokud se u né&kterych ptaka vyskytuji
bild jen nckterd pera, jednd se o tzv. Castecny albinismus. Ten miiZeme pozorovat
naptiklad u vrabcl. Naprostym opakem albinismu je hyperchroismus, ktery se
vyznacuje tim, ze dojde k velkému namnozeni barviva a pefi tak ziskdva syté Cernou

barvu (Veselovsky, 2001).

Roulin (2007, 2010, 2013a, 2013b) se v poslednich letech velmi intenzivné zabyval
sexudlnim dimorfismem u sovy palené (7yto alba). Jeho vyzkumy poskytuji dobry
zéklad také k identifikaci znakii pfitomnych u kalouse uSatého. Jeho studie jsou
zaloZeny naptiklad na vyrazné¢ vyS$Sim vyskytu melaninu u samic, coZ vede k jejich
tmavs§imu zbarveni (Hlasivcova, 2015). Pohlavi u kalouse usatého se nedd na prvni

pohled zcela jasné rozeznat, jelikoz se u téchto jedinci nevyskytuji zddné jasné znaky
52



pohlavni dvoutvarnosti. Existuji vSak urcité drobné rysy, na zaklad¢ kterych, je mozné
odlisit samici od samce. Hlavnim zékladnim rozdilem mezi pohlavimi je sytost barvy.
Samice maji v téle vyssi hladinu melaninu a kortikoidii, coz vétSinou vede k jejich
sytéjSimu zbarveni. Naopak samci se projevuji spiSe svétlejSim zbarvenim (Baker,
1993; Hlasivcova, 2015; Martinez et al., 2002). Podle Bakera (1993) jsou dalSim
moznym urcovacim znakem prouzky, jelikoz na pefi samctli se nachazeji ten¢i tmavé

prouzky. Samice maji tyto prouzky $irsi a také tmavsi nez samci.

Obr. 3: Detail prouzki na letkach samice kalouse usatého. Loketni letky jsou na vnitinim praporu tmavsi u samic nez
u samci. Foto: Drab

3.10 Biometrické méreni

Biometrickd méteni se provadi u riznych druhd ptakl a patfi mezi né méteni rozpéti
ktidel, délky ocasu, délky téla, letek, také délky zobdku a patatu (Winker, 1998). U
kalouse usatého je pro urCeni pohlavi dilezita pfedevSim délka letek. Na zakladé

vvvvvv

relevantni (Rezni¢ek, 1991; Hlasivcovd, 2015).

Méteni délky kiidla, nebo také celého téla ptaka, se nejcastéji provadi ptimo v priabéhu
odchytu a ptipadném krouzkovani. Méteni kiidla probihd tak, ze se ktidlo nejprve
roztdhne do strany a natdhne. Poté se méfi délka samotného kiidla. Nasledné se kiidlo
vrati do roznobézné pozice s osou téla, pficemz se zapésti kiidla polozi na zarazku

pravitka. Kfidlo se pomoci palce ruky pevné, ale pfitom opatrné pfitlaci k té€lu sovy.
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Zaronen druhd ruka rovna letky na kiidle ptaka na jejich nejvétsi délku, coz se provadi
pomoci vyhlazeni bo¢niho zakfiveni a lehkym postrannim tlakem na télo jedince
(URLG). Podle Reznic¢ka (1991) se pifi méfeni délky kiidla vychazi z predpokladaného
faktu, Ze je samice kalouse usatého ve vétSiné piipadii vétsi, z toho divodu je tedy jeji
ktidlo del$i néz 29 cm. Samc¢i kiidlo by tedy mélo méfit méné nez 28 cm. Délka kiidla
v ramci, které dochazi k prekryti jednotlivych pohlavi je 28 cm a 29 cm (Hudec et al.,
1994; Hlasivcova, 2015). V ramci méteni kiidla probiha také méteni kiidélka. Pii cemz
se zazndmendva pocet a velikost $itky, v bodech, vyskytu tmavych pruht. Pfi tomto
meéfeni je dalezitd Sitka tmavych pruhl nachazejicich se na praporu a vychazejicich od
ostnu. Krom¢ $itky tmavych pruhl se méfi také Sitka svétlého zbarveni vyskytujici se

na vnéjSim praporu.

Obr. 4: Zjistovani pohlavi podle barvy spodni ¢asti kiidla. Jedinec zde nema zadné oranzové skvrny, jedna se tedy o
samce, jelikoZ je spodek ktidla ¢isté bily. Foto: Drab

Mezi dalsi méfeni, kterd se provadi patii méteni délky ocau. Délka ocasu se méfti, kdyz
se télo ptaka nachézi ve svislé poloze a jeho ocas sméfuje k zadni stran¢ svirajici pravy
uhel. V pribéhu tohoto méfeni se nepouziva pravitko s dorazem. Pravitko je umisténo
tak, aby leZelo na ocasu a jeho zardzka byla vtisknuta do zad ptdka. Dulezité je, stejné
jako pfi ptfedchozich métenich, aby se pouzivané pravitko dotykalo rydovaciho pera po
celé jeho délce, a to nejdelsi z nich je nasledné zméfeno (URL7). Mezi doplikova

méfeni pro urceni pohlavniho dimorfismu u nékterych druhii ptaka se fadi méteni délky
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zobaku, jenz je mozné méfit podle rozméri na lebce ¢i na zakladé jeho wvnéjSich
rozméri. Podle Mlikovského (2001) je rozdilnost zplsobena piedev§im stavbou
ramfotéky (povlak z rohoviny), kterd protahuje kostény podklad zobaku a jelikoz se jeji
rozsah méni v prubéhu rocnich obdobi i s veékem ptika, je jeji méfeni pomérné

problematické (Mlikovsky, 2001; Hlasivcova, 2015).

Obr. 5: Detail ocasu kalouse usatého, tmavé pruhy jsou tenké a koncové pruhy zasahuji az ke $picce pera. Tyto dva
znaky znaci ro¢niho jedince. Foto: Drab
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4 Metody a material
4.1 Biologicky material

Pro ucely této diplomové prace, determinace pohlavi u kalouse usatého (A4sio otus) byli
vyuziti jedinci, ktefi pochazeli z volné ptirody. Tito jedinci byli ziskdni odchytem pfi
krouzkovani na uzemi Kladna v okoli kladenské zakladni Skoly. U metody praktického
vyzkumu ,,s odchytem* je velmi podstané podfidit se obecnym zisaddm o ochrané
ptirody. Dilezité je také neporusit zdkon €. 246/1992 Sb., jenz reguluje zachazeni s
ptaky. Jde hlavn¢ o takové zachazeni, jenzZ muize ptakiim zpUsobit bolest, nebo o
manipulaci pii které je pfimo ohrozen pfirozeny zplsob zivota jedincti (Stejskal,
Vermouzek, 2004). Odchyt musi byt provadén v souladu s fadou stanovenych postupti

podle druhu ptéka, u kterého je odchyt provadén (Whitworth et al., 2007).

Vzorky per od deviti jedinci kalouse uSatého pro Ucely této prace byly ziskany
odchytem ptaka do nérazovych siti. K odchytu byly uzity sité¢ Ecotone jejichz velikost
¢inila 3,5x12 m. Oka téchto siti byla velkd 40 mm. Sit¢ byly rozestavény v jedné
lokalité blizko sebe. Pro umocnéni pravdépodobnosti spésného odchytu se pouZzivaji
nahravky hlast jinych zivocichi, jako naptiklad varovny hlas kosa cerného (Turdus
merula), zpév zvonka zeleného (Carduelis chloris) nebo zvuk piskani, ktery se oznacuje
jako mySkovéani, vydavany hraboSem polnim (Microtus arvalis), zalezi vSak na
prostiedi, ve kterém k odchytu dochazi. Po ptipravé a umisténi vSech potiebnych véci se
nasledné ¢ekalo na dobu stmivani, kdy jsou sovy nejaktivnéjsi. NejCastéji vylétaji za
potravou pfiblizné¢ 20-30 minut po zapadu slunce. Nékdy se nepodatilo chytit ani
jednoho z kaloust, aniZz by byla zndma jakékoliv pfi€ina. V jinych dnech vSak byl
odchyt uspéSny. Po zachyceni jedince v siti doSlo k jeho vyprosténi, okrouzkovani a
k ur¢eni pohlavi podle zietelnych morfologickych znaka. Pfi této prilezitosti byl
odchycenym jedincim také odebran vzorek pera z oblasti zad. Naprosta vétSina ndmi
odchycenych jedincii byla chycena poprvé, a tak mohli byt tito jedinci nalezité
okrouzkovani. Na zdklad¢ riiznych indicii se totiz pravdépodobné jednalo o jedince,
ktefi byli vylihnuti ve stejném roce, v jakém probihal odchyt. Diky krouzkim lze
jednoduse sledovat migraci danych ptakd, jelikoz na kazdém z krouzkd je vyznacen

jejich ptivod, jako stat a adresa krouzkovaci centraly.
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4.2 Izolace DNA pro PCR z ptaciho pera

U ptaki je pro ziskani DNA nejCastéji vyuzivano pefi, jelikoz brk ptaciho pera je
protkén vlasecnicemi, které v brku pietrvavaji v suchém stavu i po jeho vyjmuti z téla
ptaki. Tyto vlasecnice nasledné vypadaji jako ,,bila vlakna®, kterd je mozno spatfit pii
pohledu proti svétlu (Rezniek, Gstni sdéleni). Ziskana pera musela byt uchovavéana v
mrazicich boxech, jinak by doSlo ke znehodnoceni vzorku DNA pro potiebné

vyzkumné ucely.

Cely proces byl zahajen extrakci genomické DNA. Jak jiz bylo totiz vySe zminéno, tak
konec brku obsahuje krevni vlasecnice, v nichz zlstava zachovana zaschld krev i po

jejich vyjmuti z ptaciho téla.

Izolace genomické DNA byla provedena za pouziti REDEXtract-N-Amp Tissue PCR
Kit dodaného od vyrobce Sigma-Aldrid, katalogové cislo XNAT-100RXN. Postup

izolace byl proveden na zéklad¢ navodu dodaného vyrobcem.
Postup izolace DNA

1. Z brku jsme odstfihli $picku s vlase€nicemi a vlozili ji do Eppendorf zkumavky.

2. Ptidali jsme 100 pl extrakéniho roztoku, Extraction Solution (Sigma).

3. Déle jsme ptidali 25 pl preparacniho roztoku, Tissue Preparation Solution
(Sigma) a promichaly pomoci vortexu.

4. Nasledné jsme provedli inkubaci za 55°C po dobu 10 minut.

5. Dalsi inkubace byla provedena za teploty 95°C po dobu 3 minut.

6. Poslednim krokem bylo pfidani 100 pl neutralizaéniho roztoku, Neutralization

Solution B (Sigma) a nasledné promixovani za pouZiti vortexu.

Vyizolovand DNA byla uchovédvana pii 4°C, pro del§i skladovani bylo zvoleno

skladovani pii -20°C.
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4.3 Priitbéh polymerazové retézové reakce (PCR)

Rozliseni ptaciho pohlavi je ve vétSiné piipadt relativné problematicky proces
(Griffiths et al., 1998), ovSem vyuzitim neinvazivniho odbéru vzorki, izolace DNA,
PCR reakce a gelové elektroforézy je mozné pohlavi u ptakd urcit. Tento postup je
v posledni dobé také velmi pouzivany a vhodny k diferenciaci pohlavi (Brubaker et al.,

2011).

Pro determinaci pohlavi u deviti jedinci kalouse uSatého (A4sio otus) byla vyuzita
genomicka DNA ziskana amplifikaci useku CHD genu. K urceni pohlavi ptak se tedy
vyuziva gen CHD, jehoz funkci je kodovat protein, ktery je schopny regulovat
transkripci probihajici na Grovni chromatinu. Jiz zminovany gen CHD je u ptaki
lokalizovan v pohlavnich chromozomech Za W. Prostfednictvim reakce PCR je
amplifikovana DNA, jenz odpovidd c¢asti genu nachdzejictho se na pohlavnim
chromozomu W (CHD-W) a také na pohlavnim chromozomu Z (CHD-Z) (Itoh et al.,
2001; Cerit et Avanus, 2006). Usek CHD genu, jenz obsahoval intron, byl zmnoZen za
pomoci dvou riznych parh primert. Prvni amplifikace jiZ zminéného genu probéhla za
pouziti dvojice primert P2 a P8. Primer P2 (5-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3") a
primer P8 (5-CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3"). Pro prib¢h druhého typu
amplifikace byla pouzita dvojice primert CHDIF a CHDIR. Primer CHDIF (5'-
TATCGTCAGTTTCCTTTTCAGGT-3") a primer CHDIR (5°-
CCTTTTATTGATCCATCAAGCCT-3").

Primery musely byt nejprve nafedény na koncentraci 100 uM na zékladé navodu od
vyrobce. Poté se nafedéné primery nechaly pfiblizné 60 minut odstat za pokojové
teploty. Po uplynuti tohoto Casu doSlo opét ke ziedéni primerti, tentokrat vSak na

koncentraci 25 uM. Do PCR reakce byly pfidany primery o koncentraci 400 nM.

V pribéhu polymerazové ftetézové reakce probiha kopirovani sekvence templatu
v n¢kolika cyklech jdoucich za sebou. V jednotlivych cyklech dochdzi ke zdvojnasobeni
poctu kopii, jelikoz tseky, jez byly nasyntetizovany v predeslych cyklech, jsou
vyuzivany jako matrice v cykles nasledujicich a s tim roste 1 mnozstvi DNA (Zima a

kol., 2004).
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Nasledujici tabulka popiuje slozeni reakéni smési pro jednu reakci PCR.

Komponenty Objem [pl]
Voda 4,72
REDExtract-N-Amp PCR Reaction Mix 10
Ptimy primer 0,64
Zpétny primer 0,64
Vyizolovana DNA 4
CELKEM 20

Tabulka 1: SloZeni reakéni smésy pro jednu reakci PCR.

V termocykleru (C1000TM Thermal Cycler; Biorad) jsme nastavili podminky reakce:

1. krok (pocate¢ni denaturace): 3 minuty pii 94°C
2. krok (denaturace): 40 vtetin pii 94°C
3. krok (hybridizace): 40 vtetin pti 51°C (pro P2/P8)

40 vtefin pi1 54°C (pro CHD1F/CHDI1R)
4. krok (extenze): 40 vtefin pi1 72°C
(kroky 2, 3 a 4 se 35% opakuji)
5. krok (kone¢né extenze): 10 minut pii 72°C

Dale jsme si elektroforeticky ovéfili vysledek amplifikace Zadanych tsektit DNA (viz

kapitola 4.4).
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4.4 Elektroforeticka separace produkti PCR

Produkty ziskané prostfednictvim izolace a nasledné¢ reakce PCR byly v poslednim

kroku podrobeny elektroforetické separaci probihajici na agar6zovém gelu.

V ptipadé, ze se na gelu objevily dva prouzky v ramci jedné dvojice primerd, jednalo se

o samici. U jedincti samc¢iho pohlavi se tedy ve vysledku objevuje prouzek pouze jeden.
Pouzité chemikalie pii elektroforetické separaci

- Agarosa-Sigma Aldrich, Ceska republika
- 10 x TBE pufr (Tris-Boratovu pufr) pfipravili jsme smichdnim 500 ml vody,
108 g Tris, 55 g kyseliny borité a 40 ml EDTA. Doplnili na 1000 ml vodou.

- 890 mM Tris base-Amresco, USA
- 890 mM kyselina borita - Serva Electrophoresis GmbH, Némecko
- 20 mM EDTA pH = 8 - Roth, Némecko

- voda z Millipore Gradient systému; Milli-Q

- GelRed, 10 000x concentrated in water - C-Consulting, Slovensko
- 6x Loading Dye Solution-Thermo Scientific, USA

- Marker GeneRuler 100bp — Thermo Scientific, USA

Postup elektroforetické separace

1. Ve 100 ml 0,5 x TBE pufru jsme rozpustili 3 g agardzy.

2. Roztok jsme nasledné ptevafili v mikrovinné troubé€, ptidali jsme 2,5 pl
interkala¢niho barviva GelRed, promichali jsme ho a nalili do vanicky s
vloZzenymi hiebeny, aby dosSlo k vytvofeni jamek. Poté jsme nechali smés 30
minut tuhnout.

3. Elektroforetickou vanu jsme naplnili 0,5 x TBE pufrem tak, aby byl gel plné
ponofen.

4. Do vytvotenych jamek jsme napipetovali 5 pl produktu PCR spolu s 2 pul
loudovaci barvicky.

5. Nasledné byl do jedné z jamek napipetovan hmotnostni marker o objemu

0,75 ul spolu s loudovaci barvickou v objemu 2 pl.
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6. Elektroforézu jsme nechali bézet pfiblizné 60 minut pfi stejnosmeérném napéti o
velikosti 140 V.
7. Po ukonceni elektroforézy jsme gel fotili pod UV lampou pomoci systému

GelDoc XR (BIO-RAD), kterd ndm umoznila vysledek zviditelnit (viz Obr. 6).

P2/P8 CHD1F/R P2/P8 CHD1F/R P2/P8 CHD1F/R P2/P8 CHD1F/R P2/P8 CHD1F/R P2/P8 CHD1F/R P2/P8 CHD1F/R P2/P8 CHD1F/R P2/P8 CHD1F/R
MARKER MARKER

. - i - — - —
500 bp
— —-— —_— — G000y W — —

300 bp (e—

l
!
l
[ 119

200 pp M

100 bp
-

!

Obr. 6: Vysledky elektroforetické separace. Foto: Brynychova

1 — samice, 2 — samec, 3 — samec, 4 — samec, 5 — samec, 6 — samec, 7 — samec, 8 — samec, 9 — samec

4.5 Pouzité chemikalie

REDEXtract-N-Amp Tissue PCR Kit

Agarosa-Sigma Aldrich

TBE pufr (Tris-Boratovu pufr) (slozeni viz kapitola 4.4)
voda z Millipore Gradient systému

Primery P2/P8

Primery CHD1F/CHDIR

GelRed

6x Loading Dye Solution

Marker GeneRuler 100 bp
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4.6 Laboratorni pristroje
MICRO 240A (mikrocentrifuga)
QBD2 Grant (termoblok)

vortex

Thermo Cycler C 1000 Bio-Rad

GelDoc XR Bio-Rad
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5 Vysledky

Vzorky byly odebrany deviti jedincim kalouse usatého (Asio otus) pii jejich odchytu a
krouzkovéni na uzemi Kladna. U téchto jedinct bylo pohlavi urc¢eno nejprve na zakladé
morfologickych znakt, jako je naptiklad zbarveni spodni casti kiidel, Sitka tmavych
prouzki na loketnich letkach, délka kiidla, délka letek nebo zbarveni jedince. Pirka byla
nalezit¢ popsana a uskladnéna v mrazicim boxu, aby nedoSlo ke znehohodnoceni

potiebného materialu.

Dalsim krokem bylo potvrzeni pohlavi v laboratofi pomoci izolace DNA, polymerazové

fetézové reakce, a nakonec elektroforetické separace probihajici na agar6zovém gelu.

Celkem bylo tedy analyzovano 10 vzorki, z nichZ prvni byl zkuSebni a pochéazel od
vyra velkého (Bubo bubo), ktery byl nalezen mrtev. Pfi¢ina jeho umrti vSak nebyla
objasnéna. Z dalSich deviti analyzovanych vzorkli pochazejicich jiz od jedinct kalouse

usSatého (A4sio otus) bylo identifikovano 8 samcii a 1 samice.

Nasledujici tabulka zndzornuje analyzované jedince a jednotlivé vysledky. Samice jsou

zde znaCeny pismenem F (female) a samci M (male).

Délka Pohlavi Pohlavi

Cislo = Cislo krouzku Misto kiidla dle dle

vzorku odchytu [cm] morfologie = genetiky
1 D 196 000 Kladno neméfeno F F
2 D 195 992 Kladno 28,2 M M
3 D 195 993 Kladno 28,4 M M
4 D 195 994 Kladno 27,0 M M
5 D 195995 Kladno 29,2 M M
6 D 195 996 Kladno 29,0 M M
7 D 195 997 Kladno 29,7 M M
8 D 195 998 Kladno 28,0 M M
9 D 195 999 Kladno 28,9 F M

Tabulka 2: Zkoumani jedinci a vysledky analyzy DNA.
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6 Diskuze

Vyzkum této diplomové prace byl zaméfen na diferenciaci pohlavi u odchycenych
jedinct kalouse usatého (A4sio otus). Tento vyzkum probehl prostfednictvim izolace
genomické DNA, polymerazové fetézové reakce a gelové elektroforézy. Vysledky
ziskané laboratorni analyzou pohlavi byly nasledné¢ porovnany s vysledky pohlavi

ziskanymi na zaklad¢ méfeni morfologickych znak.
6.1 Vyzkum pohlavi kalouse uSatého na izemi Kladna

V priibéhu zimniho obdobi, kdy jsme kalouse odchytdvali do ornitologickych siti a
krouzkovali, bylo ziskdno 9 vzorki. Odchyt a krouzkovani probihal na Gzemi Kladna
v okoli mistni zékladni Skoly, kde kalousi hnizdili. Na zéklad¢ riznych morfologickych

znaku bylo rozliSeno 7 samcti a 2 samice.

Vyskyt kalouse usatého se 1i$i na zaklad¢ tfi asovych obdobi. Prvnim obdobim je doba,
beéhem které kalousi pobyvaji na svych zimovistich a jenz trva ptiblizné€ od zacatku fijna
do poloviny bfezna. Druhé obdobi se nazyvd obdobi hnizdéni a toto obdobi trva
v rozmezi od poloviny biezna do konce kvétna. Tato doba je charakteristickd tim, Ze se
kalousi stéhuji zpét ze svého zimovisté na sever. Tietim a zaronen poslednim obdobim
je obdobi po hnizdéni. Jedn4 se o obdobi, které trva piiblizn¢ od konce kvétna az do
konce zafi. Druhé a tfeti obdobi vyskytu kalouse uSatého se fadi do letniho obdobi
(Hudec et al., 1983). Vyskyt kalouse usatého je podminén dosazitelnosti potravy, coz je
davod, pro¢ o jeho vyskytu rozhoduje v zimnich obdobich teplota a ptitomnost snéhové

pokryvky (Rezniéek, 1981; Wijnands, 1983).

Podle Eritzoea a Fullera (1999) by se v zimnim obdobi mélo na Gzemi stiedni Evropé

vyskytovat vice samic nez samci. Diivodem by méla byt velikost jedinci, jelikoZ samci

24
......

v

pfiznivéjSich podnebnych pasem. Jedna z teorii také tvrdi, Ze ptaci migruji ze severu do
nizs§ich zemépisnych §itek z divodu vét§iho mnozstvi denniho svétla, jenz je dulezitych
faktorem pro rychlejs$i nastup ovulace. Roulin (2013) na zaklad¢ svych vyzkumu zase
tvrdi, ze samice maji zpevnéné letky melaninem, ktery déld samici pera pevnéjsi a
odolnéjsi. Samice tedy maji diky obsahu melaninu v perech lepsi letové podminky nez
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samci. Samice jsou na tomto zdklad¢ schopni snadnéji doletét ze severnich oblasti az do

mist sttedni Evropy (Hlasivcova, 2014).

Tato studie ovSem nepotvrzuje vySe uvedené teorie, jelikoZ pomér vyskytu samcu a
samic je v této studii opacny. U nasich odchycenych exemplait prevazovalo vice samcti
nez samic. Divodem muze byt maly pocet odchycenych jejinci i mald lokalita, na
kterou jsme se soutiedili. Pokud bychom udélali vyzkum v ramci celé Ceské republiky,

tak by se mozna jiz zminéné teorie potvrdily.
6.2 Diferenciace pohlavi pomoci extrakce DNA metodou PCR

Sovy se tfadi mezi ty ptaky, u kterych je rozliSeni pohlavi na prvni pohled relativné
obtizné. Sovy totiZ nemaji zcela vyrazny sexudlni dimorfismus. V poslednich letech se
tedy k urceni pohlavi, nejen u sov, velmi Casto vyuziva metoda polymerazové fetézové

reakce, jez byla oznacena jako velmi presna a spolehliva.

V pribéhu vyzkumu byla tedy za pouziti odebranych vzorkli provedena izolace DNA,
PCR reakce a v posledni fad€ gelova elektroforéza. Tyto kroky nam umoZlili porovnat
vysledky diferenciace pohlavi zaloZzené na genetickém urceni s vysledky ziskanymi na

zéklad¢é morfologického méteni (viz Tabulka 2).

V laboratofi po provedeni jiz zminénych kroka bylo prokazano, ze 8 z 9 testovanych
exemplafi jsou samciho pohlavi. Samice byla na zaklad¢ genetiky rozliSena pouze
jedna. Pro diferenciaci pohlavi byl rozhodujici vyskyt fragmentl v ramci kazdé
z pouzivanych dvojic primerti. Pokud se jednalo o samici byly u kazdé z dvojic primeri
P2/P8 a CHDIF/CHDIR pfitomny dva prouzky. Naopak samec je charakterizovan

pfitomnosti pouze jednoho prouzku u kazdé dvojice, z jiz zminénych primert.

Na tomto zakladé¢ bylo stanoveno, Ze se jednd o samici pouze v piipad¢ jedince
oznacen¢ho C¢islem 1. Na vysledcich u primerti P2/P8 to sice neni na prvni pohled zcela
patrné, ale divodem miiZze byt fakt, Ze mezi fragmenty pochazejicich z pohlavnich
chromozomli Z a W je u vétSiny ptakli velmi maly rozdil (Lee et al., 2010) a pomoci
agarosového gelu, ktery byl pii této studii pouzit, nelze takto drobné rozdily rozlisit.
Vhodnéjsi by tedy bylo pouziti kapilarni elektroforézy, kterou jsme ovSem neméli
k dispozici. U dvojice primertt CHD1F/CHDIR jsou vSak zcela zietelné dva prouzky,

které charakteriziji samici pohlavi. U zbylych osmi testovanych exemplatii bylo zcela
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jasné prokazano pohlavi sam¢i, jelikoz jsme mohli pozorovat vyskyt jednoho prouzku u
kazdé z dvojic pouzitym primert.

Po porovnani laboratornich vysledki byla prokdzana shoda u osmi z deviti
analyzovanych vzorkl. U jedince oznaceného ¢islem 9 doslo k odlisnosti mezi uréenim
pohlavi na zéklad¢ laboratornich metod a morfologického méteni. Tento jedinec byl
totiz po biometrickém meéfeni oznaCen jako samice, ovSem na zakladé genetického
rozboru byl ten samy jedenec oznaCen jako samec. Divodem této odliSnosti mize
samoziejmé byt chyba v pribéhu laboratorniho postupu, které si vSak nejsme védomi.
Nastat ovSsem mohla. Dal$im divodem mohou byt nejednozna¢né morfologické
ur¢ovaci znaky, které mohly zpisobit nepfesné rozliSeni pohlavi. Jak je jiz zminé€no
vyse, urceni pohlavi u sov je totiz velmi problematické, jelikoz sovy nemaji zcela
jasnou pohlavni dvoutvarnost. U jedince ¢islo 9 bylo méteno kiidlo, jehoz délka ¢inila
28,9 cm, coz neni zcela zfetelny znak pro urceni pohlavi, jak je zminéno v kapitole

3.10. Jedna se totiz prave o tu délku kiidla v rdmeci, které dochazi k prekryti pohlavi.

Na zékladé vSech zminénych a zjiSténych skutecnosti bych se tedy spiSe ptiklonila
k vysledku ziskaného na zéklad¢ genetického rozboru. Polymerazova fetézova reakce je

totiz také povazovana za piesnéjsi a u vSech zbylych jedinct pohlavi potvrdila.
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7 Zavér

V predkladané diplomové praci byla potvrzena schopnost ur€ovani pohlavi na zaklad¢
PCR amplifikace DNA. Tato DNA musela byt nejprve ziskéna z brku kalouse usatého
(4sio otus) a izolovana. Nasledné byla provedena samotnd polymerdzova fetézova
reakce a v posledni tfadé také elektroforeticka separace produktd PCR. Pii vyzkumu
bylo vyuzito dvojic primeri P2/P8 a CHD1F/CHDIR. Vysledkem byly dva fragmenty u
kazdé z dvojic primerti, jenz urCovaly sami¢i pohlavi. Pokud se jednalo o samce,

vysledkem byl jen jeden prouzek u kazdé z jiz zminovanych dvojic primert.

Laboratorni vysledky byly porovnany s vysledky ziskanymi na zédkladé morfologického
méteni. U osmi z deviti testovanych jedincl nastala mezi vysledky shoda, ovSem u
posledniho exemplafe se vysledky liSily. Podle genetického rozboru analyzované
vzorky zahrnovaly 8 jedincti samciho pohlavi a 1 jedince pohlavi samic¢iho. Naopak

podle biometrického méfeni bylo ur¢eno 7 samct a 2 samice.

Urcovani pohlavi u ptakl je velmi naro¢né. Existuje vSak fada studii, které se zabyvaji
pta¢im sexudlnim dimorfismem. Tyto studie jsou ovSem zaméfeny vétSinou na takoveé
druhy ptakt, u kterych jsou na prvni pohled patrné znaky pohlavni dvoutvarnosti. Sovy
ovSem mezi tyto druhy nepatii, a proto neni zcela jednoduché na prvni pohled pohlavi
urcit. K urceni pohlavi se vyuZzivaji biometrickd méfeni, jako je napiiklad méfeni délky

ktidla nebo ocasu.

Pro determinaci pohlavi je vSak ptesnéj$i vyuziti metody PCR. Neni sice zcela
jednoduché ziskat od jednotlivych zastupcl vzorky potfebné pro pribéh této reakce, ale
jeji vysledky jsou piesnéjsi. Nejcastéji se k izolaci DNA pouziva pefi odebrané pii
odchytu jedinct. PouZitim neivazivnich metod totiZ nedochazi k poskozeni jednotlivych

exemplari, nebo k poruseni zdkona na jejich ochranu.

Metoda PCR se v poslednich letech t¢si velkému rozvoji a vyuziti v Siroké Skale obora

Pro spravny priibéhu této metody je vSak potfebné dobré laboratorni vybaveni.
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8 Seznam pouzitych zkratek

Mg?* hofe¢naty kationt

Mn?t manganaty kationt

ul mikrolitr

uM mikromol

A adenin

AFLP amplified fragment length polymorphism; polymorfizmus délky

amplifikovanych fragmentl

ARMS amplification-refractory mutation system; amplifikaci nedostupny

mutacni systém

ATP adenosin-trifosfat

bp base pair; par bazi

C cytosin

cDNA complementary DNA; komplementarni DNA

DNA deoxyribonucleic acid; deoxyribonukleova kyselina
dNTP deoxyribonukleotidtrifosfat

dNTPs deoxyribonukleosidtrifosfaty

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid; kyselina ethylendiamintetraoctova
G guanin

CHD gen pro chromo-helicase/ATPase-DNA binding protein
ml mililitr

mM milimol

OH hydroxylova skupina

PCR polymerase chain reaction; polymerazova fetézova reakce
Pfu Pyrococcus furios
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qPCR

RACE PCR

RAPD

RFLP

RNA

RT-PCR

SCAR

SSCP

Ta
Taq

Tm

quantitative PCR; kvantitativni polymerazova fetézova reakce

rapid amplification of complementary DNA ends; rychla amplifikace

koncu cDNA

random amplified polymorphic DNA; polymorfizmus nahodné
amplifikované DNA

restriction fragment length polymorphism; polymorfizmus délky

restrikénich fragmentii
ribonucleic acid; ribonukleova kyselina

reverse transcription polymerase chain reaction; reverzn¢ transkriptazova

polymerazova fetézova reakce

sequenced characterized amplified region; amplifikovand oblast

charakterizovana sekvenci

single-strand conformation polymorphism; polymorfizmus konformace

jednovldknové DNA

tymin

annealing temperature; anelacni teplota
Thermus aquaticus

annealing melting; teplota tani
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