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Abstrakt 

Tato práce je zaměřena na určování pohlaví kalouse ušatého (Asio otus). Při určování 

bylo využito ptačích per, které byly kalousům odebrány ze zad při odchytu a 

kroužkování. Prostřednictvím izolace DNA z krevních vlásečnic v ptačím brku a 

následné PCR reakci jsme se pokusili diferencovat pohlaví odchycených kalousů. 

V této práci je také popsána metoda PCR, která je v dnešní době jednou z 

nejpoužívanějších metod v laboratořích řady různých oborů. Zmiňuji se zde také o 

jednotlivých komponentech potřebných k průběhu této reakce, její historii a jejích 

jednotlivých krocích. 

Součástí mé diplomové práce je též charakteristika testovaného řádu a možné rozlišení 

pohlaví na základě morfologických znaků. Na tomto základě je zde také zmínka o 

sexuálním dimorfismu ptáků, jejich opeření a jeho následné barevnosti. U ptáků, ale 

také u ostatních živočichů se využívají různé techniky molekulární determinace pohlaví, 

o kterých se ve své práci také okrajově zmiňuji. 
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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 Úvod 

Tato diplomová práce je zaměřena na identifikaci pohlaví u ptáků, konktrétně u kalouse 

ušatého (Asio otus) za použití metody PCR. Pro tuto metodu je DNA získávána izolací 

z ptačích per odchycených jedinců. Při výzkumu různých druhů zvířat je velmi důležitá 

determinace pohlaví zkoumaných jedinců. V ptačí populaci zjištění pohlaví umožňuje 

pochopit populační dynamiku, rozptýlení, demografii, chování nebo evoluční ekologii 

(CluttonBrock, 1986; López-López, 2011; Newton, 1998, 2003). Identifikace pohlaví je 

důležitá také pro řadu programů zabývajících se ochranou jednotlivých populací nebo 

také pro tzv. reintrodukci ohrožených druhů (Balbontín et al., 2001). 

U většiny ptáků lze pohlaví rozlišit na základě sexuálního dimorfismu, u zbylé části 

ptáků však nejsou morfologické rozdíly přítomné, nebo jsou tyto rozdíly tak nepatrné, 

že na jejich základě není možné pohlaví jednoznačně určit. K určování pohlaví slouží 

také například biometrika (Del Mar Delgado et Penteriani, 2004). Tyto metody jsou 

však časově i finančně velice náročné a nemusí se vždy podařit prokázat 

charakteristické rozdíly mezi samčím a samičím pohlavím. Jestliže nelze pohlaví 

jednoznačně rozlišit na základě zbarvení peří, či velikosti těla, využívá se dalších 

metod, jenž přispívají ke zjištění pohlaví. Jedná se například o metody zkoumající 

chování jedinců při hnízdění, přítomnost hnízdních nažin nebo také chování jedinců v 

průběhu vyvádění mláďat. Během určování pohlaví založeného na základě pozorování 

chování ptačích jedinců je důležité také chování v době sexuální aktivity a 

rozmnožování, zastrašování nepřítele, nebo čepýření na hlavě samců (Řezníček, 1991). 

Univerzální metodou pro určování pohlaví u ptáků je PCR amplifikace úseku CHD 

genu. Tento CHD gen je konzervativní a nachází se na obou pohlavních chromozomech 

Z i W skoro u všech ptačích druhů. Při této metodě dochází k tomu, že se primery váží 

na konzervativní části exonů, čímž většinou dojde ke zmnožení intronu. Tato méně 

konzervativní intronová část má rozdílnou velikost u CHD genu pocházejícího 

z pohlavního chromozomu Z a W. Následně je tedy provedena elektroforetická 

separace, jejímž výsledkem je přítomnost jednoho produktu u samců a dvou produktů u 

samic. U testovaných jedinců bylo pohlaví determinováno pomocí amplifikace 

s primery P2/P8 a CHD1F/CHD1R.  
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2 Cíle práce 

1. Vypracování rešerše na téma diplomové práce. 

2. PCR amplifikace DNA u konkrétního zástupce ptáků, kalouse ušatého (Asio 

otus) za účelem diferenciace pohlaví. 
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3 Problematika 

3.1 Určování pohlaví u ptáků 

Pohlaví je jednou ze základních a důležitých informací o každém jedinci. Rozlišit 

jednotlivá pohlaví u různých taxonomických druhů ovšem není vždy tak snadné jako je 

tomu například u člověka (Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006). Determinace ptačího 

pohlaví podle fenotypu bývá celkem obtížná. U více než poloviny ptačích druhů není 

možné rozlišit pohlaví u dospělých jedinců. V případě ptačích mláďat je rozlišení 

pohlaví prakticky nemožné (Griffiths et Phil, 2000). Determinace pohlaví u ptáků je 

však důležitá pro řadu oborů, jako je například ekologie, evoluční biologie, chov a 

ochrana druhů (Fridolfsson et Ellegren, 1999). 

Některé ptačí druhy jsou dimorfní, a tak je velmi jednoduché na první pohled rozlišit 

samce a samice. Mezi dimorfní druhy se řadí například kachna divoká (Anas 

platyrhynchos), lejsek bělokrký (Ficedula albicollis) nebo vrabec domácí (Passer 

domesticus) (Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006). Jednotlivá pohlaví lze lehce určit 

například podle rozdílného zbarvení peří či odlišné velikosti těla (Griffiths et Phil, 

2000). Opakem jsou však druhy monomorfní, jenž mají velmi podobný fenotyp, a tak 

není lehké určit jejich pohlaví. Udává se, že až 60% všech druhů pěvců je 

monomorfních, jedná-li se o jejich zbarvení (Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006; 

Paprskářová, 2014). 

Dnes se k určení pohlaví u jednotlivých ptačích druhů velmi často využívá analýza 

DNA (Griffiths et Phil, 2000). Ještě před používáním molekulárních metod sloužila 

k určování ptačího pohlaví řada jiných způsobů. Mezi tyto způsoby patří například 

pozorování chování ptačích jedinců, nebo zjištění přítomnosti hnízdních nažin, jež se 

mohou uplatňovat jen v období, kdy probíhá páření ptáků (Dubiec et Zagalska-

Neubauer, 2006). 

Jinou metodou pro určování pohlaví je analýza morfometrických vlastností jedinců. 

Jedná však o metodu, která může být nepřesná a dvojznačná (Dubiec et Zagalska-

Neubauer, 2006). Kloskowski et al. (2006) se ve svých výzkumech pokoušeli rozlišit 

pohlaví u jedinců potápky rudokrké (Podiceps grisegena) na základě morfologických 

znaků. Následně morfologické výsledky porovnali s výsledky získanými pomocí 
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analýzy DNA. Zvolenou molekulární metodu použili nejprve u takových jedinců 

potápky rudokrké, u kterých znali pohlaví, aby zjistili úspěšnost identifikace pohlaví 

pomocí této metody. Použitím této molekulární metody si autoři potvrdili, že je možné 

jednoznačně identifikovat pohlaví u všech vybraných jedinců. Morfologicky bylo 

pohlaví jedinců určeno například podle tělesné hmotnosti, délky zobáku či délky křídla. 

Po srovnání jednotlivých výsledků, podle biometrického měření a analýzy DNA, bylo 

zjištěno, že pohlaví u ptáků nelze s přesností určit podle morfologických znaků. 

Příkladem je stanovení pohlaví měřením délky zobáku, jehož úspěšnost byla 79%. Při 

porovnání stanovení pohlaví za pomoci analýzy DNA a identifikace pomocí měření 

délky zobáku, činila úspěšnost určení pohlaví na základě biometrického měření 80%. 

Pro přesné určení pohlaví ptáků se využívá také chirurgických zákroků, při kterých 

dochází k přímé anylýze pohlavních žláz zkoumaných jedinců. Důvodem pro toto 

zkoumání je fakt, že u většiny ptačích druhů, s výjimkou labutí a kachen, se nachází 

monomorfní kloaka, takže nelze rozlišit samici a samce. K tomuto účelu se používají 

dvě chirurgické techniky–laparotomie a laparoskopie. Analyzovanému jedinci se 

nejprve podá lokální anestézie. Dalším krokem je provedení řezu, který je veden v 

břišní dutině na rozmezí dvou posledních žeber. Při chirurgické techtnice zvané 

laparotomie je takto vytvořený otvor dostačující pro vložení kovové sondy, jenž slouží k 

posunu střevního traktu, čímž je umožněno vyšetření pohlavních žláz. Pohlavní žlázy se 

nacházejí v těsné blízkosti páteře a leží hned pod hrudním košem. U samce se nachází 

jeden pár varlat, u samice je obvykle jeden vaječník, který je uložen na levé straně těla. 

Proto se řez vede většinou na levé straně, aby byla kontrola snadnější. U metody 

nazývané laparoskopie se provádí malá punkce do břišní dutiny. Při této metodě se 

k vyšetření pohlavních žláž používá optický kabel (Griffiths et Phil, 2000). Toto 

vyšetření pohlavních žláz může být u dospělých jedinců obtížné, jestliže je prováděno 

mimo období páření. V případě mláďat je vyšetření obtížné z toho důvodu, že je jejich 

tělo ještě příliš malé (Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006). 

Mezi další metody, kterými lze určit pohlaví u ptáků, patří cytogenetika. Tato metoda 

identifikace pohlaví je založena na základě odlišné morfologie pohlavních chromozomů 

Z a W (Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006). U každého ptačího druhu je genom dán 

příslušným počtem chromozomů, například u dudka chocholatého (Upupa epops) se 
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nachází 126 chromozomů a u dytlíka velkého (Burhinus grallarius) 40 chromozomů. U 

ptačích druhů se průměrný počet chromozomů pohybuje kolem 80 (Paprskářová, 2014). 

Chromozomy lze rozdělit do dvou skupin. První skupinou chromozomů jsou 

makrochromozomy, ty se u ptáků nacházejí v počtu 7 až 8 párů a do této skupiny lze 

zařadit i pohlavní chromozom Z. Druhou skupinou chromozomů jsou 

mikrochromozomy. Jedná se o chromozomy s výrazně redukovanou velikostí, mezi 

které se řadí také pohlavní chromozom W (Griffiths et Phil, 2000). Pokud bychom 

srovnali systém pohlavních chromozomů u ptáků a člověka, tak bychom zjistili, že u 

ptáků je tento systém opačný. Jedná se tedy o to, že samice jsou heterogametické, mají 

tedy jeden chromozom Z a jeden chromozom W. Naopak samci jsou homogametičtí, 

což znamená, že mají dva chromozomy Z (Ellegren et Sheldon, 1997). 

K chromozomálnímu vyšetření se využívá dřeň z rostoucího ptačího pera získaného od 

dospělého jedince nebo mláďat, díky čemuž může dojít k založení buněčné kultury. Do 

rostoucí buněčné kultury je následně přidán kolchicin, který má schopnost zastavit 

mitotické dělení ve stádiu metafáze. V tomto stádiu jsou chromozomy již dobře 

viditelné a také oddělené. Pohlavní chromozomy Z a W jsou velmi dobře rozlišitelné, 

jelikož se od sebe odlišují velikostí. Problémem při určování pohlavních chromozomů 

je však velký počet chromozomů u každého jedince. V dnešní době se však určování 

chromozomů za pomoci cytogenetiky využívá jen velmi málo (Griffiths et Phil, 2000; 

Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006). K identifikaci pohlaví u ptáků je možné využít i 

rozdílné množství jaderné DNA. K měření množství DNA v buňkách se využívá 

průtokový cytometr. Tuto metodu je však možné použít pouze u jedinců, jejichž 

pohlavní chromozomy Z a W jsou velikostně velmi odlišné (Ellegren et Sheldon, 1997). 

3.2 Chromozomální stanovení pohlaví u ptáků 

U řady živočichů lze samčí a samičí pohlaví rozlišit na základě chromozomální 

determinace a stejné je to i u ptáků. U ptáků je chromozomální determinace založena na 

systému pohlavních chromozomů ZZ/ZW. Samice jsou označovány jako 

heterogametické, což znamená, že se u nich vyskytuje chromozom Z i chromozom W. 

Naopak samci jsou homogametičtí, je pro ně tedy charakteristický výskyt dvou 

chromozomů Z (Ellegren, 2000; Nanda et al., 2000; Stiglec et al., 2007; Paprskářová, 

2014). Z i W pohlavní chromozomy jsou řazeny mezi tzv. mediocentrické chromozomy 
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(Ellegren, 2000). Pohlavní chromozom Z je u naprosté většiny ptačích druhů skoro 

stejně velký, jedná se u většiny případů o čtvrtý nebo pátý největší chromozom, 

zaujímající 7–10% genomu (Ellegren, 2000; Stiglec et al., 2007). Opakem je však 

chromozom W, který může být různě velký, například u běžců je pohlavní chromozom 

W skoro stejně velký jako chromozom Z. U naprosté většiny ptačích druhů je však 

chromozom W o dost menší než chromozom Z a tak nese jen několik málo genů. 

Rozdíly ve velikosti chromozomu W u jednotlivých druhů jsou dány odlišným 

množstvím konstitutivního heterochromatinu. Jako příklad lze uvést W chromozom u 

kuřete, který zaujímá menší část genomu než 2% (Nanda et al., 2000; Ellegren, 2000; 

Stiglec et al., 2007). 

Chromozomální určování pohlaví je jedním ze způsobů určování pohlaví, a to nejen u 

ptáků. Využívá se také například u savců, kde je založeno na systému XX/XY 

pohlavních chromozomů. Jedná se tedy o opačný systém než u ptáků, jelikož u savců 

jsou samice homogametické (XX) a samci heterogametičtí (XY). U ptáků a savců se 

mechanismy pohlavní determinace vyvinuly asi před 300 milióny lety. Pohlavní 

chromozomy se diferencovaly z páru autozomů. Na společný původ obou již zmíněných 

pohlavních chromozomů poukazuje ten fakt, že geny ATP5A1 a CHD1, jež jsou 

lokalizovány na samičím W chromozomu, se nacházejí jako kopie též na chromozomu 

Z. Na pohlavních chromozomech Z a W se nacházejí homologní úseky. Na 

chromozomu Z se na rozdíl od chromozomu W vyskytují dvě homologní místa na 

odlišných částech chromozomu. Jedno homologní místo se vyskytuje v blízkosti 

telomery na p rameni Z chromozomu a druhé je lokalizováno na q rameni téhož 

chromozomu Z. Chromozom W má obě dvě místa homologie na jednom konci v 

blízkosti té části chromozmu, jež se nazývá telomera (Nanda et al., 2000; Fridolfsson et 

al., 1998). Jedna z dřívějších teorií poukazuje na to, že by mohli mít chromozomy savců 

a ptáků společný chromozomální původ (Ohno, 1967). To však vyvrací ta skutečnost, že 

geny, jež se nachází u kuřete na chromozomu Z, mají své shodné části u lidí na 

chromozomech 5, 9, 8 i 18 a geny savčího chromozomu X mají své homology 

lokalizovány na chromozomech 1, 4 a 12 kuřete. Jako příklad se uvádí homolog genu 

DMRT1, který se nachází na chromozomu Z a je klíčový pro určení pohlaví u ptáků, 

kdežto u savců je lokalizován na chromozomu 9. Z toho lze tedy odvodit, že evoluce 
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pohlavních chromozomů u ptáků a savců proběhla nezávisle na sobě z různých 

autozomálních párů (Nanda et al., 2000; Fridolfsson et al., 1998; Graves et Shetty, 

2001; Stiglec et al., 2007; Ferguson-Smith, 2007). 

Pohlavních chromozomy jsou vytvářeny z autozomů. Jejich vznik probíhá na základě 

získání vlastnosti pohlavního vymezení jedním chromozomem, po čemž následně 

probíhá potlačení rekombinace, dále strukturální přeskupení, a také degradace 

chromozomu, který nese gen pro pohlavní determinaci. Důležitým faktorem tohoto 

sledu reakcí je nízká přítomnost crossing-overu mezi pohlavními chromozomy W a Z 

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

3.3 Molekulární určení pohlaví u ptáků 

Pro molekulární určení pohlaví, nejen u ptáků, je nutná DNA. DNA lze u ptáků získat 

například odebráním krve. Důvodem je, že erytrocyty obsahují jádro, což znamená, že 

jsou tedy zdrojem jaderné DNA. Krev může být u ptáků odebírána z jedné z žil na noze 

nebo na křídle, místo odebrání závisí na věku jedince a také na ptačím druhu. Přímý 

odběr krve však není jediný možný způsob získání DNA, mezi další způsoby patří 

například sběr peří, nebo odběr části tkáně z jater či z mozku, což se ovšem provádí jen 

u uhynulých jedinců (Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006; Paprskářová, 2014). Pro 

molekulární determinaci pohlaví u ptáků je možné využít řadu technik. 

3.3.1 RFLP 

Jednou z technik pro určení pohlaví je technika RFLP = polymorfizmus délky 

restrikčních fragmentů (Paprskářová, 2014). Jedná se o techniku, která je založena na 

výskytu specifického restrikčního místa. Toto místo je rozpoznáno restrikčními 

endonukleázami, které mají za úkol rozštěpit DNA právě v tomto místě. Restrikční 

enzymy tedy štěpí DNA a vzniklé fragmenty jsou následně elektroforeticky separovány 

na základě jejich velikosti. Restrikcí se vytváří velké množství úseků, a tak je možné 

danou určitou sekvenci detekovat pomocí hybridizace pomocí značené sondy. Po této 

elektroforetické separaci dojde k přenosu na nylonovou membránu (Southern blotting) a 

inkubaci s próbami, próby jsou značené DNA fragmenty. Na základě komplementarity 

jsou próby schopné hybridizovat s genomickou DNA a podle značení próby probíhá 

detekce hybridizace autoradiografií, enzymatickou reakcí či fluorescencí. Próby mohou 
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být značené prostřednictvím radioizotopu, biotinem nebo fluorescenční značkou. U 

ptáků je pro získání pohlaví důležité zjistit přítomnost chromozomu W. Již zmíněný 

chromozom W pojímá hojné množství repetitivní DNA, minisatelitů a mikrosatelitů, jež 

mohou být aplikovány pro určení tohoto pohlavního chromozomu W (Botstein, 1980; 

Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006; Ellegren et Sheldon, 1997; Griffiths et Phil, 2000). 

Lze uvést příklad na práci Longmire et al. (1993), ve ketré byly testovány 4 próby. 

Jednalo se o tři dinukleotidové repetice (CT)n, (GT)n, (CG)n a jednu trinukleotidovou 

repetice (TCC)n, vše probíhalo v kombinaci s jedním ze tří restrikčních enzymů: HaeIII, 

HinfI a PstI. Testování proběhlo u 9 ptačích druhů ze 6 řádů. Nejlépe z testovaných 

prób vyšla dinukleotidová repetice (CT)n, jenž stanovila sekvenci typickou pro samičí 

pohlaví u šesti druhů ptáků. Další dinukleotidová repetice (CG)n nestanovila u 

testovaných ptačích druhů žádnou sekvenci typickou pro pohlaví. Techniku RFLP je 

možné vypoužít i při předchozím zmnožení určitého genu prostřednictvím metody PCR. 

Například CHD gen je možné amplifikovat pomocí PCR reakce a následně jej rozštěpit 

pomocí restrikčního enzymu HaeIII. Oba pohlavní chromozomy Z i W obsahují CHD 

gen. Na chromozomu Z se nachází restrikční místo právě pro gen CHD, které je štěpeno 

enzymem HaeIII. Po rozštěpení tímto enzymem vznikají fragmenty o velikosti 281 a 64 

bp. Chromozom W toto restrikční místo nemá, což je důvod, proč při použití enzymu 

HaeIII neprobíhá štěpení produktu CHD genu pohlavního chromozomu W (Boutette, 

2002). 

3.3.2 RAPD 

Metoda RAPD = polymorfizmus náhodně amplifikované DNA je jednou z dalších 

technik, jež se využívají k určování pohlaví u ptáků. Tato technika je založena na 

identifikaci DNA polymorfizmu a může být prováděna i pokud není známa genetická 

informace ptačího druhu, u kterého probíhá testování. Při metodě RAPD se využívá 

PCR reakce, která se provádí s náhodně navrženými primery, jež se obvykle skládají z 

10 nukleotidů. Při této reakci se teplota annealingu pohybuje v rozmezí 35–40°C, 

jelikož tato teplota snižuje specifitu reakce a dochází k amplifikaci mnoha fragmentů 

DNA. Déla vzniklých fragmentů je odlišná. Tyto fragmenty jsou následně odděleny 

pomocí elektroforetické separace. Zda dojde k nalezení bandu, který se nachází jen u 

samic, lze usuzovat, že jde o amplifikovaný fragment z chromozomu W. Testování 
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probíhá u velkého množství primerů za účelem získání takového primeru, který 

amplifikuje oblast na W chromozomu. Pokud se podaří získat marker vázaný na 

pohlaví, může dojít k vytvoření takových primerů, jenž tento úsek v průběhu klasické 

PCR zmnoží (marker SCAR) (Bello et Sánchez, 1999; Dubiec et Zagalska-Neubauer, 

2006; Griffiths et Tiwari, 1993; Hadrys et al., 1992; Williams et al., 1990). Lessells et 

Mateman (1998) identifikovali pohlaví za použití metody RAPD. Testování probíhalo u 

deseti ptačích druhů a podařilo se jim najít primery určující pohlaví u sedmi z deseti 

druhů ptáků. Počet použitých primerů k identifikaci pohlaví se pohyboval v rozmezí od 

5 do 69. U zbývajících tří druhů se autorům nepodařilo nalézt žádné primery, jež by 

byly použitelné k určení pohlaví. U jednoho z druhů autoři testovali 67 primerů, ale bez 

výsledku. Z toho vyplývá, že se při technice RAPD nemusí podařit nalézt vhodné 

primery pro identifikaci pohlaví. Důležité je také zmínit, že spolehlivost nalezených 

RAPD markerů je bohužel zpochybnitelná, což může být způsobeno nastavením 

citlivosti dané reakce, také překrytím méně zmnožené DNA silnějším produktem, nebo 

výskytem nulové alely, neboť u nedochází ke zmnožení (Paprskářová, 2014). 

3.3.3 AFLP 

Technika AFLP = polymorfizmus délky amplifikovaných fragmentů, je technikou, jenž 

kombinuje PCR reakci se štěpením DNA za pomoci restrikčních enzymů (Paprskářová, 

2014). Na začátku je DNA štěpena dvěma restrikčními endonukleázami, z nichž první 

restrikční endonukleáza je schopna rozpoznat krátkou sekvenci, například enzym MseI 

rozpoznává sekvenci TTAA, kdežto druhá endonukleáza má za úkol vyhledávat delší 

sekvenci, například enzym EcoRI rozeznává sekvenci GAATTC. Druhá restrikční 

endonukleáza štěpí DNA méně častěji. Dalším krokem je ligace oligonukleotidových 

adaptorů na konce úseků, které byly vytvořeny endonukleázami. Po ligaci následuje 

preselektivní zmnožení s primery, jež jsou komplementární, k již zmíněným adaptorům 

a obsahují ještě o jeden nukleotid víc, což vede ke snížení počtu fragmentů. Selektivní 

amplifikace je dalším krokem této techniky a probíhá za pomocí primerů, u kterých je 

shodné pořadí nukleotidů, stejně jako je tomu u primerů použitých při preselektivní 

amplifikaci. Tyto primery jsou ještě prodlouženy, a to nejčastěji o tři nukleotidy. 

Vzniklé produkty jsou následně vystaveny gelové elektroforetické probíhající na 

polyakrylamidovém gelu. Výslednými produkty reakce jsou tři typy markerů, z nichž je 



18 

 

velká spousta markerů monomorfních a jsou společné pro všechny jedince. Druhým 

typem jsou markery polymorfní, které se mezi jednotlivci liší, ovšem bez ohledu na 

pohlaví. Třetím typem získaných markerů jsou takové markery, jež jsou již vázané na 

pohlaví a lze je využít pro navržení primerů potřevných k PCR (Dubiec et Zagalska-

Neubauer, 2006; Griffiths et Orr, 1999; Paprskářová, 2014; Šmarda et al., 2005; Zima et 

al., 2004). 

3.3.4 ARMS 

Další možností pro zjištění pohlaví u ptáků je technika ARMS = amplifikaci nedostupný 

mutační systém (Paprskářová, 2014). Principem techniky ARMS je komplementarita 

oligonukleotidů k určité sekvenci DNA. Výjimku však tvoří nukleotidy vyskytující se 

na 3´ konci, jelikož tyto nukleotidy nejsou schopné fungovat jako primery při PCR 

reakci za daných podmínek. Pokud dojde ke zjištění mutace v určité sekvenci, tak 

následuje navržení ARMS primerů pro určitou oblast. Jedná se o ARMS primer, jež je 

komplementární k mutované sekvenci, což znamená, že je na jeho 3´ konci obsažen 

nukleotid komplementární k možné mutaci, dále ARMS primer, jenž je komplementární 

k normální sekvenci a v poslední řadě také ARMS primer shodný pro oba předchozí. Při 

PCR reakci se tedy používají tyto tři primery (Little, 2001). Pomocí této techniky 

určoval Ito et al. (2003) pohlaví u dravců. Při tomto určování pohlaví bylo využito 

odlišné sekvence v genu CHD na pohlavním chromozomu Z a pohlavním chromozomu 

W spočívající v bodové mutaci (Paprskářová, 2014). Reakce PCR proběhla s použitím 

navržených ARMS primerů, následovala elektroforetická separace v agarózovém gelu a 

výsledkem bylo rozpoznání pohlaví u všech studovaných jedinců. Výsledky vypadali 

tak, že u samců byl přítomen jen jeden band, důvodem je amplifikace CHD genu 

chromozomu Z. Naopak u samic došlo k amplifikaci tohoto genu z chromozomu Z i z 

chromozomu W. U samičího pohlaví byly tedy na gelu přítomny dva bandy. 

3.3.5 SSCP 

SSCP = polymorfismus konformace jednovláknové DNA, je technika založená na 

pohyblivosti jednovláknové molekuly DNA v gelu. Technika probíhá za 

nedenaturujících podmínek a je velmi závislá na velikosti a struktuře jednovláknové 

DNA. Tato jednovláknová molekula DNA získává v roztoku prostorové uspořádání na 

základě párování bází mezi nukleotidy. Vzniklé uspořádání je závislé na délce vlákna, 
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sekvenci, pozici a také na počtu spárovaných bází ve vlákně. Jestliže nastane bodová 

mutace, může být rozpoznána díky změně konformace molekuly (Gasser et al., 2007). 

Tato technika SSCP byla použita při určování pohlaví u jedin e nazývaného jestřáb 

Cooperův (Accipiter cooperii). Pohlaví se u tohoto druhu určovalo nejprve pomocí 

amplifikace CHD genu. který je lokalizován na pohlavních chromozomech. Tento CHD 

gen se však liší velikostí na jednotlivých pohlavních chromozomech Z a W. Autoři 

provedli amplifikci genu CHD a elektroforetickou separaci v agarózovém gelu, podle 

získaných výsledků však nebylo možné přesně určit pohlaví studovaných jedinců. 

Důvodem byl jen neparný velikostní rozdíl mezi produkty získanými z chromozomu Z a 

chromozomu W. Následně však došlo k tomu, že byly PCR produkty denaturovány a 

podrobeny gelové elektroforéze probíhající na polyakrylamidovém gelu za 

nedenaturujících podmínek (Paprskářová, 2014). U samce se nachází jen chromozom Z, 

takže po následné vizualizaci PCR produktů na gelu byly viditelné dva bandy. Každý 

band představoval jedno vlákno DNA. U samic byly viditelné čtyři bandy, jelikož 

samice mají přítomen jak chromozom Z, tak chromozom W. Výsledkem metody SSCP 

je tedy spolehlivé určení pohlaví u ptačích jedinců (Ramos et al., 2009).  

3.4 Molekulární stanovení pohlaví u ptáků pomocí genu CHD 

V předchozích kapitolách bylo již zmíněno, že samci jsou homogametičtí, mají tedy dva 

chromozomy Z. Naopak samice mají jeden pohlavní chromozom Z a jeden pohlavní 

chromozom W, jsou tedy heterogametické. U ptáků je tedy pro pohlavní determinaci 

důležité prokázat přítomnost chromozomu W (Fridolfsson et Ellegren, 1999). Proto aby 

byla zjištěna přítomnost chromozomu W, bylo nezbytné najít genetický marker, jenž by 

byl unikátní právě pro tento chromozom. Griffiths et Tiwari (1995) byli první, kteří 

objevili gen lokalizovaný na chromozomu W. Tento objev proběhl při jejich snaze určit 

pohlaví u jedince nazývaného ara Spixův (Cyanopsitta spixii), což byl poslední volně 

žijící zástupce tohoto druhu. Objevení tohoto genu znamenal revoluci pro molekulární 

metody sloužící k určování pohlaví (Dubiec et Zagalska-Neubauer, 2006). Na to, že se 

jedná právě o gen CHD přišli nezávisle na sobě Ellegren (1996) a Griffiths et al. (1996). 

Oba autoři díky svým výzkumům zjistili, že se jedna kopie genu nachází na pohlavním 

chromozomu W, přičemž druhá, značně podobná kopie tohoto genu se může nacházet 
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na autozomu, eventuálně na chromozomu Z. Následně Griffiths et Korn (1997) přišli na 

to, že se tato kopie genu nachází na chromozomu Z (Paprskářová, 2014). 

3.4.1 Gen CHD 

Gen CHD (Chromo-Helicase/ATPase-DNA binding) je schopný kódovat protein, jenž 

má značný vliv na strukturu chromatinu, čímž se účastní na kontrole genové exprese 

(Griffiths et Korn, 1997). CHD gen pojímá tři sekvence, jež jsou označovány jako 

konzervativní (Stokes et al., 1996). Doména Chromo (C) je první doménou CHD genu a 

je svou sekvencí velice podobná proteinům a Polycomb a HP1(Griffiths et Korn, 1997). 

Jedná se o proteiny, které se zapojují do potlačení genové exprese. Protein HP1 je ve 

většině případů slučován s konstitutivním heterochromatinem (Stokes et al., 1996). 

Druhé proteiny nazývané Polycomb slouží jako inhibitory exprese homeotických genů a 

zajišťují zachování represivní struktury heterochromatinu (Paprskářová, 2014; Woodage 

et al., 1997). 

Další doménou je Helikázová/ATPázová (H) doména CHD genu, jenž má schopnost 

řadit produkty tohoto genu do velké skupiny proteinů, jenž mají širokou škálou 

biochemických funkcí. Jedná se o biochemické funkce jako je rekombinace DNA, 

kontrola transkripce, reparace DNA, také translace či zpracování RNA. Doména (H), 

tedy Helikázová/ATPázová doména je velmi těsně příbuzná s rodinou proteinů SNF2. 

Řada studií prováděných na kvasinkách, octomilkách a savčích buňkách naznačují, že 

proteiny rodiny SNF2 pracují jako aktivátory transkripce (Stokes et al., 1996). Bylo 

prokázáno, že u octomilek proteiny Brahma zaujímají stejnou roli jako proteiny SNF2 

(Delmas et al., 1993). 

DNA vazebná (D) doména je třetí doménou genu CHD. Jedná se o doménu, která je na 

DNA vázána pomocí malého žlábku a dochází k ní nejčastěji v takových místech DNA, 

které jsou bohaté na A/T (Stokes et al.,1996). 

3.4.2 Určování pohlaví ptáků pomocí zmnožení genu CHD metodou PCR 

CHD gen představuje univerzální marker pro určování pohlaví u ptačích druhů. 

Evoluční změny tohoto genu probíhaly velmi pomalu, a tak je CHD gen zachován mezi 

různými druhy. Gen CHD se nachází na obou pohlavních chromozomech Z i W u 

bezmála všech ptačích druhů. Výjimkou je podtřída běžci (Paleognathae), u kterých byl 
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prokázán výskyt nediferencovaných pohlavních chromozomů (Dubiec et Zagalska-

Neubauer, 2006). CHD gen je velmi konzervativní, což vede k tomu, že je možné k 

determinaci pohlaví u podtřídy nazývané letci (Neognathae) využít pouze jeden pár 

primerů. Tyto použité primery zároveň amplifikují jednotlivé úseky CHD genu na 

chromozomu W a chromozomu Z. Chromozom Z se nachází u obou pohlaví, proto je 

gen CHD na tomto chromozomu amplifikován vždy. Tato skutečnost slouží jako důkaz 

přesného provedení PCR reakce (Griffiths et al., 1998). Griffiths et al. (1996) aplikovali 

pár primerů, který zmnožil úsek genu CHD na pohlavním chromozomu Z i W, 

výsledkem však byly produkty, které se velikostně nelišily, proto musel být následně 

použit ještě restrikční enzym. Tento restrikční enzym byl použit z toho důvodu, aby 

selektivně rozštěpil ten úsek CHD genu, jenž pocházející z chromozomu Z. V současně 

době se nejčastěji používá PCR reakce, jelikož se při jejím průběhu nemusí používat 

restrikční enzym, což je rychlejší, levnější a jednodušší. 

Pro provedení PCR reakce se používají primery, které jsou schopné nasedat na různé 

konzervativní části exonů a zmnožit tak úsek, jenž obvykle obsahuje introny. Introny 

představují nekódující část genu CHD, jsou také méně konzervativní a velikostně se 

odlišují mezi CHD geny, které pochází z chromozomu Z a W. Tuto velikostní odlišnost 

produktů odhalí až elektroforetická separace. Výsledkem tedy bude jeden band u samců, 

představující amplifikovaný CHD gen chromozomu Z, kdežto u samic budou přítomny 

bandy dva. Jeden band prezentuje zmnožený CHD gen chromozomu Z, naopak druhý 

band představuje amplifikovaný CHD gen pohlavního chromozomu W (Kahn et al., 

1998; Griffiths et al., 1998; Fridolfsson et Ellegren, 1999). 

3.5 Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

3.5.1 Obecná charakteristika 

Název polymerázová řetězová reakce z anglického polymerase chain reaction = PCR, 

značí reakci založenou na enzymatické amplifikaci specifického úseku nukleové 

kyseliny, který se nachází mezi párem primerů (oligonukleotidů). Celý proces PCR lze 

rozdělit na 3 základní fáze: denaturaci, annealing (hybridizaci) a syntézu. V cyklické 

reakci o třech teplotně rozdílných fázích dochází k syntéze milionů kopií určité 

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

Historické počátky této metody jsou datovány do roku 1955, kdy americký biochemik 

Arthur Kornberg ze Stanfordské univerzity objevil enzym, nazývající se DNA 

dependentní DNA polymerázu (také DNA polymeráza), jenž dokázal za určitých 

podmínek syntetizovat řetězec DNA (Lehman, 2003). Krátké řetězce specificky 

navržených nukleotidů nazývaných primery, se v molekulární genetice užívaly od 70. 

let 20. století. První publikovaná práce zabývající se základními principy PCR byla 

vydána významnými vědci již roku 1971 (Kleppe et al., 1971). 

Americký biochemik Dr. Kary Banks Mullis je považován za objevitele reakce PCR, 

jelikož se mu podařilo spojit tyto již známé dílčí postupy a v roce 1983 představit první 

polymerázovou řetězovou reakci. Kary B. Mullis se zasloužil o navržení reakce, při 

které docházelo k cyklickému zmnožení určitého úseku DNA. Pro tuto reakci bylo 

velmi důležité jeho navržení dvou specifických primerů, které jsou komplementární 

vždy k jednomu řetězci dvouvláknové DNA. Díky DNA polymeráze došlo tedy 

k zmnožení úseku, který se nacházel mezi primery. Jedná se o velmi efektivní reakci, 

jelikož díky ní lze teoreticky z jednoho úseku jedné molekuly DNA získat několik 

miliard jeho kopií. Mullis tento výrazný nárůst zajistil tak, že kromě prvního cyklu je 

jako templát využíván také produkt z cyklu předchozího (Mullis, 1990; Nussbaum et al., 

2004; Herzogová, 2014). 

První PCR skýtala řadu nevýhod. Jednou z nich byla časová náročnost, jelikož 

z počátku vyžadovala tato metoda relativně časté manuální přenášení zkumavek mezi 

jednotlivými vodními lázněmi, ve kterých byla specifická teplota. Tuto nevýhodu 

metody PCR vyřešila firma Cetus Corporation, pro kterou zároveň pracoval i Kary B. 

Mullis. Podařilo se jí totiž sestavit první termocykler, jenž umožňoval automatické 

cyklické střídání teplot ve zkumavkách. Dalším problémem bylo přidávání DNA 

polymerázy na začátku každého cyklu, jelikož byla vlivem vysokých teplot v průběhu 

reakce degradována. Tento problém vedl k vysoké spotřebě DNA polymerázy a také k 

vyšší možnosti kontaminace vzorku. Původní polymeráza byla izolována z bakterie 

Escherichia coli, jejím nedostatkem byla velká termolabilita, jelikož neodolávala 

teplotám blížícím se ke 100°C. V roce 1988 byla po několika letech studií objevena 

termostabilní DNA polymeráza izolovaná z bakterie Thermus aquaticus (Taq 
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polymeráza). Tato využitá bakterie se vyskytuje v termálních pramenech 

Yellowstonského národního parku, její optimální teplota pro správné fungování se 

pohybuje kolem 70°C (Saiki et al., 1988; Herzogová, 2014). PCR reakce se stala velmi 

automatickou, a to díky spojení termocykleru a Taq polymerázy. 

28. července 1985 byla polymerázová řetězová rekce patentována firmou Cetus 

Corporation a Dr. Kary B. Mullis byl uveden jako její hlavní vynálezce. Následně byla 

tomuto americkému biochemikovi udělena roku 1993 Nobelova cena za chemii 

(URL1). 

3.5.3 Princip metody PCR 

I když má metoda PCR v dnešní době řadu modifikací, základní princip této metody 

zůstává stejný. Principem je tedy schopnost DNA polymerázy in vitro (mimo tělo 

živého organismu) zmnožit specifický úsek DNA, k čemuž dochází až poté, co 

proběhne hybridizace specifických primerů, jenž se váží na vlákna DNA tak, aby jejich 

3´konce směřovaly proti sobě. Nasednuté primery neslouží jen k vymezení oblasti pro 

DNA polymerázu, nýbrž jsou také počátečním dvouřetězcovým úsekem DNA a od 

tohoto úseků může polymeráza vlákno syntetizovat. Polymerázy nedokáží syntetizovat 

vlákno „de novo“ (od začátku), ale úkolem polymerázy je pouze prodlužovat 3´konce 

krátkých komplementárně navázaných primerů (Erlich, 1989). 

Na začátku každé polymerázové řetězové reakce probíhá počáteční denaturace templátu, 

která je důležitá pro vznik vazebných míst pro primery. Následují fáze, při kterých 

proběhne nasednutí primerů a syntéza. Základní jednotkou PCR reakce je jeden cyklus. 

V tomto jednom cyklu se opakují jednotlivé fáze denaturace, annealing, extenze a každý 

ze základních cyklů se podle potřeby opakuje 25–60 x. Teoreticky by mělo po průběhu 

každého cyklu dojít ke zdvojnásobení množství produktu (po n cyklech získáme 2n 

produktu). Číslo 2 představuje 100% účinnost zmnožení, jenž se ve většině případů 

bohužel neshoduje s účinností reálnou (Hatina et Sykes, 1999). 

3.5.3.1 Denaturace 

V první fázi reakce PCR, která se označuje jako fáze denaturační, dochází k rozvolnění 

vodíkových vazeb mezi purinovými a pyrimidinovými bázemi komplementárních 

nukleotidů dvouřetězcové DNA a následnému vzniku dvou samostatných vláken DNA 
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(McPherson et Moller, 2000). Důležité je stanovit optimální teplotu a dobu trvání této 

fáze, k čemuž je nezbytná znalost oblastí bohatých na GC páry, koncentrace a 

zastoupení iontů v reakční směsi a v poslední řadě také pH roztoku (Innis et al., 1990). 

Pokud se nastaví teplota, jenž je nižší, než je v této fázi potřeba, může dojít k 

neúplnému oddělení vláken, jehož výsledkem bude nenasednutí primerů. V opačném 

případě, tedy při nastavení vysoké teploty dochází k degradaci templátu nebo některé ze 

složek reakční směsi. Denaturační fáze většinou probíhá v rozmezí teplot 90–98°C a 

probíhá nejčastěji 10–60 sekund (Herzogová, 2014; Kočárek, 2008). 

3.5.3.2 Annealing 

V této tzv. anelační fázi probíhá nasednutí specifických primerů (hybridizaci) na 

komplementární místo na DNA řetězci. Teplota anelační fáze se stanovuje empiricky a 

při jejím stanovení závisí hlavně na nukleotidové sekvenci navržených primerů. 

Nejvhodnější teplota pro nasednutí primerů Ta (annealing temperature) je nejčastěji o 

5°C nižší, než teplota tání Tm (melting temperature) primerů. Tuto teplotu lze vypočítat 

podle následujícího vztahu: Tm = 2 x AT + 4 x GC, AT představuje počet AT párů a 

GC počet GC párů v sekvenci. Druhá fáze probíhá většinou za takové teploty, která se 

pohybuje kolem 55–70°C a obvykle trvá 30–60 vteřin (Herzogová, 2014; McPherson et 

Moller, 2000). 

3.5.3.3 Extenze 

Ve třetí a zároveň poslední fázi každého cyklu, která se nazývá extenze (elongace), 

dochází k aktivaci DNA polymerázy, jenž začne prodlužovat 3´konce primerů a tak 

vytvářet nové komplementární řetězce. V tomto kroku využívá DNA polymeráza k 

syntéze volných deoxyribonukleotidtrifosfátů (dNTPs). Tyto volné 

deoxyribonukleotidtrifosfáty jsou součástí reakční směsi, syntéza tedy probíhá až do 

konce templátového vlákna (Kočárek, 2008). Pro stanovení optimální teploty této fáze 

je určující délka amplifikovaného úseku. Čím vyšší je teplota, tím je také rychlejší 

syntéza Taq polymerázou. Využívá se teplota 72°C pro extenzi úseku do 3 kb po dobu 

jedné minuty. Na základě jednotlivých zkušeností bylo prokázáno, že při této teplotě je 

Taq polymeráza schopna syntetizovat vlákno rychlostí více než 3 500 nukleotidů za 

minutu (Bartlett et Stirling, 2003; Herzogová, 2014). 
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3.5.4 Využití polymerázové řetězové reakce 

Metoda PCR se postupem času stala jednou z nejvyužívanějších metod v různých 

oborech a laboratořích, jejichž hlavní náplní je práce s nukleovými kyselinami (DNA, 

RNA). Příkladem oborů, ve kterých se využívá právě polymerázová řetězová reakce 

jsou kriminalistika, medicína, zoologie, prenatální diagnostika, systematická biologie, 

genové inženýrství, mikrobiologie, nebo bioinformatika. PCR metoda nám může sloužit 

například ke sledování vývojových vztahů mezi jedinci, také ke klonování genů, 

určování otcovství, dále ke zjišťování bakteriálních a virových infekcí, k detekci mutací, 

studování polymorfismů, sledování dědičných chorob, měření genových expresí, nebo 

například k identifikaci onkogenů (Lynch et Brown, 1990; Šmarda et al., 2005). 

Při metodě PCR se využívá reakční směs, jenž se obvykle nazývá master mix. Aby 

mohla PCR správně a bez problémů proběhnout, musí každý master mix obsahovat 

určité komponenty. Mezi jednotlivé složky reakční směsi patří: templátové vlákno, 

primery, DNA dependentní DNA polymeráza, dNTPs, dvojmocné kationty, pufr, voda a 

aditiva (Logan et al., 2009). 

3.5.5 Templátové vlákno 

Templátem může být nukleová kyselina, jako například genomová DNA (gDNA), 

mitochondriální DNA, plazmidová DNA, komplementární DNA (cDNA) či RNA, jenž 

obsahuje cílovou sekvenci nukleotidů a slouží tak k tvorbě amplikonů. Templátovou 

nukleovou kyselinu lze získat izolací z řady různých buněk, tkání, pletiv recentních, ale 

i fosilních. Na tomto základě se odvíjí kvalita a kvantita templátové nukleové kyseliny. 

DNA polymeráza následně využívá nukleovou kyselinu jako matrici a je schopná tak 

syntetizovat vlákno na principu komplementarity bází, tedy Adenin–Tymin; Guanin–

Cytosin (Kočárek, 2008). 

3.5.6 Primery 

Jako primery se označují krátké, synteticky vytvořené oligonukleotidy, jenž 

komplementárně nasedají na specifický úsek DNA. Proto abychom mohli zmnožit jeden 

úsek DNA je zapotřebí 2 primerů, tedy přímého (forvard) a zpětného (reverse) primeru. 

kolem těchto dvou primerů je nasednout vždy na jeden ze dvou řetězců DNA tak, aby 

jejich 3´konce směřovaly proti sobě. DNA polymeráza následně nasedne na tyto konce 
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a může syntetizovat dané vlákno. První i druhý navržený primer musí splňovat určité 

podmínky, jednou z nich jejich specifičnost, obzvláště jejich 3´konců, a to z toho 

důvodu, aby nedošlo k jejich nasednutí na jiném místě, než je požadováno. Jednotlivé 

primery by neměly obsahovat vnitřně komplementární sekvence, protože by mohly vést 

ke tvorbě smyček. Dalším důležitým faktorem je délka primerů. Délka primerů by měla 

být přibližně stejná, tedy 15–30 bází. Důležité je také množství AT a GC párů, které by 

mělo být přibližně stejné (GC párů ideálně mezi 40–70%), jelikož se od toho následně 

odvozuje teplota tání primerů (Tm). Rozdíl Tm mezi prvním a druhým navrženým 

primerem by neměl být větší než 2–5°C (Erlich, 1989; Altshuler, 2006). 

Primery mohou být správně navrženy až tehdy, kdy je známa cílová sekvence DNA, 

poté mohou být primery navrženy i samotným uživatelem pomocí webových stránek, 

nebo počítačových programů. Často se používá například RepeatMasker, který má 

schopnost vyhledat mikrosatelity, retrotranspozony a transpozony, díky čemuž lze 

předejít tvorbě nespecifických produktů v reakci (URL2). Mezi další používané 

programy patří například Primer-Blast, který umí navrhnout několik primerů pro 

cílovou sekvenci, také dokáže ověřit další komplementární úseky, na které by se mohl 

navrhnutý primer hybridizovat (URL3). Pokud není přesná sekvence cílového úseku 

známá, lze využít speciální primery, mezi které patří tzv. degenerované nebo mutagenní 

primery (Kwok et al., 1994). Degenerované primery jsou tvořeny směsí primerů s velmi 

podobnými sekvencemi, jenž se odlišují pouze jednotlivými bázemi. Tyto degenerované 

primery se používají nejčastěji v takových případech, kdy dochází k amplifikaci 

stejného genu z různých organismů, nebo pokud neznáme sekvenci nukleotidů, ale víme 

pořadí aminokyselin. Příkladem degenerovaného primeru je primer 

GG(C,G)A(C,G,T)A, který má na třetí pozici navázaný cytosin nebo quanin a na pozici 

páté cytosin, quanin nebo tymin (Linhart et Shamir, 2005). Co se týká mutagenních 

primerů, ty mají ve své sekvenci přítomnou určitou mutaci (deleci, inzerci) a mají tak 

schopnost vkládat tyto změny do cílové sekvence PCR produktu (Herzogová, 2014; 

Kwok et al., 1994). 

3.5.6.1 RGss1/RGss2 

Ještě před tím, než byla u ptáků objevena lokalizace CHD genu na pohlavních 

chromozomech, bylo pohlaví určováno na základě potvrzení přítomnosti chromozomu 
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W. Griffiths et al. (1992) se pokoušeli identifikovat pohlaví u jedinců rodu špaček 

(Sturnus), konkrétně tedy u špačka obecného (Sturnus vulgaris) pomocí metody PCR, a 

to na základě zmnožení repetitivního DNA elementu vázaného na W chromozom. 

Testování proběhlo na základě získání vzorků DNA od 10 samců a 10 samic špačka 

obecného. Autoři museli pro průběh reakce PCR navrhnout dva primery 

(23nukleotidové), jednalo se o primer RGss1 (5´-CTGTCCTGCCACTTCCCAGCACT-

3´) a primer RGss2 (5´-CGGTCGGGAGGTTTCAAGGAATG-3´). Pomocí těchto 

primerů bylo možné amplifikovat úsek o velikosti 175 bp Jednalo se o úsek, který se 

vyskytoval u všech jedinců. U 10 studovaných samic se amplifikoval také úsek o 

velikosti 800 bp. Výskyt fragmentu o velikosti 175 bp u všech zkoumaných jedinců 

značí správný průběh PCR reakce. Bylo zjištěno, že u fylogeneticky vzdálenějších 

druhů, jako je například kavka obecná (Corvus monedula) nebo sýkora koňadra (Parus 

major), nedošlo ke zmnožení úseku specifického pro pohlaví při PCR reakci, při které 

byly použity RGss1 a RGss2 primery. Můžeme tady říci, že lze pomocí těchto dvou 

primerů určit pohlaví pouze u jedinců z již zmíněného rodu špaček (Paprskářová, 2014). 

3.5.6.2 P2/P3 

O navržení primerů P2 a P3 se zasloužili Griffiths et Tiwari (1995), jenž tyto dva 

primery navrhli pro zmnožení úseku konzervativního genu nacházejícího se na 

chromozomu W. Primer P2 (5´-CTGCATCGCTAAATCCTTT-3´) a primer P3 (5´-

AGATATTCCGGATCTGATAGTGA-3´). U druhu ara Spixův proběhlo zmnožení 

úseku velikosti 104 bp, a to u samců i u samic. Gen byl ovšem přítomen kromě 

chromozomu W, ještě na dalším chromozomu. V té době však ještě autoři nevěděli, že 

jde o gen CHD, který se vyskytuje na obou pohlavních chromozomech Z i W. Nebylo 

tedy možné určit pohlaví u ptáků pouhým zmnožením tohoto genu za použití výše 

zmíněných primerů. Autoři tedy následným zkoumáním, pomocí tzv. sekvenace zjistili, 

že zmnožený úsek, který pochází z pohlavního chromozomu W, zahrnuje restrikční 

místo pro DdeI enzym, ale na amplifikovaném úseku, jenž nepochází z chromozomu W 

se toto restrikční místo nevyskytuje. Museli tedy provést PCR reakci za použití těchto 

primerů, štěpení enzymem DdeI a následnou elektroforetickou separaci produktů. 

Výsledkem byl u samců jeden produkt o velikosti 104 bp, kdežto u samic se nacházely 

produkty o velikosti 31, 73 a 104 bp (Paprskářová, 2014). 
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Autoři Griffiths et al. (1996) použili primery P2 a P3 k určování pohlaví u celé řady 

ptačích druhů a díky využití PCR reakce s těmito primery získali produkty o velikosti 

110 bp. Při této reakci byl použit restrikční enzym HaeIII, který má restrikční místo 

lokalizováno na genu CHD, jenž nepocházející z chromozomu W, jelikož u CHD genu 

lokalizovaném na tomto chromozomu se zmínění restrikční místo nenachází. Po 

uskutečnění elektroforetické separace byly u samců patrné dva produkty o velikosti 45 a 

65 bp, získané pomocí štěpení enzymem HaeIII. U samic byly po průběhu separace 

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

Martín et al. (2000) použili tyto primery k povedení PCR reakce a k následnému 

stanovení pohlaví u mláďat dropa velkého (Otis tarda). Pohlaví bylo určováno u 

mláďat, jelikož mláďata tohoto druhu jsou monomorfní, na rozdíl od dospělých jedinců, 

kteří jsou dimorfní a lze tedy snadno rozlišit samčí a samičí pohlaví. K určování jim 

sloužily molekulární metody a také porovnávání morfologických vlastností jedinců jako 

je například délka ocasu nebo hmotnost. Výsledky po porovnání jednotlivých metod 

vypadaly tak, že rozlišení pohlaví pomocí morfologických znaků bylo úspěšné u 98,2% 

jedinců, na rozdíl od určení pohlaví zmnožením genu CHD za použití primerů P2/P3 a 

dalším štěpením restrikčním enzymem HaeIII, jenž bylo úspěšné na 100%. Po pár 

týdnech, kdy mláďata vyrostla a bylo tak díky pohlavnímu dimorfismu možné rozeznat 

samce a samici, mohlo dojít k potvrzení správnosti určení pohlaví. 

Problém nastal u druhů lesňák havajský (Myadestes obscurus) a berneška havajská 

(Branta sandvicensis), u kterých nebylo možné určit pohlaví na základě zmnožení genu 

CHD primery P2/P3 a následným štěpením restrikčním enzymem HaeIII. U obou 

pohlaví po průběhu PCR vyskytoval pouze produkt o velikosti 110 bp. Následným 

sekvenováním bylo zjištěno, že v místě působení restrikčního enzymu HaeIII na CHD 

genu, jenž pochází z chromozomu Z, došlo k mutaci, která vedla k odtranění 

restrikčního místa (Jarvi et Farias, 2006; Paprskářová, 2014). 

3.5.6.3 1237L/1272H 

Při navrhování primerů 1237L/1272H se myslelo na to, aby tyto dva primery nasedaly 

na značně konzervativní úsek CHD genu. První z dvojice primerů je 1237L (5´-

GAGAAACTGTGCAAAACAG-3´) a ten je schopen nasedat na helikázové doméně a 
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primer 1272H (5´-TCCAGAATATCTTCTGCTCC-3´) nasedá na DNA vazebné 

doméně CHD genu. Tyto primery mají schopnost zmnožit takový úsek, který obsahuje 

intron. Tyto introny nejsou příliš konzervativní a mají u pohlavních chromozomů 

různou velikost, v závislosti na ptačím druhu. Primery 1237L a 1272H byly využity 

k zjišťování pohlaví u řady ptačích druhů, amplifikované úseky měly u studovaných 

druhů odlišnou velikost, jež se pohybovala od 210 do 285 bp. Při provedení 

elektroforetické separace na agarózovém gelu byl u mnoha druhů patrný jeden fragment 

u samců a dva fragmenty u samic. Tyto bandy odpovídají zmnožení CHD genu na 

chromozomu Z a chromozomu W s rozdílnou velikostí intronu. U některých druhů byl 

však rozdíl mezi velikostí zmnoženého místa CHD genu na pohlavních chromozomech 

tak malý, nebo vůbec žádný, že nebylo možné na základě výsledků elektroforetické 

separace určit pohlaví. U těchto druhů musela být k úspěšnému určení pohlaví použita 

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

Jensen et al. (2003) určovali pohlaví u 47 druhů ptáků. Pro určení pohlaví využívali již 

zmíněné primery 1237L a 1272H a primery P2/P8. Oba páry primerů zmnožily stejný 

intron, ovšem s tím rozdílem, že dvojice primerů P2 a P8 nasedají na odlišná místa 

CHD genu než primery 1237L/1272H. Velikostní rozdíl mezi amplifikovanými 

produkty, jež pocházejí z pohlavních chromozomů Z a W, jsou stejné. Důvodem je to, 

že oba páry primerů amplifikují stejný intron. Při porovnání amplifikace s primery 

P2/P8 a s primery 1237L/1272H, bylo u druhé dvojice primerů nalezeno mnohem víc 

nespecifických produktů (Paprskářová, 2014). 

3.5.6.4 2550F/2718R 

Dalšími navrženými primery pro molekulární determinaci pohlaví u ptáků na základě 

srovnání odlišné délky intronu genu CHD, jenž pochází z chromozomu Z a 

chromozomu W, jsou primery 2550F (5´-GTTACTGATTCGTCTACGAGA-3´) a 

2718R (5´-ATTGAAATGATCCAAGTGCTTG-3´). Pro navržení těchto primerů byla 

využita cDNA sekvence CHD genu W i Z chromozomu. Využito bylo sekvence cDNA 

od kura domácího (Gallus domesticus). Genomická DNA kura domácího byla tedy 

amplifikována zmíněnými primery a získaný produkt byl následně delší v porovnání s 

původní sekvencí cDNA. Produkt získaný zmnožením CHD genu pohlavního 

chromozomu W byl velký 450 bp, kdežto produkt CHD genu pohlavního chromozomu 
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Z měl velikost 600 bp. Úkolem těchto primerů je nasednout na konzervativní část genu 

a zmnožit tak úsek obsahující intron. Pro potvrzení, zda rozdíl 150 bp skutečně 

odpovídá rozdílné velikosti intronu byla použita sekvenace, která tuto skutečnost 

opravdu potvrdila. K testování pohlaví bylo použito 50 druhů ptáků. Velikost 

namnoženého úseku CHD genu chromozomu W se u jednotlivých druhů pohybovala 

v rozmezí 400 až 450 bp a velikost namnožených úseků genu CHD chromozomu Z byla 

600 až 650 bp. Následně se provedla agarózová elektroforéza, jejímž výsledkem byl 

výskyt jednoho produktu u samců a dvou produktů odlišné velikosti u samic. U samic 

některých druhů byl nejprve zmnožen kratší úsek CHD genu na pohlavním 

chromozomu W, přičemž produkt zmnožení tohoto již zmíněného genu z pohlavního 

chromozomu Z se nepodařilo detekovat. Ovšem u všech samců zmnožení proběhlo, 

takže bylo možné rozeznat o jaké pohlaví se jedná, a to na základě odlišné velikosti 

zmnožených produktů u samců a samic. Jelikož nebylo možné u třech druhů pěvců 

(Passeriformes) určit pohlaví, musela být použita trojice primerů 3007F/2987F/3112R, 

které následně umožnili pohlaví identifikovat (Fridolfsson et Ellegren, 1999; 

Paprskářová, 2014). 

Jarvi et Farias (2006) díky svému testování pohlaví zjistili, že výše zmíněné primery 

2550F/2718R je vhodné využít pro určení pohlaví u těchto ptačích druhů: vrabec 

domácí (Passer domesticus), hýl mexický (Carpodacus mexicanus), šatovník žlutokápý 

(Loxioides bailleui), panenka muškátová (Lonchura punctulata), lesňák havajský 

(Myadestes obscurus), sojkovec drozdovitý (Garrulax canorus), kruhoočko japonské 

(Zosterops japonicus) či timálie čínská (Leiothrix lutea). 

3.5.6.5 3007F/2987F/3112R 

Tato trojice primerů 3007F (5´-TACATACAGGCTCTACTCCT-3´), 3112R (5´-

CCCCTTCAGGTTCTTTAAAA-3´) a 2987F (5´-CACTACAGGGAAAACTGTAC-3´) 

byla využita při studiu molekulární evoluce CHD genu na pohlavních chromozomech Z 

a W. Při této studii proběhlo srovnávání sekvence CHD genu, jenž pocházel od jedinců 

druhu budníček lesní (Phylloscopus sibilatrix), budníček větší (Phylloscopus trochilus), 

lejsek bělokrký (Ficedula albicollis) a také slavík modráček (Luscinia svecica). Pro 

zmnožení intronu CHD genu chromozomu Z byl využit pár primerů 3007F a 3112R. 
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Primery 3112R a 2987F byly použity pro amplifikaci intronu CHD genu pohlavního 

chromozomu W (Ellegren et Fridolfsson, 1997). 

Proběhla studie jejímž autorem byl Seki (2003), který se zabýval úspěšností určení 

pohlaví u jedinců červenky černohrdlé (Erithacus komadori) při čemž použil vzorky 

DNA získané z odlišných tkání. DNA byla tedy získána z bukální sliznice a z krve. Pro 

zjištění pohlaví u červenky černohrdlé byly využity primery 3007F a 3112R. 

Výsledkem analýzy pohlaví u toho druhu bylo vždy správné stanovení pohlaví, ať už 

byla DNA získána z krve nebo z bukální sliznice. Odběr buněk z bukální sliznice se 

používá hlavně pro určení pohlaví u mláďat, jelikož je tento odběr méně invazivní a 

také méně časově náročný, v porovnání s odběrem krve (Paprskářová, 2014). 

3.5.6.6 CH-F/CH-R 

Jedná se o primery, které byly využity k determinaci pohlaví u kanára divokého 

(Serinus canaria). Primer CH-F (5´-GGATGAGGAACTGTGCAAAAC-3´) a primer 

CH-R (5´AATAGTTCGCGGTCTTCCAC-3´). U kanárů nebyla známá žádná sekvence 

CHD genu chromozomu W. Došlo tedy k tomu, že byla pro vznik těchto primerů 

použita sekvence CHD genu chromozomu W získaného od jedinců patřících do druhu 

nazývaného tangara olivovohřbetá (Hemispingus frontalis). Díky použití těchto primerů 

bylo možné po PCR amplifikaci identifikovat pohlaví u kanára divokého. Výsledkem 

byl u samců jeden produkt o velikosti 306 bp, kdežto u samic byly přítomny produkty 

dva, jeden o velikosti 306 bp a druhý větší 345 bp. Všechny zmíněné produkty byly 

výsledkem elektroforetické separace PCR produktů probíhající na agarózovém gelu 

(Doosti et al., 2009). 

3.5.6.7 P2/P8 

Autoři Griffiths et Tiwari (1995) navrhli primer P2 a P8. Primer P2 (5´-

TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3´) má funkci revers primeru Tento pár primerů P2/P8 

byly využity k vyhledávání intronů v genu CHD. K vytvoření forward primru P8 

(5´CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3´), kdy R = A/G a Y = T/C byla použita 

sekvence CHD genu, jenž pocházel od myši domácí (Mus musculus) a také sekvence 

CHD genu chromozomu Z pocházející od kura domácího. Následně bylo porovnáním 

výsledků získaných sekvenováním CHD genu zjištěno, že 3´konce primeru P2 a 
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primeru P8 u zástupců zebřičky pestré (Taeniopygia guttata), kura domácího (Gallus 

gallus domesticus) a myši domácí se ničím neliší. Z těchto výsledných porovnání u 

taxonomicky odlišných druhů lze označit CHD gen jako konzervativní. Primery P2/P8 

jsou podle tedy schopné zmnožit úsek genu u všech ptačích druhů. Úkolem již 

zmíněných primerů P2/P8 je zmnožit ten úsek genu CHD, jenž obsahuje intron, který 

není konzervativní. Tento intron má zároveň i odlišnou velikost u CHD genu 

pohlavního chromozomu Z a W. Testování pomocí primerů P2 a P8 bylo provedeno na 

28 ptačích druzích a u 27 z nich bylo pohlaví úspěšně určeno. Jeden amplifikovaný 

produkt se vyskytoval u samců a u samic byly přítomny tyto produkty dva. Ve většině 

případů byl produkt amplifikace CHD genu pohlavního chromozomu W větší než 

produkt chromozomu Z, výjimku ovšem představují výsledné produkty pocházející 

například od vlhy pestré (Merops apiaster) či holuba domácího (Columba livia), u 

těchto druhů tomu totiž bylo přesně naopak. Jednotlivé ptačí druhy se od sebe odlišují 

velikostí zmnoženého úseku genu CHD. Jako příklad se uvádí dva bandy vyskytující se 

u poštolky obecné (Falco tinnunculus), jenž jsou o poznání větší než bandy nacházející 

se u kavky obecné (Corvus monedula). Pomocí elektroforetické separace PCR produktů 

ve tříprocentním agarózovém gelu se nepodařilo identifikovat pohlaví u puštíka 

obecného (Strix aluco), u všech ostatních druhů však identifikace možná byla. Pohlaví 

se u tohoto druhu nepodařilo určit, jelikož introny CHD genu chromozomu Z a W se 

velikostně příliš nelišily. Pro elektroforetickou separaci byl tedy následně použit 

osmiprocentní denaturující polyakrylamidový gel, jenž umožnil rozlišit odlišně velké 

produkty PCR. Použitím primerů P2/P8 se nepodařilo identifikovat pohlaví u jedinců 

pštrosa dvouprstého (Struthio camelus), důvodem je totiž jeho zařazení mezi běžce 

(Paleognathae), pro které je chrarkteristická nerozlišenost pohlavních chromozomů 

(Griffiths et al., 1998). 

U ptačích druhů patřících do řádů šplhavci (Piciformes), papoušci (Psittaciformes), a 

hrabaví (Galliformes) byly pro stanovení pohlaví aplikovány primery P2/P8. Díky 

provedení elektroforetické separace PCR produktů za použití agarózového gelu se 

podařilo rozlišit pohlaví u dvou řádů. Jednalo se o řády papoušci a šplhavci, jenž byly 

zastoupeni druhy z čeledi tukanovití. U třetího z testovaných řádů, hrbaví, které 

zastupovala čeleď hokovití (Cracidae), musela být použita elektroforetická separace v 
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polyakrylamidovém gelu. Důvodem byla podobná velikost PCR produktů CHD genu 

chromozomu Z i W (Miyaki et al., 1998; Paprskářová, 2014). 

Mezi další testované jedince patří druhy jako alkounek nejmenší (Aethia pusilla), 

alkounek drobný (Aethia pygmaea), také alkounek chocholatý (Aethia cristatella) a 

alkounek papouškovitý (Aethia psittacula). U těchto druhů zjišťoval Dawson et al. 

(2001) pohlaví pomocí zmnožení CHD genu za použití primerů P2/P8. Výsledkem 

testování bylo zjištění polymorfizmu na chromozomu Z u všech uvedených druhů. Jako 

příklad lze uvést alkounka drobného, u jehož samců se ve většině případů po 

elektroforetické separaci v polyakrylamidovém gelu vyskytoval jeden fragment o 

velikosti 377 bp. V některých případech však byly u samců objeveny dva produkty o 

velikosti 377 a 365 bp. U samic byl na rozdíl od samců přítomen produkt PCR 

amplifikace o velikosti 391 bp, jenž prezentoval zmnožený úsek CHD genu 

chromozomu W. Velikost úseku CHD genu chromozomu Z byla nejčastěji 377 bp, 

ovšem u některých samic byla velikost tohoto úseku 365 bp. Již zmíněný 

polymorfizmus na Z chromozomu byl zjištěn také u druhu sýkora koňadra (Parus 

major), páv korunkatý (Pavo cristatus) a šoupálek dlouhoprstý (Certhia familiaris). 

Produkty PCR, které pochází z pohlavního chromozomu Z jsou na první pohled menší 

než produkty pocházející z pohlavního chromozomu W, což může být problém při 

amplifikaci P2/P8 primery. O problému se mluví z toho důvodu, že může nastat situace, 

kdy bude úsek CHD genu na chromozomu Z zmnožen přednostně, a tudíž může být 

samice určena jako samec. Tento případ totiž nastal zástupce tučňáka kroužkového 

(Pygoscelis adeliae) (Paprskářová, 2014). 

3.5.6.8 Sex1/Sex2 

Tento pár primerů byl použit k určení pohlaví u jedinců rodu bažant mandžuský 

(Crossoptilon mantchuricum). O použití těchto primerů právě u zmíněného bažanta se 

zasloužili Wang et Zhang (2009). Prvním krokem byla amplifikace PCR s primery 

P2/P8, z důvodu předběžného určení pohlaví. Získané produkty byly poté podrobeny 

sekvenaci. Primer Sex1 (5´-TCCCAAGGATGAGAAACTGTGCAAAACAGGTA-3´) 

a primer Sex2 (5´-CCTTCACTTCCATTAAAGCTGATCTGGAATTTC-3´) jsou 

takové primery, které jsou komplementární ke konzervativním úsekům osekvenované 

části genu CHD u bažanta mandžuského. Výsledné určení pohlaví pomocí primerů Sex1 
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a Sex2 bylo úspěšné na 100%, zatímco úspěšnost určení pohlaví za použití primerů 

P2/P8 činila jen 91,01%. Primery Sex1/Sex2 byly úspěšně použity také k určení pohlaví 

u jedinců patřících do řádu pěvci (Paprskářová, 2014). 

3.5.6.9 P8/WZ-common/W-specific 

Pomocí již zmíněných primerů P2/P8 nebylo možné identifikovat pohlaví u jedinců 

volavky žlutozobé (Egretta eulophotes) z důvodu polymorfismu intronového úseku na 

genu CHD pohlavního chromozomu Z. Došlo tedy k navržení páru nových primerů, 

jenž jsou založeny na konzervativní sekvenci části CHD genu zmnoženého pomocí 

primerů P2/P8. Jedná se tedy o primery WZ-common a W-specific. Primer WZ-

common (5´-CCCTTCACTTCCATTAAAGC-3´) se nachází na konzervativním úseku 

CHD genu obou pohlavních chromozomů Z i W. Primer W-specific (5´-

ACCCAACCCAAAAGTACAAG-3´) se nachází na specifické sekvenci genu CHD 

pohlavního chromozomu W. Při průběhu PCR reakce byly použity celkem tři primery. 

Primer P8 jako forward primer a primery WZ-common a W-specific byly využity jako 

revers primery. U výsledných produktů PCR amplifikace byla provedena 

elektroforetická separace probíhající ve dvouprocentním agarózovém gelu. Produkty 

této reakce byly u samičího pohlaví velké 250 bp, přičemž se jedná o výsledek 

zmnožení primerů P8/WZ-common a produkt o velikosti 140 bp, který zmnožil pár 

primerů P8/W-specific. U samců byl viditelný pouze jeden fragment o velikosti 250 bp. 

Analýza těchto nových primerů probíhala také u jiných ptačích druhů, než je druh 

volavka žlutozobá. Mezi další testované druhy patří jedinci žijící především v Číně a 

patřící do čeledi volavkovití (Ardeidae). Konkrétně byly testovány například druhy jako 

bukáček žlutonohý (Ixobrychus sinensis), volavka bílá (Ardea alba), volavka stříbřitá 

(Egretta garzetta), volavka pobřežní (Egretta sacra), volavka rusohlavá (Bubulcus ibis), 

také volavka popelavá (Ardea cinerea) nebo kvakoš noční (Nycticorax nycticorax). U 

všech těchto zmíněných druhů bylo bylo možné přesně identifikovat pohlaví pomocí 

zmnožení genu CHD primery P8/WZ-common/W-specific (Paprskářová, 2014; Wang et 

al., 2011). 
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3.5.6.10 CHD1F/CHD1R 

Tyto primery byly navrženy ze sekvenčního uspořádání dvojice primerů 2550F/2718R. 

Primery CHD1F (5´-TATCGTCAGTTTCCTTTTCAGGT-3´) a CHD1R (5´-

CCTTTTATTGATCCATCAAGCCT-3´) byly testovány na 144 vzorcích u 58 ptačích 

druhů. Při výzkumu byla využita kapilární elektroforéza, díky které bylo prokázáno, že 

dvojice těchto primerů se vyskytuje v relativně široké škále, tedy přibližně od 316 bp až 

do 816 bp. Výskyt závisí na testovaném druhu (Lee et al., 2010). 

3.5.7 DNA polymeráza 

Lze rozlišit dva základní typy DNA polymerázy, které se využívají v průběhu PCR 

reakce. Prvním z nich je DNA dependentní DNA polymeráza, jenž se využívá jako 

templát DNA. DNA dependentní DNA polymeráza je enzym, jehož funkcí je 

syntetizovat vlákna DNA na základě komplementarity bází (A–T; G–C). Druhým typem 

DNA polymerázy je RNA dependentní DNA polymeráza, která se využívá jako templát 

RNA, a to především při reverzní transkripci. Enzym reverzní transkriptáza má za úkol 

katalyzovat přepis z jednovláknové RNA do komplementární DNA (Nussbaum et al., 

2004; Erlich, 1989). 

Dnes je již výhodné využívat termostabilní rekombinantní DNA polymerázy. První a 

zároveň také nejčastěji používanou polymerázou je Taq polymeráza. Tato polymeráza je 

izolovaná z bakterie Thermus aquaticus, postrádá 3´ → 5´exonukleázovou aktivitu, 

důležitá je také její přesnost, která se pohybuje kolem 1,3 x 105 bází (Holland et al., 

1991). Další polymerázou je Pfu polymeráza, jenž je izolovaná z archeobakterie 

Pyrococcus furios. Pfu termostabilní polymeráza je nejméně chybující polymerázou, 

jejíž přesnost se pohybuje kolem přesnost kolem 7,7 x 105 bází (Slater et al., 1998). Z 

bakterie Thermus flavus je získávána Tfl polymeráza a Tth polymeráza je izolovaná z 

bakterie Thermus thermophilus. Obě tyto zmíněné polymerázy mají schopnost se v 

přítomnosti 𝑀𝑔2+ chovat jako DNA dependentní DNA polymerázy. Opačná situace 

nastává v přítomnost 𝑀𝑛2+, kdy se chovají jako RNA dependentní DNA polymerázy 

(Herzogová, 2014; McPherson et Moller, 2000). 
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3.5.8 Deoxyribonukleosidtrifosfáty (dNTPs) 

Volné dNTPs slouží jako stavebními kameny pro tvorbu nových řetězců. V reakční 

směsi lze nalézt a rozlišit 4 základní typy, jedná se o deoxyadenosintrifosfát, 

deoxytymidintrifosfát, deoxycytidintrifosfát a deoxyguanosintrifosfát. V průběhu tzv. 

syntetické fáze se dNTP, jenž je komplementární k nukleotidu na templátovém řetězci, 

svojí OH skupinou poslední kyseliny fosforečné váže na poslední nukleotid na 3´konci 

syntetizovaného vlákna. V reakční směsi musí být značný nadbytek volných dNTPs, 

jenž se skládají kromě kyseliny fosforečné také z cukru deoxyribózy a nukleových bází, 

mezi které patří adenin, tymin, guanin, cytosin (McPherson et Moller, 2000; Bustin, 

2004). 

3.5.9 Dvojmocné kationty 

Na základě použité DNA polymerázy se odvozuje, jaké dvojmocné kationty se budou 

při reakci využívat. Ve většině případů platí, že pro DNA dependentní DNA 

polymerázu se nejčastěji využívá  𝑀𝑔2+, naopak pro RNA dependentní DNA 

polymerázu se nejčastěji používá 𝑀𝑛2+. Koncentrace použitých kationtů se stanovuje 

empiricky. Jejich stanovení závisí na množství templátu, dNTPs, primerů, také na 

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

3.5.10 Pufr a voda 

Nepostradatelnou součástí reakční směsi je tzv. pufrovací roztok, jelikož vytváří vhodné 

podmínky pro aktivitu DNA polymerázy. Složení a pH pufru závisí na použité DNA 

polymeráze, stejně, jako je tomu u použitých dvojmocných kationtů. Jako příklad lze 

uvést složení pufru pro Taq polymerázu (Top-Bio, Česká republika), které vypadá takto: 

100 mM Tris-HCl (pH 8,8 při 25°C), 500 mM KCl, 1% Triton X-100, 15 mM 𝑀𝑔𝐶𝑙2 

(URL4). 

Pro metodu PCR se doporučuje používat ultračistou vodu, nebo vodu, která je přímo 

určená pro PCR. Důvodem je ta skutečnost, že voda bývá velmi častým zdrojem 

kontaminace (Herzogová,2014). 
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3.5.11 Aditiva 

Aditiva jsou jednou z dalších možných složek reakční směsi. Schopnost aditiv spočívá 

ve zvýšení efektivity reakce PCR. Mezi nejčastěji používaná aditiva se řadí betain, 

glycerol, dimethylsulfoxid, formamid, Tween-20 nebo síran amonný. Pro zvýšení 

rezistence Taq polymerázy je možné do reakční směsi přidat glycerol. Dělá se to proto, 

aby nedošlo k její degradaci z důvodu vysokých teplot. Důležité je ještě zmínit fakt, že 

aditiva nejsou nutnou součástí reakční směsi, v porovnání s jejími dalšími složkami 

(Bartlett et Stirling, 2003). 

3.5.12 Modifikace PCR 

V současné době má metoda PCR řadu různých variant. Mohou zahrnovat modifikace 

standardního PCR postupu například touch-down PCR, modifikace strategie PCR 

například nested PCR, hot start PCR, multiplex PCR, asymetrická PCR nebo alelově 

specifická PCR. Další varianty PCR obsahují modifikace využívající cDNA namísto 

gDNA například RT-PCR, RACE PCR, nebo modifikace využívajících amplifikaci 

neznámého fragmentu DNA jako je například inverzní PCR a PCR s degenerovanými 

oligonukleotidovými primery (Herzogová, 2014).  

Všechny existující modifikace PCR mají jeden společný znak, kterým je detekce 

výsledného produktu na konci reakce (tzv. end-point detection), při kterém se zmnožený 

produkt vizualizuje nejčastěji za pomoci gelové elektroforézy nebo hybridizace se 

značenými sondami (McPherson et Moller, 2000). Ve všech modifikacích však existuje 

jedna výjimka, kterou je kvantitativní real-time PCR, jenž umožňuje sledování 

průběžného množství zmnoženého produktu během jednotlivých cyklů PCR (Logan et 

al., 2009). U real-time PCR je důležité, aby došlo k přepsání vyizolované RNA do 

cDNA (Herzogová, 2014).  

3.6 Ptačí systematika 

Systematické členění třídy ptáci (Aves) bylo a stále je velmi obtížné. Řada vědců se 

pokusila na základě různých analýz tuto třídu rozčlenit. V některých případech došlo ke 

shodě, ovšem většinou se jednotlivé hypotézy autorů rozcházely. 
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Třídu ptáci (Aves) je možné ročlenit na dvě podtřídy, kterými jsou běžci (Paleognathae) 

a letci (Neognathae). Letce je možné dále rozdělit na dva nadřády: Galloanserae a 

Neoaves. Nadřád Galloanserae zahrnuje řády hrabaví (Galliformes) a vrubozobí 

(Anseriformes) a do nadřádu Neoaves patří všichni ostatní letci. Jedná se o klasické 

pojetí systému, které je totožné pro morfologické i molekulární metody. Vývoj 

jednotlivých ptačích druhů je možné zjišťovat na základě morfologických znaků, DNA-

DNA hybridizaci, různé délky intronu, mitochondriálního genomu nebo na základě 

ribozomální RNA. Je velmi obtížné rozlišit vzájemné vztahy mezi jednotlivými 

skupinami, jelikož se výsledky fylogenetických studií pomocí výše uvedených metod 

liší (Hackett et al., 2008). 

Byly snahy o zjištění vzájemných vztahů zástupců nadřádu Neoaves. Na tomto 

zkoumání se podílel Ericson et al. (2006) a to díky porovnávání nukleotidových 

sekvencí 5 jaderných genů získaných celkem od 87 ptačích druhů. Při zkoumání došlo 

k použití genů c-myc (exon 3), RAG-1, myoglobin (intron 2), β-fibrinogen (intron 7) a 

ornithindekarboxyláza (introny 6 a 7). Tito autoři rozdělili nadřád Neoaves na Metaves 

a Coronaves. Do monofyletické skupiny Metaves lze zahrnou například čeledi 

kolibříkovití (Trochilidae), holubovití (Columbidae), lelkovití (Caprimulgidae), 

potápkovití (Podicipedidae), plameňákovití (Phoenicopteridae) a rorýsovití (Apodidae). 

Skupina Coronaves je skupina, která zahrnuje pozemní, stromoví a vodní ptáky patřící 

například do čeledi datlovití (Picidae), čápovití (Ciconiidae), chřástalovití (Rallidae), 

také jestřábovití (Accipitridae), puštíkovití (Strigidae), pelikánovití (Pelecanidae), 

sokolovití (Falconidae) nebo tukanovití (Rhamphastidae). Zmíněné rozdělení je 

podmíněno přítomností intronu 7 genu pro β-fibrinogen při srovnávacích analýzách. 

Pokud není tento gen ve srovnání přítomen, není možné provést jednoznačné rozdělení 

Neoaves na Metaves a Coroaves. Autoři, jenž sestavovali fylogenetické vztahy ptáků 

zjistili, že řády veslonozí (Pelecaniformes) a brodiví (Ciconiiformes) nejsou řády 

monofyletické. Řád veslonozí obsahuje čeledi jako pelikánovití (Pelecanidae), 

kladivoušovití (Scopidae), člunozobcovití (Balaenicipitidae), volavkovití (Ardeidae) a 

ibisovití (Threskiornithidae). Uvádí se že řád brodiví a řád veslonozí mají totožného 

předka jako má řád tučňáci (Sphenisciformes) a potáplice (Gaviiformes) (Paprskářová, 

2014). 
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Vzájemné vývojové vztahy vytvořené na základě mitochondriálního genomu získaného 

od 41 druhů ptáků, vyvrací monofyletický původ ptačích druhů, jenž se řadí do skupiny 

nazývané Metaves. Tento fakt lze uvést na příkladu řádu potápky (Podicipediformes) a 

také plameňáci (Phoenicopteriformes), jenž patří do skupiny Metaves a jejichž 

sesterskou skupinou je řád dlouhokřídlí (Charadriiformes), patřící do skupiny 

Coronaves. Podle ptačích vztahů, které byly vytvořené na základě mitochondriálního 

genomu lze usuzovat, že společného přadka mají volavky a čápy. Na rozdíl od fregatek 

a pelikánů, jejichž společný předek je odlišný. Na základě fylogenetických vztahů se 

jednotlivé druhy dělí na Metaves a Coronaves, ovšem řád plameňáci a potápky mají 

podle porovnání mitochondriálního genomu relativně blízko k řádu veslonozí 

(Pelecaniformes) a k řádu brodiví (Ciconiiformes) (Paprskářová, 2014; Morgan-

Richards et al., 2008). 

U 169 druhů ptáků testovali Hackett et al. (2008) jadernou DNA a to z 19 nezávislých 

lokusů. Po provedení tohoto testování bylo zjištěno, že několik morfologicky rozdílných 

ptačích řádů je spojeno s řádem pěvci (Passeriformes). Mezi tyto řády patří například 

řád papoušci (Psittaciformes), dravci (Falconiformes), sovy (Strigiformes) a šplhavci 

(Piciformes). Následně mohli autoři na základě získaných výsledků vyloučit čeleď 

faetonovití (Phaethontidae) z řádu veslonozí. V díle těchto autorů bylo porovnáno 

zařazení ptačích druhů do jednotlivých řádů na základě tří odlišných klasifikací. Orli a 

jestřábi jsou podle klasifikace, jejímiž autory jsou Livezey et Zusi (2007) a Peters et al. 

(1931–1987) začleněni do řádu dravců (Accipitriformes). Na základě klasifikace, kterou 

vytvořili Sibley et Monroe (1990), jsou však součástí řádu brodiví (Ciconiiformes). 

Plameňáci jsou rod patřící dle Sibley et Monroe (1990) a Livezey et Zusi (2007) do řádu 

brodiví, Peters et al. (1931–1987) ho ovšem řadí do řádu plameňáci. Stejný je případ 

potápek, jež jsou dle Sibley et Monroe (1990) řazeny do řádu brodiví, ale na základě 

klasifikace, kterou sestavili Peters et al. (1931–1987) a Livezey et Zusi (2007) se čeleď 

potápkovití řadí do vlastního samostatného řádu potápky. Výsledky pocházející ze 

studie Hackett et al. (2008) říkají, že plameňáci a potápky jsou poměrně fylogeneticky 

vzdálení od řádu brodiví. Proto do tohoto řádu nepatří. Dalším rozdílem jsou rody 

kormorán, pelikán, fregatka a terej, kteří jsou podle Peters et al. (1931–1987) a Livezey 

et Zusi (2007) součástí řádu veslonozí (Pelecaniformes), ovšem podle Sibley et Monroe 
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(1990) patří do řádu brodiví. Do řádu brodiví patří podle autorů Sibley a Monroe (1990) 

také rody jako člunozobec, čáp, ibis, volavka, kladivouš nebo tučňák. Na základě 

klasifikace vytvořené autory Hackett et al. (2008) se však rody jako ibis, člunozobec, 

volavka a kladivouš řadí spíše k pelikánům. Jedinci zastupující rod tučňáků tvoří podle 

těchto autorů vlastní řád tučňáci (Spheniscidae) (Paprskářová, 2014). 

Lze tedy říci, že roztřídění jednotlivých druhů do ptačích řádů není zcela jednotné a je 

velmi problematické. Hoyo et al. (1992) a Šťastný et al. (1998a) rozdělili řád brodiví na 

pět čeledí, a to čeleďi člunozobcovití, čápovití, ibisovití, volavkovití a také 

kladivoušovití. Podle klasifikace, kterou vytvořili Gaisler et Zima (2007) a Burnie 

(2008) patří do řádu brodiví jen tři čeledi, a to čápovití, ibisovití a volavkovití. 

Zbývající dvě čeledi člunozobcovití a kladivoušovití jsou těmito autory přiřazovány do 

řádu veslonozí. Burnie (2008) rozděluje řád dravci na tři čeledi, jako jsou jestřábovití, 

kondorovití (Cathartidae) a sokolovití, rozdíl je však opět v klasifikaci dle Gaisler et 

Zima (2007), jenž rozdělují řád dravci na pět čeledí. Jejich rozdělení tedy zahrnuje 

navíc také čeleďi orlovcovití (Pandionidae) a hadilovovití (Sagittariidae), jenž se podle 

Burnieho (2008) řadí do čeledi jestřábovití (Paprskářová, 2014). 

Přehled nejnovějších hypotéz v ptačí systematice nabízí Mayr (2011), tento autor 

nesouhlasil s rozdělením třídy ptáci na Metaves a Coronaves. Naznačil ovšem existenci 

dvou jiných velkých skupin ptáků, které jsou charakteristické prostředím, ve které se 

vyskytují. Kromě pozemních ptáků by se mělo jednat o ptáky vodní. Tato skupiny by 

podle tohoto autora měla být tvořena potáplicemi, tučňáky, ibisy, čápovitými, pelikány, 

fregatkami, faetonovitými a člunozobcovitými. Autor se pro tuto skupinu snaží zavést 

název Aequornithes. 

Z metodologického pohledu je v současné době ptačí systematika založena především 

na kladistické analýze genomů a v menší míře také na analýze morfologických znaků. 

3.6.1 Řád sovy 

Sovy (Strigiformes) jsou druhově relativně početný řád třídy ptáků, do kterého se řadí 

více než 200 druhů zástupců sov. Výskyt sov je hlášen na všech kontinentech s 

výjimkou Antarktidy. Jedná se o noční živočichy, kteří jsou k tomuto způsobu života 

přizpůsobeni řadou adaptací. Tyto adaptace sovám umožňují lovení za soumraku či za 

https://cs.wikipedia.org/wiki/Pot%C3%A1plice
https://cs.wikipedia.org/wiki/Tu%C4%8D%C5%88%C3%A1ci
https://cs.wikipedia.org/wiki/Ibis
https://cs.wikipedia.org/wiki/%C4%8C%C3%A1povit%C3%AD
https://cs.wikipedia.org/wiki/Pelik%C3%A1ni
https://cs.wikipedia.org/wiki/Fregatkovit%C3%AD
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tmy. Za zmínku určitě stojí jejich dokonalý sluch, jenž sovám ulehčuje orientaci. Sovy 

jsou řádem ptáků s nejdokonaleji vyvinutým sluchem. Uvádí se, že jsou schopni 

rozeznávat zvuky nacházející se až na horní hranici zvukového spektra. Jejich let je 

velmi tichý. Typický je pro sovy vzpřímený postoj, velké oči a mohutný zahnutý zobák. 

Jejich obživou jsou ve velké míře drobní obratlovci, jako například hlodavci či malí 

ptáci. Z důvodu predačního způsobu života byly sovy dříve považovány za příbuzné 

dravcům. Tato teorie příbuznosti sov a dravců byla však následně vyvrácena a dnes jsou 

za nejbižší příbuznou skupinu sov považováni lelkové (Hudec et al., 1994–2001). 

Zástupci řádu sovy hnízdí nejčastěji na stromech, v jejich dutinách, na skalách, 

v budovách či v hnízdech jiných ptáků. Jejich mláďata jsou krmivá, líhnou se postupně 

a na jejich péči se podílí oba rodiče. Pokud je málo potravy, může dojít také k tomu, že 

starší z mláďat sežere to mladší (Burnie, 2008; Gaisler et Zima, 2007; Šťastný et al., 

1998b). 

3.6.1.1 Kalous ušatý (Asio otus) 

Zástupce z řádu sov, kalous ušatý (Asio otus), se ve velkém měřítku vyskytuje v 

palearktické a nearktické oblasti světa (Šťastný et al., 1996, 2006). Druhy, jež jsou mu 

velmi blízce příbuzné se vyskytují i v tropických oblastech Afriky a Ameriky, kde patří 

mezi stálý druh ptáků (Hudec et al. 1983). V oblastech střední Evropy se vyskytují 

kalousi, z nichž něktří jsou přelétaví, někteří stálí a menší část jedinců je také tažná 

(Šťastný et al., 2006). V zimních obdobích tedy dochází k jejich migraci na české území 

ze severu a severovýchodu (Řezníček, 1981). Na základě sčítání ptáků, které proběhlo 

v roce 1986 je kalous ušatý druhou nejrozšířenější sovou u nás, hned po puštíku 

obecném (Strix aluco). Podle Atlasu hnízdního rozšíření vydaného roku 2009 (Bejček, 

Šťastný, 2009) je sice výskyt kalouse ušatého nižší, i přes to však stále zůstává na 

druhém místě, hned za puštíkem obecným. V období migrací severské populace od října 

do počátku března se však i kalous stává bezpochyby nejpočetnější sovou na našem 

území a svým výskytem tak přeskočí i puštíka obecného (Formánek, Škopek, 2000; 

Hlasivcová, 2015). 

Výskyt kalouse představuje relativně veliký areál, jenž je velmi pestrý. Může obývat 

lesy, remízy, otevřené oblasti polí a luk, také skupiny stromů, větší parky nebo 

například hřbitovy (Hudec et al., 1983; Šťastný, 1996). Výskyt kalousů je možné poznat 
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podle přítomnosti vývržků, jenž se nacházejí pod jehličnatými stromy, které obývají. 

Vývržky jsou nestrávené zbytky potravy, které obsahují kosti, srst nebo peří živočichů, 

které byli kalousem pozřeny. V potravě kalousů se nejčastěji vyskytují hraboši polní 

(Microtus arvalis), jenž představují až 90% celkové kořisti (Šťastný et al., 2006; Hudec 

et al., 1983). Mezi další složky potravy u kalousů patří například drobní savci, ptáci, 

obojživelníci nebo hmyz v závislosti na daných podmínkách (Hudec et al., 1983). Podle 

některých autorů (Boháče a Michálkové) je složení potravy závislé na sezónních 

změnách, jako příklad lze uvést zvýšený podíl myšic v průběhu října a listopadu 

v závislosti na polních pracech (Hudec et al., 1983; Hlasivcová, 2015). 

Také způsoby hnízdění kalousů jsou závislé na okolnostech, jimž je hnízdění 

přizpůsobeno. Pro tyto ptáky je charakteristické, že si nestaví svá vlastní hnízda, ale 

využívají starých opuštěných hnízd dříve patřících dravcům, holubům či krkavcovitým 

ptákům. Mezi další možná místa hnízdění kalousů patří dutiny a budky, výjimečně je 

možné nalézt kalousí hnízdo i na zemi (Šťastný et al., 2006). Hnízdní údaje v České 

republice ukazují, že je rozšíření kalousů relativně rovnoměrné a v dlohodobém měřítku 

nepodléhá významným změnám. Musí se však zmínit fakt, že se početní stavy kalouse 

ušatého pozměňují v krátkodobém měřítku, a to na základě změn početnosti jedinců 

v populaci hraboše polního (Microtus arvalis) (Šťastný et al., 2006). V rozmezí let 

1973–1977 byl výskyt hnízd na území České republiky v 80% kvadrátů světových 

sčítání (Šťastný et al., 1996). Tento výskyt byl v letech 2001–2003 na 78%. Pokles 

v těchto letech však nebyl způsoben úbytkem jedinců, ovšem přiznaným nedostačujícím 

obsazením jedinců v některém z kvadrátů. Dnes je kalous ušatý řazen do kategorie LC 

Červeného seznamu, tedy málo dotčený druh (Hlasivcová, 2015; Šťastný et al., 2006). 

Kalous ušatý je sova střední velikosti měřící 35–40 cm a vážící 220–435 g. Dalšími 

typickými znaky kalousů je velká kulatá hlava se zřetelnýma velkýma očima, na kterých 

je charakteristická oranžová duhovka (Marks et al., 1994; Šťastný et al., 1996, 2006). 

Velmi výraznou charakteristikou kalouse ušatého jsou právě péřová ouška, díky kterým 

může být někdy zaměněn za výrečka malého (Otus scops). Kalous je však velikostně 

větší, než výreček (Šťastný et al., 1996, 2006). Kalouse ušatého je též možné zaměnit s 

výrem velkým (Bubo bubo), kalous je však oproti výrovi výrazně štíhlejší a menší 

(URL5). Na základě podobné velisti je možné si kalouse splést s puštíkem obecným 



43 

 

(Strix aluco). Typické je pro něj rezavohnědé zbarvení s tmavě hnědými skvrnami, jež 

jsou podélně uspořádané (Šťastný et al., 1996, 2006; Hudec et al. 1983). U mláďat lze 

na hlavě v prachovém peří nalézt hrbolky, které představují základy per, z nichž 

v dospělosti vzniknou „ouška“ (Šťastný et al., 2006; Hlasivcová, 2015). 

 

Obr. 1: Kalous ušatý (Asio otus) při odchytu. Foto: Dráb 

 

Obr. 2: Detail kalouse ušatého při odchytu. Foto: Dráb 

3.6.1.2 Odlišnosti juvenilního a adultního šatu 

U většiny sov není mezi šatem mláďat a dospělých jedinců žádný významný rozdíl. 

V ptačí říši však existují i takové druhy sov, u kterých je možné pozorovat rozdíl mezi 

šatem mladých a dospělých exemplářů. Jako příklad lze uvést šat sovy pálené (Tyto 
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alba), jenž se v průběhu prvních dvou až tří let života zásadně barevně odlišuje. U 

samců dochází k tomu, že se po přepeření ve druhém roce života opeření postupně 

zesvětluje, v porovnání s rokem předešlým. U samic nejsou pozorovatelné tak znatelné 

rozdíly šatu, jako je tomu u samců (Hlasivcová, 2015; Roulin, 1999a). 

3.7 Pohlavní dimorfismus 

Sexuální dimorfismus, též pohlavní dvoutvárnost je označení pro odlišnosti mezi 

samcem a samicí. Tyto rozdíly mezi pohlavími se rozlišují v živočišné i rostlinné říši. 

Pohlaví se v rámci jednoho biologického druhu zahrnujícího dvě odlišné genetické 

formy liší například tvarem těla, jeho velikostí, nebo zbarvením. Rozdíly mezi 

pohlavími jsou velmi časté u valné většiny živočišných i rostlinných druhů, které mají 

oddělená pohlaví, jsou to tzv. gonochoristé. Z evolučního hlediska je výhodná tvorba 

mikrogamet u samců a makrogamet u samic. Díky tomu totiž dochází k zabezpečení 

rozdílného původu genů (Flegr, 2005). Na základě odlišností mezi samicemi a samci 

můžeme živočichy rozdělit na dvě skupiny. Do první skupiny patří živočichové, jenž 

mají diferencované pouze pohlavní orgány a zbylé morfologické znaky mají totožné 

(Frayer et Wolpoff, 1985). Tuto skutečnost je možné pozorovat hlavně u třídy plazů, ve 

které lze jako příklad uvést hady či hatérie. Do druhé skupiny patří takové druhy 

živočichů, jenž mají jasně pozorovatelné pohlavní rozdíly. Typickým příkladem 

živočichů této druhé skupiny je většina savců např. primáti či sloni, ale řadí se sem také 

někteří bezobratlí živočichové jako například brouci (Hlasivcová, 2015). 

V minulosti byl i autor systematického řazení živého světa Systema Naturae, jež je 

považováno za historicky první dílo tohoto druhu, Carl Linné zmaten při určování 

ptačích jedinců, a to díky různým formám sexuálního dimorfismu. Tento uznávaný 

autor pojmenoval kachnu divokou nepřesným názvem, a to Anas platyrhynchos. 

Nesprávná klasifikace byla zveřejněna také v rozšiřujícím vydání z roku 1758. Jednalo 

se o kachnu, samici, jenž měla sice hnědé peří, ale na křídle byl patrný modrý pruh. 

Ovšem kachního samce, který měl tmavě zelenou hlavu a krk, dále modrá křídla a 

zelenožlutý zobák, definoval Carl Linné jako Anas bochas. Následně však označení 

Anas bochas zaniklo a došlo ke sjednocení obou pohlaví, která dostala stejný názvem 

Anas platyrhynchos (Andersson, 1994; Hlasivcová, 2015). 
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Britský přírodovědec a zakladatel evoluční biologie Charles Darwin na základě svých 

výzkumů odvodil, že vznik sexuálního dimorfismu je možné přisuzovat třem příčinám 

(Hedrick et Temeles, 1989). Za tytu příčiny jsou považovány potravní soutěžení mezi 

pohlavími, dále pohlavní funkce mezi samcem a samicí a v poslední řadě také pohlavní 

výběr. Pohlavní dimorfismus se pravděpodobně vyvinul z počátečního stavu 

monomorfismu, což je odvozeno na základě souladu s genetickým modelem. Evoluce 

pohlavního dimorfismu závisela na objektu zájmu jednotlivého pohlaví. Počátek 

odlišností mezi samcem a samicí je přisuzován spíše než genetické korelaci, potravní 

rivalitě (Hedrick et Temeles, 1989; Hlasivcová, 2015). 

Na základě trvání pohlavní dvoutvárnosti je možné ji rozdělit do dvou skupin, na 

trvalou a dočasnou. Dočasná (periodická) pohlavní dvoutvárnost se objevuje v období 

zvýšené pohlavní aktivity. V této době se totiž více projevují, nebo zesilují sekundární 

pohlavní znaky. Do skupiny dočasného dimorfismu určitě patří velmi známý a typický 

barevně nápadný svatební šat, objevující se u některých zástupců ptáků, plazů, ryb i 

obojživelníků (Duelmann et Trueb, 1994). 

Známky sexuálního dimorfismu jsou závislé také na věku jedince, jelikož v juvenilním 

období jsou mláďata svým vzhledem podobná spíše samicím. Typickým příkladem u 

třídy savců je lev pustinný (Panthera leo). Pokud bychom vzali v úvahu také další 

skupiny živočichů, jako jsou ptáci, ryby, obojživelníci či plazi, musíme říci, že je u nich 

juvenilní vzhled obvykle rozdílný od podoby adultních jedinců. U ptáků jsou takovýmto 

příkladem čeledi jeřábovití (Gruidae) nebo rackovití (Laridae) (Kořínek, 1999; 

Hlasivcová, 2015). 

Velikost těla je řazena mezi nejnápadnější pohlavně dimorfní znaky (Frayer et Wolpoff, 

1985). Reprodukční úspěšnost u živočichů je pravděpodobně hlavním důvodem jejich 

rozdílné velikosti. Velikostní rozdílnost slouží jako vhodný model pro porozumění 

evolučních procesů. Rozdílná velikost těla se totiž řadí mezi nejvýznamnější 

kvantitativní znaky organismu a je ve značné míře spojována s behaviorálními a 

fyziologickými znaky živočichů (Foellmer, 2014). Reprodukční úspěšnost však u 

jednotlivých druhů závisí na různých faktorech. U savců jsou ve většině případů větší 

samci než samice. Typický je příklad rypouše sloního (Mirounga leonina), u něhož 

samci dosahují až dvojnásobné velikosti oproti samicím. Důvodem je jejich následné 
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zvýhodnění při souboji s dalšími samci o přízeň samice, čímž se jim zvýší 

pravděpodobnost páření (LeBoeuf et Reiter, 1988). Další příklad velikostního 

dimorfismu lze uvést u žab na čeledi hvízdalkovití (Leptodactylidae), u kterých jsou 

opět zvýhodněni větší samci, jelikož samice upřednostňují hlasový projev samců větších 

rozměrů (Ron, 2008). Dalším z uvedených příkladů je snovačovitý pták patřící do 

skupiny vdovek a nazývající se vida kohoutí (Euplectes progne). U tohoto zástupce 

ptáků samice sexuálně upřednostňují ty samce, kteří mají delší ocasní pera (Andersson, 

1982). Opačně je tomu však u studenokrevných obratlovců a u bezobratlých živočichů, 

u nichž je většinou samice větší nežli samec (Foellmer, 2014). Stejně je tomu také u 

čeledi netopýrovití (Vespertilionidae), kde je větší velikost samičky zdůvodněna 

mateřskou ochranou embryí, nošením nově vylíhnutých mláďat a také větší plodností 

(Hedrick et Temeles, 1989; Hlasivcová, 2015). 

3.7.1 Pohlavní dimorfismus u ptáků 

Odlišnost pohlaví je u ptáků velmi podobná, jako u jiných obratlovců, jedná se tedy 

většinou o velikostní odlišnosti, odlišnosti v poměrech těl (Amadon, 1959 ex. Salander, 

1966), anebo v barvě peří. Odlišnost barev mezi jednotlivci různých pohlaví je dána 

především frekvencí mimopárového rozmnožování (Owens et Hartley, 1998). Na 

základě výzkumů autoři Owens a Hartley (1998) prohlašují, že pohlavní dvoutvárnost je 

znatelnější především u polygamních živočišných druhů a druhy monogamní jsou často 

monomorfní. Nemůžeme však toto jejich tvrzení vztáhnout na všechny ptačí druhy, 

jelikož je prokázáno, že existují také druhy monomorfní, jež se vyznačují prvky 

spolygamního chování. Sexuální preference u samic jsou zatím jen nedokonale 

zmapované a nedefinované. Møller (1988) uvedl takovou teorii, že samice při výběru 

partnera uvažují o počtu potenciálních potomků, kteří by v dospělosti měli podobné 

ozdoby, jako jejich otcové, což povede k tomu, že potomci budou mít výhodu vyšší 

pravděpodobnosti kopulace. Tuto teorii dokládá poznatky o vlaštovce obecné (Hirundo 

rustica), u které se samci, jenž měli uměle prodloužená ocasní pera, pářili dříve než ti, 

jenž ocasní pera prodloužena neměli. Podařilo se jim tedy za jednu sezónu zplodit více 

potomků (Hlasivcová, 2015).  

U sov a dravců se pohlavní dimorfismus projevuje zejména rozdílnou velikostí jedinců 

odlišného pohlaví. Samice jsou u těchto druhů větší než samci. Lundberg (1986) tento 
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fakt dokládá výsledky získanými na základě studie dimorfismu, v níž poukazuje na 

evidentní závislost mezi hmotností jedinců a rozpětím křídel obou pohlaví. Na základě 

jeho výsledků je patrné, že rozdíly v délce křídel souvisí s potravou, přičemž odlišnosti 

ptačích hmotností jsou závislé na zeměpisné šířce, ve které jedinci primárně žijí. 

Odlišnosti ve velikosti křídel a hmotnosti jedinců je možné přikládat také rozdělení 

životních a výchovných rolí mezi pohlavími. Úkolem samce je zajišťování potravy pro 

rodinu, počínající kladením vajec a končící až v době, kdy jsou mláďata schopná letu. 

Z toho vyplývá celková konstituce samce, tedy kratší křídla a drobnější tělo, aby mohl 

efektivně lovit potravu. Samice má za úkol pečovat o mláďata a musí být tudíž schopna 

dlouhodobého půstu, proto je její váha vyšší. Větší hmotnost samic je také odůvodněna 

dosažením lepší adaptace k teplotním výchylkám prostředí v období, kdy kvůli 

mláďatům musí setrvávat v hnízdě a nemůže se z něj vzdálit. Schopnost lepší 

termoregulace je výhodná především v těch případech, kdy chov začíná v chladných 

podmínkách. Podle Muellera (1986) je nejspolehlevějšími znaky pro identifikaci 

pohlaví u sov stanovení jejich velikosti a váhy (Hlasivcová, 2015). 

3.8 Opeření 

Opeření je typickým znakem pro třídu ptáci a zároveň je podle některých výzkumů 

vývojově nejshodnější se šupinami plazů (Hudec et al., 1972). Jedná se o speciální ptačí 

tělní pokryv, který je svou strukturou sice nejsložitější, ale také nejlehčí. Díky výborné 

tepelné izolaci je kůže ptáků v porovnání s jinými živočichy velice slabá (Brooke et 

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

Právě opeření je základním klíčem pro určování ptačích druhů. Principem této metody 

je rozlišování typů opeření a také jeho zbarvení. Právě jedinečnost ptačího opeření 

poukazuje na rozdíly mezi blízce příbuznými ptačími druhy, nebo naopak odhaluje 

určité vnitrodruhové rozdílnosti, jako jsou například rozdíly věkové (Hudec et al., 1972; 

Hlasivcová, 2015). 

3.8.1 Struktura ptačího opeření 

U ptáků lze rozlišit řadu typů per, z nichž je jejich opeření utvořené. Každý tento typ má 

odlišné vlastnosti a je morfologicky neobyčejně proměnlivý. I přes jednotlivé odlišnosti 

mají však všechny typy per společné určité základní rysy (Hudec et al., 1972). Ze 
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základního pohledu je ptačí pero rozděleno na několik částí. Jednou z částí je stvol 

(scapus), jenž představuje osu pera. Dolní část stvolu je dutá a označuje se jako brk 

(calamus), naopak jeho horní část je plná a tvoří tzv. osten (rhachis). Další popisovanou 

částí ptačího pera je prapor (vexillum), jenž vyrůstá z ostnu. Letky, což je jeden z typů 

ptačích per, mají vnější část praporu tužší než vnitřní. Prapor je charakteristický svou 

specifickou strukturou, jenž je utvořena tak, aby mohl při létání zůstat celistvý a 

především pružný. Postranní větve (rami) praporu vybíhají z ostnu do obou jeho částí. 

Tyto postranní větve jsou dále vzájemně spojeny kratšími paprsky (radii). Zmíněné 

paprsky mají obloukovitý tvar, mohou směřovat směrem dolů, nebo jsou opatřeny 

příchytnými háčky a směřují opačným směrem ke špici pera. Oba druhy do sebe přesně 

zapadají a dělají pero kompaktní právě díky jejich specifickému tvaru. Některé druhy 

ptáků mají postranní větve uspořádány tak, že na okraji vnější části praporu vytváří 

takzvaný hřebínek, jenž zabraňuje turbulentnímu proudění a umožňuje tak takřka 

neslyšný let, jenž je charakteristický právě pro sovy (Brooke et Birkhead, 1991; Hudec 

et al., 1972; Hlasivcová, 2015; Veselovský, 2001). 

Ptačí peří se rozděluje na několik základních typů. Jedním z nich je peří obrysové 

(pennae), které má specifický tvar a díky tomu určuje i tvar ptačího těla. Z obrysových 

per jsou nadále rozrůzňovány další typy per. Na křídlech se nacházejí letky (remiges), 

mezi další typy ptačích per se řadí pera krycí (tectrices) a také pera rýdovací, též 

označovaná jako ocasní (rectrices). Dále se popisují pera, která již mají rozdílný tvar a 

funkci. Mezi nejobvyklejší typy per s rozdílným tvarem patří prachová pera (plumae). 

Prachové peří vyrůstá pod krycím peřím a jeho nejdůležitější funkcí je udržování stálé 

tělní teploty. Zbývající typy per jsou pera meziprachová (meniplume), prachdrobivá 

(semiplumae), vlasová (filoplumae), dále štětinová (setae) a také pera opatřena 

paostnem (hyporhachis), jenž se vyskytuje u vývojově starší taxonů, jako jsou například 

hrabaví (Galliformes) nebo pštrosi (Struthioniformes) (Brooke et Birkhead, 1991; 

Hudec et al., 1972; Hlasivcová, 2015; Veselovský, 2001).  

Jak už bylo zmíněno v předchozích kapitolách, šat ptáků se v průběhu života mění. 

Opeření u vylíhnutých mláďat je tvořené pouze šatem prachovým (pulli). Někteří ptáci 

patřící například do čeledi potáplice (Gaviformes), sovy (Strigiformes) nebo vrubozobí 

(Anseriformes) vymění v průběhu časného mládí dvojí prachový šat. První prachový šat 
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(neoptile) se od toho druhého (mesoptile) obyčejně liší zbarvením (Hudec et al., 1972; 

Hlasivcová, 2015; Veselovský, 2001). Pro každý juvenilní šat však platí, že se skládá 

z prvních obrysových per. Doba výskytu nedospělého šatu se u různých druhů ptáků 

poměrně liší. Některé původní letky se mohou na těle nacházet ještě v pozdějším šatu. 

Existují ptáci, kteří jsou typičtí tím, že se u nedospělých ptáků vyskytuje opeření, jenž je 

tvořené šatem juvenilním i šatem adultním a nazývá se tak šat subadultní. Tento jev je 

typický pro většinu dravců a velkých ptáků. Dospělý šat je označován jako šat adultní a 

je tvořen pery dospělých ptáků (teloeptile). Pro období pohlavní aktivity je typické 

nošení tzv. šatu svatebního. Naopak v období pohlavního klidu je nošen šat prostý a v 

tomto šatu se samci velmi podobají samicím (Hlasivcová, 2015; Hudec et al., 1972). 

3.9 Barevnost ptačího opeření 

Ptáci patří mezi nejbarevnější suchozemské živočichy, jelikož je jejich barevná škála 

opravdu velmi rozmanitá (Stoddard et Prum, 2015). Evoluční biologové se pokoušejí už 

řadu let (od dob Darwina) vysvětlit rozdíly ve velikosti a barevnosti peří mezi 

jednotlivými pohlavími (Dunn et al., 2001). Na základě některých zjištění se uvádí, že 

rozmanitá barevnost ptačího peří souvisí s tou skutečností, že ptáci jsou schopni 

spatřovat širokou škálu barev. Většina savců tuto schopnost nemá (Vinther et al., 2008; 

Stoddard et Prum, 2015). Barva opeření jednotlivých ptačích jedinců není náhodná a má 

řadu významů. Mezi nejzákladnější významy barevnosti peří patří například 

ovlivňování výběru partnera, schopnosti splynout s okolím při hrozícím nebezpečí a 

zbarvení také napomáhá zhodnotit schopnosti a kvalitu jedince (Andersson, 1994; 

Hlasivcová, 2015). 

3.9.1 Fylogeneze ptačího zbarvení 

První druhy ptáků vznikali v období Jury. Z tohoto období, Jura–Terciér, pochází také 

nejstarší nalezené fosilní zbytky ptačího peří, jež byly následně podrobeny analýze 

(Davis & Briggs 1995, ex. Vinther et al., 2008). Na základě výzkumů, které proběhly u 

fosilních materiálů peří, bylo zjištěno, že většina zbytků ptačího peří obsahuje stopy 

uhlíku, jenž na nich pravděpodobně ponechaly organely melaninu, nazývané 

melanosomy. Melanosomy mají takovou strukturu, která umožňuje zachovávat barevný 
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vzor v původním peří a díky tomu můžu následně snadněji proběhnout výzkum 

vyhynulých ptáků (Vinther et al., 2008; Hlasivcová, 2015).  

V průběhu vývoje se ptačí peří různě měnilo (Stoddard et Prum, 2015). U samců však 

neproběhlo tolik výrazných změn, jako tomu bylo u samic, u nichž se ptačí peří měnilo 

častěji a znatelněji (Bruns, 1997; Price et Eaton, 2014). Toto tvrzení potvrdil Bruns 

(1997) svými výzkumy ptáků z čeledi tangarovití (Thraupidae). Daný jev je možné 

objasnit tak, že základem přírodního výběru byla zřejmě samčí selekce, nebo probíhal 

na základě konkurence mezi samicemi (Bruns, 1997). Je tedy možné říci, že přechod z 

dichromatismu na monomorfismus je s největší pravděpodobností vázán právě na 

samice. Lze tedy říci, že i přes řadu pravděpodobných evolučních změn je tedy pohlavní 

výběr v současné době řízen ve větší míře samicemi (Hlasivcová, 2015; Price et Eaton, 

2014).  

Na základě jednotlivých studií bylo vysloveno obecné tvrzení, že s rostoucí velikostí 

těla dochází ke změně vzoru peří. Odlišné charakteristiky struktury peří a jeho zbarvení 

jsou závislé na vývojových znacích jednotlivých druhů od nidikolních (krmivých) ptáků 

až po ptáky nidifugní (nekrmivé). Menší druhy jako jsou například pěvci mají podle 

všech indicií relativně delší ocas na rozdíl od velkých druhů, mezi které se řadí 

například pštrosi. Pro tento druh ptáků je zase typické zvětšování horní poloviny těla. 

Sovy lze společně s dravci zařadit mezi takové skupiny ptáků, jenž mají poměr horní 

části těla relativně shodný s délkou ocasu. Na základě těchto okolností rozdělil Reigner 

(2008) peří do jednotlivých vzorků a následně z toho vytvořil model. Mezi již zmíněné 

vzory tedy patří vzory maskovací, žíhaný, jednobarevný či tečkovaný, černý nebo bílý a 

také reverzní maskovací (Hlasivcová, 2015). 

3.9.2 Fyzikální a chemický podklad ptačího zbarvení 

Relativně dlouhou dobu probíhají výzkumy fenotypové variability u jednotlivých 

živočichů. Různé druhy zvířat jsou totiž odlišně zbarvené, což poskytuje spoustu 

modelových rysů potřebných ke studiu pohlavního výběru, ale také v průběhu živočišné 

signalizace či maskování (Evans et Sheldon, 2015). Díky různé barevnosti peří jsou 

ptáci chráněni před ultrafialovými paprsky slunce. Dále barevnost peří absorbuje 

infračervené záření a také zvyšuje pevnost peří. Ve většině případů platí ten fakt, že 
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viditelné části peří jsou více barevné a vzorované, naopak peří skryté je barevné méně 

(Brooke et Birkhead, 1991). Fyzikální a chemický podklad zbarvení peří je velmi 

složitý. Za prvé se může jednat o strukturální zbarvení. Strukturální zbarvení je 

podmíněno lomem světla, které vychází z mikrostruktur keratinových vrstev 

jednotlivých per na základě interferenčních jevů světla. Za druhé může být zbarvení 

způsobené pigmenty (Fox, 1976; Brush, 1978; Hlasivcová, 2015). Je ovšem důležité, že 

každý již zmíněný typ vzniku zbarvení peří produkuje jen určité barvy (McGraw et al., 

2002). Na základě různých studií bylo prokázáno, že při zbarvení není limitující 

dostupnost pigmentu. Na druhou stranu bylo však také prokázáno, že na zbarvení může 

mít negativní vliv způsob života jedince, nebo různá potravní omezení (Hill, 1992). 

Do skupiny nejznámějších a nejčastěji studovaných pigmentů se řadí karotenoidy a 

melaniny. Tyto dva pigmenty se od sebe odlišují svým rozdílným původem. 

Karotenoidy jsou pigmenty, jenž si živočichové nedokáží sami syntetizovat, což 

znamená, že jejich exprese závisí na jejich dostatečném obsahu v přijímané potravě. 

Melaniny jsou naopak pigmenty, které jsou vytvářeny z aromatických aminokyselin 

nazávaných fenylalanin a tyrosin (Fox 1976; Hlasivcová, 2015). Mezi další pigmenty, 

které se vyskytují v peří ptáků patří porfyriny. Jedná se o pigmenty, jež jsou z 

chemického hlediska příbuzné hemoglobinu a žlučovým barvivům. Pod ultrafialovým 

zářením mají porfyriny sytě červenou barvu, a to je důvod, proč se projevují jako hnědé 

až rezavé zbarvení peří (McGraw, 2006a, 2006b). Jedná se tedy o pigmenty, které se 

usazují v rostoucích ptačích perech, kde nejsou vystaveny slunečnímu světlu. Pokud 

totiž dojde k jejich přímému kontaktu se světlem, stanou se nestabilními a rychle 

vyblednou (Weidensaul et al., 2011). 

3.9.2.1 Další ptačí zbarvení 

Do této kapitoly lze zařadit strukturální zbarvení, jenž se rozděluje do dvou skupin. Do 

první ze skupin patří iredescentní (duhové) zbarvení. Jedná se takové zbarvení, při 

kterém dochází ke změně barvy ptačího podle úhlu jeho pozorování. Další skupinou je 

neiridescentní zbarvení (prosté strukturální), jenž zůstává stejné, není tedy závislé na 

geometrickém úhlu a představuje především zbarvení modré, fialové, tyrkysové a také 

ultrafialové (Prum et al., 1999; Hlasivcová, 2015). McGraw (et al., 2002) tvrdí, že 

ukazatelem zdraví a kondice jedince je jeho strukturální zbarvení. 
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Modrá barva je u ptáků založená na lomu dopadajícího světla v tzv. zakaleném 

prostředí, což tedy znamená, že tato barva jako taková u ptáků vlastně neexistuje. Peří 

sojky obecné (Garrulus glandarius) má modrý odstín, což je způsobeno tím, že 

rozšířené větve (rami) nemají přítomné paprsky (radii). Zmíněné rozšířené větve mají 

uvnitř červenou podložku pigmentu melaninu, který je schopen absorbovat světelné 

paprsky o největší vlnové délce. V okolí této melaninové vrstvy se nacházejí vzduchové 

komůrky. Ptačí pero, které má tyto popisované vlastnosti má také nejmenší vlnovou 

délku, jež může člověk svým okem zachytit. Právě tato skutečnost způsobuje, že barva s 

nejkratší vlnovou délkou zasahuje také do ostatních barev a navozuje tak celkový dojem 

modrého zbarvení. Jedná se vlastně o stejný princip, jaký funguje při pozorování 

oblohy, jež se lidskému oku jeví jako modrá. Mezi další zajímavé příklady patří zelené 

zbarvení andulky vlnkované (Melopsittacus undulatus) vyskytující se ve volné přírodě, 

jež má ve stěnách vzduchových komůrek obsaženo rozptýlené žluté barvivo. Toto žluté 

barvivo následně způsobuje, že člokvěk vidí výslednou barvu peří jako zelenou 

(Hlasivcová, 2015; Veselovský, 2001).  

Mezi další specifická zbarvení patří albinismus. Pravý albinismus je charakterizován 

naprostou ztrátou pigmentů (Sage, 1962; Veselovský, 2001). Peří, oči i kůže mají bílou 

barvu, ovšem oči a kůže se zdánlivě jeví jako červené, což je způsobeno prosvítajícími 

vlásečnicemi s krví (Sage, 1962). Podle všeho se pravděpodobně jedná o nejčastější 

mutaci barem. Leucismus je jev, kdy se pigment nachází pouze v duhovce a kůži, 

nenachází se však v peří, popřípadě ani v srsti. Pokud se u některých ptáků vyskytují 

bílá jen některá pera, jedná se o tzv. částečný albinismus. Ten můžeme pozorovat 

například u vrabců. Naprostým opakem albinismu je hyperchroismus, který se 

vyznačuje tím, že dojde k velkému namnožení barviva a peří tak získává sytě černou 

barvu (Veselovský, 2001).  

Roulin (2007, 2010, 2013a, 2013b) se v posledních letech velmi intenzivně zabýval 

sexuálním dimorfismem u sovy pálené (Tyto alba). Jeho výzkumy poskytují dobrý 

základ také k identifikaci znaků přítomných u kalouse ušatého. Jeho studie jsou 

založeny například na výrazně vyšším výskytu melaninu u samic, což vede k jejich 

tmavšímu zbarvení (Hlasivcová, 2015). Pohlaví u kalouse ušatého se nedá na první 

pohled zcela jasně rozeznat, jelikož se u těchto jedinců nevyskytují žádné jasné znaky 
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pohlavní dvoutvárnosti. Existují však určité drobné rysy, na základě kterých, je možné 

odlišit samici od samce. Hlavním základním rozdílem mezi pohlavími je sytost barvy. 

Samice mají v těle vyšší hladinu melaninu a kortikoidů, což většinou vede k jejich 

sytějšímu zbarvení. Naopak samci se projevují spíše světlejším zbarvením (Baker, 

1993; Hlasivcová, 2015; Martínez et al., 2002). Podle Bakera (1993) jsou dalším 

možným určovacím znakem proužky, jelikož na peří samců se nacházejí tenčí tmavé 

proužky. Samice mají tyto proužky širší a také tmavší než samci. 

 

Obr. 3: Detail proužků na letkách samice kalouse ušatého. Loketní letky jsou na vnitřním praporu tmavší u samic než 

u samců. Foto: Dráb 

3.10 Biometrické měření 

Biometrická měření se provádí u různých druhů ptáků a patří mezi ně měření rozpětí 

křídel, délky ocasu, délky těla, letek, také délky zobáku a pařátu (Winker, 1998). U 

kalouse ušatého je pro určení pohlaví důležitá především délka letek. Na základě 

dřívějších měření bylo určeno, že délka těla, pařátu a ocasu není pro určení druhu 

relevantní (Řezníček, 1991; Hlasivcová, 2015).  

Měření délky křídla, nebo také celého těla ptáka, se nejčastěji provádí přímo v průběhu 

odchytu a případném kroužkování. Měření křídla probíhá tak, že se křídlo nejprve 

roztáhne do strany a natáhne. Poté se měří délka samotného křídla. Následně se křídlo 

vrátí do roznoběžné pozice s osou těla, přičemž se zápěstí křídla položí na zarážku 

pravítka. Křídlo se pomocí palce ruky pevně, ale přitom opatrně přitlačí k tělu sovy. 
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Zároneň druhá ruka rovná letky na křídle ptáka na jejich největší délku, což se provádí 

pomocí vyhlazení bočního zakřivení a lehkým postranním tlakem na tělo jedince 

(URL6). Podle Řezníčka (1991) se při měření délky křídla vychází z předpokládaného 

faktu, že je samice kalouse ušatého ve většině případů větší, z toho důvodu je tedy její 

křídlo delší něž 29 cm. Samčí křídlo by tedy mělo měřit méně než 28 cm. Délka křídla 

v rámci, které dochází k překrytí jednotlivých pohlaví je 28 cm a 29 cm (Hudec et al., 

1994; Hlasivcová, 2015). V rámci měření křídla probíhá také měření křidélka. Při čemž 

se zaznámenává počet a velikost šířky, v bodech, výskytu tmavých pruhů. Při tomto 

měření je důležitá šířka tmavých pruhů nacházejících se na praporu a vycházejících od 

ostnu. Kromě šířky tmavých pruhů se měří také šířka světlého zbarvení vyskytující se 

na vnějším praporu. 

 

 

Obr. 4: Zjišťování pohlaví podle barvy spodní části křídla. Jedinec zde nemá žádné oranžové skvrny, jedná se tedy o 

samce, jelikož je spodek křídla čistě bílý. Foto: Dráb 

 

Mezi další měření, která se provádí patří měření délky ocau. Délka ocasu se měří, když 

se tělo ptáka nachází ve svislé poloze a jeho ocas směřuje k zadní straně svírající pravý 

úhel. V průběhu tohoto měření se nepoužívá pravítko s dorazem. Pravítko je umístěno 

tak, aby leželo na ocasu a jeho zarážka byla vtisknutá do zad ptáka. Důležité je, stejně 

jako při předchozích měřeních, aby se používané pravítko dotýkalo rýdovacího pera po 

celé jeho délce, a to nejdelší z nich je následně změřeno (URL7). Mezi doplňková 

měření pro určení pohlavního dimorfismu u některých druhů ptáků se řadí měření délky 
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zobáku, jenž je možné měřit podle rozměrů na lebce či na základě jeho vnějších 

rozměrů. Podle Mlíkovského (2001) je rozdílnost způsobená především stavbou 

ramfotéky (povlak z rohoviny), která protahuje kostěný podklad zobáku a jelikož se její 

rozsah mění v průběhu ročních období i s věkem ptáka, je její měření poměrně 

problematické (Mlíkovský, 2001; Hlasivcová, 2015). 

 

 

Obr. 5: Detail ocasu kalouse ušatého, tmavé pruhy jsou tenké a koncové pruhy zasahují až ke špičce pera. Tyto dva 

znaky značí ročního jedince. Foto: Dráb 
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4 Metody a materiál 

4.1 Biologický materiál 

Pro účely této diplomové práce, determinace pohlaví u kalouse ušatého (Asio otus) byli 

využiti jedinci, kteří pocházeli z volné přírody. Tito jedinci byli získáni odchytem při 

kroužkování na území Kladna v okolí kladenské základní školy. U metody praktického 

výzkumu „s odchytem“ je velmi podstané podřídit se obecným zásadám o ochraně 

přírody. Důležité je také neporušit zákon č. 246/1992 Sb., jenž reguluje zacházení s 

ptáky. Jde hlavně o takové zacházení, jenž může ptákům způsobit bolest, nebo o 

manipulaci při které je přímo ohrožen přirozený způsob života jedinců (Stejskal, 

Vermouzek, 2004). Odchyt musí být prováděn v souladu s řadou stanovených postupů 

podle druhu ptáka, u kterého je odchyt prováděn (Whitworth et al., 2007). 

Vzorky per od devíti jedinců kalouse ušatého pro účely této práce byly získány 

odchytem ptáků do nárazových sítí. K odchytu byly užity sítě Ecotone jejichž velikost 

činila 3,5x12 m. Oka těchto sítí byla velká 40 mm. Sítě byly rozestavěny v jedné 

lokalitě blízko sebe. Pro umocnění pravděpodobnosti úspěšného odchytu se používají 

nahrávky hlasů jiných živočichů, jako například varovný hlas kosa černého (Turdus 

merula), zpěv zvonka zeleného (Carduelis chloris) nebo zvuk pískání, který se označuje 

jako myškování, vydávaný hrabošem polním (Microtus arvalis), záleží však na 

prostředí, ve kterém k odchytu dochází. Po přípravě a umístění všech potřebných věcí se 

následně čekalo na dobu stmívání, kdy jsou sovy nejaktivnější. Nejčastěji vylétají za 

potravou přibližně 20–30 minut po západu slunce. Někdy se nepodařilo chytit ani 

jednoho z kalousů, aniž by byla známa jakákoliv příčina. V jiných dnech však byl 

odchyt úspěšný. Po zachycení jedince v síti došlo k jeho vyproštění, okroužkování a 

k určení pohlaví podle zřetelných morfologických znaků. Při této příležitosti byl 

odchyceným jedincům také odebrán vzorek pera z oblasti zad. Naprostá většina námi 

odchycených jedinců byla chycena poprvé, a tak mohli být tito jedinci náležitě 

okroužkováni. Na základě různých indícií se totiž pravděpodobně jednalo o jedince, 

kteří byli vylíhnuti ve stejném roce, v jakém probíhal odchyt.  Díky kroužkům lze 

jednoduše sledovat migraci daných ptáků, jelikož na každém z kroužků je vyznačen 

jejich původ, jako stát a adresa kroužkovací centrály. 
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4.2 Izolace DNA pro PCR z ptačího pera 

U ptáků je pro získání DNA nejčastěji využíváno peří, jelikož brk ptačího pera je 

protkán vlásečnicemi, které v brku přetrvávají v suchém stavu i po jeho vyjmutí z těla 

ptáků. Tyto vlásečnice následně vypadají jako „bílá vlákna“, která je možno spatřit při 

pohledu proti světlu (Řezníček, ústní sdělení). Získaná pera musela být uchovávána v 

mrazicích boxech, jinak by došlo ke znehodnocení vzorku DNA pro potřebné 

výzkumné účely. 

Celý proces byl zahájen extrakcí genomické DNA. Jak již bylo totiž výše zmíněno, tak 

konec brku obsahuje krevní vlásečnice, v nichž zůstává zachována zaschlá krev i po 

jejich vyjmutí z ptačího těla.  

Izolace genomické DNA byla provedena za použití REDEXtract-N-Amp Tissue PCR 

Kit dodaného od výrobce Sigma-Aldrid, katalogové číslo XNAT-100RXN. Postup 

izolace byl proveden na základě návodu dodaného výrobcem. 

Postup izolace DNA 

1. Z brku jsme odstřihli špičku s vlásečnicemi a vložili ji do Eppendorf zkumavky. 

2. Přidali jsme 100 µl extrakčního roztoku, Extraction Solution (Sigma). 

3. Dále jsme přidali 25 µl preparačního roztoku, Tissue Preparation Solution 

(Sigma) a promíchaly pomocí vortexu. 

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

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

6. Posledním krokem bylo přidání 100 µl neutralizačního roztoku, Neutralization 

Solution B (Sigma) a následné promixování za použití vortexu. 

Vyizolovaná DNA byla uchovávána při 4°C, pro delší skladování bylo zvoleno 

skladování při -20°C.  
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4.3 Průběh polymerázové řetězové reakce (PCR) 

Rozlišení ptačího pohlaví je ve většině případů relativně problematický proces 

(Griffiths et al., 1998), ovšem využitím neinvazivního odběru vzorků, izolace DNA, 

PCR reakce a gelové elektroforézy je možné pohlaví u ptáků určit. Tento postup je 

v poslední době také velmi používaný a vhodný k diferenciaci pohlaví (Brubaker et al., 

2011). 

Pro determinaci pohlaví u devíti jedinců kalouse ušatého (Asio otus) byla využita 

genomická DNA získaná amplifikací úseku CHD genu. K určení pohlaví ptáků se tedy 

využívá gen CHD, jehož funkcí je kódovat protein, který je schopný regulovat 

transkripci probíhající na úrovni chromatinu. Již zmiňovaný gen CHD je u ptáků 

lokalizován v pohlavních chromozomech Z a W. Prostřednictvím reakce PCR je 

amplifikována DNA, jenž odpovídá části genu nacházejícího se na pohlavním 

chromozomu W (CHD-W) a také na pohlavním chromozomu Z (CHD-Z) (Itoh et al., 

2001; Cerít et Avanus, 2006). Úsek CHD genu, jenž obsahoval intron, byl zmnožen za 

pomoci dvou různých párů primerů. První amplifikace již zmíněného genu proběhla za 

použití dvojice primerů P2 a P8. Primer P2 (5´-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3´) a 

primer P8 (5´-CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3´). Pro průběh druhého typu 

amplifikace byla použita dvojice primerů CHD1F a CHD1R. Primer CHD1F (5´-

TATCGTCAGTTTCCTTTTCAGGT-3´) a primer CHD1R (5´-

CCTTTTATTGATCCATCAAGCCT-3´). 

Primery musely být nejprve naředěny na koncentraci 100 µM na základě návodu od 

výrobce. Poté se naředěné primery nechaly přibližně 60 minut odstát za pokojové 

teploty. Po uplynutí tohoto času došlo opět ke zředění primerů, tentokrát však na 

koncentraci 25 µM. Do PCR reakce byly přidány primery o koncentraci 400 nM.  

V průběhu polymerázové řetězové reakce probíhá kopírování sekvence templátu 

v několika cyklech jdoucích za sebou. V jednotlivých cyklech dochází ke zdvojnásobení 

počtu kopií, jelikož úseky, jež byly nasyntetizovány v předešlých cyklech, jsou 

využívány jako matrice v cykles následujících a s tím roste i množství DNA (Zima a 

kol., 2004).  
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Následující tabulka popiuje složení reakční směsi pro jednu reakci PCR. 

 

Komponenty Objem [µl] 

Voda 4,72 

REDExtract-N-Amp PCR Reaction Mix 10 

Přímý primer 0,64 

Zpětný primer 0,64 

Vyizolovaná DNA 4 

CELKEM 20 

Tabulka 1: Složení reakční směsy pro jednu reakci PCR. 

 

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

1. krok (počáteční denaturace):  3 minuty při 94°C 

2. krok (denaturace):   40 vteřin při 94°C 

3. krok (hybridizace):   40 vteřin při 51°C (pro P2/P8) 

     40 vteřin při 54°C (pro CHD1F/CHD1R) 

4. krok (extenze):   40 vteřin při 72°C 

(kroky 2, 3 a 4 se 35× opakují) 

5. krok (konečná extenze):  10 minut při 72°C 

Dále jsme si elektroforeticky ověřili výsledek amplifikace žádaných úseků DNA (viz 

kapitola 4.4). 
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4.4 Elektroforetická separace produktů PCR 

Produkty získané prostřednictvím izolace a následné reakce PCR byly v posledním 

kroku podrobeny elektroforetické separaci probíhající na agarózovém gelu. 

V případě, že se na gelu objevily dva proužky v rámci jedné dvojice primerů, jednalo se 

o samici. U jedinců samčího pohlaví se tedy ve výsledku objevuje proužek pouze jeden. 

Použité chemikálie při elektroforetické separaci 

- Agarosa-Sigma Aldrich, Česká republika 

- 10 × TBE pufr (Tris-Boratovu pufr) připravili jsme smícháním 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 boritá - Serva Electrophoresis GmbH, Německo 

- 20 mM EDTA pH = 8 - Roth, Německo 

- 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 × TBE pufru jsme rozpustili 3 g agarózy. 

2. Roztok jsme následně převařili v mikrovlnné troubě, přidali jsme 2,5 µl 

interkalačního barviva GelRed, promíchali jsme ho a nalili do vaničky s 

vloženými hřebeny, aby došlo k vytvoření jamek. Poté jsme nechali směs 30 

minut tuhnout. 

3. Elektroforetickou vanu jsme naplnili 0,5 × TBE pufrem tak, aby byl gel plně 

ponořen. 

4. Do vytvořených jamek jsme napipetovali 5 µl produktu PCR spolu s 2 µl 

loudovací barvičky. 

5. Následně byl do jedné z jamek napipetován hmotnostní marker o objemu  

0,75 µl spolu s loudovací barvičkou v objemu 2 µl. 
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6. Elektroforézu jsme nechali běžet přibližně 60 minut při stejnosměrném napětí o 

velikosti 140 V. 

7. Po ukončení elektroforézy jsme gel fotili pod UV lampou pomocí systému 

GelDoc XR (BIO-RAD), která nám umožnila výsledek zviditelnit (viz Obr. 6). 

 

 

Obr. 6: Výsledky elektroforetické separace. Foto: Brynychová 

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

 

4.5 Použité chemikálie 

REDEXtract-N-Amp Tissue PCR Kit 

Agarosa-Sigma Aldrich 

TBE pufr (Tris-Boratovu pufr) (složení viz kapitola 4.4) 

voda z Millipore Gradient systému  

Primery P2/P8 

Primery CHD1F/CHD1R 

GelRed 

6x Loading Dye Solution 

Marker GeneRuler 100 bp 
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4.6 Laboratorní přístroje 

MICRO 240A (mikrocentrifuga) 

QBD2 Grant (termoblok) 

vortex 

Thermo Cycler C 1000 Bio-Rad 

GelDoc XR Bio-Rad 
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5 Výsledky 

Vzorky byly odebrány devíti jedincům kalouse ušatého (Asio otus) při jejich odchytu a 

kroužkování na území Kladna. U těchto jedinců bylo pohlaví určeno nejprve na základě 

morfologických znaků, jako je například zbarvení spodní části křídel, šířka tmavých 

proužků na loketních letkách, délka křídla, délka letek nebo zbarvení jedince. Pírka byla 

náležitě popsána a uskladněna v mrazicím boxu, aby nedošlo ke znehohodnocení 

potřebného materiálu. 

Dalším krokem bylo potvrzení pohlaví v laboratoři pomocí izolace DNA, polymerázové 

řetězové reakce, a nakonec elektroforetické separace probíhající na agarózovém gelu. 

Celkem bylo tedy analyzováno 10 vzorků, z nichž první byl zkušební a pocházel od 

výra velkého (Bubo bubo), který byl nalezen mrtev. Příčina jeho úmrtí však nebyla 

objasněna. Z dalších devíti analyzovaných vzorků pocházejících již od jedinců kalouse 

ušatého (Asio otus) bylo identifikováno 8 samců a 1 samice. 

Následující tabulka znázorňuje analyzované jedince a jednotlivé výsledky. Samice jsou 

zde značeny písmenem F (female) a samci M (male). 

 

Číslo 

vzorku 

 

Číslo kroužku 

 

Místo 

odchytu 

Délka 

křídla 

[cm] 

Pohlaví 

dle 

morfologie 

Pohlaví 

dle 

genetiky 

1 D 196 000 Kladno neměřeno 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 195 995 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: Zkoumaní jedinci a výsledky analýzy DNA. 
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6 Diskuze 

Výzkum této diplomové práce byl zaměřen na diferenciaci pohlaví u odchycených 

jedinců kalouse ušatého (Asio otus). Tento výzkum proběhl prostřednictvím izolace 

genomické DNA, polymerázové řetězové reakce a gelové elektroforézy. Výsledky 

získané laboratorní analýzou pohlaví byly následně porovnány s výsledky pohlaví 

získanými na základě měření morfologických znaků. 

6.1 Výzkum pohlaví kalouse ušatého na území Kladna 

V průběhu zimního období, kdy jsme kalouse odchytávali do ornitologických sítí a 

kroužkovali, bylo získáno 9 vzorků. Odchyt a kroužkování probíhal na území Kladna 

v okolí místní základní školy, kde kalousi hnízdili. Na základě různých morfologických 

znaků bylo rozlišeno 7 samců a 2 samice. 

Výskyt kalouse ušatého se liší na základě tří časových období. Prvním obdobím je doba, 

během které kalousi pobývají na svých zimovištích a jenž trvá přibližně od začátku října 

do poloviny března. Druhé období se nazývá období hnízdění a toto období trvá 

v rozmezí od poloviny března do konce května. Tato doba je charakteristická tím, že se 

kalousi stěhují zpět ze svého zimoviště na sever. Třetím a zároneň posledním obdobím 

je období po hnízdění. Jedná se o období, které trvá přibližně od konce května až do 

konce září. Druhé a třetí období výskytu kalouse ušatého se řadí do letního období 

(Hudec et al., 1983). Výskyt kalouse ušatého je podmíněn dosažitelností potravy, což je 

důvod, proč o jeho výskytu rozhoduje v zimních obdobích teplota a přítomnost sněhové 

pokrývky (Řezníček, 1981; Wijnands, 1983). 

Podle Eritzoea a Fullera (1999) by se v zimním období mělo na území střední Evropě 

vyskytovat více samic než samců. Důvodem by měla být velikost jedinců, jelikož samci 

jsou menší, a tak je pro ně fyzicky náročnější migrovat na delší vzdálenosti nebo přes 

moře. Naopak samice jsou údajně zdatnější a mají tendenci se stahovat jižněji do 

příznivějších podnebných pásem. Jedna z teorií také tvrdí, že ptáci migrují ze severu do 

nižších zeměpisných šířek z důvodu většího množství denního světla, jenž je důležitých 

faktorem pro rychlejší nástup ovulace. Roulin (2013) na základě svých výzkumů zase 

tvrdí, že samice mají zpevněné letky melaninem, který dělá samičí pera pevnější a 

odolnější. Samice tedy mají díky obsahu melaninu v perech lepší letové podmínky než 
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samci. Samice jsou na tomto základě schopni snadněji doletět ze severních oblastí až do 

míst střední Evropy (Hlasivcová, 2014). 

Tato studie ovšem nepotvrzuje výše uvedené teorie, jelikož poměr výskytu samců a 

samic je v této studii opačný. U našich odchycených exemplářů převažovalo více samců 

než samic. Důvodem může být malý počet odchycených jejinců i malá lokalita, na 

kterou jsme se soutředili. Pokud bychom udělali výzkum v rámci celé České republiky, 

tak by se možná již zmíněné teorie potvrdily. 

6.2 Diferenciace pohlaví pomocí extrakce DNA metodou PCR 

Sovy se řadí mezi ty ptáky, u kterých je rozlišení pohlaví na první pohled relativně 

obtížné. Sovy totiž nemají zcela výrazný sexuální dimorfismus. V posledních letech se 

tedy k určení pohlaví, nejen u sov, velmi často využívá metoda polymerázové řetězové 

reakce, jež byla označena jako velmi přesná a spolehlivá. 

V průběhu výzkumu byla tedy za použití odebraných vzorků provedena izolace DNA, 

PCR reakce a v poslední řadě gelová elektroforéza. Tyto kroky nám umožlili porovnat 

výsledky diferenciace pohlaví založené na genetickém určení s výsledky získanými na 

základě morfologického měření (viz Tabulka 2). 

V laboratoři po provedení již zmíněných kroků bylo prokázáno, že 8 z 9 testovaných 

exemplářů jsou samčího pohlaví. Samice byla na základě genetiky rozlišena pouze 

jedna. Pro diferenciaci pohlaví byl rozhodující výskyt fragmentů v rámci každé 

z používaných dvojic primerů. Pokud se jednalo o samici byly u každé z dvojic primerů 

P2/P8 a CHD1F/CHD1R přítomny dva proužky. Naopak samec je charakterizován 

přítomností pouze jednoho proužku u každé dvojice, z již zmíněných primerů.  

Na tomto základě bylo stanoveno, že se jedná o samici pouze v případě jedince 

označeného číslem 1. Na výsledcích u primerů P2/P8 to sice není na první pohled zcela 

patrné, ale důvodem může být fakt, že mezi fragmenty pocházejících z pohlavních 

chromozomů Z a W je u většiny ptáků velmi malý rozdíl (Lee et al., 2010) a pomocí 

agarosového gelu, který byl při této studii použit, nelze takto drobné rozdíly rozlišit. 

Vhodnější by tedy bylo použití kapilární elektroforézy, kterou jsme ovšem neměli 

k dispozici. U dvojice primerů CHD1F/CHD1R jsou však zcela zřetelné dva proužky, 

které charakterizijí samičí pohlaví. U zbylých osmi testovaných exemplářů bylo zcela 
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jasně prokázáno pohlaví samčí, jelikož jsme mohli pozorovat výskyt jednoho proužku u 

každé z dvojic použitým primerů. 

Po porovnání laboratorních výsledků byla prokázána shoda u osmi z devíti 

analyzovaných vzorků. U jedince označeného číslem 9 došlo k odlišnosti mezi určením 

pohlaví na základě laboratorních metod a morfologického měření. Tento jedinec byl 

totiž po biometrickém měření označen jako samice, ovšem na základě genetického 

rozboru byl ten samý jedenec označen jako samec. Důvodem této odlišnosti může 

samozřejmě být chyba v průběhu laboratorního postupu, které si však nejsme vědomi. 

Nastat ovšem mohla. Dalším důvodem mohou být nejednoznačné morfologické 

určovací znaky, které mohly způsobit nepřesné rozlišení pohlaví. Jak je již zmíněno 

výše, určení pohlaví u sov je totiž velmi problematické, jelikož sovy nemají zcela 

jasnou pohlavní dvoutvárnost. U jedince číslo 9 bylo měřeno křídlo, jehož délka činila 

28,9 cm, což není zcela zřetelný znak pro určení pohlaví, jak je zmíněno v kapitole 

3.10. Jedná se totiž právě o tu délku křídla v rámci, které dochází k překrytí pohlaví.  

Na základě všech zmíněných a zjištěných skutečností bych se tedy spíše přiklonila 

k výsledku získaného na základě genetického rozboru. Polymerázová řetězová reakce je 

totiž také považována za přesnější a u všech zbylých jedinců pohlaví potvrdila. 
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7 Závěr 

V předkládané diplomové práci byla potvrzena schopnost určování pohlaví na základě 

PCR amplifikace DNA. Tato DNA musela být nejprve získána z brku kalouse ušatého 

(Asio otus) a izolována. Následně byla provedena samotná polymerázová řetězová 

reakce a v poslední řadě také elektroforetická separace produktů PCR. Při výzkumu 

bylo využito dvojic primerů P2/P8 a CHD1F/CHD1R. Výsledkem byly dva fragmenty u 

každé z dvojic primerů, jenž určovaly samičí pohlaví. Pokud se jednalo o samce, 

výsledkem byl jen jeden proužek u každé z již zmiňovaných dvojic primerů. 

Laboratorní výsledky byly porovnány s výsledky získanými na základě morfologického 

měření. U osmi z devíti testovaných jedinců nastala mezi výsledky shoda, ovšem u 

posledního exempláře se výsledky lišily. Podle genetického rozboru analyzované 

vzorky zahrnovaly 8 jedinců samčího pohlaví a 1 jedince pohlaví samičího. Naopak 

podle biometrického měření bylo určeno 7 samců a 2 samice. 

Určování pohlaví u ptáků je velmi náročné. Existuje však řada studií, které se zabývají 

ptačím sexuálním dimorfismem. Tyto studie jsou ovšem zaměřeny většinou na takové 

druhy ptáků, u kterých jsou na první pohled patrné znaky pohlavní dvoutvárnosti. Sovy 

ovšem mezi tyto druhy nepatří, a proto není zcela jednoduché na první pohled pohlaví 

určit. K určení pohlaví se využívají biometrická měření, jako je například měření délky 

křídla nebo ocasu. 

Pro determinaci pohlaví je však přesnější využití metody PCR. Není sice zcela 

jednoduché získat od jednotlivých zástupců vzorky potřebné pro průběh této reakce, ale 

její výsledky jsou přesnější. Nejčastěji se k izolaci DNA používá peří odebrané při 

odchytu jedinců. Použitím neivazivních metod totiž nedochází k poškození jednotlivých 

exemplářů, nebo k porušení zákona na jejich ochranu. 

Metoda PCR se v posledních letech těší velkému rozvoji a využití v široké škále oborů 

Pro správný průběhu této metody je však potřebné dobré laboratorní vybavení. 
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8 Seznam použitých zkratek 

𝑀𝑔2+  hořečnatý kationt 

𝑀𝑛2+  manganatý kationt 

µl  mikrolitr 

µM  mikromol 

A  adenin  

AFLP amplified fragment length polymorphism; polymorfizmus délky 

amplifikovaných fragmentů 

ARMS amplification-refractory mutation system; amplifikaci nedostupný 

mutační systém 

ATP  adenosin-trifosfát 

bp  base pair; pár bází 

C  cytosin 

cDNA  complementary DNA; komplementární DNA 

DNA  deoxyribonucleic acid; deoxyribonukleová kyselina  

dNTP  deoxyribonukleotidtrifosfát 

dNTPs  deoxyribonukleosidtrifosfáty 

EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid; kyselina ethylendiamintetraoctová 

G  guanin 

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

ml  mililitr 

mM  milimol 

OH  hydroxylová skupina 

PCR  polymerase chain reaction; polymerázová řetězová reakce 

Pfu  Pyrococcus furios 
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qPCR  quantitative PCR; kvantitativní polymerázová řetězová reakce  

RACE PCR rapid amplification of complementary DNA ends; rychlá amplifikace 

konců cDNA  

RAPD random amplified polymorphic DNA; polymorfizmus náhodně 

amplifikované DNA 

RFLP restriction fragment length polymorphism; polymorfizmus délky 

restrikčních fragmentů 

RNA  ribonucleic acid; ribonukleová kyselina 

RT-PCR reverse transcription polymerase chain reaction; reverzně transkriptázová 

polymerázová řetězová reakce  

SCAR sequenced characterized amplified region; amplifikovaná oblast 

charakterizovaná sekvencí 

SSCP single-strand conformation polymorphism; polymorfizmus konformace 

jednovláknové DNA 

T  tymin 

Ta  annealing temperature; anelační teplota 

Taq  Thermus aquaticus 

Tm  annealing melting; teplota tání 
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