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Abstrakt  

Moderní molekulární taxonomické metody založené na identifikaci druhů pomocí 

sekvence DNA pronikají, díky technologickému pokroku, do stále většího množství 

odvětví biologie. Nacházejí využití jak v tradiční taxonomii, kde slouží k popisu 

molekulárních znaků druhů, tak při studiu světové biodiverzity při identifikaci 

kryptických druhů nebo faunistických průzkumech, či dokonce v potravinářském 

průmyslu při kontrole skutečného složení potravin. Jednou z těchto metod je i DNA 

barcoding anebo mitochondriální metagenomika využívající moderních sekvenačních 

metod, které přispívají k neustálému zdokonalování těchto přístupů při odhalování 

skutečné biodiverzity na Zemi. 

Cílem této práce je posouzení možnosti využití moderních molekulárních metod při 

vyhodnocování faunistických průzkumů a položení základů pro jejich vyhodnocování 

s využitím molekulárních metod, především při průzkumech zaměřených na bezobratlé. 

Za tímto účelem, po dobu několika týdnů, probíhal odchyt bezobratlých různými 

metodami na lokalitě PŘ Housle. Vhodné vzorky byly následně předány odborníkům na 

druhovou determinaci. Na základě získaných dat byla hodnocena časová a finanční 

náročnost všech zvolených metod a také přesnost jejich výsledků. V neposlední řadě byl 

jako součást diplomové práce navrhnut hybridizační panel, jenž pokládá základy pro NGS 

sekvenování COI genů pocházejících ze směsných vzorků členovců na území České 

republiky a střední Evropy.  

Klíčová slova: faunistický průzkum, NGS, bezobratlí, druhová determinace 



 

 

 

 

Abstract 

Modern molecular taxonomic methods, based on species identification through DNA 

sequencing, are spreading into an increasing number of fields in biology, thanks to 

technological advancements. They are being utilized in traditional taxonomy, where they 

are used to describe molecular characteristics of species, as well as in the study of global 

biodiversity, for identifying cryptic species or conducting faunistic surveys, and even in 

the food industry, for authenticating food composition. One of these methods is DNA 

barcoding or mitochondrial metagenomics, which employs modern sequencing 

techniques and contributes to the continual improvement of these approaches in 

uncovering the true biodiversity on Earth. 

The aim of this study is to evaluate the possibility of using modern molecular methods 

in assessing faunistic surveys and to lay the foundation for their evaluation using 

molecular methods, particularly in surveys focused on invertebrates. To this end, various 

invertebrates were captured over several weeks using different methods at the PŘ Housle 

site. Suitable samples were then submitted to experts for species identification. Based on 

the data obtained, the time and financial costs of all the selected methods were evaluated, 

as well as the accuracy of their results. Lastly, as part of this thesis, a hybridization panel 

was proposed, which lays the groundwork for NGS sequencing of COI genes from mixed 

samples of arthropods in the Czech Republic and Central Europe. 

Key words: faunistic survey, NGS, invertebrates, species determination 
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1. Úvod 

Ačkoli popis a katalogizace biologických druhů zaměstnává velký počet vědců, 

odhady celkové druhové bohatosti na planetě Zemi se diametrálně liší (Mora et al. 2011). 

Kolik je na Zemi forem života je jedna z důležitých ekologických otázek. Bez dostatečné 

znalosti počtu a výskytu organismů se můžeme jen těžko postarat o náležitou ochranu 

jejich prostředí a jich samotných, stejně jako bez toho nelze plně objasnit fungování 

ekosystémů. Za posledních 250 let bylo na Zemi díky enormnímu úsilí taxonomů popsáno 

zhruba 1,7 milionů žijících a 59 tisíc vyhynulých druhů, které dnes můžeme najít 

například v Catalogue of Life (Orrell et al. 2018). Toto číslo však tvoří, podle 

nejrůznějších odhadů, jen zlomek skutečného počtu. V minulosti byly publikovány studie 

odhadující množství biologických druhů až na několik desítek milionů.  Vycházely z 

různých extrapolací a aproximací vycházejících například z počtu druhů členovců 

(Arthropoda) nalézaných na určitých druzích rostlin (May 1988; Erwin 1991).  Recentní 

studie však ukazují, že zařazovaní druhů do vyšších taxonomických tříd sleduje 

předvídatelné a vcelku stabilní schéma, na základě kterého lze vyvodit celkový počet 

druhů v dané taxonomické skupině. Tento přístup byl nejprve ověřen na dobře 

prozkoumaných skupinách živočichů, jako jsou například větší savci, a poté převeden i 

na další skupiny. Tyto metody dosahují střídmějších výsledků a odhadují počet všech 

druhů organismů na 6,5 milionů na souši a 2,2 milionů v mořích, tedy celkově na 8,7 

milionů druhů.  Z celkového počtu druhů na naší planetě se pak odhaduje 7,77 milionů 

živočichů (Animalia, Linnaeus, 1758), 298 000 rostlin (Plantae, Haeckel) 611 000 hub 

(Fungi, Whittaker), 36 400 prvoků (Protozoa, Goldfuss, 1818) a 27 500 řas (Algae) (Mora et 

al. 2011). Co se hmyzu (Insecta, Linnaeus, 1758) týče, nejodvážnější odhady, kolem 30 

milionů druhů (Erwin 1991), byly v nejnovějších studiích umírněny na přibližně 5 

milionů. Velká pozornost by se tak měla věnovat nejvíce druhově bohatým řádům, kde 

stále mnoho druhů čeká na svoje objevení,  jako jsou dvoukřídlí (Diptera, Linnaeus, 1758), 

brouci (Coleoptera, Linnaeus, 1758), blanokřídlí (Hymenoptera,  Linnaeus, 1758), ploštice 

(Heteroptera, Latreille, 1810) a motýli (Lepidoptera, Linnaeus 1758) (Stork 2018).  

Zatímco hmyz vede v druhé bohatosti, z pohledu tvořené biomasy je tomu jinak. 

Většina organické hmoty na Zemi je z 80 % tvořena rostlinami (Chapman 2009; Bar-On 

et al. 2018), ale ani to nezabránilo některým jednotlivým druhům zaujmout větší zlomek 

biomasy než celé čeledi nebo dokonce třídy. Jako dobrý příklad nám mohou posloužit 

termiti (Blattodea: Termitoidea), kteří i přes svojí malou relativní velikost celkově 
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zaujímají více biomasy než celé třídy obratlovců jako například volně žijící ptáci (Aves, 

Linnaeus 1758) nebo volně žijící savci (Mammalia, Linnaeus 1758) (Sanderson 1996; Bar-On 

et al. 2018).  

A čím jsou hmyz a ostatní bezobratlí prospěšní? Bezobratlí provázejí člověka po celou 

dobu jeho života, skrývají se v půdě, pod každým kamenem či padlým stromem, a 

přestože s nimi prakticky vyrůstají, jsou pro mnoho lidí převážně zdrojem strachu a 

odporu než čehokoliv jiného. To je patrné například i z toho, že jednou z nejčastějších 

fobií je arachnofobie (Wiederhold a Bouchard 2014), tedy strach z pavouků, kteří tak 

často úplně zbytečně padají za oběť sandálům nebo novinám, aniž by si někdo 

uvědomoval jejich místo v ekosystému. Populace rostlinných škůdců nejsou omezovány 

potravou, nýbrž predací. Tuto myšlenku podporuje fakt, že výskyt zelených rostlin je 

téměř neomezený (Hairston et al. 1960). V mnoha ekosystémech však využívání pesticidů 

vedlo k narušení této rovnováhy a k místnímu vyhubení predátorů z řad bezobratlých. 

Jedním z významných predátorů jsou právě například pavouci (Araneae, Clerck 1757), kteří 

se ukazují jako důležití ochránci zemědělských rostlin, kde pomáhají regulovat množství 

hmyzu, který napadá právě tyto rostliny. Například v Asii na rýžových polích jsou často 

nedoceněnou pomocí při regulaci počtu sarančat (Caelifera, Ander 1936) a křísů 

(Auchenorrhyncha) (Lee a Kim 2001; Nyffeler a Benz 1987) a na obilných polích v 

Evropě to nejspíše nebude jinak. Nesmí být opomenuti ani další predátoři z řad hmyzí 

říše jako například drabčíci (Staphylinidae, Latreille 1802), střevlíci (Carabidae, Latreille 

1802), v současné době stále populárnější slunéčka (Coccinellidae, Latreille 1807), které je 

dokonce možné v zahraničí zakoupit a vypustit na své zahradě nebo na pokojových 

rostlinách pro boj s mšicemi (Aphididae), což bohužel často vede k introdukci 

nepůvodních druhů (Roy a Wajnberg 2008).  

Zvýšená pozornost je také věnována pestrokrovečníkům (Thanasimus, Latreille 1806), 

důležitým predátorům kůrovců (Scolytinae, Latreille 1804). Jeden takový pestrokrovečník 

je schopný průměrně zabít tři za den a jejich larva za svůj vývoj zkonzumuje okolo 

čtyřiceti čtyř larev a kukel této čeledi a může tak v některých případech sloužit jako 

kontrolní agents v integrované ochraně lesa, jeho účinnost je však podmíněna mnoha 

faktory, které jsou stále zkoumány (Mills 1985). 

I na v současné době na nechvalně známého brouka lýkožrouta smrkového (Ips 

typographus, Linnaeus 1758) lze nahlížet pozitivně. Navzdory svému označení jako 
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škodlivý organismus má i on svojí roli v ekosystémech. Spolu se symbiotickými houbami 

pomáhá rozkládat dřevní hmotu a navracet tak živiny v ni obsažené zpět do půdy. 

Rozpojení koruny v hustých porostech způsobených působením hmyzu vede ke zvýšení 

lokální biodiverzity, například v Tatrách byl na takových místech zaznamená až o 25 % 

zvýšený výskyt ptáků oproti porostům s hustým zápojem (Przepióra et al. 2020). Slovy 

entomologa Lukáše Čížka hmyz je vlastně taková granulka pro obratlovce, a když ho 

ubývá, tak ubývá i všeho ostatního.  

Podobnou roli jako kůrovci (Scolytinae, Latreille 1804) ve střední a severní Evropě, co 

se týče rozkladu dřevní hmoty, zaujímají v tropech termiti, kterým je v České republice, 

i přestože je zemí mírného pásu věnována velká pozornost. V Čechách má výzkum 

termitů tradici od 60. let 20. století a působí zde celosvětově uznávaní termitologové. Je 

to dáno historicky, jelikož době studené války byla tehdejší ČR jedním z vývozců dřeva 

na Kubu a bylo tak potřeba zkoumat ochranu dřeva před tímto hmyzem. V oblastech 

tropického a subtropického pásma jsou termiti jednou z nejdůležitějších skupin hmyzu s 

masivním dopadem na ekosystém a globální klima. Největší přínos termitů plyne z jejich 

role rozkladačů. Strava termitů se skládá prakticky z čehokoliv rostlinného původu, ať už 

jde o opad, rozkládající se dřevo nebo humus (Khan et al. 2018). V okolí svých hnízd 

jsou schopni spotřebovat až 100 % mrtvého dřeva (Engel et al. 2009; Bezerra-Gusmão et 

al. 2011) a až polovinu opadu vytvořeného stromy za jeden rok (Brauman 2000). Jsou tak 

zodpovědní za návrat mnoha živin, které by jinak zůstaly po delší dobu uvázány 

v rostlinných pletivech, zpátky do půdy. Hrají velkou roli při udržování úrodnosti 

tropických oxisolů, které jinak rychle degradují při zemědělském využití v tropických 

oblastech (Zhang et al. 2007). Kromě toho tvorba termitích struktur, zejména podzemních 

chodeb, pomáhá provzdušňovat půdu, a tím usnadňuje vstřebávání vody. V oblastech 

s nízkými srážkami, jako je Africe, vedla přítomnost termitů na polích, podle 

experimentu, k až 36% nárustu v produkci obilí (Evans et al. 2011). Přes všechny tyto 

pozitivní vlivy na okolní prostředí jsou termiti primárně považováni za škůdce, kteří se 

živí dřevěnými konstrukcemi a zemědělskými plodinami, i přestože pouze 185 z přibližně 

3 000 popsaných druhů bylo identifikováno za škůdce (Jouquet et al. 2011). 

Za termitům, na první pohled, podobné organismy lze označit mravence (Formicidae, 

Latreille 1809), a to i přesto, že náleží to kompletně odlišné taxonomické skupiny. Termiti 

se v dnešní době řadí pod šváby (Blattodea, Latreille 1810), kdežto mravenci spadají pod 

blanokřídlý hmyz. Oproti termitům se jedná o predátory. Největší význam, pro nás jako 
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lesníky, mají lesní mravenci rodu Formica. Jedná se o silně teritoriální druhy a jedno 

středně velké mraveniště je schopné za rok nalovit až 8 mil. jedinců hmyzu a ochránit tak 

před žírem stromy v okruhu 20 až 30 m od hnízda (Adlung 1966). Je tedy zřetelné, že 

zástupci této živočišné skupiny jsou i přes svojí malou velikost jednou z 

nejvýznamnějších živočišných skupin, co se týče tvorby a udržování rovnováhy v 

ekosystémech.  

Je alarmující, že podle nejrůznější odhadů čeká až 80 % druhů hmyzu na svoje 

objevení (Stork 2018) a hmyzí druhy tak ubývají s větší rychlostí, než je vůbec stíháme 

objevovat. Jen za posledních 27 let by zaznamenán 75% pokles v biomase létavého 

hmyzu ve vybraných chráněných územích (Hallmann et al. 2017). Není divu, že je tak 

těžké objasnit vztahy a fungování ekosystémů, když ani neznáme všechny jeho složky. 

Proto je pro poznání skutečné biodiverzity na Zemi nesmírně důležité provádět 

faunistické průzkumy, za účelem objevování nových druhů a sledování dopadů 

klimatické změny, a s tím související zdokonalování, respektive zavádění, nových 

identifikačních metod, včetně těch molekulárních. 
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2. Cíle práce  

Prvním z cílů práce je vyhotovení literární rešerše o současném stavu poznání 

a využívání molekulárních metod, jako jsou například metody NGS a DNA barcoding, 

pro identifikaci druhů a faunistické průzkumy bezobratlých.  

Informace nabyté v předešlé části budou poté aplikovány v praxi při odchytu 

bezobratlých, pomocí různých odchytových metod, za účelem pokrytí co největšího 

spektra druhů, a vytvoření vlastních vzorků z nachytaných jedinců pro následnou 

analýzu. Na základě toho bude zhodnocena časová a finanční náročnost jednotlivých 

sběrů a klasické determinace bezobratlých, ve spolupráci se specialisty na jednotlivé 

skupiny členovců (Arthropoda). Ti pomohou s klasickou determinací druhů 

v nachytaných vzorcích. Jako součást této práce bude také navrhnut teoretický postup 

použití jedné z molekulárních metod a položeny základy k jejímu provedení.  

V závěrečné části práce dojde k porovnání klasické determinace sběrů 

bezobratlých oproti teoretické determinaci s využitím DNA.  
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3. Faunistické průzkumy a molekulární metody 

Faunistické průzkumy a molekulární metody jsou dva zdárně různé přístupy ke studiu 

druhů a jejich rozmanitosti v daném ekosystému. Zatímco faunistické průzkumy se 

zaměřují na pozorování, sběr vzorků v terénu a jejich následnou identifikaci pomocí 

mikroskopování, morfologických charakteristik a srovnávání se sbírkami v 

přírodovědných muzeích (Ložek a Juřičková 2004), metody molekulární biologie 

umožňují studovat genetickou diverzitu, vztahy mezi druhy i druhy identifikovat na 

základě jejich DNA nebo RNA (Hebert et al. 2003a). 

Kombinace těchto dvou přístupů může poskytnout komplexní pohled na druhovou 

rozmanitost v daném ekosystému, včetně nejen identifikace druhů, ale i jejich 

fylogenetického vztahu, geografického rozšíření a ekologických funkcí. Tyto informace 

jsou důležité pro ochranu a správu přírodních zdrojů, včetně udržení biodiverzity a 

ekosystémových služeb bezobratlých (Sheth a Thaker 2017). 

3.1. Faunistika 

Faunistika je oborem biologie, který studuje životní pochody zvířat v určité oblasti 

nebo ekosystému. Zabývá se identifikací, klasifikací, rozšířením a ekologií živočišných 

druhů. Zahrnuje také zkoumání vztahů mezi zvířaty a jejich prostředím, včetně interakcí 

s jinými druhy, jejich rolí v ekosystémech a adaptací na konkrétní prostředí. 

Nejdůležitějším, a základním nástrojem faunistiky, je výše zmíněný faunistický průzkum 

(Ložek a Juřičková 2004). 

Jde o druh terénního průzkumu, který se zaměřuje na živočišné druhy přítomné v 

určité geografické oblasti. Zahrnuje komplexní a systematické studium fauny v daném 

regionu nebo lokalitě. Klade si za cíl zdokumentovat diverzitu, rozšíření, početnost a 

chování živočišných druhů nacházejících v určité zájmové oblasti. Za tímto účelem často 

dochází ke sběru exemplářů, v případě bezobratlých, anebo pořizování fotografií, videí 

anebo zvukových záznamů, například fotopastmi, pokud jsou středem našeho zájmu větší 

živočichové jako savci či ptáci, u kterých odchyt není možný, anebo žádoucí. 

Faunistické průzkumy jsou důležité, jelikož poskytují cenné informace o zdraví a 

stabilitě ekosystémů a mohou pomoci vědcům a ochráncům přírody pochopit dopady 

lidské činnosti na populace volně žijících živočichů, nebo dokonce vést k objevení 

nových druhů. Ze získaných dat lze odvodit rozšíření a početnosti druhů, identifikovat 

oblasti s vysokou biodiverzitou a posoudit zdraví jednotlivých populací. Takto 
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analyzovaná data jsou následně neocenitelná při vytvoření plánů péče pro chráněná 

krajinná území, plánovaní strategií ochrany a sledování vlivu klimatické změny na 

životního prostředí v průběhu času (Juřičková a Ložek 2004). Kompletovaná data mohou 

posloužit i k vydání různých publikací a atlasů. Ministerstvo životního prostředí na tyto 

průzkumy vynakládá nemalé peníze ( TA ČR Starfos 2003).  

S faunistickými průzkumy také úzce souvisí snahy o mapování výskytu jednotlivých 

druhů a vytváření checklistů, který sledují změny populací v čase. Do těchto snah se často 

může zapojit i laická veřejnost a zadávat do map, pomocí náležitých formulářů, místa s 

pozorovaným výskytem zájmového taxonu. Záznam je ve většině případech dále opatřen 

datem a například fotografií. Tyto mapy lze nalézt například na českém webu biolib.cz, 

kde umožňují uživatelům prohlížet si rozšíření jednotlivých druhů rostlin a živočichů na 

území České republiky, přičemž největší pozornost je věnována savců, obojživelníkům, 

plazům, vybraným druhům ryb, bezobratlým živočichům a ohroženým druhům hub. Lze 

zde také najít mapy zobrazující výskyt invazních druhů, oblasti s vysokou biodiverzitou, 

anebo mapy biogeografických oblastí. Jsou interaktivní a je tak možné si kliknutím 

zobrazovat další potřebné informace nebo je přiblížit či oddálit podle potřeby. Datové 

podklady poskytuje Národní muzeum, Agentura ochrany přírody a krajiny ČR, Česká 

herpetologická společnost, Muzeum přírody Český ráj a Česká vědecká společnost pro 

mykologii z. s. (Zicha 1997). 

Světovou alternativu poté představuje například web https://www.gbif.org, celým 

názvem the Global Biodiversity Information Facility, který byl založen v roce 2001 na 

popud členských států Organizace pro hospodářskou spolupráci a rozvoj (OECD), jejichž 

vlády jsou zároveň zodpovědné za financování provozu tohoto webu, který je tak zdarma. 

Hlavní misí je zajistit open access přístup k datům o všech typech života na Zemi 

uživatelům po celém světě. Je zde možné sledovat výskyt různých druhů živočichů, anebo 

sledovat šíření invazivních druhů a jiných škůdců (GBIF.org 2023).   

Pokud jde o sledování výskytu invazivních druhů tak Výzkumný ústav rostlinné 

výroby, v.v.i. v Praze, skrz web www.NajdiJe.cz, každoročně vyhlašuje pátrací akce na 

tyto škodlivé organismy. Celosvětově se počet invazí v posledních letech dramaticky 

zvyšuje (Diagne et al. 2021). Aby se snížily ekonomické a ekologické škody jimi 

způsobené, je klíčové takové druhy včas odhalit a lokalizovat, nejlépe když je jich počet 

malý a lehce uniká pozornosti. Včasná detekce a varování si žádá hodně očí a času. Tyto 
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akce proto přímo stojí na pomoci amatérských entomologů a občanů. V současné době 

jsou sledovanými organismy VÚRV slunéčko východní (Harmonia axyridis, Pallas 1773), 

vroubenku americkou (Leptoglossus occidentalis, Heidemann, 1910) a kněžici 

mramorovanou (Halyomorpha halys, Stål 1855). 

 

Obrázek 1: Výskyt kněžice mramorované v ČŘ, zdroj: https://www.najdije.cz 

 

3.1.1. Ukazatele druhové bohatosti 

Ukazatelů druhové bohatosti, nebo také biodiverzity, které se používají 

k charakterizování rozmanitosti druhů v daném ekosystému existuje celá řada. Hodnocení 

biodiverzity se skládá ze dvou složek. Je hodnocena druhová rozmanitost a vyrovnanost 

druhového složení (evenness), jenž slouží k vyjádření poměrů mezi jednotlivými druhy 

zastoupenými na zájmovém území. Vyšší vyrovnanost druhového složení znamená, že 

jednotlivé druhy jsou v daném prostředí reprezentovány přibližně stejným počtem 

jedinců, zatímco nižší hodnota ukazuje, že některé druhy jsou mnohem hojnější než 

ostatní. Ovšem v posledních letech jsou indexy dávající velkou váhu evenness na ústupu, 

jelikož je interpretace jejich výsledků obtížná a lehce ovlivnitelná zvolenou odchytovou 

metodou. Například v lesnictví nebo zemědělství, kde se jednotlivé druhy odchytávají, ve 

velkém množství, standardizovanými metodami, což má za následek pokles 

vyrovnanosti, a vypočítané indexové hodnoty odpovídají nižší biodiverzitě, navzdory 

možné vysoké druhové bohatosti (Jenkins 1992). 
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Mezi jeden ze základních ukazatelů se řadí jednoduché číselné vyjádření počtu 

odlišných druhů, vyskytujících se na ploše, tzv. species richness. Za složitější ukazatele 

lze pak považovat například Shannon index (Shannon 1948) nebo Simpson's index 

(Simpson 1949), kteří se řadí mezi jedny z nejznámějších.  

První z indexů beze v úvahu, jak počet druhů, tak i jejich relativní zastoupení, přičemž 

počítá i s faktem, že nebyla vzorkována celá zájmová plocha. Vyšší výsledná hodnota 

indexu odpovídá vyšší druhová rozmanitosti plochy.  

Simpson's index je takzvaným indexem dominance a zaměřuje se, jak název 

napovídá, na vyrovnanost v ekosystému a přítomnost dominantních druhů. Čím je 

vypočtená hodnota nižší, tím by měla být biodiverzita na ploše vyšší.  

Pro vypočtení indexů a následné správné vyhodnocení průzkumů je ovšem potřebná 

znalost a schopnost správně taxonomicky zatřídit posbírané druhy, které se dají považovat 

za nejmenší jednotku biodiverzity, což komplikuje výskyt kryptických druhů, ale i 

jednoznačná definice toho co to vlastně druh je. Velkoplošné faunistické průzkumy se 

také často vyhýbají používání bezobratlých, respektive členovců (Arthropoda), jako 

indikátorů biodiverzity, a to i přesto, že tvoří její největší část. Děje se tak z časových a 

finančních důvodů, ale i kvůli obtížné ne-li nemožné identifikaci všech nasbíraných druhů 

(Duelli a Obrist 2003). Zájmem průzkumů jsou tak často spíše obratlovci, anebo jen 

vybrané taxony členovců (Arthropoda), jako například brouky (Coleoptera). Nejen 

s tímto problémem by mohly pomoci molekulární metody (Hebert et al. 2004a).  

3.2. Taxonomie a problematika nejednoznačné definice druhu  

Druh je základní taxonomickou kategorií, přičemž taxonomie je věda zabývající se 

pojmenováváním, popisováním a tříděním všech organismů, ať už žijících nebo 

vyhynulých, do příslušných biologických skupin, takzvaných taxonů. Jsou tříděny na 

základě společných znaků, kterými se liší od ostatních. Taxon je stavebním kamenem 

biologické nomenklatury a lze jej chápat jako souhrnné označení pro skupinu organismů 

se společnými znaky, které je odlišují od další skupiny / taxonů.  Tyto taxony je možné 

seřadit od obecnějších po konkrétnější, což dalo vzniknout taxonomickým kategoriím. 

Mezi základní kategorie patří doména, říše, kmen, třída, řád, čeleď, rod a druh, které je 

možné dále dělit na podkategorie, pokud je to potřeba. Za otce taxonomie, jak ji dnes 

známe, je považován švédský biolog Carl Linnaeus (Das 2018).  
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Taxonomie je tradičně dělena do tří úrovní. Každá z těchto úrovní je označována 

latinskými písmeny, a to buď alfa (α), beta (β) nebo gama (γ) (Mayr et al. 1969). Úkolem 

alfa-taxonomie je identifikace nových druhů, jejich popis, charakterizování a 

pojmenovávání v souladu se zbytkem biologické nomenklatury. Také řeší veškeré ostatní 

problémy týkající se druhů (Capinera 2008a). Beta-taxonomie třídí známé druhy do 

systému taxonomických kategorií a vypracovává jejich vyšší klasifikaci. Děje se tak na 

základě vyhodnocení sdílených a jedinečných rysů, vzorců chování a podle vztahu 

k ostatním organismům pokud možno z evolučního hlediska (Capinera 2008b). Gama-

taxonomie se zabývá analýzou vnitrodruhové variability, strukturou populací a speciací, 

tedy způsoby vzniku a vývojem nových druhů (Capinera 2008c). 

Původ termínu druh lze nalézt v době řeckých filosofů, od kterých ho následně 

převzal Carl Linnaeus pro svůj taxonomický systém (Cain 1958). Avšak od doby jeho 

vzniku je definice druhu provázena mnoha diskusemi, což nemálo komplikuje práci alfa 

taxonomů. Není také divu, že se o jednu z prvních definic pokusil sám Carl Linnaeus. 

„Druh je (i) odlišný od ostatních a monotypický (ii) nemutující a stvořený jako takový 

(iii) čistokrevný“. Tento koncept je ovšem značně zastaralý v naší „po-darwinovské“ 

době. Dnes známe přes 20 (Mayden 1997; Wilkins 2002) takových možných definic 

druhu, ale mnoho jich je redundantních a nemá cenu se jimi všemi dopodrobna zabývat.  

3.2.1. Biologický druhový koncept  

Mezi jednu z nejrozšířenějších definic patří biologický druhový koncept. Ten nám 

říká, že druh je soubor populací aktuálně nebo potencionálně se mezi sebou křížících, 

které jsou reprodukčně izolovány od jiných takových skupin (Mayr a Eldredge 1999). 

Hlavní důraz je zde kladen na reprodukční izolaci populací, někdy označovanou jako 

izolační bariéru (Coyne a Orr 2004). Druhy jsou, však v praxi jen zřídka kdy, 

rozpoznávány zkoumáním reprodukční izolace a mnohem častěji na základě znaků, které 

jsou chápány jako indikátory její existence. Typicky se jedná o morfologické znaky, které 

jsou v současnosti hojně doplňovány o cytologii, vzory chování, biochemické rozbory a 

geneticky-molekulární znaky (Foottit a Adler 2017).  

Mezi hlavní problémy biologického druhového konceptu patří existence asexuálních 

nebo partenogenetických populací (Foottit a Adler 2017), protože ho lze aplikovat, v jeho 

mnoha formách, pouze na pohlavně se rozmnožující populace. Takové druhy typicky 

existují jako soubory klonů. Tento způsob rozmnožování se nejčastěji vyskytuje u bakterií 
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a některých druhů rostlin a hub. I přes tyto zřejmé nedostatky je entomology i dalšími 

biology stále nejvíce využíván, protože se odhaduje, že 99 % hmyzu se rozmnožuje 

pohlavně a tedy že dochází k procesu, při němž dojde mezi samcem a samicí k výměně 

gamet při kopulaci (Foottit a Adler 2017).  

3.2.2. Genetický druhový koncept 

Alternativou k biologickému druhovému konceptu může být využití molekulárně 

genetických znaků (markerů) získaných ze sekvencí aminokyselin sestavujících DNA. 

Dokonce již bylo navrženo, že nové druhy by měly být rozpoznávány primárně za pomoci 

molekulární biologie (Blaxter 2004), například pomocí DNA barcodingu, kterému bude 

věnována pozornost v příslušné kapitole. Tato metoda se ukázala být obzvláště efektivní 

při rozlišování kryptických druhů. Cenová dostupnost a adopce molekulárních metod 

širokou odbornou veřejností vedla ke vzniku nového druhového konceptu. Genetický 

druhový koncept definuje druh jako přirozenou skupinu geneticky kompatibilních a 

rozmnožujících se populací, které jsou geneticky izolovány od jiných takových skupin 

(Baker a Bradley 2006).  

3.2.3. Fylogenetický druhový koncept 

Problém s nepohlavními populacemi se snaží vyřešit i další populární druhový 

koncept. Fylogenetický druhový koncept označuje druh jako nejmenší seskupení 

jednotlivých populací (sexuálních) nebo linií (asexuálních), které lze rozpoznat na 

základě unikátních společných znaků (Nixon a Wheeler 1990). Zde však vyvstává 

problém z nejasné definice unikátního společného znaku, a hlavně po nalezení tohoto 

společného znaku nedává žádná další incentiva k rozlišování kryptických druhů.  

3.2.4. Kryptický druh 

Za kryptické druhy lze považovat takové druhy, jejichž jedinci jsou dle 

morfologických znaků klasifikováni jako příslušníci již popsaného druhu, ačkoli se ve 

skutečnosti nejedná o příslušníky stejného druhu. Jedná se tedy o populace jedinců bez 

schopnosti se mezi sebou křížit, ale zároveň bez zjevných morfologických rozdílů. 

Existence mnoha takových druhů byla prokázána i u hmyzu (Hebert et al. 2004a; 

Williams et al. 2012; Seifert 2016). Kryptický druh často není samostatně popsán právě 

z důvodu nedostatečné vnější morfologické odlišnosti (Bickford et al. 2007), což se u 

různých taxonů řeší různými metodami jako například disekcí pohlavních orgánů u 
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členovců (Arthropoda). Správná determinace takovýchto druhů je jednou 

z nejobtížnějších částí faunistického průzkumu (Ejsmont-Karabin 2019). 

3.3. Problematika určování druhů 

Rozpoznávání biologických druhů a popisy druhů nových jsou tradičně založeny 

především na jejich rozdílných morfologických znacích, a to jak vnějších, tak vnitřních. 

Tímto přístupem lze zkoumat i fosilie vyhynulých organismů, což je důležité především 

z evolučního hlediska. Pokrok technologií v současnosti umožňuje použít při popisu 

druhů nebo odhadu diverzity i molekulární metody, které jsou však v případě fosílií či 

přísně chráněných organismů stále složitě použitelné. (Hillis 2003; Friedheim 2016). 

Hlavním úskalím tradičních taxonomických metod je nedostatek zkušených vědců-

taxonomů, kteří jsou navíc často vysoce specializovaní na konkrétní taxonomické 

skupiny, často nižších taxonomických úrovní než čeleď. V praxi tak jen málo taxonomů 

dokáže spolehlivě určit více než 0,01 % druhů (Hammond 1992; Hawksworth et al. 1995). 

V úvahu je navíc potřeba brát i ekonomické hledisko, protože práce taxonomů je časově 

náročná a tím pádem i drahá. Další úskalí pro taxonomy představují rozsáhlé faunistické 

průzkumy, u kterých je potřeba opakovat sběr vzorků několikrát na vícero místech. 

Rychlá frekvence sbírání vzorků může vést k přehlcení taxonomů, kteří následně nejsou 

schopni identifikovat vzorky včas. Problémem pro tradiční morfologické metody jsou 

také kryptické druhy, které taxonomové při zkoumání vnější morfologie jedinců  velmi 

často přehlížejí (Jarman a Elliott 2000). Komplikace může dále způsobit (i) pohlavní 

dimorfismus, kdy se samec stejného druhu výrazně liší od samičky (Magalhaes a Santos 

2012), (ii) výskyt vícero vývojových stádií, jako je běžné například u hmyzu, přičemž 

rozdílné morfologické znaky jsou často viditelné až v dospělosti (Hebert et al. 2003a), 

(iii) výskyt sezónních variant (Osawa a Nishida 1992) anebo (iv) ochranné zbarvení a 

mimikry, napodobující jiný druh (Friedheim 2016). 

Tato omezení spojená s identifikací na základě morfologických znaků společně s 

finanční náročností na výcvik a platové ohodnocení taxonomů vytváří tlak na hledání 

nových a efektivnějších přístupů k rozpoznávání a určování taxonů. Při současné 

rychlosti práce by popsání všech dosud neznámých druhů zabralo přibližně 1 200 let při 

společném úsilí 303 000 taxonomů (Mora et al. 2011). Vzhledem k 

současnému intenzivnímu vykořisťování přírody a probíhající klimatické změně by se tak 
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mohlo stát, že velký podíl druhů vyhyne ještě dřív, než se dozvíme o jejich existenci 

(Pimm et al. 1995; Mora et al. 2011).  

Naštěstí se díky současným výrazným technologickým pokrokům v oblasti 

molekulární biologie otevřely nové možnosti. V praxi se začaly výrazněji prosazovat 

metody využívající poznatků molekulární biologie a daly tak vzniknout odvětví 

molekulární taxonomie. Nejprve se tyto metody začaly využívat v mikrobiologii, kde 

kvůli značné uniformitě organismů nebyly klasické taxonomické přístupy dlouhodobě 

dostačující. Na základě podobnosti genetické informace se tak začaly mikroorganismy 

dělit do tzv. OTU. Výraz byl poprvé použit v roce 1963 pro označení zkoumané skupiny 

blízce příbuzných druhů (Sokal 1963). Je to praktický nástroj pro práci se skupinou 

organismů, které spojují definované vlastnosti, ale jejich podrobnější taxonomii prozatím 

úmyslně opomíjíme. V současné době se s pojmem OTU setkáváme především právě 

v mikrobiologii, kde je samotná definice druhu, a tím pádem i tradiční taxonomie, 

problematická a často i na překážku. Někdy se setkáváme i s pojmem MOTU 

(molekulární operační taxonomická jednotka), který reflektuje na základě, jakých znaků 

je OTU definována. V mikrobiologických analýzách se jednotlivým OTU (MOTU) 

přiřazují čísla nebo i názvy a jedná se tak de facto o provizorní jména pro potencionálně 

dosud nepopsané taxony (Blaxter et al. 2005; Schmidt et al. 2014). Samotná definice 

druhu je u bakterií velice diskutabilní téma, protože se u nich často vyskytuje horizontální 

přenos genetické informace, při němž dochází k transportu genetické informace od 

jednoho ke druhému jedinci. Neustále se tak vyvíjí a získávají nové vlastnosti, jako je 

například rezistence vůči toxinům včetně antibiotik (Demerec 1948).  

Koncept třídění jedinců do OTU na základě podobnosti genetické informace 

umožňuje rychlou a efektivní identifikaci stávajících i nově objevených taxonů (Blaxter 

2004). Takový přístup ale není samospasitelný, a tak je důležité vyřešit otázku na základě 

toho, z jak velkého molekulárního rozdílu lze vyčlenit nový druh z toho stávajícího, 

pokud dále ignorujeme podmínky výše zmíněných druhových konceptů. Této otázce se 

blíže věnuje podkapitola 4.4 „Barcoding gap“.  

Ačkoli by se mohlo zdát, že molekulární genetické metody nejsou schopny ze své 

podstaty významněji přispět například v paleobiologii, myšlenka sci-fi díla Jurský park 

(Jurassic Park, Crichton 1990, zfilmováno Spielberg 1993) je ve skutečnosti postavena 

na reálných výsledcích vědeckého výzkumu. Například z fosílií zalitých jantarem se 



24 

 

podařilo extrahovat DNA z 25 až 30 milionů let starého jedince termita Mastotermes 

electrodominicus Krishna a Grimaldi, 1991, který by mohl být pomyslným chybějícím 

evolučním článkem mezi termity a šváby (Emerson a Banks 1965; Hennig 1981; Thorne 

a Carpenter 1992; DeSalle et al. 1992). Získaná DNA sice obsahovalo malé množství 

vysoce degradovaných nukleonových kyselin, ale i přesto se zkoumaného jedince 

podařilo úspěšně identifikovat a zařadit do taxonu (DeSalle et al. 1992).  

Přes prvotní problémy, spojené především s technologickým pokrokem, nacházejí 

tyto molekulární metody dále uplatnění i v zoologii, kde pomáhají při deskripci 

kryptických druhů, popisování jejich specializace a životních pochodů (Hebert et al. 

2003a). Velký počet kryptických druhů se očekává především v tropických a mořských 

oblastech, protože se jedná o jedny z nejvíce druhově bohatých a zároveň nejméně 

prozkoumaných míst na Zemi (Beheregaray a Caccone 2007). Dále i přes důležitou roli 

rozkladačů organické hmoty v ekosystému patří houby mezi jednu z nejméně 

prozkoumaných skupin organismů a dá se u nich očekávat výskyt kryptických druhů 

z důvodu nedostatečné morfologické klasifikace (Bickford et al. 2007). Velký počet 

kryptických druhů se odhaduje také u hlístic (Nematoda, Rudolphi, 1808) (Powers 1992) 

nebo členovců (Arthropoda, Latreille, 1829), především u hmyzu. Nasvědčuje tomu 

množství studií na toto téma (Hebert et al. 2004a; Barrett a Hebert 2005; Smith et al. 

2005; 2008). Překvapivě i mezi obratlovci lze najít linie s kryptickými druhy, poněvadž 

některé druhy se při rozmnožování nespoléhají na morfologické znaky, ale spíše na 

feromony nebo hlasové projevy (Funk et al. 2012).   

Četné případy odhalování kryptických druhů na základě DNA barcodingu, včetně 

následné identifikace podrobnějších morfologických odlišností, se zdají být dobrým 

argumentem pro zařazení DNA barcodingu do běžné praxe taxonomů. Navíc nové 

poznatky v oblasti molekulárního barcodingu dnes nacházejí využití v oblasti 

zemědělství například při identifikaci parazitických hlístic (Nematoda Rudolphi 1808) 

(Powers 1992). Také v ochraně životního prostředí nebo v medicíně, kde je deliminace 

kryptických druhů klíčová pro boj s nemocemi a jejich přenašeči (Mukabayire et al. 1999; 

Riehle et al. 2011). Moderní molekulární identifikační systémy, které umožnují 

diskriminaci druhů analýzou krátkého segmentu DNA, se tak dostávají do popředí a 

ukazují se jako více než slibný nástroj pro mapování biologické diverzity na Zemi (Hebert 

et al. 2003a) a vedou, ať už přímo nebo nepřímo, ke zvyšování a zlepšení životní úrovně 

lidí.    
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3.4. Určování druhů pomocí molekulárních metod 

Identifikace vzorků získaných při terénních průzkumech je často velice časově 

náročná a vyžaduje mnoho expertů na dané taxonomické skupiny. Na tento problém 

narážejí především rozsáhlejší ekologické studie zaměřující se na členovce (Arthropoda) 

a další drobné živočichy (Stork 2018). Směsné vzorky nasbírané do nárazových nebo 

zemních pastí často obsahují tisíce jedinců patřících do stovek různých druhů. Protože 

ekologických ukazatelů druhové bohatosti je celá řada, je třeba vzorky nejen správně 

roztřídit a určit, ale také spočítat kolik jedinců se zde vyskytovalo. Ve výsledku je tedy 

získávání těchto dat velice zdlouhavou a expertní prací, která stojí nemalé prostředky a 

vyžaduje rozsáhlé znalosti.  

Moderní molekulární metody však přinášejí nové možnosti řešení. Pro mnohá 

společenstva (např. bakteriální a houbová) se používá krátkých genových úseků k 

roztřídění do takzvaných OTU – Operačních taxonomických jednotek (Blaxter et al. 

2005). Stejného postupu je možné využít i pro jiné směsné vzorky. Je třeba však vybrat 

vhodnou referenční sekvenci DNA. Často se používají části sekvence 16S rRNA, ITS, 

ITS2 nebo COI, či COII. Právě u živočichů se velmi osvědčilo pro takzvaný DNA 

barcoding využívat krátkou sekvenci mitochondriálního genu cytochrom c oxidázy I – 

COI (Hebert et al. 2003). Pro analýzu sběru stačí izolovat DNA ze vzorku a amplifikovat 

daný úsek genu pomocí PCR. Takový amplikon je pak možné sekvenovat buď pomocí 

Sangerova sekvenování nebo pomocí NGS technologií.  

3.5. DNA Barcoding 

Molekulární DNA barcoding je metodou snadné determinace druhů na základě 

univerzální krátké sekvence DNA, která je co nejvíce rozdílná mezi druhy, ale zároveň 

co nejvíce shodná mezi zástupci stejného druhu a je tedy unikátní právě pro jeden druh. 

Liší se od ostatních identifikačních systémů právě snahou o nalezení tohoto univerzálního 

genetického kódu, pomocí kterého by bylo možné identifikovat veškerý život.  Mimo jiné 

si dále staví za cíl vytvoření světové referenční databáze s genetickou informací všech 

organismů na Zemi pro jejich jednoduché, přesné a automatizované určení zbavené 

jakéhokoliv biasu (Hebert a Gregory 2005; Kress a Erickson 2012).  

Dalo by se říct, jak již samotný název napovídá, že DNA barcoding se v jistém slova 

smyslu podobá běžné každodenní činnosti, kterou všichni dobře známe, a to je skenování 

čárových kódů za účelem identifikace kupovaného zboží. Takový kód se skládá 
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z několika číslic a písmen na určitých pozicích, zakódovaných ve formě černých čar 

někdy i mezer, záleží na typu, což dává za vznik velkému množství jedinečných 

kombinací a oskenováním těchto kódů lze bezpečně identifikovat produkt. Podobně jako 

zboží v obchodních řetězcích tak i všechny organismy mají svůj vlastní čárkový kód 

v podobě genetické informace zapsané v DNA. DNA je druh nukleové kyseliny, která v 

sobě uchovává genetickou informaci všech buněčných organismů. Její existence byla 

prvně popsána v roce 1869 biochemikem Fredrichem Miescherem.  

Oproti čárovým kódům může mít DNA sekvence na každé pozici pouze jednu ze čtyř 

nukleových bází a to adenin (A), guanin (G), thymin (T) a cytosin (C), a délka takové 

sekvence je oproti čárovému kódu delší. Například pouhých 15 nukleonových párů může 

dát za vznik více než jedné miliardě různých kombinací, což je číslo, které 

několikanásobně převyšuje odhadovaný počet druhů na Zemi (Hebert et al. 2003a). 

3.5.1. Metody molekulární biologie 

Sekvence pro DNA barcoding mají průměrně délku okolo 400 až 800 bp (Kress a 

Erickson 2008) a při DNA barcodingu je s nimi zacházeno následovně. Po odebrání tkáně 

je izolována DNA, která se poté použije k  amplifikaci polymerázovou řetězovou reakcí 

(PCR), která dokáže i z malého fragmentu DNA vytvořit několik tisíc stejných kopií 

(Mullis et al. 1994). Poté následuje sekvenace a přečtená sekvence neboli DNA barcode, 

je poté porovnána s již známými sekvencemi obsaženými v online databázích a dojde k 

vyhodnocení potencionálních shod s druhy v nich obsaženými a již dříve 

osekvenovanými.  

3.5.2. Izolace DNA 

Izolace je proces uvolnění a očištění DNA od proteinů a solí z buněk nebo tkáně. 

Cílem je získat co nejčistší a největší množství, které lze použít pro následné molekulární 

metody, jako je povětšinou PCR a sekvenování. Postupů izolace DNA existuje celá řada. 

Je možné ji provádět za využití komerčně dostupných kitů, který obsahuje veškerý 

materiál nezbytný pro úspěšnou izolaci DNA. Tyto kity obvykle poskytují i 

standardizovaný protokol. Chemické složení řady látek obsažených v kitu bývá výrobním 

tajemstvím prodejce. Izolaci je ale možné provést i bez kitu za využití látek jako je 

chloroform, merkaptoethanol nebo chlorid cesný (Nishiguchi et al. 2002).  

Izolace DNA se skládá ze tří základních kroků, za prvé rozrušení buněčné struktury 

rozpadem jejich vnější membrány a uvolnění DNA lýzou. Kontaminanty, hlavně 
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proteiny, vázající se na nukleové kyseliny, jsou odstraněny například proteinázou K. 

Dalšími kontaminanty mohou být různé soli, tuky a RNA. Posledním krokem je další 

purifikace například ethanolem.  

Čistotu DNA zle kvantifikovat na přístrojích NanoDrop, což je druh 

spektrofotometru, jenž měří absorpci světla ve vzorku. Tato absorpce světla je rozdílná 

pro DNA, proteiny nebo soli a lze tak na jejím základě stanovit čistotu vzorku a 

koncentraci DNA v něm. Mezi jeho výhody patří relativně malá velikost a rychle 

vyhodnocení vzorku, kterého je potřeba jen malé množství okolo 0,5-2 µl izolovaného 

roztoku DNA (Desjardins et al. 2009).  

Čistotu měřeného vzorku charakterizují poměry dvou čísel, které vyjadřují jeho 

kontaminaci proteiny a solemi, jsou stanovené výrobcem přístroje a lze je nalézt na 

stránkách: https://bio.davidson.edu/projects/gcat/protocols/NanoDrop_tip.pdf. Měli by 

se pohybovat okolo následujících hodnot 260/280 okolo 1,8 – 2,1. Sekundární poměr 

míry čistoty 260/230 mezi 2,0 – 2,3.   

 

3.5.2.1. Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

Polymerázovou řetězovou reakci vynalezl v roce 1983 Kary B. Mullis. Za tento objev 

mu později v roce 1993 byla udělena Nobelova cena za chemii. PCR je metodou rychlého 

a snadného namnožení specifického úseku DNA. Podstatou je cyklicky se opakující 

enzymová syntéza nových úseků DNA ze vstupního templátu, která umožňuje vytvoření 

až několika milionů identických klonů. Pro izolaci vzorové (templátové) DNA mohou 

posloužit různé organismy nebo buňky získané například z vlasových cibulek, nehtů, 

kousků tkáně nebo tělních tekutin (Hansen et al. 2007). DNA je při PCR nejprve 

podrobena denaturaci teplem a vzniká jednovláknová DNA, ke které je následně 

syntetizován nový komplementární řetězec. K zahájení syntetizace je potřeba připojit 

k ssDNA primer, většinou se jedná o synteticky vyrobené jednovláknové krátké řetězce 

nukleových kyselin (Cox et al. 2012). Ty nasedají na pro ně komplementární část ssDNA 

ve směru od 3′ konce templátu, a vymezují tak i úsek, který se bude amplifikovat. Primer 

tedy slouží k určení místa vzniku polymerázového komplexu, k nastartování vlastní 

řetězové reakce (amplifikace) a k vymezení požadovaného množeného úseku v obou 

směrech replikace. Dobře navrhnutý primer je velice důležitý pro správný průběh celé 

reakce a její přesnost (Marsolais et al. 1994). Do této směsi se zároveň přidají 

https://bio.davidson.edu/projects/gcat/protocols/NanoDrop_tip.pdf
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deoxyribonukleotidy, ze kterých enzym polymeráza syntetizuje druhé vlákno 

k původnímu jednovláknovému DNA. Tato polymeráza je označována jako Taq 

polymeráza podle bakterie Thermus aquaticus vyskytující se v horkých vřídlech, ze které 

byla izolována. Je ceněna pro svoji schopnost snášet vysoké teploty a odolávat denaturaci. 

Takto nově vzniklý řetězec DNA může být následně použit v novém cyklu PCR k syntéze 

dalšího DNA a počet syntetizovaných produktů tak exponenciálně roste (Pollard et al. 

2017). Veliké množství amplifikovaného úseku bylo dříve nutné pro úspěšné 

sekvenování, při kterém se zjistí pořadí nukleonových bází v DNA. Dnes je již možné 

pracovat i v mnohem menším měřítku a v některých případech dokonce i bez PCR. 

Obrázek 2:Graficky znázorněný průběh PCR, zdroj: (jordancuff 2021) 

3.5.3. Sekvenování DNA 

Sekvenování DNA je proces čtení a stanovení přesného pořadí nukleotidů v sekvenci 

molekuly DNA. Sekvence DNA je dlouhý řetězec písmen představující čtyři 

nukleotidové báze, které tvoří DNA. Řadí se sem adenin (A), cytosin (C), guanin (G) a 

thymin (T). Pořadí těchto bází v sekvenci určuje genetickou informaci organismu, a proto 

je přesné stanovení jejich přesného pořadí klíčové pro další analýzy. Sekvenování DNA 

je důležitým nástrojem v mnoha oblastech biologie včetně molekulární a evoluční 

biologie, kde pomáhá rozpoznávat příbuzenské vztahy mezi organismy nebo identifikovat 
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úplně nové taxony. Metody sekvenování DNA se neustále vyvíjejí a vylepšují. 

V současné době jich existuje celá řada a mezi ty nejznámější se řadí Sangerovao 

sekvenování, sekvenování nové generace (NGS) a metody dlouhého čtení, někdy 

nazývané jako sekvenování třetí generace (TGS). 

3.5.3.1. Sangerovo sekvenování 

Jednou z nejstarších a stále hojně používaných je Sangerovo sekvenování, 

pojmenované po svém vynálezci Fredericku Sangerovi (Taylor a Harris 2012). Od doby 

svého objevení prošla značnou evolucí, ale všechny její verze fungují na podobném 

principu. Zkoumaná sekvence se vloží do reakční směsi obsahující primer, polymerázu, 

deoxyribonukleotid-trifosfáty (dNTP je hromadné označení pro dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP) a určité procento fluorescenčními barvami obarvených dideoxyribonukleotid-

trifosfátů (ddNTP). Jedná se o uměle vytvořené deriváty nukleotidů postrádajících OH 

skupinu na 2' i 3' uhlíku svého cukru ribózy. Přiřazení takového ddNTP má za následek 

ukončení syntetizace řetězce DNA polymerázou v daném bodě, protože další dNTP se 

kvůli chybějícím OH skupinám v ddNTP nemá jak navázat. Výhodou používání 

fluorescenčních barev je možnost provádění této reakce v jedné zkumavce oproti 

původním čtyřem zkumavkám. Samotné čtení nukleotidů se dnes provádí u Sangerova 

sekvenovaní kapilární elektroforézou s laserovou detekcí fluorescence. Ta na základě 

rozdílné délky a typu fluorescence vyhodnotí pořadí jednotlivých nukleotidů v sekvenci. 

V předešlých inkarnacích Sangerovy metody se využívalo radioaktivních primerů nebo 

čtyř nádob, přičemž každá z nich obsahovala pouze tři deoxyribonukleotidy a polymeráza 

tak ukončila syntetizaci náhodně v místě navázání ddNTP. Nevýhodou Sangerova 

sekvenování obecně je omezená délka čtení (Catherine Shaffer 2017). U delších sekvencí 

se proto muselo provádět tzv. „shotgun“ sekvenování, při kterém byla zkoumaná DNA 

náhodně rozdělena na menší fragmenty. Sekvence pak byla zrekonstruována na základě 

překryvů, pomocí počítačových softwarů, do původní podoby (Staden 1979; Anderson 

1981). Pro Sangerovo sekvenování se ale „shotgun“ dnes již nepoužívá. 

3.5.4. Sekvenování nové generace (NGS) 

Zatímco Sangerovo sekvenování se zaměřovalo na identifikací bází v dlouhé sekvenci 

DNA ze známého regionu genu, oproti tomu metody NGS se snaží o paralelní 

sekvenování většího množství malých částí DNA z náhodné části genu. Tyto krátké 

sekvence jsou poté zpětně poskládány v celou sekvenci genu, nebo jeho části, pomocí 

bioinformačních softwarů na základě překryvů při alignmentu. Jedná se o proces srovnání 

https://cs.wikipedia.org/wiki/Rib%C3%B3za
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a porovnání dvou nebo více sekvencí pomocí různých algoritmů. Sekvence jsou srovnány 

nad sebe do řad, tak aby homologické pozice ležely nad sebou, a nukleotidy na 

překrývajících se pozicích se použijí k výpočtu podobnosti sekvencí nebo ke 

zkompletování sekvenovaného genu. Do výsledného alignmentu lze, za předem 

stanovených podmínek, vkládat mezery (Mount 2001). NGS umožňují rychlé a efektivní 

sekvenování velkých objemů DNA nebo RNA v jediném běhu sekvenačního přístroje 

(Shendure et al. 2017). Řadí se mezi ně 454 Pyrosequencing, Illumina sekvenátory, Ion 

Torrent nebo nejnovější metoda Avidity Sequencing (Arslan et al. 2022).  

3.5.4.1. Pyrosekvenování 

Základy pro tuto metodu byly položeny již v roce 1987, kdy byla měřena aktivita 

polymerázy při syntéze DNA na základě množství uvolněného anorganického 

pyrofosfátu (PPi), za pomoci enzymů ATP-sulfurylázy a luciferázy. PPi vzniká jako 

vedlejší produkt při přiřazení dNTP do syntetizovaného řetězce DNA polymerázou 

(Nyrén 1987). Tento poznatek spolu se snahami o vyvinutí sekvenační technologie, bez 

potřeby elektroforézy, vedly v roce 1996 ke vzniku pyrosekvenování (Ronaghi et al. 

1996), které se tak stalo jednou z prvních metod patřících do NGS a signalizovalo začátek 

revoluce v sekvenování po pomyslné téměř dvacetileté vládě Sangerovo metody.  

Pyrosekvenování stojí na práci čtyř enzymů jejichž vzájemná reakce vede ke vzniku 

viditelného světla. Jedná se o enzymy DNA-polymerázu, ATP-sulfurylázu, luciferázu, 

jenž je například zodpovědná za bioluminiscenci světlušek (Lampyris, Geoffroy 

1762)(Hosseinkhani 2011) a apyrázu. Dalšími složkami sekvenační reakční směsi jsou 

adenosin-fosfosulfát (APS) a luciferin, sloužící jako substrát reakce, a templátová DNA 

s primery, který označuje výchozí pozici pro syntézu komplementárního řetězce DNA 

k té templátové. Do této směsi jsou poté postupně přidávány známé dNTP, jejichž 

přiřazení do syntetizovaného řetězce DNA-polymerázou vede k uvolnění pyrofosfátu. 

Ten je ATP-sulfurylázou přeměněn na ATP, který je enzymem luciferázou převeden na 

detekovatelné světlo, jenž je zachycováno speciální kamerou a zaznamenáváno do 

pyrogramu. Množství a intenzita vzniklého světla se liší podle druhu přiřazeného 
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nukleotidu a lze jej tak na základě jeho množství určit. Apyráza slouží k rozkladu 

nepřiřazených bází a přebytečného ATP mezi reakcemi (Ahmadian et al. 2006).  

 

Ovšem před samotným sekvenováním je potřeba mít připravenou knihovnu 

odpovídajících DNA fragmentů. Izolované DNA je, buď mechanicky nebo pomocí 

enzymů, fragmentováno na menší části dlouhé 300 - 800 bp (Wiley et al. 2009). Na 3´ a 

5´ konce těchto fragmentů jsou ligázou napojeny adaptéry označované jako A a B, které 

slouží jako místa k napojení primerů. Pomocí druhého adaptéru B jsou fragmenty DNA 

imobilizovány na sekvenační mikrokuličky, jeden ssDNA fragment na jednu mikrokuličku, 

které jsou uloženy v olejnaté emulzi. Imobilizované DNA je poté pomocí emulzní PCR 

amplifikováno a dojde k vytvoření velkého množství identických kopií na každé kuličce. 

Nevhodné a špatně označené fragmenty, přebytečný primer a další kontaminanty jsou 

odstraněny při purifikaci.  Mikrokuličky s klonálně amplifikovanou ssDNA jsou umístěny na 

mikrotitrační destičku s jamkami a připraveny k pyrosekvenování syntézou, kdy je do každé 

jamky s mikrokuličkou přidána sekvenační reakční směs a postupně dNTP. Tento postup se 

může mírně lišit podle výrobce sekvenačního přístroje a použitého manuálu, ale principiálně 

zůstává stejný (Margulies et al. 2005; Wiley et al. 2009; Zheng et al. 2010). 

Obrázek 3: Grafické zobrazení průběhu pyrosekvenace, převzato a upraveno (Ahmadian et al. 

2006) 
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První komerčně dostupný NGS přístroj na pyrosekvenování začala v roce 2005 

nabízet firma 454, která byla později odkoupena Roche Applied Science a od roku 2012 

přestala tato platforma být dále vyvíjena (Shendure et al. 2017). Mezi nabízené přístroje 

patřil například GS20 a jeho následovníci od Roche Applied Science GS FLX a GS FLX+ 

nebo GS junior lišící se délkou možného čtení.   

Mezi nevýhody této metody patří omezená delších čtení, vysoká cena primerů, 

enzymů a chybovost při výskytu homopolymerních oblastí v řetězci DNA, v důsledku 

nepřesnosti zesílení světla, které není přímo úměrné počtu přiřazených bází stejného 

druhu (Marsh 2010). 

3.5.4.2. Illumina sekvenování 

Způsob sekvenování Illumina využívá konceptu vratné terminace, jenž byl poprvé 

představen v roce 1994 Brunem Canardem a Robertem S. Sarfatem (Canard a Sarfati 

1994), a následně převzat společností Solexa, která v roce 2006 představila svojí první 

sekvenační platformu Genome Analyzer, schopný generovat ctění o délce 1 Gb, během 

jednoho běhu přístroje. O rok později byla společnost Solexa odkoupena společností 

Illumina, jejíž název tato metoda dnes nese (www.illumina.com).  

Stejně jako u pyrosekvenování je potřeba před samotným čtením DNA sekvence 

pomocí Illumina přístrojů vygenerovat DNA knihovnu, což je proces, který je společný 

pro všechny NGS. Při Illumina sekvenování se využívá můstkové PCR. Izolované DNA 

je opět mechanicky, speciálními přístroji, nebo pomocí enzymů rozštěpeno na fragmenty 

vhodné velikosti, ta se v současnosti pohybuje okolo 200 – 500 bp, což je značný nárůst 

oproti cca 30 bp, na kterých metoda začínala (Bronner a Quail 2019). Konce těchto 

dsDNA fragmentů jsou poté fosforylací upraveny a připraveny na ligázu adaptérů. 

Nevhodné fragmenty jsou odstraněny, buď za pomocí kitu, kolonek anebo SPRI kuliček 

Obrázek 4: Schéma emulzní PCR a přípravy DNA knihovny na pyrosekvenaci, převzato a upraveno (Metzker 2010) 
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(DeAngelis et al. 1995). Po vyselektování vhodných fragmentů následuje PCR, při níž 

dojde k amplifikaci vhodných cílových úseků, a k přidání rozdílných oligonukleotidů na 

každý z konců řetězce DNA, pokud nebyly součástí adaptérů.  

Alternativou k tomuto postupu, bez potřeby PCR, je Hybridization capture 

enrichment, který je vhodný, pokud se snažíme o sekvenování již známého genu. Způsob 

zahrnuje hybridizaci předem navržených prób s cílovými úseky DNA, které jsou poté 

zachyceny na magnetické kuličky nebo mikročipy. Po odmytí nenavázaných prób a 

dalších složek reakční směsi jsou zachycené fragmenty detekovány a kvantifikovány na 

základě fluorescence, jelikož použité próby obsahují fluorescenční barvivo, a není tak 

zapotřebí PCR. Hlavní výhodou tohoto postupu je možnost zachycení velkého počtu 

různých cílových fragmentů DNA o větší velikosti (Mamanova et al. 2010).  

Připravené fragmenty DNA, jsou například inkubací s NaOH, denaturovány a vzniklé 

ssDNA s komplementárními oligonukleotidy přisedá k povrhu průhledné skleněné 

destičky s mikroskopickými kanálky (flowcell), na jejichž povrchu se nacházejí dva 

druhy oligonukleotidů, každý komplementární k jednomu ze dvou adaptérů (Bronner a 

Quail 2019). Takto hybridizované DNA je připraveno k PCR, po jejímž průběhu a syntéze 

komplementárního vlákna dojde k denaturaci, a původní templátové fragmenty jsou 

odmyty pryč. V následující fázi annelingu přisedá volný konec řetězce ssDNA 

k sousednímu volnému oligonukleotidu na destičce a vytváří tak můstek. Dalším krokem 

je opětovná amplifikace a vznik dsDNA s tím rozdílem, že po jeho následné amplifikaci 

již není jedno z vláken volné, ale díky vzniklému můstku v předešlém kroku, zůstávají 

po jejich denaturaci obě vlákna přichycena k jednomu ze sousedních rozdílných 

oligonukleotidů. Nevhodné protichůdné vlákno je poté uvolněno opět odmyto pryč. 

Výsledkem tohoto procesu je vznik tisíce kopií jediného fragmentu, kterých mohou být 

v kanálcích destičky miliony (Delseny et al. 2010). Takto vzniklé klastry jsou připravené 

na následovné sekvenování. 
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Obrázek 5: Schéma můstkové PCR a přípravy DNA knihovny, převzato a upraveno (Metzker 2010) 

Sekvenování začíná přidáním reakční směsi obsahující sekvenační primery a 

fluorescenčně značené nukleotidy, které zároveň slouží jako terminátory reakce a dochází 

tak vždy po přiřazení jednoho nukleotidu k jejímu ukončení. Tím je možné stanovit a 

kontrolovat délku výsledné sekvence. Počet cyklů určuje délku čtení a barva světelného 

signálu nukleotidu jeho typ. Poté je 3´ konce začleněného dNTP odblokován a může dojít 

k přiřazení dalšího, a celý proces se opakuje. Po dokončení prvního čtení je nové 

syntetizované vlákno odmyto a původní templátové DNA se ohýbá a volným konecem 

hybridizuje se sousedním oligonukleotidem na destičce a proběhne můstková PCR jejímž 

výsledkem je ssDNA vlákno komplementární k té templátové, které je osekvenováno 

stejným způsobem. Při Illumina sekvenování tedy dochází ke čtení sekvence v obou 

směrech, což vede ke snížení chybovosti a usnadnění alignmentu (Ansorge 2009).  
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Společnost Illumina nabízí několik sekvenačních platforem, z nichž každá se liší 

převážně délkou, časovou náročností čtení a mají tak různé využití. První z nich je MiSeq. 

Dokáže vyprodukovat 15 Gb dat. Je vhodný pro sekvenování cílových úseků DNA nebo 

RNA, metagenomiku a sekvenování menších genomů. NextSeq je výkonnější a dokáže 

vyprodukovat až 120 Gb dat. Nachází využití při sekvenování celého genomu nebo 

exomů a v transkriptomice a epigenomice. Nejvýkonnější sekvenačním zařízením je 

NovaSeq, který dokáže produkovat až 16 Tb dat, během jediného běhu přístroje. Je 

vhodný pro rozsáhlé projekty, jako je populační genomika ve velkém měřítku nebo 

sekvenování celého genomu. Pro představu lidský genom je velký  přibližně 3,1 Gb 

(Morton 1991). Poslední nabízenou platformou je relativně kompaktní a nízko nákladový 

MiniSeq schopný vyprodukovat 7,5 Gb dat za cca 4–24 hodin, vyznačuje se tak velkou 

rychlostí. Jeho využití je podobné jako u platformy MiSeq. Podrobnější popis všech 

Obrázek 6: Grafické znázornění Illumina sekvenování, převzato a upraveno (Metzker 2010) 
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přístrojů a jejich doporučené využití lze nalézt na stránkách výrobce 

https://www.illumina.com/systems/sequencing-platforms.html.  

3.5.4.3. TELL-Seq 

Transposase Enzyme Linked Long-read Sequencing, volně přeloženo jako 

sekvenování dlouhých sekvencí s využitím transpozázových enzymů nebo zkráceně 

TELL-Seq, je relativně nová metoda generování DNA knihovny pro NGS sekvenování, 

která se snaží vyřešit jejich nevýhody, mezi které patří, kvůli krátké délce čtení 

jednotlivých fragmentů, omezená schopnost rozlišovat haplotypy, sestavovat komplexní 

genomy a například detekovat strukturální rozdíly mezi sekvencemi dvou jedinců (Chen 

et al. 2020).  

Generování knihovny pomocí TELL-Seq Library Prep kitu zabere okolo tří hodin, 

celá reakce probíhá v jedné PCR zkumavce a stačí malé množství vstupního vzorku, 

okolo 0,1 -0,5 ng DNA. Do zkumavky obsahující DNA jsou nejprve přidány 3μm 

magnetické kuličky, na jejichž povrchu se nachází alespoň jedna unikátní barcode 

sekvence, těch může být na každé TELL kuličce okolo 50 000, přičemž minimálně ∼1 % 

sekvencí mají kuličky společné. Dalším krokem je přidání enzymu transpozázy a malých 

fragmentů DNA transpozonů vytvářejících komplex transpozozon. Transpozozony 

reagují se vstupním DNA a připojují ho k barcodům na TELL kuličkách, Na takto 

zachycené DNA poté nasedá druhý označený transpozozon a fragmentuje ho.  Po odmytí 

enzymu transpozázy zůstávají na koncích fragmentů jen transpozony s unikátním 

molekulárním identifikátorem, které DNA stále jedním koncem vážou k povrchu kuličky, 

a umožňuje identifikovat a sledovat každý fragment DNA, během procesu sekvenování, 

což je hlavní výhodou této metody. Poté je možné provést PCR amplifikaci a 

sekvenování, například jednou z platforem nabízených firmou Illumina (Chen et al. 

2020).  
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3.5.4.4. Ion Torrent sekvenování 

Za spirituálního nástupce pyrosekvenování a pomyslný můstek mezi NGS a TGS lze 

označit Ion Torrent sekvenování. První sekvenátor využívající této technologie byl 

představen v roce 2010 firmou Life Technologies a od ostatních popsaných metod se 

odlišuje především tím, že nevyužívá žádných speciálně upravených dNTP nebo 

optických signálů, ale zaznamenává změnu pH v roztoku vznikající uvolňováním 

vodíkových iontů při syntéze DNA (Rusk 2011).  

Při syntéze komplementárního vlákna DNA dochází při zařazení nukleotidu do stále 

rostoucí sekvence nejen k uvolnění anorganického pyrofosfátu (PPi), který je poté 

pomocí speciálních enzymů převáděn na světelný signál u pyrosekvenování, ale i 

k uvolnění vodíkových iontů (H+). Uvolnění těchto iontů zapříčiní změnu pH v roztoku, 

množství uvolněného H+ a míra, kterou pH klesá, odpovídá množství začleněných dNTP, 

a tato změna je detekována polovodičovým čipem a převedena na digitální signál, z nějž 

lze poté vyčíst množství a druh inkorporovaného nukleotidu.  

Při Ion Torrent sekvenování je izolované DNA nejprve fragmentováno na řetězce 

dlouhé přibližně 200 bp, na jejichž konce jsou ligázou přidány adaptéry (Slatko et al. 

2018).  Tyto fragmenty jsou pomocí oligonukleotidů zachyceny na povrchu 

mikrokuliček, a amplifikovány emulzní PCR, podobně jako u pyrosekvenování. Po 

emPCR jsou mikrokuličky, s tisíci identickými kopiemi fragmentů, umístěny do jamek 

Obrázek 7: Schématické znázornění přípravy DNA knihovny pomocí TELL-Seq metody, převzato a upraveno (Chen et al. 

2020) 
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na sekvenační destičce, tak aby v každé jamce byla pouze jedna. Amplifikované DNA je 

pak sekvenováno postupným přidáváním jednotlivých nukleotidů do jamek s DNA 

a reakční směsí, které jsou obklopeny elektronickými čidly. Uvolnění H+ iontů a tím 

vznikající změna pH, po zařazení nukleotidu do rostoucí sekvence DNA, během každé 

cyklu, vyvolá změnu povrchového potenciálu mezi kovovou snímací vrstvou a ISFET 

tranzistorem v čidle, které tuto změnu zaznamená. Zaznamenaný digitální signál je pak 

zpracován softwarem a na jeho základě dojde k určení pořadí nukleotidů v sekvenci DNA 

(Rothberg et al. 2011). 

Life Technologies, která v roce 2010 jako první přišla na trh s technologií iontového 

polovodičového sekvenování, byla společnost zaměřená na výzkum a vývoj technologií 

pro potřeby vědy a zdravotnictví, včetně sekvenování DNA. V roce 2014 byla tato 

společnost odkoupena korporací Thermo Fisher Scientific (www.thermofisher.com 

(online)), která tuto sekvenační platformu dále vyvíjí, a tak v její nabídce lze nalézt 

například sekvenační přístroje Ion GeneStudio S5 série. Jednotlivé přístroje se liší 

osazenými čipy, například nejzákladnější Ion 510™ čip dokáže vygenerovat 0,5 Gb dat 

za pouhé tři hodiny. Ion Torrent technologie se tak vyznačuje svojí rychlostí a nízkou 

cenou, ale je limitované délkou čtení, a potýká se s problémy při výskytu dlouhých 

homopolymerních oblastí v sekvenci, podobně jako pyrosekvenování. Změna pH, 

vyvolaná uvolněním vodíkových iontů H+, přestává být přímo úměrná, po přiřazení 

většího počtu bází do syntetizovaného řetězce (Slatko et al. 2018). 

3.5.5. Sekvenování třetí generace 

Sekvenování třetí generace (TGS) je souhrnné označení pro nejnovější generaci 

sekvenačních technologií, které se na trhu objevily po Sangerovo, někdy označované jako 

první, a druhé / nové generaci (Shendure et al. 2017).  TGS jsou také označovány jako 

metody dlouhého čtení, protože umožňují sekvenování mnohem delších úseků nebo 

celých molekul DNA, při jediném běhu přístroje. Čímž se odličují od NGS, jenž jsou 

schopné sekvenovat pouze krátké fragmenty DNA, které je potřeba po fragmentaci 

amplifikovat.  

Ovšem i široce využívaná metoda amplifikace, jako PCR, není bez svých chyb a může 

po svém působení zavádět do výsledného vzorku chyby, které mohou vést ke snížení 

přesnosti sekvenování, zkreslení výsledků a poskytnout nesprávné informace o množství 

a rozmanitosti zkoumaných genů (Warnecke et al. 1997). Tyto nepřesnosti a chyby jsou 
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označovány jako PCR biases nebo artefakty. Jedná se například o primer bias, 

zodpovědný za upřednostnění amplifikace jedné sekvence DNA před jinou. Další 

potencionální chybou může být template bias, který se projevuje v případech, kdy 

izolovaná templátová DNA není reprezentativní pro celý vzorek, nebo amplification bias.  

Ke kterému dochází, pokud amplifikace DNA není lineární a množství výsledného DNA 

není přímo úměrné výchozímu templátu. To může vést k nadměrnému nebo 

nedostatečnému zastoupení určitých sekvencí DNA. Také hrozí vznik artefaktů, jedná se 

o produkty PCR, které vznikají nespecifickou amplifikací, jiných než cílových úseků 

DNA, a neodpovídají tak cílové sekvenci (Kanagawa 2003).   

Riziko výskytu těchto nepřesností vznikajících PCR a další problémy NGS měly 

vyřešit metody dlouhého čtení, ale i ty se potýkají s problémy jako je nižší přesnosti čtení, 

vyšší cena a potřeba většího množství vstupního vzorku (Chen et al. 2020). Mezi 

nejpopulárnější TGS metody se řadí PacBio SMRT sekvenování a Oxford Nanopore 

sekvenování za využití nanopórů. Obě metody se spoléhají na odlišný přístup, ale sdílejí 

schopnost generovat dlouhá čtení dosahujících délky kb, která mohou pokrýt celé 

zájmové oblasti, jako jsou geny nebo dokonce celé kratší genomy. Díky tomu 

sekvenování třetí generace nachází využití obzvláště při de novo sekvenování genomů 

nebo v epigenetice, která se zabývá studiem genové exprese (Shendure et al. 2017).   

3.5.5.1. PacBio SMRT sekvenování 

Možná na první pohled zvláštní název pro sekvenační technologii je ve skutečnosti 

akronymem pocházejícím z anglických slov Single Molecule Real-time Sequencing, 

které lze volně přeložit jako sekvenování jediné molekuly v reálném čase. Základy pro 

tento typ sekvenování byly položeny v roce 2003 s popsáním Zero-Mode Waveguides 

(ZMW), pomocí kterých bylo možné opticky pozorovat aktivitu DNA polymerázy 

v reálném čase (Levene et al. 2003).  

Zero-Mode Waveguides jsou malé nanodírky v tenké kovové vrstvě, do kterých díky 

jejich velikosti proniká pouze jediná molekula. Otvor, do kterého pozorovaná molekula 

padá, je mnohem menší než vlnová délka světla použitého pro detekci, což znamená, že 

světlo proniká do nanodírky a interaguje s molekulou, jen když se nachází přesně v centru 

nanodírky. To umožňuje přesné měření vlastností molekuly i při jejich velmi vysoké 

koncentraci (Levene et al. 2003). 
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Tuto technologii poté poprvé úspěšně využili v roce 2009 Eid a kolektiv 

k sekvenování, které bude později známé pod zkratkou SMRT. Základem této metody 

jsou 70 nm široké a 100 nm hluboké nanodírky, v jejichž středu je umístěna molekula 

φ29 DNA polymerázy. Ta se při sekvenování používá k začlenění fluorescenčně 

značených nukleotidů do řetězce DNA. Na rozdíl od Illumina sekvenování jsou 

fluorofory napojeny na terminální fosfátovou skupinu dNTP, a jejich přiřazení tak nevede 

k ukončení syntézy, ale nepřetržitě pokračuje dál (Eid et al. 2009). Čtyři fluorescenční 

signály vydávané při zaražení nukleotidu, každý nukleotid má vlastní specifickou barvu, 

jsou detekovány kamerou. To umožňuje stanovení jejich pořadí v sekvenci DNA 

v reálném čase a s vysokou přesností.  

Počáteční problém pro tuto metodu představovala rychlost, s jakou je enzym DNA 

polymeráza schopna začleňovat jednotlivá dNTP do řetězce DNA, ta je pohybuje okolo 

1000 bp/s, což je mnohem větší rychlost, než kterou je současná technologie schopna 

zachytit (Alberts et al. 2002). Tento problém byl vyřešen ligázou speciálních adaptérů na 

oba konce sekvenované molekuly DNA a jejího zacyklení. Adaptéry obsahují sekvenci 

komplementární k primerům zahajujících syntézu na templátové DNA. To umožňuje 

zacyklenému řetězci DNA nepřetržitě procházet molekulou φ29 DNA polymerázy, 

dokud nedojde k jejímu kupletnímu přečtení snímací kamerou. Jelikož jsou adaptéry 

ligovány na oba konce dsDNA je možné získat komplementární informace ze syntézy 

obou vláken v 5->3 směru, což vede ke snížení chybovosti a k přesnosti ~99,3% (Eid et 

al. 2009; Slatko et al. 2018).  

Významnou vlastností SMRT sekvenování, která vyplývá ze sledování aktivity DNA 

polymerázy v reálném čase, je schopnost této metody detekovat chemické modifikace 

nacházející se v sekvenci DNA. Pokud polymeráza narazí na takovou modifikaci projeví 

se to změnou rychlosti syntézy, a na základě té lze rozeznat, o kterou modifikaci se jedná. 

Proto je PacBio sekvenování neocenitelným nástrojem při studiu epigenetiky (McCarthy 

2010).  

Pacific Biosciences of California je firma, která jako první uvedla na trh sekvenační 

platformy využívající SMRT sekvenování. Technologii stále vyvíjí a nabízí několik 

sekvenačních přístrojů jako například Sequel nebo novější Sequel II. Přístroje se liší 

délkou trvání sekvenování, ta se pohybuje okolo 20-30 hodin, a objemem produkovaných 

dat. PacBio platformy jsou schopné osekvenovat jednotlivé molekuly o průměrné délce 
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15–20 kb s 99% přesností a více informací lze nalézt na stránkách výrobce 

www.pacb.com.  

3.5.5.2. Oxford nanopór sekvenování 

Nejmodernější a na trhu nejnověji dostupnou metodou je nanopór sekvenování, které 

nabízí a vyvíjí firma Oxford Nanopore Technologies, jenž vznikla v 2005 odštěpením od 

Oxfordské univerzity, za účelem vývoje elektronického sekvenačního systému 

založeného na nanopórech (www.nanoporetech.com (online)).  

První koncepty využití nanopórů, malých otvorů v membráně, v molekulární biologii 

se začínaly objevovat již v 80. letech 20. století a hypotetizovalo se o jejich využití, mimo 

jiné, jako filtrů a separátorů molekul (Bayley 2015). V roce 1996 poté vychází první 

článek popisující nanopóry v praxi. Byla popsána možnost pomocí elektrického pole 

protahovat záporně nabité molekuly ssDNA proteinovou membránou. Vstup molekuly 

do této membrány částečně blokuje jí procházející elektrický signál. Podle trvání tohoto 

poklesu elektrického signálu je pak možné zjistit délku molekuly.  V závěru článku byla 

vznešena myšlenka, že by tato metoda mohla po několika vylepšeních sloužit i k detekci 

nukleotidů v řetězci DNA (Kasianowicz et al. 1996).  

Pro potřeby sekvenování se využívají jak biologické, tak solid-state nanopóry. Mezi 

ty biologické se řadí například lipidový α-HL nanopór, v přírodě produkovaný bakterií 

Staphylococcus aureus, Rosenbach 1884, který lze  nalézt v sekvenačním přístroji MinION 

(Clarke et al. 2009; Lindsay 2016). Mezi solid-state nanopóry patří například membrány 

vyrobené ze Si3N4, silikonu anebo grafenu (Li et al. 2001; Storm et al. 2003). Grafen je 

velice tenký materiál skládající se z atomů uhlíku uspořádaných do hexagonálních 

mřížek. Jedná se o velice pevný, flexibilní a vysoce vodivý materiál, což s něj činní 

ideální substanci na výrobu nanopórů (Novoselov et al. 2004; Heerema a Dekker 2016). 

Za jeho vývoj v roce 2010 získali vědci Geim a Novoselov Nobelovu cenu za fyziku 

(Dresselhaus a Araujo 2010).   

Při sekvenování jsou řetězce DNA smíchány se sekvenačním enzymem v podobě Φ29 

DNA-polymerázy, který spolu s DNA přilne k 1,4 nm velkým α-HL pórům uložených 

v lipidové vrstvě, která odděluje dvě nízko objemové komory, mezi nimiž proudí 

elektrický proud. DNA je k nanopóru přitaženo vlivem elektrického pole a rychlost jeho 

průchodu je upravena polymerázou, která zároveň rozděluje dsDNA na ssDNA. Protože 

se nukleotidy od sebe mimo jiné liší i svojí velikostí, tak svým průchodem přes nanopór 
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způsobují fluktuaci ve velikosti elektrického proudu mezi oběma komorami. Tyto změny 

lze měřit a poté použít k identifikaci jednotlivých nukleotidů v řetězci DNA (Deamer a 

Branton 2002; Clarke et al. 2009). Zvýšení přesnosti se dá dosáhnout denaturací 

templátového dsDNA a vytvořením tzv. hairpin DNA, které vzniká spojením rozdělených 

ssDNA na jejich 3´ koncích speciálními primery a navázáním blokovacích 

oligonukleotidů, který zabraňují polymerizaci. Vzniká tak jedno dlouhé jednovláknového 

hairpin DNA, a je možné provést sekvenaci obou vláken původního dsDNA zároveň, 

respektive za sebou (Comer et al. 2009), ale i tak nanopór sekvenování dosahuje oproti 

ostatním zmíněným metodám nižší přesnosti ~ 95 % (Ferguson et al. 2022).  

V počátcích bylo možné sekvenovat pouhých 30 bp (Howorka et al. 2001), v dnešní 

době se dá v extrémních případech dosáhnout délky čtení až okolo 900 kb (Jain et al. 

2017).  Oxford Nanopore Technologies na svých stránkách www.nanoporetech.com 

nabízí tři sekvenační přístroje, a to přenosný a cenově dostupný MinION, který je schopný 

generovat až 50 Gb dat za 72 hodin nebo dražší a větší GridION či PromethION.  

3.5.6. Hledání ideální DNA barcode sekvence v genetickém kódu 

Ideální barcode se většinou hledá v sekvencích kódující proteiny, a to především 

z důvodu nižší šance indelů a tím pádem větší šance správného alignmentu při hledání 

podobných sekvencí v databázích. rRNA geny se v tomto ohledu potýkají s potížemi, 

které jsou buď přehlíženy, nebo jsou řešené pomocí výpočetních metod nepoužívajících 

alignment.  

Jak bylo zmíněno dříve, DNA je tvořena ze 4 typů nukleotidů, ty slouží ke kódování 

proteinů, které se obvykle skládají z 20 typů aminokyselin. V genetickém kódu tedy není 

možné, aby jednotlivé nukleotidy sloužily pro zápis všech aminokyselin samostatně. 

Matematicky je to možné teprve až pro kombinace tří nukleotidů, tzv. tripletů neboli 

kodónů, které dávají možnost vzniku 64 variacím s opakováními. Jedna aminokyselina 

tak může být kódována více různými kodóny.  

Náhodný úsek sekvence DNA může být do genetického kódu, který je kódován po 

tripletech, přeložen šesti způsoby, třemi v každém směru čtení, přičemž pouze jeden 

způsob čtení odpovídá skutečnému kódovanému proteinu. Pro interpretaci genetického 

kódu se proto musí správně vybrat tzv. otevřený čtecí rámec (Open Reading Frame - 

ORF) (Alberts 2002). Navíc je nutné si uvědomit, že k syntéze proteinů dochází na 

ribozomech čtením informace z RNA, nikoli přímo z DNA. V sekvencích RNA je 
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nukleotidová báze thyminu (T) zaměněna za uracil (U). ORF pro většinu proteinů začíná 

start kodonem ATG (AUG) a končí stop kodonem, který může mít tvar TAA (UAA), 

TAG (UAG) nebo TGA (UGA). Výjimkou mohou být genové sekvence u některých 

bakterií (Watanabe a Suzuki 2008).   

Z evolučního hlediska má veliký význam fakt, že mutace na různých pozicích kodónu 

mají různý význam a jejich fixace různou pravděpodobnost. Stejně tak inserce nebo 

delece nukleotidů v exonech mají za důsledek posun čtecího rámce. Některé takové 

sekvence jsou tedy napříč říšemi vcelku konzistentní a jiné jsou naopak velmi variabilní 

i mezi jedinci stejného druhu. Různá variabilita v sekvencích genů přináší vědcům 

možnost studovat evoluci života na veliké časové škále a v různém taxonomickém 

rozlišení. Právě rozdíly na úrovni příbuzných druhů využívá DNA barcoding. 

V počátcích DNA barcodingu se usilovalo o nalezení jedné univerzální sekvence, 

která by byla společná pro všechny organismy, to se ovšem záhy ukázalo jako nemožná 

ambice a hledání ideálního DNA barcodu se omezilo na jednotlivé skupiny organismů 

(Hebert et al. 2003a). Genetické markery využívané pro DNA barcoding se nazývají DNA 

barcody. Takový barcod by měl splňovat několik kritérií a to (i) být, jak již bylo dříve 

řečeno, dostatečně variabilní, aby umožnil rozeznávat mezi druhy, ale zároveň co nejvíce 

stabilní pro zástupce stejného druhu, (ii) být standardizovaný s konstantní substituční 

rychlostí pro co nejširší spektrum organismů a umožnit tak použití stejné DNA sekvence 

pro rozeznání co nejvíce taxonů a  taxonomických kategorií (iii) mít vhodné vysoce 

konzervované primerovací sekvence na koncích, což umožňuje vysoce spolehlivou 

amplifikaci daného úseku a následné sekvenování (iv) cílová DNA sekvence by neměla 

být příliš dlouhá, aby bylo možné její využití i při amplifikaci z degradovaného materiálu 

(Taberlet et al. 2007). 

Vypsaná kritéria mají pro každý vědní obor jinou váhu. Taxonom bude například 

upřednostňovat genetický marker, který mu poskytne dostatek informací, na základě, 

kterých bude možné zkoumaný druh přesněji zařadit do taxonů. Kdežto pro ekologa 

zkoumajícího organické zbytky ve vodě nebo v půdě bude mít naopak největší hodnotu 

univerzálnost a možnost amplifikovat i krátké degradované sekvence při odnoži 

barcodingu zvané metabarcoding, který se využívá při zkoumání enviromentální DNA 

(eDNA) a dokáže současně identifikovat větší počet organismů nacházejících se 

v jednom vzorku (Taberlet et al. 2012). Toho může být dosaženo tzv. High-throughput 
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sekvenováním (HTS), kdy dochází k sekvencování více fragmentů DNA paralelně za 

využití méně specifických primerů nebo i zcela bez nich (Liu et al. 2020).  

3.5.6.1. Živočišné barcody 

Největší pozornosti, jako zdroji ideální DNA barcode sekvence, se v živočišné říši 

těší mitochondriální DNA. Mitochondrie je membránová semiautonomní organela 

nacházející se ve všech eukaryotických organismech. Mezi její hlavní funkce patří 

produkce energie pro správný chod organismu a v jedné buňce se jich může nacházet až 

několik stovek nebo tisíců, přičemž každá v nich obsahuje několik molekul DNA 

(Wiesner et al. 1992), a tak jsou jejím bohatým zdrojem, i když je množství dostupné 

tkáně / vzorku omezené (Purty a Chatterjee 2016). Rychlost evoluce protein kódující 

mtDNA je také dostatečně vysoká i pro identifikaci blízce příbuzných druhů (Hebert et 

al. 2003a). Mezi další příznivé vlastnosti se řadí absence intronů, malá predispozice 

k rekombinaci, haploidní, maternální dědičnost a existence robustních primerů (Saccone 

et al. 1999). 

Prvotní studie se zpočátku zaměřovaly na mitochondriální geny (12S, 16S) kódující 

ribosomální RNA, ale od jejich širšího využití bylo upuštěno z důvodu častého výskytu 

indelů, inzerci a deleci bází, což vedlo k problémům při sekvenačním alignmentu (Doyle 

a Gaut 2000). Od nich byla pozornost přesunuta na cytochrom-oxidázový komplex 

představující poslední článek elektronového transportního (dýchacího) řetězce. U 

eukaryot se tento enzymatický komplex nachází ve vnitřní membráně mitochondrií a 

skládá se z několika podjednotek (Dieteren et al. 2008). Tři největší z nich cytochrom c 

oxidáza I, II a III jsou kódovány přímo v mtDNA (Voet a Voet 1990).  

Konkrétně podjednotka cytochrom c oxidáza I (COI) se zdá být jako nejslibnější zdroj 

živočišného DNA markeru. Vykazuje dostatečnou substituční rychlost pro rozlišení 

blízce příbuzných druhů (Knowlton a Weigt 1998; Fourdrilis et al. 2016), má stabilní 

délku, poněvadž inzerce a delece bází se vyskytují  sporadicky, narozdíl od rRNA genů 

(Ramirez-Gonzalez et al. 2013) a jsou pro něj vyvinuty robustní univerzální primery, 

pomocí kterých lze spolehlivě amplifikovat stabilně dlouhé úseky z většiny zástupců 

živočišné říše včetně hmyzu (Folmer et al. 1994; Zhang a Hewitt 1997). Za univerzální 

živočišný marker byla tak vybrána právě sekvence dlouhá 648bp mitochondriálního genu 

cytochrom c oxidázy I (Hebert et al. 2003a).  
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Bohužel získání takto dlouhé sekvence se ve specifických případech ukazuje jako 

složité nebo příliš nákladné. Jedná se o různě degradované vzorky z muzejních sbírek, 

enviromentální DNA nebo z průmyslově zpracovaných potravin za účelem ověření jejich 

původu a složení (Hajibabaei et al. 2006). To vedlo k experimentování s takzvanými 

mini-barcodes, od běžných barcodů se liší svojí menší délkou, která činní přibližně 100 

bp, ale i přes to dokázaly spolehlivě identifikovat většinu zkoumaných vzorků za cenu 

minimálního úbytku na přesnosti (Hajibabaei et al. 2006; Meusnier et al. 2008). 

Alternativou je například i kombinace více takových mini-barcodů. Použití COI a Cytb 

mini-barcodů se mimo jiné osvědčilo při kontrole obchodu s rybami druhu Pangasius 

hypophthalmus (Sauvage, 1878) a P. larnaudii (Bocourt, 1866), kteří bývají často zaměňovány 

za kritický ohrožený druh P. gigas (Chevey 1931). DNA bylo získáno z ploutví nebo 

svalové tkáně a použité mini-barcody dokázaly tyto morfologicky těžko rozlišitelné druhy 

100 % určit a po doplnění jadernými markery i jejich hybridy (Buddhachat et al. 2021).  

Pro kritiku využívání mtDNA markerů jsou uváděny obavy z možného 

nadhodnocování výsledků při fylogenetických studiích v případě ovlivnění 

mitochondriální dědičnosti. K nestandartní dědičnosti mtDNA může dojít při dvojí 

uniparentální dědičnosti (DUI) běžné u mlžů (Bivalvia, Linnaeus 1758), která je výjimkou 

potvrzující pravidlo maternální dědičnosti běžné u většiny živočichů. U druhů s DUI 

dochází k předání buď maternální mtDNA nebo paternální mtDNA a rozdílnost sekvencí 

mezi nimi může činit až 30 % (Passamonti a Ghiselli 2009; Passamonti et al. 2011; Antit 

et al. 2018). Dalším faktorem vedoucím k rozdílnostem v mtDNA mezi zástupci stejných 

druhů mohou být obligátně prospěšné mikroorganismy, endosymbionti nebo 

endoparazité. Jejich výskyt také vede k obavám z ovlivnění amplifikace při použití méně 

specifických primerů. Nejvíce ovlivněným taxonem se zdají být členovci (Arthropoda), 

například společně s mitochondrií kosegregující bakterie rodu Wolbachia (Hertig 1936), 

která ovlivňuje reprodukční cyklus svého hostitele. U Callosobruchus chinensis (Linnaeus, 

1758) byl objeven horizontální přenos genetické informace mezi touto bakterií a 

hostitelem a vzhledem k rozmanitosti hmyzu nelze tento fenomén vyloučit ani u dalších 

druhů (Kondo et al. 2002). Odhadem Wolbachia postihuje 15-75 % hmyzu a 50 % 

pavouků (Araneae Clerck, 1757), takto infikovaní jedinci mohou být nesprávně zařazeni či 

označeni za nový druh (Hurst a Jiggins 2005; Whitworth et al. 2007; Weeks et al. 2007; 

Smith et al. 2012). Na druhou stranu některé studie tyto obavy označují za přehnané. 

Šance neúmyslné amplifikace bakteriální sekvence při použití specifických primerů pro 
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členovce (Arthropoda) je malá a pokud k ní přesto dojde je snadné tuto chybu odhalit a 

napravit (Stahlhut et al. 2012; Smith et al. 2012). V případě podezření na ovlivnění 

genové sekvence může být sporný jedinec dále podroben analýze jadernými markery, 

kterým je například gen Rag1 (Frézal a Leblois 2008; Buddhachat et al. 2021). I přes tyto 

diskuze zůstávají pro živočichy COI a další mitochondriální markery nejvyužívanějšími 

(Taylor a Harris 2012).  

3.5.6.2. Barcody ostatních eukaryot a bakterií  

COI marker používaný u zvířat a adoptovaný jako univerzální barcode nachází své 

využití i v říši hub, obzvláště dobře se osvědčil u rodu Penicillium (Link) a u dalších 

příbuzných druhů, kde se obavy z výskytu intronů, komplikujících PCR ve většině 

případech, nepotvrdily (Seifert et al. 2007). Obecně však COI sekvence u hub naráží na 

několik úskalí, mezi které patří dříve zmíněný výskyt intronů, nedostatečná variabilita 

mezi druhy (Gilmore et al. 2009) a existence anaerobně dýchajících taxonů, jejichž 

zástupci postrádají mitochondrie, jako například členové kmene Neocallimastigomycota 

(Powell, 2007) (Purty a Chatterjee 2016), a proto od COI markerů u hub bývá upouštěno ve 

prospěch jaderného ribozomálního mezerníku zvaného ITS, který je akceptován jako 

oficiální barcode marker pro tuto říši eukaryot. ITS vykazuje velkou úspěšnost při PCR 

amplifikaci a obecně si vede lépe při diskriminaci příbuzných taxonů, než COI, které 

dokáže spolehlivě zatřídit do druhů (Dentinger et al. 2011; Schoch et al. 2012). 

 U bakterií, které mitochondrie pochopitelně nemají, se nejčastěji jako DNA 

barcode používá část sekvence genu 16S rRNA. Vyskytuje se u všech bakterií, funkce 

toho genu se v průběhu času příliš neměnila a jeho délka přesahující 1500 bp znamená, 

že dokáže poskytnou více než dostatek fylogenetických informací. K barcodingu se 

ovšem používá pouze obecně konzervativní část dlouhá obvykle cca. 350 bp, pro kterou 

jsou vyvinuty robustní primery (Janda a Abbott 2007). Relativní jednoduchost 

sekvencování 16S rRNA, primárně z enviromentálních vzorků, významně přispěla k 

mapování mikrobiální rozmanitosti na Zemi (Lozupone a Knight 2007).  

 Vzhledem k heterogennímu charakteru protistů (Protista), pro zjednodušení 

chápáno jako souhrnné označení pro eukaryotické organismy, kteří nepatří mezi zvířata, 

rostliny ani houby (Pawlowski et al. 2012), je stanovení jednoho univerzálního barcodu 

téměř nemožné, ale i tak vedlo použití COI markerů k příznivým výsledkům u některých 

řas (Algae) a k odhalení nových druhů (Saunders 2005; Clarkston a Saunders 2010). 
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Spolehlivějším řešením se však zdá být použití jednoho „univerzálního“ barcodu 

doplněného o barcode, který by byl specifický pro danou skupinu řas nebo prvoků, pro 

co nejpřesnější zařazení do taxonu. Jednalo by se o postup podobný používání mini-

barcodů u živočichů. Navrhovanými geny jsou například 28S rDNA, 18S rRNA, ITS, 

COI spolu se svými klady a zápory zmíněnými u předešlých říší (Pawlowski et al. 2012).  

Skutečným problémem se ovšem zdají být rostliny, kde je hledání spolehlivého 

genetického markeru stále předmětem debat. Evoluce mitochondriální DNA u rostlin je 

mnohem pomalejší než u zvířat a COI sekvence tak u nich dosahuje menší variability. 

Proto bylo potřeba pro rostliny zvolit vhodnější marker. Pozornost z mitochondrie se 

přenesla na chloroplastovou DNA. Chloroplast je, podobně jako mitochondrie, 

semiautonomní organela se specifickou funkcí. Syntetyzuje a obsahuje zelené barvivo 

chlorofyl. Na membránách chloroplastů probíhá fotosyntéza tj. přeměna sluneční energie 

na energii chemických vazeb v uhlíkatých řetězcích. Jako nejslibnější barcod se jeví 

rychle se vyvíjející plastidový gen maturáza K (matK) (Lahaye et al. 2008) doplněná o 

informace z jaderného ribozomálního ITS a nebo z dalšího plastidového genu zvaného 

rbcL. Ten se vyznačuje značnou délkou 1428 bp a nabízí velkou univerzalitu za cenu 

menší diskriminační síly na úrovni druhů (Kress et al. 2005; Hollingsworth et al. 2009). 

Mezi nevýhody matK se řadí potíže s vývojem vhodných a spolehlivých primerů, ale ty 

bodou v budoucnu zajisté vyřešeny. Prozatím se jako nejlepším řešením barcode 

identifikace rostlin zdá být 2-locus systém založený na používání dvou DNA markerů 

(Hollingsworth et al. 2011).   

3.5.7. Barcodové databáze 

Jako další paralelu se zbožím v supermarketu s čárovými kódy a DNA barcodingem 

lze uvést snahy o vytvoření online referenčních databází, které by ideálně obsahovaly 

DNA sekvence všech organismů a umožnily jejich porovnání se sekvencemi nejen 

známých ale i nových a neznámých druhů. V současné době existuje takových databází 

několik. 

3.5.8. CBOL 

Impulzem ke vzniku a zavedení standardizovaných DNA barcodů u již existujících 

genových databází bylo v roce 2004 založení sdružení The Consortium for the Barcode 

of Life (CBOL) za podpory filantropické neziskové organizace Nadace Alfreda P. Sloana. 

Mezi členy tohoto sdružení se řadí více než 120 národních i soukromých organizací, ať 
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už jde o přírodovědecká muzea, herbária a další organizace zabývající se biodiverzitou, 

pocházejících z 45 zemí světa (Ratnasingham a Hebert 2007). Všechny tyto různorodé 

organizace spojuje jeden společný cíl, kterým je propagace, rozvoj a prohloubení poznání 

díky DNA barcodingu (Schindel a Miller 2005).    

Jedním z prvních počinů CBOL společně s předními světovými genetickými 

databázemi bylo vytvoření formálních předpisů, které DNA sekvence musí splňovat, aby 

mohla získat označení DNA barcode. Sekvence musí pocházet z určené genové oblasti, 

splňovat určený standart kvality a pocházet ze vzorku, který lze v budoucnu přezkoumat. 

To znamená, že vzorový jedinec je uchováván ve sbírce pro možnost případného 

přezkoumání (Hanner a Gregory 2007).  

3.5.9.  BOLD 

První databází založenou čistě za účelem shromažďování standardizovaných DNA 

barcodů byl The Barcode of Life Data System (BOLD). Od svého založení v roce 2005 

je neocenitelným pracovním nástrojem, zejména pro vědce zabývající se taxonomií a 

biologií druhů, pomáhá získávat, ukládat, analyzovat a šířit DNA barcode sekvence.  

Také se neustále vyvíjí. V roce 2017 došlo ke spuštění modernizované čtvrté verze 

této databáze zlepšující její chod a představila také nový zlepšený systém citací a anotací. 

BOLD je kompletně zdarma a veřejně přístupný pro každého vědeckého pracovníka 

zajímajícího se o DNA barcoding a lze ho nalézt, spolu se všemi novými funkcemi, na 

webových stránkách http://www.boldsystems.org. V současné době shromažďuje přes 

12 milionů barcode sekvencí pocházejících z více než 300 tisíc druhů živočichů, rostlin, 

hub a dalších organismů ze všech koutů světa. Vědci mohou neustále přidávat nové 

záznamy do databáze, které se poté stávají součástí globálního souboru DNA barcodů a 

pomáhají tak zlepšovat budoucí taxonomické a fylogenetické studie.  

Záznamy obsahují veškeré informace týkající se kvality, délky sekvence, použitých 

primerů a podobně. Zároveň s těmito informace poskytuje databáze uživatelům i různé 

nástroje k analýze sekvencí, jako jsou například možnosti vyhledávání, porovnávání a 

vizualizace. Také zde lze nalézt bibliotéku článků a publikací zabývajících se DNA 

barcodingem, které jsou zapojeny v sdružení CBOL (Ratnasingham a Hebert 2007).  

 

http://www.boldsystems.org/
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3.5.10. INSDC 

Alternativu k The Barcode of Life Data System představuje organizace International 

Nucleotide Sequence Database Collaboration. Jedná se o systém spolupráce mezi třemi 

online databázemi, kterými jsou GenBank spadající pod National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) (USA), DNA Data Bank of Japan (Japonsko) a 

Evropský archiv nukleotidů (Spojené království). Cílem těchto databází je sbírat a šířit 

sekvence DNA a RNA, které mezi sebou neustále sdílejí. Také jsou spolu s CBOL 

zodpovědné za dříve zmíněné standardizování DNA barcodingu (Ratnasingham a Hebert 

2007).  

3.5.11. NCBI a GenBank 

Jak bylo výše zmíněno GenBank je jednou z dalších databází shromažďujících 

sekvence různých organismů, včetně bakterií, rostlin, zvířat a virů. Lze jí nalézt na adrese 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/. Databáze byla vybudována, a je spravována, 

NCBI, které je jedním z oddělení National Library of Medicine (NLM) se sídlem 

v kampusu US National Institutes of Health v americkém městě Bethesda, jenž je 

severozápadním předměstím Washingtonu, D. C., ve státě Maryland (Benson et al. 2012). 

Jedná se o vládní agentury Spojených států amerických.  

GenBank se zaměřuje na sběr, organizaci a distribuci nukleotidových sekvencí. 

K roku 2020 databáze obsahuje přes 6,25 bilionů bp z více než 1,6 miliard sekvencí 

náležících 450 000 popsaným druhům (Sayers et al. 2020). Na stránkách lze nalézt jak 

úplné genomy, například mitochondriální, tak i částečné sekvence genů, a to zejména 

COI nebo COII. Databáze je neustále obohacována o nové sekvence, které přidávají vědci 

z celého světa a množství nukleotidových bp v databázi tak ročně roste až o 35 % (Sayers 

et al. 2020).  

NCBI poskytuje v rámci GenBank také různé nástroje a služby pro analýzu a 

vizualizaci dat, jako je například funkce BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), 

která umožňuje porovnávat sekvence v GenBank databázi s novými sekvencemi a hledat 

mezi nimi shodu vyjádřenou v procentech. BLAST je velmi užitečný pro identifikaci 

nových druhů nebo určování funkcí genů. Tento nástroj poskytuje různé možnosti pro 

vyhledávání, včetně porovnání sekvencí DNA, RNA nebo proteinů z různých organismů 

a porovnávat sekvence v GenBank oproti vlastní databázi. Samozřejmostí je také možnost 

nastavit si vlastní parametry vyhledávání pro co největší přesnost (Boratyn et al. 2013). 
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Dále zde lze nalézt PubMed, což je nástroj pro vyhledávání v biomedicínských 

publikacích a článcích, anebo PubChem, databázi chemických sloučenin a jejich účinků. 

Všechny databáze a nástroje poskytované NCBI jsou volně dostupné a mohou být 

využívány vědci a výzkumníky z celého světa. NCBI a GenBank tak hrají důležitou roli 

v podpoře a zlepšování výzkumu a slouží jako klíčový zdroj informací zejména v oblasti 

genetiky, molekulární biologie a medicíny, a to nejen v USA, ale i po celém světě.  

3.5.12. iBOL 

Za zmínku dále stojí The International Barcode of Life Consortium (iBOL). Jde o 

spojenectví mnoha národů se společnou snahou prohloubit naši znalost biodiverzity 

budováním DNA barcode databází, sekvenačních laboratoří a dalších informačních a 

vědeckých zařízení. Mezi úspěchy iBOL se řadí dokončení projektu BARCODE 500K, 

jehož cílem bylo získat 5 milionů sekvencí pro 500 tisíc druhů.  Podařilo se tak za 

investice 150 milionů dolarů od výzkumných organizací z 25 zemí světa. Do toho 

projektu byla zapojena i Česká republika (ibol.org). Následovníkem projektu BARCODE 

500K je projekt BIOSCAN s cílem posunout počet sekvenovaných druhů na 2,5 milionu 

do roku 2025.  V současné době je iBOL zodpovědný za chod a udržování BOLD.  

3.5.13. Barcode gap 

Kdy je možné vyčlenit nový druh z toho stávajícího na základě sekvence DNA, 

respektive ho označit jako MOTU k dalšímu přezkoumání, určuje fenomén nazývaný 

barcoding gap, jehož existence je pro celý systém DNA barcodingu klíčová. Barcoding 

gap je předpokládaný minimální rozdíl mezi sekvencemi různých druhů, podle nějž je 

možné tyto sekvence spolehlivě označit za náležící jiným druhům. Vychází se 

z předpokladu, že vnitrodruhová genetická variabilita je menší než mezidruhová 

genetická divergence (Hebert et al. 2003b).   

Velikost barcode gap byla prvotními studiemi, na základě empirických dat, stanovena 

na desetinásobek průměrné mezidruhové variace dané pro studovanou skupinu a její výše 

se většinou pohybovala okolo 2 % - 3 % (Hebert et al. 2004b; Smith et al. 2005; Čandek 

a Kuntner 2015). Pokud by se DNA sekvence zkoumaného taxonu lišila o méně než 2 % 

od známé sekvence, tak by se v tomto případě očekávalo, že obě náleží stejnému druhu. 

Pokud by se lišila o více než 2 % tak by se předpokládalo, že se jedná o nový / jiný druh.  

K nalezení barcoding gap a k roztřídění vzorků na jeho základě se používá mnoho 

statistických metod a analytických nástrojů. Jedním z takových nástrojů je například 
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jMOTU. Využívá shlukové analýzy, konkrétně metody nejbližšího souseda, kdy dochází 

ke shlukování nejpodobnějších vzorků. Vzdálenost jednotlivých shluků je pak dána 

vzdáleností dvou nejbližších objektů z různých shluků (Jones et al. 2011). Finálním 

výsledkem je dendrogram, který se používá k zobrazení předpokládaných příbuzenských 

vztahů mezi taxony. Dalšími metodami jsou například Automatic Barcode Gap Discovery 

(ABGD) (Puillandre et al. 2012) nebo Barcode Inder Number (BIN) (Ratnasingham a 

Hebert 2013).  

3.5.14. Využití DNA barcodingu 

Pilotní studie na téma DNA barcodingu v roce 2003 testovala tuto metodu a její 

schopnost správně identifikovat druhy na zástupcích řádu Lepidoptera Linnaeus 1758. Bylo 

vybráno 200 běžných druhů z okolí města Guelph v Kanadě. Identifikace všech druhů 

byla 100 % úspěšná, a tak se podobné výsledky očekávaly i u ostatních taxonů, jelikož 

Lepidoptera jsou jedním z nejvíce taxonomicky diverzním řádem a jejich DNA sekvence 

nejsou moc rozdílné. Při otestování 3 % barcode gap se podařilo identifikovat 196 z 200 

druhů, výjimku tvořili čtyři druhy recentního původu, u kterých byla míra divergence 

menší (Hebert et al. 2003a).  

V podobném duchu se nesla další studie, též zaměřená na Lepidoptera, tentokrát 

s cílem objevit nové taxony. Motýl Astraptes fulgerator (Walch 1775) byl dlouho 

podezříván za ukrývání více kryptických druhů. Jedná se o druh se širokým areálem 

výskytu od jihu USA až po sever Argentiny. Prvním náznakem, že se jedná o více 

kryptických druhů, bylo nezvyklé množství krmných rostlin housenek tohoto motýla. Jev 

nezvyklý pro čeleď soumračníkovitých (Hesperiidae Latreille 1809) do které patří. Dalším 

znakem byla vysoká variabilita pigmentace housenek. Na druhou stranu dospělí jedinci 

mají jen mírně odlišné morfologické znaky a disekce pohlavních orgánů, což je 

v entomologii častý zdroj identifikačních znaků, v nich nenašla žádný rozdíl. Nebýt DNA 

barcodingu rozčlenění toho komplexu druhů by zabralo několik dalších let plných 

pozorování dospělců a jejich spojování s housenkami a krmnými rostlinami, jelikož se 

nejspíše jedná o sympatrické taxony schopné mezidruhového křížení. DNA barcoding 

podpořený morfologickými a ekologickými poznatky se ukázal jako velice efektivní 

nástroj. Divergence v COI sekvencích A. fulgerator se ukázala být mnohem vyšší, než je 

typické v rámci jednoho druhu. Výsledný počet druhů byl ze šesti až sedmi 

předpokládaných, na základě pozorování, navýšen na deset MOTU (Hebert et al. 2004a). 
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Toto navýšení pouze na základě divergence DNA sekvence se však setkalo s kritikou a 

skutečně se nejspíše jedná jen o sedm rozdílných druhů (Brower 2006).  

Dalšího průlomu v oblasti molekulární taxonomie a nastínění skutečné biodiverzity 

se podařilo dosáhnout u řádu Hymenoptera v Kostarice. Ve studii bylo podrobeno 2 597 

jedinců parazitoidních vosiček (Hymenoptera: „Parasitica“) ze šesti rodů (Alphomelon, 

Mason 1981; Apanteles, Forster 1862; Cotesia, Cameron 1891; Dolichogenidea, Viereck 1911; 

Glyptapanteles, Ashmead 1904; a Microplitis, Forster 1862). Na základě morfologie bylo 

vyčleněno 171 OTU, ale DNA barcoding toto číslo navýšil o dalších 142 na celkový počet 

313 druhů, z toho více než 95 % bylo nepopsaných. Z předpokládaných parasitoidů 

generalistů napadajících široké množství různých housenek se vyklubalo mnoho druhů 

specialistů, každý parazitující jeden až dva druhy housenek. Celková druhová bohatost 

těchto šesti rodů byla navýšena o 70 %. Nejextrémnější případ přehlížené biodiverzity 

byl zjištěn u druhu Apanteles leucostigmus (Förster, 1862), u kterého se předpokládalo, že 

parazituje 32 druhů housenek z čeledi soumračníkovitých. Barcoding tento předpoklad 

vyvrátil a zjistil, že jde o komplex 36 kryptických druhů. U druhů vyčleněných pouze na 

základě divergence DNA sekvence, byly po podrobnějším přezkoumání skutečně 

objeveny rozdílné morfologické znaky anebo rozdíly v chování a výběru hostitelů.  

V případech, kdy DNA barcoding byl v rozporu s ekologickými daty nebo s morfologií, 

byla molekulární data doplněna o jaderné markery 28S rRNA. Prvotní screening COI 

barcodem, následně doplněný o jaderný marker, morfologická a ekologická data, se 

ukázal jako velice slibný nastroj pro mapování biodiverzity na α-úrovni (Smith et al. 

2008).   

DNA barcoding je z největší části využíván právě pro zkoumání hmyzu (Taylor a 

Harris 2012). To není žádným překvapením, jelikož se jedná o velice různorodou a 

druhově bohatou skupinu s mnoha kryptickými druhy a naše poznání zde stále zaostává 

(May a Harvey 2009). Mnoho druhů hmyzu je významnými zemědělskými škůdci a 

vektory nemocí, a jejich správná identifikace je proto nesmírně důležitá. Hlavní předností 

DNA barcodingu je schopnost rozpoznat organismus bez ohledu na vývojové stádium. 

To má opět velké využití u hmyzu a to i u druhů, u kterých to bylo historicky obtížné jako 

například u kukel a housenek motýlů (Virgilio et al. 2010; Hausmann et al. 2020). Na 

základě empirických dat největší přesnosti DNA barcoding dosahuje při určování 

zástupců řádů Hymenoptera a Orthoptera (Latreille, 1793). Prokazatelně hůře si vede u 

členů řádu Diptera (Linnaeus 1758) (Virgilio et al. 2010), kde dosahuje smíšených výsledků 
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kvůli malé divergenci COI sekvence (Meier et al. 2006; M. Hernández-Triana et al. 2019; 

Kunprom a Pramual 2019). V Thajsku se i přesto podařilo odhalit tři nové druhy náležící 

do čeledi Tabanidae Latreille, 1802, kde jsou tyto mouchy známými přenašeči parazitických 

prvoků Trypanosoma evansi Balbiani, 1888. Jejich správná identifikace je proto důležitá 

pro kontrolu a omezení šíření těchto parazitů (Changbunjong et al. 2020). 

Možná pro někoho překvapivě nachází DNA barcoding společně s entomologií i 

využití v kriminalistice. Ze všech možných mrchožroutů jsou mouchy bzučivky (Diptera: 

Calliphora Robineau-Desvoidy, 1830) jedním z prvních a nejhojnějších organismů 

kolonizujících uhynulá těla. Mohou tak posloužit jako účinný nástroj pro stanovení doby 

úmrtí na základě stádia vývoje vajíček a především larev. Pro přesné určení času je ovšem 

kritické správně určit druh bzučivky. Jako u většiny kryptických druhů se toto určování 

provádělo na dospělých jedincích podle rozdílnosti pohlavních orgánů, což vyžadovalo 

značnou expertízu čas pro dochování larev v imaga. Larev a vajíček bývá mnoho, ale 

jejich identifikace je morfologicky téměř nemožná. Aplikování DNA barcodingu se opět 

ukázalo jako dobré řešení tohoto problému. Larvy i dospělce se povedlo úspěšně zařadit 

do druhů (Chen et al. 2004).   

Ekologové se na DNA barcoding obracejí zejména pokud je potřeba identifikovat 

zvíře jen ze živočišných zbytků, které po sobě zanechá. Takovým zbytkem mohou být 

chlupy, výkaly atd. Tento přístup je nejvíce oceňován při sledování skrytě žijících nebo 

ohrožených druhů (Valentini et al. 2009). Stejně tak je významný i pro ochranu 

ohrožených druhů, lze kontrolovat, zda z nich nepocházejí různé výrobky, nebo zda 

nejsou mylně nebo úmyslně zaměňovány za jiné druhy. DNA barcoding umožňuje i 

uživatelům nezkušeným v taxonomii, jako je celní hlídka, spolehlivě rozpoznat 

převáženou zvěř a rostliny (Schindel a Miller 2005).  

3.5.15. Využití NGS a TGS 

Moderní sekvenační metody, nacházející využití hlavně v genetice a medicíně 

(Varshney et al. 2009; Boers et al. 2019; Qin 2019), začínají pomalu pronikat i do studií 

biodiverzity, kde pomáhají při zkoumání mikroorganismů (Fukatsu 2012; Mailhe et al. 

2018), které lze jinak jen obtížně rozpoznat a určit, ale se snižující se cenou a zvyšující 

se dostupností těchto metod je jejich využití při určování větších organismů jen otázkou 

času. 
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Před dvaceti lety se náklady na sekvenování jednoho genomu pohybovaly v řádech 

miliard dolarů a trvalo několik let (Venter et al. 2001). Dnes stojí sekvenování jednoho 

genomu stovky dolarů a trvá několik dní nebo týdnů. K největšímu poklesu nákladů 

v roce 2008 vedla revoluce v sekvenování v podobě NGS. S příchodem dalších metod, a 

se zdokonalováním těch stávajících, náklady na sekvenování rok od roku neustále klesají. 

Rychlost klesáni cen sekvenování dokonce překonává hypotetický Moorův zákon, který 

charakterizuje exponenciální růst výpočetního výkonu v počítačovém průmyslu a slouží 

tak jako dobrý ukazatel pokroku (www.genome.gov (online)).       

DNA barcoding a sekvenování nové či třetí generace jsou molekulární metody 

použitelné pro zkoumání biodiverzity, ale mají různé aplikace a účely. DNA barcoding 

nachází využití především při identifikaci a klasifikaci jednotlivých předem roztříděných 

druhů. NGS a TGS jsou schopny sekvenovat velké množství nespecifikovaného DNA ze 

směsných vzorků, a je možné získat sekvence dlouhé několik kb. Poskytují tak 

komplexnější pohled na biodiverzitu. Jsou zejména užitečné při zkoumání 

mikroorganismů, eDNA, analýze směsných vzorků a jelikož se porovnávají delší 

sekvence, tak je možné dosáhnout i větší přesnosti než například u metabarcodingu, 

pomocí kterého může být obtížné rozlišit blízce příbuzné druhy, či určit všechny druhy 

Obrázek 8: Graf zobrazující průměrné náklady na sekvenování jedné megabáze a porovnání s Moorovo zákonem, převzato a upraveno z 

www.genome.gov 
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obsažené ve směsi, vlivem nedostatečného navázání primerů (Medinger et al. 2010; 

Nowrousian 2010; Rees et al. 2014; Gueuning et al. 2019; Gendron et al. 2023).  

Pokrok v oblasti NGS vedl okolo roku 2009 k vzestupu mitochondriální 

metagenomiky, někdy také zkráceně nazývané mitogenomiky, která se ukázala jako 

účinný nástroj při identifikaci půdních hlístic (Nematoda Rudolphi, 1808) (Porazinska et al. 

2009; 2012). Oproti DNA metabarcodingu tento postup nevyužívá druhově specifických 

markerů a PCR primerů, ale sekvenuje celkové DNA izolované ze směsného vzorku, 

z nějž poté pomocí počítačových softwarů vybírá mitochondriální genomové DNA 

(Gendron et al. 2023).  

Pomocí mitogenomiky je možné relativně spolehlivě konstruovat fylogenetické 

stromy. Ze směsného vzorku 500 druhů brouků z deštného pralesa na Borneu se pomocí 

Illumina MiSeq sekvenování 480 až 850 bp dlouhých fragmentů podařilo sestavit 175 

alespoň částečných mitochondriálních genomů (částečných mitochondriální genom se 

skládá minimálně z osmy genů (Crampton-Platt et al. 2016)). Na základě těchto dat byl 

sestaven fylogenetický strom a po porovnání s DNA databázemi byly sekvence přiřazeny 

k druhům (Crampton-Platt et al. 2015). Tento přístup také umožňuje zařadit druhy 

formálně známé pouze jako barcody do jejich fylogenetického kontextu, což není možné 

pouze s pomocí barcode sekvencí. Například mezi mitogenomy z bornejské studie se 

nacházela CO1 sekvence shodná na ~98 % se sekvencí druhu Liroetiella antennata 

(Chrysomelidae (Galerucinae), který byl popsán v roce 1993 v horách Kinabalu 

v Sabahu, a o několik let později i o sekvenován, a bylo možné  tento druh náležitě zařadit 

do fylogenetického stromu (Mohamedsaid 1993; Bezdek 2013). Počet studií testující 

mitogenomický přístup k identifikaci druhů neustále roste, ale DNA barcoding zůstává 

stále nejpřesnější identifikační molekulární metodou (Gueuning et al. 2019). 

Jedním z problémů mitogenomiky je amplifikace a sekvenování necílových úseků, 

mitochondriální sekvence zaujímala jen okolo 0,5 – 1,5 % z celkového objemu 

sekvenovaných dat (Tang et al. 2014; Crampton-Platt et al. 2015), což vede ke 

zbytečnému plýtvání časem a penězi při analýze necílových úseků DNA. Pomocí 

modernějších postupů je možné koncentraci mtDNA ve vzorku zvýšit až 100x, například 

zachycením cílových úseků próbami (Liu et al. 2016). Dalším citovaným problémem jsou 

nekompletní databáze s mitochondriálními genomy (Gendron et al. 2023). 
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4. Metodika 

Jedním z hlavních cílů této diplomové práce je porovnání klasické determinace sběrů 

bezobratlých s moderními molekulárními metodami na sebraných a standardizovaných 

vzorcích, které mají sloužit jako simulace faunistického průzkumu.  

Sběr vzorků byl proveden v třešňovém sadu spadajícím do ochranného pásma 

přírodní památky Housle nacházející se v Praze 6 pod katastrálním územím Lysolaje. 

Chráněné území, s celkovou rozlohou 3,8 ha, je z velké části tvořeno ~25 m hlubokou a 

250 metrů dlouhou roklí, jež vznikla v kvartéru denudační činností. Rokle je z velké části 

tvořena spraší a pískovcem, její podloží je pak tvořeno tmavými břidlicemi.  V minulosti 

byla lokalita využívána jako suťový lom a dále zde docházelo i k těžbě dřeva, pro potřeby 

nedalekých osad, což vedlo k postupnému odlesnění této lokality. Právě tato lidská 

činnost bohatě přispěla k současné geomorfologii a umožnila růst a výskyt xerotermní 

vegetace a živočichů, kteří jsou spolu s jedinečnou geomorfologií lokality předmětem 

ochrany. Bohužel tato xerotermní biocenóza byla počátkem 20. století narušena 

protierozní výsadbou akátu a smrku. Ke vzniku přírodní památky došlo až v roce 1982 

vyhláškou č. 3/1982 Sb. NVP a jejím správcem je AOPK Praha (www.praha-priroda.cz 

(online); www.drusop.nature.cz (online)).  

V ochranném pásmu PP, směrem k obci Lysolaje, se na svazích erozní rokle nachází 

v minulosti vysazený ovocný sad s parcelním číslem 447/1 a rozlohou 14 207 m2. Značné 

úsilí je zde věnováno odstraňování nežádoucích dřevin. a travní porost je jednou ročně 

sekán. Důraz je kladen na zachování genetického materiálu místních odrůd ovoce a 

mnoha reliktních druhů hmyzu. Pro entomology je tato lokalita zajímavá například 

výskytem četného množství střevlíků, vzácných včel Hoplitis rufohirta Latreille 1811, 

snovaček Dipoena melanogaster (C. L. Koch 1837) a jedním z klenotů české přírody 

krascem třešňovým (Anthaxia candens, Panzer 1787) (www.praha-priroda.cz (online); 

www.drusop.nature.cz (online)), jehož larvy se vyvíjejí v kůře třešní (Prunus avium, 

Linnaeus 1755) a višní (Prunus cerasus, Linnaeus 1753), kterých je ve zdejším sadu dostatek. 

Ty samé stromy poté v dospělosti slouží jako živná rostlina dospělců, s kterými se lze 

nejčastěji setkav v období od května do června (www.naturabohemica.cz (online)).   
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Právě výskyt těchto druhů a předpokládaná vyšší biodiverzita byly jedním z důvodů 

vybrání této lokality. Mezi další patřila dobrá dostupnost, jelikož sad se nachází nedaleko 

naučné stezky a zastávky autobusu MHD „Lysolaje“, což umožnovalo frekventované 

návštěvy za účelem sběru vzorků. V budoucnu dokončený faunistický průzkum, pro který 

tato práce pokládá základy, by také mohl posloužit k zhodnocení efektivnosti 

dosavadního hospodaření na tomto území a plnění plánu péče, co se týče ochrany 

bezobratlých. 

Na zájmovém území bylo 16. 8. 2021 nainstalováno několik odchytových pastí, 

jejichž kontrola probíhala po cca týdenním intervalu, za slunného počasí, až do 3. 9. 2021. 

Konkrétně tři zemní pasti, jedna nárazová a jedna Malaiseho past, dále byl při každé 

návštěvě lokality proveden 10minutový smyk, a sklep z okolních stromů po dobu 20 

minut. Zemní pasti byly tvořeny po hrdlo zakopanými 720 ml zavařovacími sklenicemi 

naplněnými 70% ethanolem. Byly umístěny pod višňovým stromem s GPS souřadnicemi 

50.124573, 14.365298, bez použití návnady. Malaiseho a nárazová past byly nataženy ve 

své blízkosti mezi dvěma stromy na souřadnicích 50.124430, 14.364979. Smyk byl 

prováděn dvěma smýkadly zároveň na celé ploše sadu v těsném kontaktu s bylinným 

Obrázek 9: Katastrální mapa zobrazující parcelu č. 447/1 v Lysolajích, na pozadí mapy České republiky, na které byl proveden 

odchyt vzorků, převzato a upraveno (www.geoportal.uhul.cz (online)) 
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patrem. Naopak sklepávání bylo zaměřeno na okolní ovocné stromy, za využití tyče a tzv. 

sklepávadla, plátna nataženého na kovové konstrukci.  

Tyto metody byly zvoleny pro co největší pokrytí odchycených druhů, protože každá 

metoda je vhodná pro odchyt jiných skupin. Jak Malaiseho tak nárazová past zneužívá 

únikových strategií létajícího hmyzu po setkání s překážkou, v případě pasti se síťkou 

nebo s průhlednou plastovou deskou. Hmyz buď vylétá prudce vzhůru, anebo předstírá 

mrtvého a padá k zemi, proto je Malaiseho past vhodná k odchytu jedinců z řádů much 

(Diptera) a vos (Hymenoptera) s tendencemi k první únikové strategii, nárazová pak 

k odchytu brouků (Coleoptera).  Naopak zemní pasti jsou zaměřeny na terestriální druhy, 

za oběť jí padají převážně karnivorní zástupci z řad střevlíků, drabčíků, 

mrchožroutovitých (Silphidae, Latreille 1806), či pavouků anebo chvostoskoků 

(Collembola, Lubbock 1870) (Winkler 1974, Russo et al. 2011). Zbylé řády jako kobylky 

(Orthoptera), motýli (Lepidoptera) anebo například ploštice (Hemiptera) byly pokryty 

smykem a sklepem. Nachytaní členovci (Arthropoda) byly roztříděny podle data sběru a 

odchytové metody a uloženy v 70% ethanolu a -80 °C, v těchto podmínkách byly 

skladovány do doby jejich analýzy.  

4.1.1. Metodika tradiční determinace 

Z jednotlivých nádob se vzorky byly před začátkem třídění odstraněny nečistoty, jako 

byly různé kusy listů, zeminy nebo trávy a další předměty, které vzorky při práci v terénu 

neúmyslně kontaminovaly. Dále byly odstraněny i necílové organismy, jako například 

plži (Gastropoda, Cuvier 1795), kteří se neřadí mezi členovce (Arthropoda) ale měkkýše 

(Mollusca, Cuvier 1795), čímž byla zjednodušena pozdější manipulace s obsahem nádob. 

Vzorky z každé pasti byly poté roztříděny na úroveň řádů. Bylo spočítáno a zaznamenáno 

kolik jedinců, kterého řádu členovců (Arthropoda) se danou metodou a v daný den 

podařilo odchytit. Také byl měřen čas tohoto kroku. Zjištěné údaje posloužily jako 

vstupní data pro diagram přelomu.  

S identifikací vybraných vzorků do nižších taxonomických skupin bylo dotázáno 

několik odborníků na dané skupiny hmyzu. Za tímto účelem byly ze sběrů sestaveny čtyři 

vzorky, každý se skládal z 28 neznámých brouků (Coleoptera), much (Diptera), pavouků 

(Araneae) a kobylek (Orthoptera), jelikož se podařili zajistit odborníci jen na tyto 

skupiny. Každý z dotázaných taxonomů také obdržel standardizovaný vzorek s 

28 různými druhy členovců (Arthropoda) s převážně kosmopolitním rozšířením, jehož 
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obsah byl tazateli předem znám. Druhy na standardizovaný vzorek byly zakoupeny na 

burze nebo odebrány z univerzitních chovů. Při determinaci byla měřena časová dotace 

potřebná k určení každého druhu a finanční náročnost. Vzorky byly po jejich determinaci 

vráceny zpátky do ethanolu, uloženy v -80 °C a připraveny na budoucí analýzu 

v laboratoři v případě zajištění dostatečných financí. 

Číslo vzorku Druh 

1 Tenebrio molitor, Linnaeus 1758 

2 Tenebrio molitor, Linnaeus 1758 

3 Tenebrio molitor, Linnaeus 1758 

4 Tenebrio molitor(larva), Linnaeus 1758  

5 Alphitobius diaperinus, (Panzer, 1797) 

6 Alphitobius diaperinus, (Panzer, 1797) 

7 Alphitobius diaperinus, (Panzer, 1797) 

8 Alphitobius diaperinus, (Panzer, 1797) 

9 Alphitobius diaperinus, (Panzer, 1797) 

10 Blatta orientalis, Linnaeus 1758 

11 Blatta orientalis, Linnaeus 1758 

12 Meta menardi, (Latreille, 1804) 

13 Dermestes sp., Linnaeus 1758 

14 Acheta domesticus (nymfa), (Linnaeus 1758)  

15 Acheta domesticus (nymfa), (Linnaeus 1758)  

16 Ips typographus (Linnaeus, 1758) 

17 Polygraphus poligraphus (Linnaeus, 1758) 

18 Polygraphus poligraphus (Linnaeus, 1758) 

19 Polygraphus poligraphus (Linnaeus, 1758) 

20 Polygraphus poligraphus (Linnaeus, 1758) 

21 Polygraphus poligraphus (Linnaeus, 1758) 

22 Pholcus phalangioides (Fuesslin, 1775) 

23 Porcellionides pruinosus (Brandt, 1833) 

24 Clogmia albipunctata (Williston, 1893) 

25 Clogmia albipunctata (Williston, 1893) 

26 Cephalcia abietis (larva) (Linnaeus, 1758) 

27 Cephalcia abietis (larva) (Linnaeus, 1758) 

28 Cephalcia abietis (larva) (Linnaeus, 1758) 
Tabulka 1: Seznam druhů ve standardizovaném vzorku 
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4.1.2. Metodika molekulární determinace 

Pro tuto práci navržený postup zahrnuje kombinaci dvou unikátních přístupů, a to 

navíc v opačném pořadí, než je běžné je používat. Jedná se o TELL-Seq a Hybridization 

capture enrichment metody přípravy DNA knihovny pro sekvenování. Hybridization 

capture enrichment se aplikuje se na již připravenou DNA knihovnu. V principu jde o 

hybridizační reakci připravené DNA knihovny s panelem navržených prób, které ze směsi 

vychytají pouze zájmové sekvence pro výsledné sekvenování, v tomto případě COI. 

Razantně se tak snižují náklady na sekvenování a následnou analýzu. 

TELL-Seq je moderní postup přípravy sekvenační knihovny pomocí magnetických 

kuliček, které hybridizují s DNA molekulou a pomocí enzymů molekulárním 

identifikátorem specificky označí řetězec DNA v krátkých intervalech. Umožnuje tak při 

de novo assembly efektivně spojit správné sekvence k sobě a rekonstruovat původní 

molekulu v celé její délce. 

Navrhovaný postup počítá s nestandardním použitím obou technologií. Ze směsných 

vzorků členovců (Arthropoda) se po izolaci DNA pomocí hybridizační reakce vychytá 

pouze mitochondriální DNA. Poté se provede základní velikostní selekce, při které by 

došlo k odstranění fragmentů DNA příliš malé délky, protože TELL-Seq vyžaduje pro 

využití plného potenciálu DNA o co nejvyšší integritě. 

Molekuly takto přečištěné DNA se posléze přemění v DNA knihovnu, po jejímž 

sekvenování bude díky TELL-Seq, teoreticky možné rekonstruovat takřka jednotlivé 

molekuly mitochondriální DNA. Kopií mtDNA bývá v jedné buňce mnoho, avšak 

v rámci jedince by měly být maximálně shodné, a proto analýza rozdílů v pořadí 

nukleotidů přítomných variant sekvencí mtDNA pomůže při přesném určení počtu 

jedinců přítomných ve sběru. Problém tomuto postupu by bohužel mohly činit 

nepohlavně se rozmnožující druhy a sociální hmyz.   

Pomocí tohoto postupu by bylo tedy možné z jedné reakce získat veškeré informace 

o jednotlivých sběrech. Tedy počet druhů porovnáním izolovaných COI sekvencí 

s referenčními databázemi i počet jedinců porovnáním unikátních variant mtDNA. 

Přesnost této metody pak lze ověřit porovnáním s výsledky klasické determinace a 

citlivost například přidáním necílového organismu, na který nebyly nadesignované próby. 

Bohužel kvůli vysoké počáteční investici nebylo možné tento experiment v rámci 
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diplomové práce zrealizovat, a tak došlo pouze k nadesignování prób a zhodnocení 

referenčních databází.  

4.1.3. Designování prób 

Jako podklad pro design NGS prób posloužila databáze skládající se ze sekvencí 

mitochondriálních genomů a COI sekvencí. COI sekvence byla použita, pokud se 

v databázi nenacházela sekvence celého mitochondriálního genomu. Cílem při vytváření 

této databáze bylo obsáhnout alespoň jednu sekvenci náležící druhu z čeledě, která se 

vyskytuje v Evropě, především v České republice. Kompletní mitochondriální genomy 

byly staženy z NCBI databáze (www.ncbi.nlm.nih.gov (online)), a COI sekvence byly 

získány z BOLD databáze (httpwww.boldsystems.org (online)). Všechny soubory byly 

staženy ve FASTA formátu, byly opatřeny názvem a druhem sekvence, zda se jedná o 

full-mtDNA, nebo COI gen. Zároveň byla každá sekvence opatřena accesion number, pod 

kterým je v databázi zaregistrována. Přehled čeledí byl převzat z webových 

stránek biolib.cz (Zicha 1997) a jejich světové rozšíření bylo zkontrolováno na stránkách 

inaturalist.org (www.inaturalist.org (online)) a gbif.org (www.gbif.org (online)). Tyto 

stažené sekvence byly poté sloučeny v jeden Excel soubor, který byl odeslán firmě Twist 

Bioscience k dalšímu zpracování.  

4.1.4. Metodika statistického vyhodnocení dat  

Přesnost určení standardizovaného vzorku byla kvantifikována jako počet druhů (T) 

spadající pod nejnižší taxon, který sdružoval určený taxon a druh uvedený v Tabulce 1. 

V případě hodnocení neznámých vzorků se taxon určený determinátorem, jakožto 

odborníkem na danou skupinu, považoval za správný, tudíž se T rovnalo počtu druhů 

v zapsaném taxonu. Zjištěná přesnost byla poté vydělena průměrným časem (t) 

v hodinách, potřebným k určení vzorku. Hodnoty byly sečteny a vyděleny počtem 

určovaných vzorků (n). Tímto byl vypočten výkon (PT) ve formě přesnosti určení za čas. 

Větší hodnota PT značí vyšší přesnost za čas.  

 

𝑃𝑇 =
1

𝑇
/𝑡 

Přesnost molekulárních metod (PTM) byla kvantifikována jako teoretické nejpřesnější 

možné určení, kterého by bylo možné dosáhnout, pokud by byla úspěšně provedena 
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izolace a sekvenování. Byly převzaty determinátory určené taxony a porovnány 

s obsahem BOLD databáze (https://boldsystems.org). Když se určený druh nacházel 

v databázi, bylo považováno za možné ho přesně určit s pomocí molekulární biologie. 

Pokud se určený taxon v databázi nenacházel postupovalo se stejně jako u hodnocení 

determinátorů a hodnota T se rovnala počtu druhů v nejnižším určeném taxonu. T poté 

bylo sníženo o procentuální zastoupení druhů v databázi (Td) oproti jejich skutečnému 

reálnému počtu (T).  

 

𝑃𝑇𝑀 = (
1

𝑇
∗

𝑇𝑑

𝑇
)/𝑡 

 

Časová náročnost jednotlivých metod byla zjištěna následovně. Celkový čas trvání 

třídění vzorků do řádů byl vydělen počtem druhů a k tomu byl poté přičten čas potřebný 

k zařazení druhu do nižšího taxonu odborníkem. Časová náročnost prezentované 

molekulární metody se spočítala jako hypotetický čas DNA izolace, TELL-Seq a Hyb-

cap přípravy knihovny a následné analýzy dat. Čas jednotlivých molekulárních metod byl 

sečten a rozpočítán mezi vzorky určené k determinaci.  

Také byla hodnocena obsáhlost databází na úrovni čeledí, s kterými se taxonomové 

setkali při determinování vzorků. Vypočet byl proveden jako podíl skutečného množství 

druhů v čeledi a počet osekvenovaných druhů v BOLD databázi 

(httpwww.boldsystems.org (online)).   

K posouzení finanční viabilita jednotlivých metod byl použit diagramem syntézy. 

S jeho pomocí byl graficky i číselně vyjádřen průběh nákladovosti jednotlivých variant 

determinace v závislosti na počtu vzorků. Mezi variabilní náklady tradiční determinace 

patřily náklady na roztřídění vzorků do řádů a za určení do druhů. Náklady na zatřídění 

druhu do řádu byly vypočteny na základě časové dotace potřebné k zatřídění jednoho 

jedince do řádu a vynásobeno hodinovou mzdou 220 Kč. Cena za určení druhu byla po 

konzultaci s odborníky stanovena na 10,-. U molekulární metody byly za variabilní 

náklady považovány náklady na izolaci s využitím DNeasy Blood & Tissue Kit (50). Do 

fixních nákladu poté patřily náklady na přípravu panelu a DNA knihovny. Náklady a 
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časovou náročnost jednotlivých kroků, včetně cen izolace,  poskytnul Institute of Applied 

Biotechnologies a. s. (www.iabio.eu (online)) a Twist Bioscience 

(www.twistbioscience.com (online)). Cena spotřebního materiálu, jako pipetovacích 

špiček a zkumavek, při izolaci a dalších procedurách nebyla brána v úvahu, jelikož se 

jedná o korunové položky a jejich spotřeba je individuální. Stejně tak nebyla do 

finančních analýz zahrnuta cena sekvenace, ta by se odvíjela od finálního množství DNA, 

které nelze korelovat s množstvím vzorků ve sběrech. Její cena by se pohybovala okolo 

100 Kč za Gb dat. Jelikož by se při veškerých fázích molekulární determinace pracovalo 

se směsnými vzorky, byl počet členovců (Arthropoda) v nich obsažený stanoven jako 

průměrná hodnota chycených kusů všemi odchytovými metodami.  
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5. Výsledky 

Pomocí 20 odchytových pastí se podařilo celkem chytit 11 919 členovců 

(Arthropoda). Třemi skupinami s největším počtem chycených jedinců byli blanokřídlí 

(Hymenoptera), dvoukřídlí (Diptera) a chvostoskoci (Collembola), přičemž dvoukřídlí 

(Diptera) svým celkovým počtem 4845 více než dvojnásobně převyšovali duhou 

nejpočetnější skupinu blanokřídlí (Hymenoptera) s počtem 1908 kusů. Mezi nejméně 

zastoupené řády v odchytech patřily síťokřídlí (Neuroptera), chrostíci (Trichoptera), 

vidličnatky (Diplura) a srpice (Mecoptera). Všechny tyto taxony byly v odchytech 

reprezentovány méně než deseti kusy. Nejvíc kusů členovců bylo chyceno smýkáním, a 

naopak nejméně pomocí nárazový pastí. Metodou smyku bylo nachytáno 62 % všech 

exemplářů.  
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Tabulka 2: Tabulka zobrazující počty chycených členovců (Arthropoda) a použité odchytové metody. 
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5.1.1. Výsledky designu prób 

Vytvořený Excelový soubor s DNA sekvencemi, které posloužili jako podklad 

designu prób a NGS panelu, obsahoval celkem 5348 záznamů z toho jich 2574 patřilo 

sekvencím. Z těchto sekvencí jich bylo 355 vyřazeno kvůli velkému obsahu neurčených 

bází N. Excelové databáze obsahovala mtchDNA sekvence pro 266 čeledí hmyzu a 30 

ostatních členovců. Zbylých 256 čeledí hmyzu a 34 čeledí členovců bylo reprezentováno 

COI sekvencemi. Podle Excelové databáze byl připraven design 11 697 prób dlouhých 

120 bp schopných pokrýt celé cílové sekvence a umožňuje tak jejich sekvenování v celé 

délce a následné de novo assembly. 

5.1.2. Výsledky určování druhů 

Čas potřebný k učení jednoho vzorku pomocí molekulární biologie po rozpočítání 

mezi jejich počet byl 3 hodiny a 36 min, což odpovídá ~8 minutám na druh, naopak čas 

tradiční determinace pomocí odborníků potřebný k určení vzorků se pohyboval v rozmezí 

14 min až 1 hodiny. V některých případech určení exempláře zabralo 5 sec. Taxonomy 

bylo určeno 71 % všech druhů ve vzorcích se skupinami členovců, na které se specializují. 

Naopak ve standardizovaném vzorku bylo určeno 26 % druhů. Molekulární biologií by 

bylo možné určit veškeré druhy ve standardizovaném vzorku. Jednotlivá měření jsou 

dostupná v přílohách.  
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Obrázek 10: Graf zobrazující srovnání průměrných nejvyšších a nejnižších výsledků determinace za čas. Vyšší 

hodnota řádku symbolizuje vyšší výkon. 

Obrázek 11: Graf zobrazující srovnání průměrných nejvyšších a nejnižších výsledků determinace. Hodnota 1 značí 

přesně určený druh. 
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5.1.3. Výsledky hodnocení databáze BOLD 

Bylo celkem zhodnoceno pokrytí pro 37 čeledí, s kterými se taxonomové při 

determinaci setkali. Průměrné zastoupení druhů v čeledích se pohybovalo okolo 21 %, 

přičemž směrodatná odchylka byla 18 %. Zastoupení 21 % by znamenalo, že se v databázi 

nachází sekvence reprezentující ~250 000 druhů členovců. Nejvíce druhů v databázi 

vzhledem k celkovému počtu druhů v čeledi se nacházelo u čeledí ploskohřbetkovití 

(Pamphiliidae, Cameron 1890) a kůrovci (Scolytinae, Latreille 1804). Tyto čeledi byly 

pokryty z 85 % respektive z 82 % v případě kůrovců. Nejmenší zastoupení v databázi 

měla druhově bohatá čeleď bahnomilkovití (Limoniidae, Rondani 1856) z řádu 

dvoukřídlí (Diptera) s 0,3 %.  
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Tabulka 3: Seznam čeledí a procentální zastoupení druhů v databázi BOLD. 
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5.1.4. Výsledky ekonomické analýzy 

 Podle designu prób byla stanovena cena na jejich reálnou výrobu a přípravu TELL-

Seq DNA knihovny, která by se pohybovala okolo ~2000 na směsný vzorek. Průměrný 

počet jedinců ve směsném vzorku byl 596, což dělá 4 Kč za kus. Cena izolace, včetně 

hodinové mzdy laboratorního technika, byla 2 Kč na kus při naplnění maximální kapacity 

96 vzorků. Na základě diagramu přelomu se TELL-Seq vyplatí již při 35 směsných 

vzorcích, ale počáteční investice na určení těchto vzorků je 241 796 Kč.  

 96 vzorků 384 vzorků 1536 vzorků  
Design prób: 128460 428200 834990 Kč 

Příprava 
knihovny: 100627 342560 1306010 Kč 

Cena za vzorek: 2376,51 2007,1875 1393,791 Kč 
Tabulka 4: Tabulka zobrazující rozpočet nákladů metody TELL-Seq 

Manuální třídění sběrů, a zařazení každého jednice do řádu, zabralo celkem 82 hodin. 

Což činilo 0,6 min na vzorek. Při hodinové sazbě 220,- na hodinu náklady na určení řádu 

jednoho kusu dělají 1,51 Kč. Cena účtovaná taxonomy byla 10 Kč za určení druhu. 

Celkové náklady na určení druhu tradičními metodami byly 11,51 Kč. 

Obrázek 12: Diagram přelomu zobrazující nákladovost determinačních metod vzhledem k počtu vzorku. 
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Na základě podkladů poskytnutých Institute of Applied Biotechnologies a. s. 

(www.iabio.eu (online)) a Twist Bioscience (www.twistbioscience.com (online)) byl 

odhadnut i celkový čas strávený v laboratoři potřebný k provedení molekulárních analýz 

vzorků vedoucích k určení druhu. Časově nejnáročnějším procesem byla DNA izolace a 

provedení Hyb-Cap, čas těchto metod se může mírně lišit vzhledem k použitému kitu, ale 

pohyboval by se okolo 5 hodin na izolaci a 8 hodin na Hyb-Cap (Zimmerman Zuckerman 

et al. 2022). TELL-Seq příprava knihovny zabere 3 hodiny  (Chen et al. 2020) a analýza 

osekvenovaných dat 2 hodiny. Celkový čas strávený v laboratoři potřebný k provedení 

těchto úkonů je 18 hodin.  
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6. Diskuze 

Druhová rozmanitost je jednou z hlavních otázek faunistického průzkumu. Data 

získaná roztříděním nachytaných sběrů poskytují zajímavý pohled na účinnost 

jednotlivých odchytových metod. Například odchytovou metodou smyku bylo nachytáno 

62 % všech exemplárů a po dvou opakováních bylo této metody zanecháno, jelikož 

množství chyceného hmyzu začínalo být obtížné na zpracování. Jednalo se o nejvíce 

účinnou metodu, ale zároveň nejméně selektivní. Počty jedinců v řádech nastiňují 

druhovou rozmanitost členovců v dané oblasti a jejich zastoupení v různých typech pastí. 

Celkový počet chycených jedinců, 11 919, je relativně velké číslo a zařazení všech 

exemplářů do druhů, nebo alespoň nižších taxonů, by bylo značně náročné.  

Nejméně zastoupenými skupinami byli síťokřídlí (Neuroptera), chrostíci 

(Trichoptera), vidličnatky (Diplura) a srpice (Mecoptera). Z každého tohoto řádu se 

podařilo chytit méně než deset exemplářů. Tento výsledek by mohl naznačovat, že tyto 

skupiny jsou v dané oblasti poměrně vzácné, anebo jsou zvolené metody nevhodné 

k jejich odchytu. Především velice nízký odchyt síťokřídlých (Neuroptera) je překvapivý, 

jelikož se jedná o dravý teplomilný hmyz preferující xerotermní stanoviště, kterých by 

erozní rokle v PP Housle měla nabízet dostatek.  

Jednou z nejzastoupenější skupinou v odchytech byli chvostoskoci (Collembola). Což 

je skupina drobných a pro mnoho entomologů nezajímavých živočichů, a proto se na ně 

ani nikdo nespecializuje. I prosto, že jsou jednou z nejpočetnější skupinu v ekosystémech, 

bylo popsáno jen okolo ~ 7000 druhů (Deharveng 2004). Dalo by se předpokládat, že 

1557 chvostoskoků z celkového počtu 11 919 chycených členovců, by bylo v současnosti 

nemožné, anebo příliš finančně náročné zatřídit do nižších taxonů. Tato skupina 

zaujímala 13 % z celkové sběru. Dalšími nejpočetnějšími skupinami byly blanokřídlí 

(Hymenoptera) a dvoukřídlí (Diptera). Oba tyto taxony jsou známý svojí velkou 

druhovou bohatostí a většina taxonomů se specializuje pouze na jednu nebo dvě čeledi.  

Toto podtrhuje i fakt, že 28 náhodně vybraných dvoukřídlích (Diptera), z kterých byl 

připraven vzorek pro odborníky k určení obsahoval druhy patřící do 16 čeledí, oproti 

tomu například vzorek rovnokřídlých (Orthoptera) obsahoval pouze druhy ze 3 čeledí. 

Přesnost určení dvoukřídlých (Diptera) byla téměř poloviční oproti rovnokřídlým 

(Orthoptera), a to i přes výskyt juvenilních jedinců. Naopak kde určování juvenilních 
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stadií dělalo problémy byl řád pavouci (Araneae). U tohoto řádu byla průměrná přesnost 

nejnižší a to 0,47.  

To, že jsou taxonomové vysoce specializovaní na svoje taxonomické skupiny bylo 

zřejmé z poklesu přesnosti určení u standardizovaného vzorku, u kterého si všichni vedli 

podstatně hůře, a to i přes to, že se vzorek skládal převážně z běžných kosmopolitních 

druhů. Průměrná přesnost určení klesla ze 71 % na 26 %. Metagenomika měla potenciál 

určit veškerý materiál ve standardizovaném vzorku, dokonce se sekvence všech druhů 

vyskytovali v referenční databázi, a ve většině ostatních případech byla srovnatelná 

s tradičními metodami. Při započítání času byl výkon horší. 

Výsledky tradiční taxonomie byly značně zvýhodněny krátkým časem vzhledem ke 

způsobu výpočtu výkonu. Například u rovnokřídlých (Orthoptera) určení jedné kobylky 

do druhu trvalo v průměru 5 sec. Pro zvýšení objektivnosti by se do výpočtu mohl 

například započítat čas, který taxonom potřeboval k získání svých vědomostí, ale to je 

jen těžko měřitelná veličina.  

 Oproti tomu celkový čas strávený v laboratoři by se pohyboval okolo ~ 18 hodin, ale 

v praxi by bylo možné během tohoto času zpracovat mnohem větší množství vzorků, než 

bylo 5 směsných vzorků po 28 v případě tohoto pokusu, a celý proces určování je možné 

značně zautomatizovat. Ovšem jaké by se reálně podařilo dosáhnout přesnosti je otázkou 

do budoucna.  

Hlavní překážkou otestování proponovaného postupu s využitím DNA knihovny 

připravené TELL-Seq metodou pomocí prób, byla vysoká prvotní investice. Ta byla 

229087 Kč za design panelu na přípravu knihovny pro 96 vzorků. Vzhledem k vysokým 

prvotním nákladům by se použití této metody vyplatilo hlavně při masivních sběrech 

bezobratlých, přičemž by neměl být problém tímto způsobem připravovat vzorky získané 

z více lokalit v rámci různých projektů. Efektivita práce razantně stoupá se zvyšujícím se 

počtem vzorků, hovoří se zde o desítkách tisících kusech, které by bylo nemožné a 

nereálně určovat běžnými metodami, takže má tato metoda určitě budoucnost. 

Postupy molekulární biologie je výhodné použít v případech, kdy je potřeba určit 

velké množství vzorků, anebo když vzorky obsahují obtížně určitelné druhy. Dá se říct, 

že molekulární biologie má potenciál stávat se stále relevantnější při určování druhů 

členovců. Napomáhá tomu i trend neustále klesající ceny sekvenování a vyvíjení nových 

sekvenačních metod. Na druhou stranu, tradiční metody jsou užitečné zejména pokud se 
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jedná o determinaci snadno určitelných druhů, a když se podaří nalézt taxonoma 

specializujícího se na požadovanou čeleď. Tradiční metody stále zůstávají důležité a v 

některých situacích nezbytné, hlavně při určování nových druhů. Molekulární metody 

často dokážou upozornit na výskyt nového druhu, nebo na existenci kryptického druhu 

(Song et al. 2008), ale ten pak musí být potvrzen tradičními metodami po popsání 

morfologických znaků. Proto je důležité používat oba typy metod pro dosažení co největší 

přesnosti a spolehlivosti při určování nových druhů. Největší přesnosti při určování druhů 

molekulárními metodami podle dosud publikovaných studií se stále dosahuje DNA 

barcodingem (Porazinska et al. 2009; Wilson et al. 2019), při kterém se druhy určují po 

jednom, nikoliv ve směsných vzorcích. Ale tato přesnost se odvíjí od úplnosti databází. 

Průměrné zastoupení druhů posuzovaných čeledích bylo kolem 21 %, což by 

znamenalo, že databáze obsahuje sekvence patřící přibližně 250 000 druhům členovců. 

Největší počet druhů v databázi byl zaznamenán u čeledí ploskohřbetkovití 

(Pamphiliidae) a kůrovci (Scolytinae), které byly pokryty z 85 % a 82 %. Dá se 

předpokládat, že toto velké pokrytí je způsobeno významností těchto druhů jako škůdců, 

a proto je věnována větší snaha na osekvenování zástupců těchto čeledí.  Na druhé straně, 

čeleď bahnomilkovití (Limoniidae) z řádu dvoukřídlí (Diptera) byla nejméně zastoupena 

v databázi, pouze 0,3 %, což ukazuje, že pro některé čeledi by v budoucnu bylo vhodné 

vyvíjet větší snahy o osekvenování a doplnit databázi. Překvapivé také bylo, že databáze 

obsahuje údaje o původu vzorku, ale neumožnuje jejich filtraci podle výskytu nebo 

alespoň místa sběru, což značně prodlužuje práci, pokud má někdo zájem jen o sekvence 

z určitého území nebo o sekvence druhů z daného kontinentu či země.  
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7. Závěr 

Moderní molekulární metody mají obrovský potenciál pro využití při faunistických 

průzkumech, bohužel jsou často drženy zpátky vyšší počáteční investicí. DNA barcoding 

je dnes již dobře etablovanou metodou, která umožňuje rychle a spolehlivě identifikovat 

druhy na základě jejich COI sekvence. Další molekulární metody, jako je metabarcoding 

a metagenomika umožňují získat podrobnější informace o taxonomickém složení a 

funkční diverzitě celých společenstev, jelikož je možné pomocí těchto metod pracovat se 

směsnými vzorky. Tyto metody by mohli v budoucnu nahradit, respektive doplnit tradiční 

metody identifikace sběrů velkých objemů a zároveň poskytovat nové informace o 

fungování ekosystémů a jejich změnách v čase a usnadnit ochranu těchto důležitých 

organismů. 

Při zpracovávání této práce byly udělány časově nejnáročnější krok předcházející 

praktickému otestování v práci popsané metody. Jednalo se o komplementaci vzorových 

DNA sekvencí a následný design DNA panelu. Tento panel obsahoval alespoň jednu 

sekvenci reprezentující téměř každou z čeledí vyskytujících se v České republice, stejně 

tak byly i připraveny vzorky, na kterých by bylo možné tento postup v budoucnu 

vyzkoušet a otestovat tak jeho perspektivistu. Touto práci tak byla úspěšně připravena 

živná půda pro budoucí experiment, který se bohužel jejím rámci nepodařilo realizovat.  
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9. Tabulkové přílohy 

 

 

 

 

  

 

 

 

Číslo vzorku Určený taxon Přesnost určení za čas (PT)Přesnost určení (1/T) t

1 Tenebrio molitor 114,0931018 1,0000000 0,0087648

2 Tenebrio molitor 114,0931018 1,0000000 0,0087648

3 Tenebrio molitor 114,0931018 1,0000000 0,0087648

4 Tenebrionidae 0,0056493 0,0000495 0,0087648

5 Coleoptera 0,0004026 0,0000035 0,0087648

6 Coleoptera 0,0004026 0,0000035 0,0087648

7 Coleoptera 0,0004026 0,0000035 0,0087648

8 Coleoptera 0,0004026 0,0000035 0,0087648

9 Coleoptera 0,0004026 0,0000035 0,0087648

10 Blattodea 0,0142492 0,0001249 0,0087648

11 Blattodea 0,0142492 0,0001249 0,0087648

12 Araneae 0,0024084 0,0000211 0,0087648

13 Coleoptera 0,0004026 0,0000035 0,0087648

14 Grylloidea 0,0200339 0,0001756 0,0087648

15 Grylloidea 0,0200339 0,0001756 0,0087648

16 Ips typographus 114,0931018 1,0000000 0,0087648

17 Coleoptera 0,0004026 0,0000035 0,0087648

18 Coleoptera 0,0004026 0,0000035 0,0087648

19 Coleoptera 0,0004026 0,0000035 0,0087648

20 Coleoptera 0,0004026 0,0000035 0,0087648

21 Coleoptera 0,0004026 0,0000035 0,0087648

22 Araneae 0,0024084 0,0000211 0,0087648

23 Isopoda 0,0103112 0,0000904 0,0087648

24 Pericoma fuliginosa 5,7046551 0,0500000 0,0087648

25 Pericoma fuliginosa 5,7046551 0,0500000 0,0087648

26 Pamphiliidae 1,0662907 0,0093458 0,0087648

27 Pamphiliidae 1,0662907 0,0093458 0,0087648

28 Pamphiliidae 1,0662907 0,0093458 0,0087648

Clekem: 471,07 4,13

Průměr: 16,82 0,15

h/kus

Čas na rod: 0,00688

Čas na druh: 0,00189

Celkový čas: 0,00876

Tabulka 5: Tabulka zobrazující určování č.1 standardního vzorku tradiční metodou 
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Tabulka 6: Tabulka zobrazující určování č.2 standardního vzorku tradiční metodou 

 
Tabulka 7 

 

 

 

 

 

 

Číslo vzorku Druh Přesnost určení za čas (PT)Přesnost určení (1/T) t

1 Tenebrio molitor 55,922920 1,000000 0,017882

2 Tenebrio molitor 55,922920 1,000000 0,017882

3 Tenebrio molitor 55,922920 1,000000 0,017882

4 Tenebrio molitor 55,922920 1,000000 0,017882

5 Alphitobius diaperinus 55,922920 1,000000 0,017882

6 Alphitobius diaperinus 55,922920 1,000000 0,017882

7 Alphitobius diaperinus 55,922920 1,000000 0,017882

8 Alphitobius diaperinus 55,922920 1,000000 0,017882

9 Alphitobius diaperinus 55,922920 1,000000 0,017882

10 Blattodea 0,006984 0,000125 0,017882

11 Blattodea 0,006984 0,000125 0,017882

12 Araneae 0,001180 0,000021 0,017882

13 Dermestes haemorhoidalis 55,922920 1,000000 0,017882

14 Gryllidae 0,013761 0,000246 0,017882

15 Gryllidae 0,013761 0,000246 0,017882

16 Ips typographus 55,922920 1,000000 0,017882

17 Polygraphus poligraphus 55,922920 1,000000 0,017882

18 Polygraphus poligraphus 55,922920 1,000000 0,017882

19 Polygraphus poligraphus 55,922920 1,000000 0,017882

20 Polygraphus poligraphus 55,922920 1,000000 0,017882

21 Polygraphus poligraphus 55,922920 1,000000 0,017882

22 Pholcus sp. 0,134108 0,002398 0,017882

23 Isopoda 0,005054 0,000090 0,017882

24 Diptera 0,000348 0,000006 0,017882

25 Diptera 0,000348 0,000006 0,017882

26 Pamphiliidae 0,522644 0,009346 0,017882

27 Pamphiliidae 0,522644 0,009346 0,017882

28 Pamphiliidae 0,522644 0,009346 0,017882

Clekem: 896,52 16,03

Průměr: 32,02 0,57

h/kus

Čas na rod: 0,0069

Čas na druh: 0,0110

Celkový čas: 0,0179
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Tabulka 8: Tabulka zobrazující určování č.3  standardního vzorku tradiční metodou 

 

 

 

 

 

Číslo vzorku Druh Přesnost určení za čas (PT)Přesnost určení (1/T) t

1 Tenebrio molitor 53,26904417 1 0,018773

2 Tenebrio molitor 53,26904417 1 0,018773

3 Tenebrio molitor 53,26904417 1 0,018773

4 Zophobas morio 0,002637604 4,95148E-05 0,018773

5 Alphitobius sp. 2,959391343 0,055555556 0,018773

6 Alphitobius sp. 2,959391343 0,055555556 0,018773

7 Alphitobius sp. 2,959391343 0,055555556 0,018773

8 Alphitobius sp. 2,959391343 0,055555556 0,018773

9 Alphitobius sp. 2,959391343 0,055555556 0,018773

10 Blatta sp. 7,609863453 0,142857143 0,018773

11 Blatta sp. 7,609863453 0,142857143 0,018773

12 Steatoda triangulosa 0,00112446 2,11091E-05 0,018773

13 Dermestes sp. 53,26904417 1 0,018773

14 Acheta domesticus 53,26904417 1 0,018773

15 Acheta domesticus 53,26904417 1 0,018773

16 Ips sp. 1,268310576 0,023809524 0,018773

17 Scolytinae 0,04616035 0,000866551 0,018773

18 Scolytinae 0,04616035 0,000866551 0,018773

19 Scolytinae 0,04616035 0,000866551 0,018773

20 Scolytinae 0,04616035 0,000866551 0,018773

21 Scolytinae 0,04616035 0,000866551 0,018773

22 Pholcus phalangioides 53,26904417 1 0,018773

23 Oniscus assellus 0,004814193 9,03751E-05 0,018773

24 Psychodidae 0,016166629 0,00030349 0,018773

25 Psychodidae 0,016166629 0,00030349 0,018773

26 Scarabaeoidea 5,54382E-05 1,04072E-06 0,018773

27 Scarabaeoidea 5,54382E-05 1,04072E-06 0,018773

28 Scarabaeoidea 5,54382E-05 1,04072E-06 0,018773

Clekem: 404,44 7,59

Průměr: 14,44 0,27

h/kus

Čas na rod: 0,0069

Čas na druh: 0,0119

Celkový čas: 0,0188
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Tabulka 9: Tabulka zobrazující určování č.4 standardního vzorku tradiční metodou 

 

 

 

 

 

 

 

Číslo vzorku Druh Přesnost určení za čas (PT) Přesnost určení (1/T) t

1 Tenebrionidae 0,005024445 4,95148E-05 0,009854772

2 Tenebrionidae 0,005024445 4,95148E-05 0,009854772

3 Tenebrionidae 0,005024445 4,95148E-05 0,009854772

4 Insecta 0,000105606 1,04072E-06 0,009854772

5 Tenebrionidae 0,005024445 4,95148E-05 0,009854772

6 Tenebrionidae 0,005024445 4,95148E-05 0,009854772

7 Tenebrionidae 0,005024445 4,95148E-05 0,009854772

8 Tenebrionidae 0,005024445 4,95148E-05 0,009854772

9 Tenebrionidae 0,005024445 4,95148E-05 0,009854772

10 Blatodea 0,012673122 0,000124891 0,009854772

11 Blatodea 0,012673122 0,000124891 0,009854772

12 Araneae 0,002142015 2,11091E-05 0,009854772

13 Coleoptera 0,000358051 3,52851E-06 0,009854772

14 Grylloidea 0,017818031 0,000175593 0,009854772

15 Grylloidea 0,017818031 0,000175593 0,009854772

16 Scolytinae 0,087932135 0,000866551 0,009854772

17 Scolytinae 0,087932135 0,000866551 0,009854772

18 Scolytinae 0,087932135 0,000866551 0,009854772

19 Scolytinae 0,087932135 0,000866551 0,009854772

20 Scolytinae 0,087932135 0,000866551 0,009854772

21 Scolytinae 0,087932135 0,000866551 0,009854772

22 Pholcus sp. 0,243342168 0,002398082 0,009854772

23 Isopoda 0,00917069 9,03751E-05 0,009854772

24 Clogmia albipunctata 101,4736841 1 0,009854772

25 Clogmia albipunctata 101,4736841 1 0,009854772

26 Insecta 0,000105606 1,04072E-06 0,009854772

27 Insecta 0,000105606 1,04072E-06 0,009854772

28 Insecta 0,000105606 1,04072E-06 0,009854772

Clekem: 203,83 2,01 0,27593361

Průměr: 7,28 0,07

h/kus

Čas na rod: 0,0069

Čas na druh: 0,0030

Celkový čas: 0,0099
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Číslo vzorku Druh Přesnost určení za čas (PTM) Přesnost určení (1/T*Td/T)Td/T t Pokrytí druhů v čeledi databázemi (%)

1 Tenebrio molitor, Linnaeus 1758 7,778 1,000 1,000 0,13 5,031

2 Tenebrio molitor, Linnaeus 1758 7,778 1,000 1,000 0,13 5,031

3 Tenebrio molitor, Linnaeus 1758 7,778 1,000 1,000 0,13 5,031

4 Tenebrio molitor, Linnaeus 1758 (larva) 7,778 1,000 1,000 0,13 5,031

5 Alphitobius diaperinus (Panzer, 1797) 7,778 1,000 1,000 0,13 5,031

6 Alphitobius diaperinus (Panzer, 1797) 7,778 1,000 1,000 0,13 5,031

7 Alphitobius diaperinus (Panzer, 1797) 7,778 1,000 1,000 0,13 5,031

8 Alphitobius diaperinus (Panzer, 1797) 7,778 1,000 1,000 0,13 5,031

9 Alphitobius diaperinus (Panzer, 1797) 7,778 1,000 1,000 0,13 5,031

10 Blatta orientalis, Linnaeus 1758 7,778 1,000 1,000 0,13 17,516

11 Blatta orientalis, Linnaeus 1758 7,778 1,000 1,000 0,13 17,516

12 Meta menardi, (Latreille, 1804) 7,778 1,000 1,000 0,13 21,660

13 Dermestes sp., Linnaeus 1758 7,778 1,000 1,000 0,13 21,550

14 Acheta domesticus, (Linnaeus 1758) (nymfa) 7,778 1,000 1,000 0,13 5,586

15 Acheta domesticus, (Linnaeus 1758) (nymfa) 7,778 1,000 1,000 0,13 5,586

16 Ips typographus (Linnaeus, 1758) 7,778 1,000 1,000 0,13 82,496

17 Polygraphus poligraphus (Linnaeus, 1758) 7,778 1,000 1,000 0,13 82,496

18 Polygraphus poligraphus (Linnaeus, 1758) 7,778 1,000 1,000 0,13 82,496

19 Polygraphus poligraphus (Linnaeus, 1758) 7,778 1,000 1,000 0,13 82,496

20 Polygraphus poligraphus (Linnaeus, 1758) 7,778 1,000 1,000 0,13 82,496

21 Polygraphus poligraphus (Linnaeus, 1758) 7,778 1,000 1,000 0,13 82,496

22 Pholcus phalangioides (Fuesslin, 1775) 7,778 1,000 1,000 0,13 29,496

23 Porcellionides pruinosus (Brandt, 1833) 7,778 1,000 1,000 0,13 15,273

24 Clogmia albipunctata (Williston, 1893) 7,778 1,000 1,000 0,13 16,601

25 Clogmia albipunctata (Williston, 1893) 7,778 1,000 1,000 0,13 16,601

26 Cephalcia abietis (Linnaeus, 1758) 7,778 1,000 1,000 0,13 85,047

27 Cephalcia abietis (Linnaeus, 1758) 7,778 1,000 1,000 0,13 85,047

28 Cephalcia abietis (Linnaeus, 1758) 7,778 1,000 1,000 0,13 85,047

Clekem: 217,78 28,00

Průměr: 7,78 1,00

Čas molekulárních metod: h

DNA izolace: 5

TELL-Seq: 3

Hyb-cap: 8

Analýza dat: 2

Čas na vzorek: 3,6

Průmerný čas na jedince: 0,13

Tabulka 10:  Tabulka zobrazující určování standardního vzorku molekulární metodou 
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Tabulka 11:   Tabulka zobrazující určování vzorku Orthoptera tradiční  metodou 

 

 

Číslo vzorku Druh Přesnost určení za čas (PT)Přesnost určení (1/T) t

1 Chorthippus mollis 120,9386 1,0000 0,0083

2 Chorthippus mollis 120,9386 1,0000 0,0083

3 Chorthippus mollis 120,9386 1,0000 0,0083

4 Chorthippus mollis 120,9386 1,0000 0,0083

5 Chorthippus paralellus 120,9386 1,0000 0,0083

6 Chorthippus paralellus 120,9386 1,0000 0,0083

7 Chorthippus paralellus 120,9386 1,0000 0,0083

8 Chorthippus paralellus 120,9386 1,0000 0,0083

9 Chorthippus paralellus 120,9386 1,0000 0,0083

10 Chorthippus paralellus 120,9386 1,0000 0,0083

11 Chorthippus paralellus 120,9386 1,0000 0,0083

12 Chorthippus paralellus 120,9386 1,0000 0,0083

13 Pholidoptera griseoaptera 120,9386 1,0000 0,0083

14 Pholidoptera griseoaptera 120,9386 1,0000 0,0083

15 Conocephalus fuscus 120,9386 1,0000 0,0083

16 Conocephalus fuscus 120,9386 1,0000 0,0083

17 Chorthippus biguttulus 120,9386 1,0000 0,0083

18 Chorthippus biguttulus 120,9386 1,0000 0,0083

19 Chorthippus biguttulus 120,9386 1,0000 0,0083

20 Chorthippus biguttulus 120,9386 1,0000 0,0083

21 Chorthippus biguttulus 120,9386 1,0000 0,0083

22 Chorthippus biguttulus 120,9386 1,0000 0,0083

23 Chorthippus biguttulus 120,9386 1,0000 0,0083

24 Chorthippus paralellus 120,9386 1,0000 0,0083

25 Chorthippus mollis 120,9386 1,0000 0,0083

26 Chorthippus sp.  (nymfa) 0,4761 0,0039 0,0083

27 Chorthippus sp.  (nymfa) 0,4761 0,0039 0,0083

28 Chorthippus sp.  (nymfa) 0,4761 0,0039 0,0083

Clekem: 3024,89 25,01

Průměr: 108,03 0,89

h/kus

Čas na rod: 0,00688

Čas na druh: 0,00139

Celkový čas: 0,00827
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Tabulka 12: Tabulka zobrazující určování vzorku Orthoptera molekulární metodou 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Číslo vzorku Druh Přesnost určení za čas (PTM)Přesnost určení (1/T*Td/T)Td/T t Pokrytí druhů v čeledi databázemi (%)

1 Chorthippus mollis 7,778 1,000 1,000 0,13 14,575

2 Chorthippus mollis 7,778 1,000 1,000 0,13 14,575

3 Chorthippus mollis 7,778 1,000 1,000 0,13 14,575

4 Chorthippus mollis 7,778 1,000 1,000 0,13 14,575

5 Chorthippus paralellus 7,778 1,000 1,000 0,13 14,575

6 Chorthippus paralellus 7,778 1,000 1,000 0,13 14,575

7 Chorthippus paralellus 7,778 1,000 1,000 0,13 14,575

8 Chorthippus paralellus 7,778 1,000 1,000 0,13 14,575

9 Chorthippus paralellus 7,778 1,000 1,000 0,13 14,575

10 Chorthippus paralellus 7,778 1,000 1,000 0,13 14,575

11 Chorthippus paralellus 7,778 1,000 1,000 0,13 14,575

12 Chorthippus paralellus 7,778 1,000 1,000 0,13 14,575

13 Chorthippus paralellus 7,778 1,000 1,000 0,13 13,030

14 Pholidoptera griseoaptera 7,778 1,000 1,000 0,13 13,030

15 Pholidoptera griseoaptera 7,778 1,000 1,000 0,13 13,030

16 Conocephalus fuscus 7,778 1,000 1,000 0,13 13,030

17 Conocephalus fuscus 7,778 1,000 1,000 0,13 14,575

18 Chorthippus biguttulus 7,778 1,000 1,000 0,13 14,575

19 Chorthippus biguttulus 7,778 1,000 1,000 0,13 14,575

20 Chorthippus biguttulus 7,778 1,000 1,000 0,13 14,575

21 Chorthippus biguttulus 7,778 1,000 1,000 0,13 14,575

22 Chorthippus biguttulus 7,778 1,000 1,000 0,13 14,575

23 Chorthippus biguttulus 7,778 1,000 1,000 0,13 14,575

24 Chorthippus biguttulus 7,778 1,000 1,000 0,13 14,575

25 Chorthippus mollis 7,778 1,000 1,000 0,13 14,575

26 Chorthippus sp. 0,005 0,001 0,169 0,13 14,575

27 Chorthippus sp. 0,005 0,001 0,169 0,13 14,575

28 Chorthippus sp. 0,005 0,001 0,169 0,13 14,575

Clekem: 194,46 25,00

Průměr: 6,94 0,89

Čas molekulárních metod: h

DNA izolace: 5

TELL-Seq: 3

Hyb-cap: 8

Analýza dat: 2

Čas na vzorek: 3,6

Průmerný čas na jedince: 0,13
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Tabulka 13: Tabulka zobrazující určování vzorku Coleoptera tradiční metodou 

 

 

 

Číslo vzorku Druh Přesnost určení za čas (PT)Přesnost určení (1/T) t

1 Carabus sp.  (larva) 0,028 0,001 0,038

2 Agrypnus murinus 26,502 1,000 0,038

3 Stelidota geminata 26,502 1,000 0,038

4 Stelidota geminata 26,502 1,000 0,038

5 Pterostichus melas 26,502 1,000 0,038

6 Pterostichus melas 26,502 1,000 0,038

7 Pterostichus melas 26,502 1,000 0,038

8 Abax carinatus 26,502 1,000 0,038

9 Abax carinatus 26,502 1,000 0,038

10 Abax carinatus 26,502 1,000 0,038

11 Silpha obscura 26,502 1,000 0,038

12 Trechus quadristriatus 26,502 1,000 0,038

13 Trechus quadristriatus 26,502 1,000 0,038

14 Otiorhynchus raucus 26,502 1,000 0,038

15 Otiorhynchus raucus 26,502 1,000 0,038

16 Otiorhynchus ovatus 26,502 1,000 0,038

17 Odedemeraa podagrariae 26,502 1,000 0,038

18 Ceutorhynchus assimilis 26,502 1,000 0,038

19 Epuraea ocularis 26,502 1,000 0,038

20 Sitona lineata 26,502 1,000 0,038

21 Sitona lineata 26,502 1,000 0,038

22 Sitona lineata 26,502 1,000 0,038

23 Sitona lineata 26,502 1,000 0,038

24 Corticaria gibbosa 26,502 1,000 0,038

25 Xyleborus saxesseni 26,502 1,000 0,038

26 Polygraphus grandiclava 26,502 1,000 0,038

27 Chaetocnema concinna 26,502 1,000 0,038

28 Hypocasida subferruginea 26,502 1,000 0,038

Clekem: 715,58 27,00

Průměr: 25,56 0,96

h/kus

Čas na rod: 0,0069

Čas na druh: 0,0309

Celkový čas: 0,0377
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Číslo vzorku Druh Přesnost určení za čas (PTM)Přesnost určení (1/T*Td/T)Td/T t Pokrytí druhů v čeledi databázemi (%)

1 Carabus sp. 7,777777778 1 1 0,13 10,48005409

2 Agrypnus murinus 7,777777778 1 1 0,13 13,7283562

3 Stelidota geminata 7,777777778 1 1 0,13 7,476222075

4 Stelidota geminata 7,777777778 1 1 0,13 7,476222075

5 Pterostichus melas 7,777777778 1 1 0,13 10,48005409

6 Pterostichus melas 7,777777778 1 1 0,13 10,48005409

7 Pterostichus melas 7,777777778 1 1 0,13 10,48005409

8 Abax carinatus 7,777777778 1 1 0,13 10,48005409

9 Abax carinatus 7,777777778 1 1 0,13 10,48005409

10 Abax carinatus 7,777777778 1 1 0,13 10,48005409

11 Silpha obscura 7,777777778 1 1 0,13 49,53271028

12 Trechus quadristriatus 7,777777778 1 1 0,13 10,48005409

13 Trechus quadristriatus 7,777777778 1 1 0,13 10,48005409

14 Otiorhynchus raucus 7,777777778 1 1 0,13 9,730170597

15 Otiorhynchus raucus 7,777777778 1 1 0,13 9,730170597

16 Otiorhynchus ovatus 7,777777778 1 1 0,13 9,730170597

17 Oedemera podagrariae 7,777777778 1 1 0,13 13,48547718

18 Ceutorhynchus assimilis 0,007530599 0,00096822 0,446601942 0,13 9,730170597

19 Epuraea ocularis 7,777777778 1 1 0,13 7,476222075

20 Sitona lineatus 7,777777778 1 1 0,13 9,730170597

21 Sitona lineatus 7,777777778 1 1 0,13 9,730170597

22 Sitona lineatus 7,777777778 1 1 0,13 9,730170597

23 Sitona lineatus 7,777777778 1 1 0,13 9,730170597

24 Corticaria gibbosa 0,008164455 0,001049716 0,315789474 0,13 10

25 Xyleborinus saxeseni 0,032144097 0,004132813 0,575 0,13 82,49566724

26 Polygraphus grandiclava 7,777777778 1 1 0,13 82,49566724

27 Chaetocnema concinna 7,777777778 1 1 0,13 6,087914289

28 Hypocassida subferruginea 7,777777778 1 1 0,13 6,087914289

Clekem: 194,49 25,01

Průměr: 6,95 0,89

Tabulka 14: Tabulka zobrazující určování vzorku Coleoptera molekulární metodou 



117 

 

 

 

Tabulka 15: Tabulka zobrazující určování vzorku Araneae tradiční metodou 

 

 

 

Číslo vzorku Druh Přesnost určení za čas (PT)Přesnost určení (1/T) t

1 Pisaura mirabilis  (juvenilní stádium) 63,25773587 1 0,015808

2 Pisaura mirabilis  (juvenilní stádium) 63,25773587 1 0,015808

3 Pisaura mirabilis  (juvenilní stádium) 63,25773587 1 0,015808

4 Pisaura mirabilis  (juvenilní stádium) 63,25773587 1 0,015808

5 Pisaura mirabilis  (juvenilní stádium) 63,25773587 1 0,015808

6 Xysticus spp. (juvenilní stádium) 0,22041023 0,003484321 0,015808

7 Xysticus spp. (juvenilní stádium) 0,22041023 0,003484321 0,015808

8 Xysticus spp. (juvenilní stádium) 0,22041023 0,003484321 0,015808

9 Xysticus spp. (juvenilní stádium) 0,22041023 0,003484321 0,015808

10 Xysticus spp. (juvenilní stádium) 0,22041023 0,003484321 0,015808

11 Xysticus spp. (juvenilní stádium) 0,22041023 0,003484321 0,015808

12 Xysticus spp. (juvenilní stádium) 0,22041023 0,003484321 0,015808

13 Anyphaena accentuata (juvenilní stádium)63,25773587 1 0,015808

14 Philodromus cf. Cespitum (juvenilní stádium)63,25773587 1 0,015808

15 Aculepeira ceropegia (juvenilní stádium)63,25773587 1 0,015808

16 Tetragnatha sp. (juvenilní stádium) 0,194042135 0,003067485 0,015808

17 Mangora  acalypha (juvenilní stádium)63,25773587 1 0,015808

18 Mangora  acalypha (juvenilní stádium)63,25773587 1 0,015808

19 Ebrechtella tricuspidata (juvenilní stádium)63,25773587 1 0,015808

20 Ebrechtella tricuspidata (juvenilní stádium)63,25773587 1 0,015808

21 Ebrechtella tricuspidata (juvenilní stádium)63,25773587 1 0,015808

22 Araniella sp. (juvenilní stádium) 3,721043286 0,058823529 0,015808

23 Araneidae (juvenilní stádium) 0,020294429 0,000320821 0,015808

24 Araneidae (juvenilní stádium) 0,020294429 0,000320821 0,015808

25 Araneidae (juvenilní stádium) 0,020294429 0,000320821 0,015808

26 Theridiidae (juvenilní stádium) 0,024376777 0,000385356 0,015808

27 Theridiidae (juvenilní stádium) 0,024376777 0,000385356 0,015808

28 Theridiidae (juvenilní stádium) 0,024376777 0,000385356 0,015808

Clekem: 827,94 13,09

Průměr: 29,57 0,47

h/kus

Čas na rod: 0,0069

Čas na druh: 0,0089

Celkový čas: 0,0158
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Číslo vzorku Druh Přesnost určení za čas (PTM)Přesnost určení (1/T*Td/T)Td/T t Pokrytí druhů v čeledi databázemi (%)

1 Pisaura mirabilis 7,777777778 1 1 0,13 12,66491

2 Pisaura mirabilis 7,777777778 1 1 0,13 12,66491

3 Pisaura mirabilis 7,777777778 1 1 0,13 12,66491

4 Pisaura mirabilis 7,777777778 1 1 0,13 12,66491

5 Pisaura mirabilis 7,777777778 1 1 0,13 12,66491

6 Xysticus spp. 7,777777778 1 1 0,13 16,34964

7 Xysticus spp. 7,777777778 1 1 0,13 16,34964

8 Xysticus spp. 7,777777778 1 1 0,13 16,34964

9 Xysticus spp. 7,777777778 1 1 0,13 16,34964

10 Xysticus spp. 7,777777778 1 1 0,13 16,34964

11 Xysticus spp. 7,777777778 1 1 0,13 16,34964

12 Xysticus spp. 7,777777778 1 1 0,13 16,34964

13 Anyphaena accentuata 7,777777778 1 1 0,13 17,75244

14 Philodromus cf. Cespitum 0,005269497 0,000677507 0,166667 0,13 15,58642

15 Aculepeira ceropegia 7,777777778 1 1 0,13 18,44722

16 Tetragnatha sp. 7,777777778 1 1 0,13 21,65992

17 Mangora  acalypha 7,777777778 1 1 0,13 18,44722

18 Mangora  acalypha 7,777777778 1 1 0,13 18,44722

19 Ebrechtella tricuspidata 7,777777778 1 1 0,13 16,34964

20 Ebrechtella tricuspidata 7,777777778 1 1 0,13 16,34964

21 Ebrechtella tricuspidata 7,777777778 1 1 0,13 16,34964

22 Araniella sp. 7,777777778 1 1 0,13 18,44722

23 Araneidae 0,000460309 5,91826E-05 0,184472 0,13 18,44722

24 Araneidae 0,000460309 5,91826E-05 0,184472 0,13 18,44722

25 Araneidae 0,000460309 5,91826E-05 0,184472 0,13 18,44722

26 Theridiidae 0,000615613 7,91503E-05 0,205395 0,13 20,5395

27 Theridiidae 0,000615613 7,91503E-05 0,205395 0,13 20,5395

28 Theridiidae 0,000615613 7,91503E-05 0,205395 0,13 20,5395

Clekem: 163,34 21,00

Průměr: 5,83 0,75

Čas molekulárních metod: h

DNA izolace: 5

TELL-Seq: 3

Hyb-cap: 8

Analýza dat: 2

Čas na vzorek: 3,6

Průmerný čas na jedince: 0,13

Tabulka 16:  Tabulka zobrazující určování vzorku Araneae molekulární metodou 
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Tabulka 17: Tabulka zobrazující určování vzorku Diptera tradiční metodou 

 

 

Číslo vzorku Druh Přesnost určení za čas (PT)Přesnost určení (1/T)t

1 Oscinella maura 101,4736841 1 0,009855

2 Oscinella maura 101,4736841 1 0,009855

3 Oscinella maura 101,4736841 1 0,009855

4 Oscinella frit 101,4736841 1 0,009855

5 Oscinella frit 101,4736841 1 0,009855

6 Coenosia agromyzina 101,4736841 1 0,009855

7 Limoniidae 0,000630812 6,22E-06 0,009855

8 Opomyza petrei 101,4736841 1 0,009855

9 Geomyza tripunctata 101,4736841 1 0,009855

10 Scaptomyza pallida 101,4736841 1 0,009855

11 Scaptomyza pallida 101,4736841 1 0,009855

12 Scaptomyza pallida 101,4736841 1 0,009855

13 Scaptomyza pallida 101,4736841 1 0,009855

14 Pollenia sp. 0,545557442 0,005376 0,009855

15 Pollenia sp. 0,545557442 0,005376 0,009855

16 Melanostoma mellinum 101,4736841 1 0,009855

17 Chironomidae 0,013609668 0,000134 0,009855

18 Chironomidae 0,013609668 0,000134 0,009855

19 Agromyzidae 0,031464708 0,00031 0,009855

20 Agromyzidae 0,031464708 0,00031 0,009855

21 Agromyzidae 0,031464708 0,00031 0,009855

22 Cecidomyiidae 0,016308853 0,000161 0,009855

23 Cecidomyiidae 0,016308853 0,000161 0,009855

24 Psilopa sp. 1,284477014 0,012658 0,009855

25 Psilopa sp. 1,284477014 0,012658 0,009855

26 Psilopa sp. 1,284477014 0,012658 0,009855

27 Opomyza florum 101,4736841 1 0,009855

28 Opomyza florum 101,4736841 1 0,009855

Clekem: 1527,20 15,05

Průměr: 54,54 0,54

h/kus

Čas na rod: 0,0069

Čas na druh: 0,0030

Celkový čas: 0,0099
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Tabulka 18: Tabulka zobrazující určování vzorku Diptera molekulární metodou 

Číslo vzorku Druh Přesnost určení za čas (PTM)Přesnost určení (1/T*Td/T)Td/T t Pokrytí druhů v čeledi databázemi (%)

1 Oscinella maura 7,777777778 1 1 0,13 10,0551

2 Oscinella maura 7,777777778 1 1 0,13 10,0551

3 Oscinella maura 7,777777778 1 1 0,13 10,0551

4 Oscinella frit 7,777777778 1 1 0,13 10,0551

5 Oscinella frit 7,777777778 1 1 0,13 10,0551

6 Coenosia agromyzina 7,777777778 1 1 0,13 14,52959

7 Limoniidae 1,62008E-07 2,08296E-08 0,003350698 0,13 0,33507

8 Opomyza petrei 7,777777778 1 1 0,13 25,42373

9 Geomyza tripunctata 7,777777778 1 1 0,13 25,42373

10 Scaptomyza pallida 7,777777778 1 1 0,13 32,5433

11 Scaptomyza pallida 7,777777778 1 1 0,13 32,5433

12 Scaptomyza pallida 7,777777778 1 1 0,13 32,5433

13 Scaptomyza pallida 7,777777778 1 1 0,13 32,5433

14 Pollenia sp. 0,005620431 0,000722627 0,134408602 0,13 21,59017

15 Pollenia sp. 0,005620431 0,000722627 0,134408602 0,13 21,59017

16 Melanostoma mellinum 7,777777778 1 1 0,13 35,90924

17 Chironomidae 0,000476388 6,12499E-05 0,456679185 0,13 45,66792

18 Chironomidae 0,000476388 6,12499E-05 0,456679185 0,13 45,66792

19 Agromyzidae 0,000390361 5,01893E-05 0,161860465 0,13 16,18605

20 Agromyzidae 0,000390361 5,01893E-05 0,161860465 0,13 16,18605

21 Agromyzidae 0,000390361 5,01893E-05 0,161860465 0,13 16,18605

22 Cecidomyiidae 0,000135813 1,74617E-05 0,108646737 0,13 10,86467

23 Cecidomyiidae 0,000135813 1,74617E-05 0,108646737 0,13 10,86467

24 Psilopa sp. 0,023678542 0,003044384 0,240506329 0,13 11,32623

25 Psilopa sp. 0,023678542 0,003044384 0,240506329 0,13 11,32623

26 Psilopa sp. 0,023678542 0,003044384 0,240506329 0,13 11,32623

27 Opomyza florum 0,188389081 0,024221453 0,411764706 0,13 25,42373

28 Opomyza florum 0,188389081 0,024221453 0,411764706 0,13 25,42373

Clekem: 101,57 13,06

Průměr: 3,63 0,47

Čas molekulárních metod: h

DNA izolace: 5

TELL-Seq: 3

Hyb-cap: 8

Analýza dat: 2

Čas na vzorek: 3,6

Průmerný čas na jedince: 0,13


