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Abstrakt

Moderni molekularni taxonomické metody zalozené na identifikaci druht pomoci
sekvence DNA pronikaji, diky technologickému pokroku, do stale vét§iho mnozstvi
odvétvi biologie. Nachdzeji vyuziti jak v tradicni taxonomii, kde slouzi k popisu
molekularnich znaki druhd, tak pfi studiu svétové biodiverzity pii identifikaci
kryptickych druhi nebo faunistickych prizkumech, ¢i dokonce v potravindiském
primyslu pfi kontrole skute¢ného slozeni potravin. Jednou z téchto metod je i DNA
barcoding anebo mitochondridlni metagenomika vyuzivajici modernich sekvena¢nich
metod, které pfispivaji k neustalému zdokonalovani téchto piistupti pii odhalovani

skutecné biodiverzity na Zemi.

Cilem této prace je posouzeni moznosti vyuziti modernich molekularnich metod pfi
vyhodnocovani faunistickych prizkumi a polozeni zékladi pro jejich vyhodnocovani
s vyuzitim molekularnich metod, pfedevsim pii prizkumech zamétenych na bezobratlé.
Za timto ucelem, po dobu né¢kolika tydnt, probihal odchyt bezobratlych rtznymi
metodami na lokalité PR Housle. Vhodné vzorky byly nasledné piedany odbornikiim na
druhovou determinaci. Na zaklad¢ ziskanych dat byla hodnocena ¢asova a finan¢ni
naro¢nost vSech zvolenych metod a také piesnost jejich vysledkd. V neposledni fadé byl
jako soucast diplomové prace navrhnut hybridizacni panel, jenz poklada zaklady pro NGS
sekvenovani COI genii pochéazejicich ze smésnych vzorkii ¢lenovell na tizemi Ceské

republiky a stfedni Evropy.

Kli¢ova slova: faunisticky prizkum, NGS, bezobratli, druhova 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 PR 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. Uvod

Ackoli popis a katalogizace biologickych druhti zaméstnava velky pocet védca,
odhady celkové druhové bohatosti na planeté Zemi se diametralné lisi (Mora et al. 2011).
Kolik je na Zemi forem zivota je jedna z diilezitych ekologickych otazek. Bez dostatecné
znalosti poctu a vyskytu organismt se miizeme jen tézko postarat o nalezitou ochranu
jejich prosttedi a jich samotnych, stejné jako bez toho nelze plné objasnit fungovani
ekosystému. Za poslednich 250 let bylo na Zemi diky enormnimu usili taxonomil popsano
zhruba 1,7 miliont zijicich a 59 tisic vyhynulych druht, které dnes muizeme najit
napiiklad v Catalogue of Life (Orrell et al. 2018). Toto ¢islo vSak tvoii, podle
nejriznéjsich odhadd, jen zlomek skutecného poctu. V minulosti byly publikovany studie
odhadujici mnozstvi biologickych druhli aZ na n€kolik desitek miliont. Vychazely z
ruznych extrapolaci a aproximaci vychdzejicich naptiklad z poctu druhl ¢lenovch
(Arthropoda) nalézanych na urcitych druzich rostlin (May 1988; Erwin 1991). Recentni
studie vSak ukazuji, ze zafazovani druhti do vysSich taxonomickych tfid sleduje
pfedvidatelné a vcelku stabilni schéma, na zakladé kterého lze vyvodit celkovy pocet
druhii v dané taxonomické skuping. Tento piistup byl nejprve oveéfen na dobie
prozkoumanych skupinach zivocichi, jako jsou naptiklad vétsi savci, a poté preveden i
na dal$i skupiny. Tyto metody dosahuji sttidméjsich vysledki a odhaduji pocet vSech
druhil organisml na 6,5 miliont na sousi a 2,2 milionli v mofich, tedy celkové na 8,7
milionti druhdi. Z celkového poctu druhil na nasi planeté se pak odhaduje 7,77 miliont
zivocichli (Animalia, Linnaeus, 1758), 298 000 rostlin (Plantae, Haeckel) 611 000 hub
(Fungi, Whittaker), 36 400 prvoku (Protozoa, Goldfuss, 1818) a 27 500 tas (Algae) (Mora et
al. 2011). Co se hmyzu (Insecta, Linnaeus, 1758) tyce, nejodvaznéjsi odhady, kolem 30
miliontt druhd (Erwin 1991), byly v nejnovéjSich studiich umirnény na pfiblizné 5
miliont. Velka pozornost by se tak mé¢la vénovat nejvice druhové bohatym fadtm, kde
stale mnoho druhii ¢eka na svoje objeveni, jako jsou dvoukftidli (Diptera, Linnaeus, 1758),
brouci (Coleoptera, Linnaeus, 1758), blanokiidli (Hymenoptera, Linnaeus, 1758), plostice
(Heteroptera, Latreille, 1810) a motyli (Lepidoptera, Linnaeus 1758) (Stork 2018).

Zatimco hmyz vede v druhé bohatosti, z pohledu tvofené¢ biomasy je tomu jinak.
VétSina organické hmoty na Zemi je z 80 % tvotena rostlinami (Chapman 2009; Bar-On
et al. 2018), ale ani to nezabranilo n¢kterym jednotlivym druhtim zaujmout vétsi zlomek
biomasy nez celé Celedi nebo dokonce tiidy. Jako dobry piiklad ndm mohou poslouzit

termiti (Blattodea: Termitoidea), ktetfi 1 pfes svoji malou relativni velikost celkové
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zaujimaji vice biomasy nez celé tfidy obratlovcii jako naptiklad volné Zzijici ptaci (Aves,
Linnaeus 1758) nebo volné Zijici savei (Mammalia, Linnaeus 1758) (Sanderson 1996; Bar-On
et al. 2018).

A ¢im jsou hmyz a ostatni bezobratli prospésni? Bezobratli provazeji clovéka po celou
dobu jeho zivota, skryvaji se v pudé, pod kazdym kamenem ¢i padlym stromem, a
piestoze s nimi prakticky vyrustaji, jsou pro mnoho lidi pievazné zdrojem strachu a
odporu nez ¢ehokoliv jiného. To je patrné napiiklad i z toho, ze jednou z nejcastéjSich
fobii je arachnofobie (Wiederhold a Bouchard 2014), tedy strach z pavouk, ktefi tak
Casto uplné zbyteéné padaji za obét’ sandalim nebo novinam, aniz by si n¢kdo
uvédomoval jejich misto v ekosystému. Populace rostlinnych sktidcti nejsou omezovany
potravou, nybrz predaci. Tuto mySlenku podporuje fakt, Ze vyskyt zelenych rostlin je
témef neomezeny (Hairston et al. 1960). V mnoha ekosystémech vSak vyuzivani pesticidt
vedlo k naruSeni této rovnovahy a k mistnimu vyhubeni predatorti z fad bezobratlych.
Jednim z vyznamnych predatort jsou pravé napiiklad pavouci (Araneae, Clerck 1757), ktefi
se ukazuji jako diileziti ochranci zemé&d¢€lskych rostlin, kde pomahaji regulovat mnozstvi
hmyzu, ktery napadé prave tyto rostliny. Napiiklad v Asii na ryzovych polich jsou casto
nedocenénou pomoci pii regulaci poétu sarancat (Caelifera, Ander 1936) a kiist
(Auchenorrhyncha) (Lee a Kim 2001; Nyffeler a Benz 1987) a na obilnych polich v
Evropé to nejspiSe nebude jinak. Nesmi byt opomenuti ani dal$i predatofi z fad hmyzi
fiSe jako naptiklad drab¢ici (Staphylinidae, Latreille 1802), stievlici (Carabidae, Latreille
1802), v soucasné dob¢ stale popularnéjsi slunécka (Coccinellidae, Latreille 1807), které je
dokonce mozné v zahrani¢i zakoupit a vypustit na své zahradé nebo na pokojovych
rostlinach pro boj s mSicemi (Aphididae), coz bohuzel Casto vede k introdukci

neptivodnich druht (Roy a Wajnberg 2008).

Zvysena pozornost je také vénovana pestrokroveénikiim (Thanasimus, Latreille 1806),
dilezitym predatorim kiarovei (Scolytinae, Latreille 1804). Jeden takovy pestrokrovecnik
je schopny primérné zabit tii za den a jejich larva za sviij vyvoj zkonzumuje okolo
Ctyficeti Ctyf larev a kukel této celedi a mize tak v nékterych piipadech slouzit jako
kontrolni agents v integrované ochrané lesa, jeho ucinnost je vSak podminéna mnoha

faktory, které jsou stale zkoumany (Mills 1985).

I na v soucasné dobé na nechvalné¢ znamého brouka lykozrouta smrkového (Ips

typographus, Linnaeus 1758) lze nahliZzet pozitivné. Navzdory svému oznaeni jako
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Skodlivy organismus ma i on svoji roli v ekosystémech. Spolu se symbiotickymi houbami
pomaha rozklddat dfevni hmotu a navracet tak Ziviny v ni obsazené zpét do pudy.
Rozpojeni koruny v hustych porostech zptisobenych plisobenim hmyzu vede ke zvySeni
lokalni biodiverzity, naptiklad v Tatrach byl na takovych mistech zaznamena az o 25 %
zvySeny vyskyt ptakt oproti porostim s hustym zapojem (Przepiora et al. 2020). Slovy
entomologa Lukase Cizka hmyz je vlastné takova granulka pro obratlovce, a kdyZ ho

ubyva, tak ubyva i v§eho ostatniho.

Podobnou roli jako kurovci (Scolytinae, Latreille 1804) ve stiedni a severni Evropé, co
se ty¢e rozkladu dievni hmoty, zaujimaji v tropech termiti, kterym je v Ceské republice,
i piestoze je zemi mirného pasu vénovana velka pozornost. V Cechach ma vyzkum
termitl tradici od 60. let 20. stoleti a plisobi zde celosvétoveé uznavani termitologové. Je
to dano historicky, jelikoz dobé studené valky byla tehdejsi CR jednim z vyvozct dieva
na Kubu a bylo tak potfeba zkoumat ochranu dieva pfed timto hmyzem. V oblastech
masivnim dopadem na ekosystém a globalni klima. Nejvétsi pfinos termitl plyne z jejich
role rozkladacl. Strava termiti se sklada prakticky z cehokoliv rostlinného ptivodu, at’ uz
jde o opad, rozkladajici se dievo nebo humus (Khan et al. 2018). V okoli svych hnizd
jsou schopni spotiebovat az 100 % mrtvého dieva (Engel et al. 2009; Bezerra-Gusmao et
al. 2011) a az polovinu opadu vytvoteného stromy za jeden rok (Brauman 2000). Jsou tak
zodpovédni za navrat mnoha zivin, které by jinak zlstaly po del$si dobu uvazany
v rostlinnych pletivech, zpatky do pady. Hraji velkou roli pfi udrzovani urodnosti
tropickych oxisoli, které jinak rychle degraduji pfi zemédélském vyuZiti v tropickych
oblastech (Zhang et al. 2007). Kromé toho tvorba termitich struktur, zejména podzemnich
chodeb, pomaha provzdusiovat pudu, a tim usnadnuje vstiebavani vody. V oblastech
Snizkymi srazkami, jako je Africe, vedla pfitomnost termit na polich, podle
experimentu, k az 36% narustu v produkci obili (Evans et al. 2011). Pfes vSechny tyto
pozitivni vlivy na okolni prostedi jsou termiti primarné povazovani za sktidce, ktefi se
zivi dfevénymi konstrukcemi a zemédélskymi plodinami, i pfestoze pouze 185 z ptiblizné
3 000 popsanych druhti bylo identifikovano za $ktdce (Jouquet et al. 2011).

Za termitim, na prvni pohled, podobné organismy Ize oznacit mravence (Formicidae,
Latreille 1809), a to i piesto, Ze nalezi to kompletné odlisné taxonomické skupiny. Termiti

se v dnesni dobé fadi pod §vaby (Blattodea, Latreille 1810), kdezto mravenci spadaji pod

blanokiidly hmyz. Oproti termitim se jedna o predatory. Nejvetsi vyznam, pro nés jako
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lesniky, maji lesni mravenci rodu Formica. Jedna se o siln¢ teritorialni druhy a jedno
sttedné velké mravenisté je schopné za rok nalovit az 8 mil. jedincti hmyzu a ochranit tak
pted Zirem stromy v okruhu 20 az 30 m od hnizda (Adlung 1966). Je tedy zictelné, ze
zastupci této zivoCiSné skupiny jsou 1 pies svoji malou velikost jednou z
nejvyznamnéj$ich zivocisnych skupin, co se tyce tvorby a udrZzovani rovnovéhy v

ekosystémech.

Je alarmujici, Ze podle nejriiznéjsi odhadl ¢eka az 80 % druhd hmyzu na svoje
objeveni (Stork 2018) a hmyzi druhy tak ubyvaji s vétsi rychlosti, nez je viibec stithame
objevovat. Jen za poslednich 27 let by zaznamenan 75% pokles v biomase 1étavého
hmyzu ve vybranych chranénych tizemich (Hallmann et al. 2017). Neni divu, Ze je tak
tézké objasnit vztahy a fungovani ekosystémi, kdyz ani nezndme vSechny jeho slozky.
Proto je pro poznani skute¢né biodiverzity na Zemi nesmirné dilezité provadeét
faunistick¢ prizkumy, za ucelem objevovani novych druhd a sledovani dopadi
klimatické zmény, a stim souvisejici zdokonalovani, respektive zavadéni, novych

identifika¢nich metod, v¢etné t€ch molekularnich.
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2. Cile prace
Prvnim zcili prace je vyhotoveni literarni reSerSe o soucCasném stavu poznani
a vyuzivani molekularnich metod, jako jsou napiiklad metody NGS a DNA barcoding,

pro identifikaci druhi a faunistické priizkumy bezobratlych.

Informace nabyté v piedeslé Casti budou poté aplikovany v praxi pii odchytu
bezobratlych, pomoci riznych odchytovych metod, za ucelem pokryti co nejvétsiho
spektra druhidi, a vytvofeni vlastnich vzorki z nachytanych jedincii pro néslednou
analyzu. Na zakladé toho bude zhodnocena ¢asova a finan¢ni naro¢nost jednotlivych
sbérti a klasické determinace bezobratlych, ve spoluprici se specialisty na jednotlivé
skupiny ¢lenovci (Arthropoda). Ti pomohou s klasickou determinaci druht
V nachytanych vzorcich. Jako soucast této prace bude také navrhnut teoreticky postup

pouziti jedné z molekularnich metod a polozeny zaklady k jejimu provedeni.

V zévéretné casti prace dojde k porovnani klasické determinace sbért

bezobratlych oproti teoretické determinaci s vyuzitim DNA.
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3. Faunistické prizkumy a molekularni metody

Faunistické priazkumy a molekularni metody jsou dva zdarné razné piistupy ke studiu
druhii a jejich rozmanitosti v daném ekosystému. Zatimco faunistické¢ prizkumy se
zaméfuji na pozorovani, sbér vzorkl v terénu a jejich naslednou identifikaci pomoci
mikroskopovani, morfologickych charakteristik a srovndvani se sbirkami v
prirodovédnych muzeich (Lozek a Jufickova 2004), metody molekularni biologie

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

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

Kombinace téchto dvou pfistupti mize poskytnout komplexni pohled na druhovou
rozmanitost v daném ekosystému, vcetné¢ nejen identifikace druhti, ale 1 jejich
fylogenetického vztahu, geografického rozsiteni a ekologickych funkci. Tyto informace
jsou dulezité pro ochranu a spravu piirodnich zdroju, véetné udrzeni biodiverzity a

ekosystémovych sluzeb bezobratlych (Sheth a Thaker 2017).

3.1.  Faunistika

Faunistika je oborem biologie, ktery studuje zivotni pochody zvifat v urcité oblasti
nebo ekosystému. Zabyva se identifikaci, klasifikaci, rozsifenim a ekologii Zivo€isnych
druhil. Zahrnuje také zkoumani vztahli mezi zvitaty a jejich prostfedim, véetné interakci
s jinymi druhy, jejich roli v ekosystémech a adaptaci na konkrétni prostiedi.

(Lozek a Jutickova 2004).

Jde o druh terénniho prizkumu, ktery se zaméfuje na zivocisné druhy pfitomné v
urcité geografické oblasti. Zahrnuje komplexni a systematické studium fauny v daném
regionu nebo lokalité. Klade si za cil zdokumentovat diverzitu, rozsifeni, poCetnost a
chovani zivocisnych druhli nachéazejicich v urcité zajmové oblasti. Za timto ucelem Casto
dochazi ke sbéru exemplaftii, v ptipad¢ bezobratlych, anebo potizovani fotografii, videi
anebo zvukovych zdznam, naptiklad fotopastmi, pokud jsou stfedem naseho zajmu vétsi

zivocichové jako savci €i ptéci, u kterych odchyt neni mozny, anebo Zadouci.

Faunistické prizkumy jsou dulezité, jelikoz poskytuji cenné informace o zdravi a
stabilité ekosystémli a mohou pomoci védcim a ochrancim ptirody pochopit dopady
lidské cinnosti na populace volné Zzijicich zivocichl, nebo dokonce vést k objeveni
novych druht. Ze ziskanych dat 1ze odvodit rozsifeni a pocetnosti druhti, identifikovat

oblasti s vysokou biodiverzitou a posoudit zdravi jednotlivych populaci. Takto
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analyzovana data jsou nasledné neocenitelnd pfi vytvofeni plani péce pro chranéna
krajinnd uzemi, planovani strategii ochrany a sledovani vlivu klimatické zmény na
zivotniho prostiedi v pribéhu casu (Jufickova a Lozek 2004). Kompletovana data mohou
poslouzit 1 k vydani riznych publikaci a atlasti. Ministerstvo zivotniho prostfedi na tyto

prizkumy vynaklada nemalé penize ( TA CR Starfos 2003).

S faunistickymi prazkumy také Gzce souvisi snahy o mapovani vyskytu jednotlivych
druhti a vytvareni checklisti, ktery sleduji zmény populaci v ¢ase. Do téchto snah se Casto
mize zapojit i laicka vetejnost a zadavat do map, pomoci nalezitych formulait, mista s
pozorovanym vyskytem zajmového taxonu. Zaznam je ve vetSin€ piipadech dale opatien
datem a naptiklad fotografii. Tyto mapy Ize nalézt naptiklad na ¢eském webu biolib.cz,
kde umoziuji uzivatelim prohliZet si roz$ifeni jednotlivych druhi rostlin a zivo€icht na
tizemi Ceské republiky, pfi¢emz nejvétsi pozornost je vénovana savci, obojzivelnikiim,
plaziim, vybranym druhim ryb, bezobratlym Zivocichiim a ohrozenym druhiim hub. Lze
zde také najit mapy zobrazujici vyskyt invaznich druhi, oblasti s vysokou biodiverzitou,
anebo mapy biogeografickych oblasti. Jsou interaktivni a je tak mozné si kliknutim
zobrazovat dal$i potfebné informace nebo je piiblizit ¢i oddalit podle potieby. Datové
podklady poskytuje Narodni muzeum, Agentura ochrany p¥irody a krajiny CR, Ceska
herpetologicka spolegnost, Muzeum piirody Cesky raj a Ceska védecka spole¢nost pro

mykologii z. s. (Zicha 1997).

Svétovou alternativu poté predstavuje naptiklad web https://www.gbif.org, celym
nazvem the Global Biodiversity Information Facility, ktery byl zaloZen v roce 2001 na
popud ¢lenskych stati Organizace pro hospodarskou spolupraci a rozvoj (OECD), jejichz
vlady jsou zaroven zodpovédné za financovani provozu tohoto webu, ktery je tak zdarma.
Hlavni misi je zajistit open access pfistup k datim o vSech typech Zivota na Zemi
uzivateliim po celém svété. Je zde mozné sledovat vyskyt riznych druhi zivocicht, anebo

sledovat Sifeni invazivnich druhi a jinych sktdca (GBIF.org 2023).

Pokud jde o sledovani vyskytu invazivnich druht tak Vyzkumny tustav rostlinné
vyroby, v.v.i. v Praze, skrz web www.NajdiJe.cz, kazdorocné vyhlasuje patraci akce na
tyto Skodlivé organismy. Celosvétoveé se pocet invazi v poslednich letech dramaticky
zvySuje (Diagne et al. 2021). Aby se snizily ekonomické a ekologické Skody jimi
zpusobené, je klicové takové druhy vcas odhalit a lokalizovat, nejlépe kdyz je jich pocet

maly a lehce uniké pozornosti. VEasna detekce a varovani si zada hodné o¢i a Casu. Tyto
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akce proto pfimo stoji na pomoci amatérskych entomologti a ob¢ant. V soucasné dobé
jsou sledovanymi organismy VURYV slunécko vychodni (Harmonia axyridis, Pallas 1773),
vroubenku americkou (Leptoglossus occidentalis, Heidemann, 1910) a knéZici

mramorovanou (Halyomorpha halys, stil 1855).

Vyskyt knézZice mramorované (Halyomorpha halys)
v Ceské republice

; 5 2018
o ® 2019
o% T RlagA ) 2020

j ® 2021
® 2022

0 50 100 km

Obrdzek 1: Vyskyt knézice mramorované v CR, zdroj: https://www.najdije.cz

3.1.1. Ukazatele druhové bohatosti

Ukazatell druhové bohatosti, nebo také biodiverzity, které se pouZivaji
Kk charakterizovani rozmanitosti druhii v daném ekosystému existuje cela fada. Hodnoceni
biodiverzity se sklad4 ze dvou sloZek. Je hodnocena druhové rozmanitost a vyrovnanost
druhového sloZeni (evenness), jenz slouzi k vyjadfeni poméri mezi jednotlivymi druhy
zastoupenymi na zajmovém Uzemi. Vys§si vyrovnanost druhového slozeni znamena, ze
jednotlivé druhy jsou v daném prostiedi reprezentovany pfiblizné stejnym poctem
jedincti, zatimco niz8i hodnota ukazuje, Ze nékteré¢ druhy jsou mnohem hojnéjsi nez
ostatni. OvSem v poslednich letech jsou indexy déavajici velkou vdhu evenness na tstupu,
jelikoZ je interpretace jejich vysledkii obtizna a lehce ovlivnitelna zvolenou odchytovou
metodou. Naptiklad v lesnictvi nebo zemédé€lstvi, kde se jednotlivé druhy odchytavaji, ve
velkém mnozstvi, standardizovanymi metodami, coz ma za nasledek pokles
vyrovnanosti, a vypocitané indexové hodnoty odpovidaji nizsi biodiverzité, navzdory

mozné vysoké druhové bohatosti (Jenkins 1992).
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Mezi jeden ze zakladnich ukazatell se fadi jednoduché Ciselné vyjadieni poctu
Ize pak povazovat napiiklad Shannon index (Shannon 1948) nebo Simpson's index

(Simpson 1949), kteti se fadi mezi jedny z nejznaméjsich.

Prvni z indext beze v tvahu, jak pocet druht, tak i jejich relativni zastoupeni, pfi¢emz
pocita i s faktem, ze nebyla vzorkovana cela zajmova plocha. Vyssi vysledna hodnota

indexu odpovida vys$si druhova rozmanitosti plochy.

Simpson's index je takzvanym indexem dominance a zaméfuje se, jak nazev
napovid4, na vyrovnanost v ekosystému a piitomnost dominantnich druhi. Cim je

vypoctend hodnota nizsi, tim by méla byt biodiverzita na ploSe vyssi.

Pro vypocteni indext a nasledné spravné vyhodnoceni prizkumi je ovSem potifebna
znalost a schopnost spravné taxonomicky zattidit posbirané druhy, které se daji povazovat
za nejmensi jednotku biodiverzity, coz komplikuje vyskyt kryptickych druhd, ale i
jednoznacéna definice toho co to vlastné druh je. Velkoplosné faunistické priazkumy se
také Casto vyhybaji pouzivani bezobratlych, respektive ¢lenoveu (Arthropoda), jako
indikatorii biodiverzity, a to 1 ptesto, Ze tvoii jeji nejvetsi ¢ast. Déje se tak z Casovych a
finanénich divodu, ale i kviili obtizné ne-li nemozné identifikaci v§ech nasbiranych druhti
(Duelli a Obrist 2003). Zajmem pruzkumu jsou tak Casto spiSe obratlovci, anebo jen
vybrané taxony ¢lenovetu (Arthropoda), jako naptiklad brouky (Coleoptera). Nejen

S timto problémem by mohly pomoci molekularni metody (Hebert et al. 2004a).

3.2.  Taxonomie a problematika nejednoznacné definice druhu

Druh je zédkladni taxonomickou kategorii, pficemz taxonomie je véda zabyvajici se
pojmenovavanim, popisovanim a tfidénim vSech organisml, at uz Zijicich nebo
vyhynulych, do pfisluSnych biologickych skupin, takzvanych taxont. Jsou tfidény na
zaklad¢ spolecnych znakt, kterymi se liSi od ostatnich. Taxon je stavebnim kamenem
biologické nomenklatury a lze jej chépat jako souhrnné oznaceni pro skupinu organismi
se spolecnymi znaky, které je odliSuji od dalsi skupiny / taxonti. Tyto taxony je mozné
sefadit od obecngjSich po konkrétnéjsi, coz dalo vzniknout taxonomickym kategoriim.
Mezi zakladni kategorie patii doména, fiSe, kmen, tiida, fad, ¢eled’, rod a druh, které¢ je
mozné dale délit na podkategorie, pokud je to potfeba. Za otce taxonomie, jak ji dnes

zname, je povazovan §védsky biolog Carl Linnaeus (Das 2018).
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Taxonomie je tradi¢né délena do tii urovni. Kazda z téchto Grovni je oznacovana
latinskymi pismeny, a to bud’ alfa (o), beta (B) nebo gama (y) (Mayr et al. 1969). Ukolem
alfa-taxonomie je identifikace novych druhd, jejich popis, charakterizovani a
pojmenovavani v souladu se zbytkem biologické nomenklatury. Také fesi veSkeré ostatni
problémy tykajici se druhti (Capinera 2008a). Beta-taxonomie tfidi znamé druhy do
systému taxonomickych kategorii a vypracovava jejich vyssi klasifikaci. Déje se tak na
zaklad¢ vyhodnoceni sdilenych a jedine¢nych ryst, vzorci chovani a podle vztahu
k ostatnim organismim pokud mozno z evolu¢niho hlediska (Capinera 2008b). Gama-
taxonomie se zabyva analyzou vnitrodruhové variability, strukturou populaci a speciaci,

tedy zplsoby vzniku a vyvojem novych druhti (Capinera 2008c).

Pivod terminu druh lze nalézt v dobé feckych filosofii, od kterych ho nasledné
pievzal Carl Linnaeus pro svij taxonomicky systém (Cain 1958). Avsak od doby jeho
vzniku je definice druhu provazena mnoha diskusemi, coz nemalo komplikuje praci alfa
taxonomu. Neni také divu, Ze se o jednu z prvnich definic pokusil sdm Carl Linnaeus.
,»Druh je (i) odlisny od ostatnich a monotypicky (i1) nemutujici a stvofeny jako takovy
(ii1) cistokrevny“. Tento koncept je ovSem znacné zastaraly v nasi ,,po-darwinovské*
dob¢. Dnes zname pies 20 (Mayden 1997; Wilkins 2002) takovych moznych definic

druhu, ale mnoho jich je redundantnich a nema cenu se jimi v§emi dopodrobna zabyvat.

3.2.1. Biologicky druhovy koncept

Mezi jednu z nejrozsifenéjsSich definic patii biologicky druhovy koncept. Ten nam
které jsou reprodukéné izolovany od jinych takovych skupin (Mayr a Eldredge 1999).
Hlavni duraz je zde kladen na reprodukéni izolaci populaci, nékdy oznacovanou jako
izola¢ni bariéru (Coyne a Orr 2004). Druhy jsou, vSak v praxi jen ziidka kdy,
rozpoznavany zkoumanim reprodukéni izolace a mnohem castéji na zaklad€ znak, které
jsou chapany jako indikatory jeji existence. Typicky se jedna o morfologické znaky, které
jsou v soucasnosti hojné¢ dopliiovany o cytologii, vzory chovani, biochemické rozbory a

geneticky-molekularni znaky (Foottit a Adler 2017).

Mezi hlavni problémy biologického druhového konceptu patii existence asexualnich
nebo partenogenetickych populaci (Foottit a Adler 2017), protoze ho lze aplikovat, v jeho
mnoha forméch, pouze na pohlavné se rozmnozujici populace. Takové druhy typicky

existuji jako soubory kloni. Tento zpiisob rozmnoZovani se nejcastéji vyskytuje u bakterii
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a n¢kterych druhti rostlin a hub. I pfes tyto ziejmé nedostatky je entomology i dal§imi
biology stale nejvice vyuzivan, protoze se odhaduje, ze 99 % hmyzu se rozmnoZuje
pohlavné a tedy ze dochazi k procesu, pfi némz dojde mezi samcem a samici k vyméné

gamet pii kopulaci (Foottit a Adler 2017).

3.2.2. Geneticky druhovy koncept

Alternativou Kk biologickému druhovému konceptu muze byt vyuziti molekularné
genetickych znakti (markertt) ziskanych ze sekvenci aminokyselin sestavujicich DNA.
Dokonce jiz bylo navrZeno, ze nové druhy by mély byt rozpoznavany primarné za pomoci
molekularni biologie (Blaxter 2004), naptiklad pomoci DNA barcodingu, kterému bude
vénovana pozornost v piislusné kapitole. Tato metoda se ukdzala byt obzvlasté efektivni
pti rozliSovani kryptickych druhi. Cenovéa dostupnost a adopce molekularnich metod
Sirokou odbornou vetejnosti vedla ke vzniku nového druhového konceptu. Geneticky
druhovy koncept definuje druh jako pfirozenou skupinu geneticky kompatibilnich a
rozmnozujicich se populaci, které jsou geneticky izolovany od jinych takovych skupin

(Baker a Bradley 2006).

3.2.3. Fylogeneticky druhovy koncept

Problém s nepohlavnimi populacemi se snazi vyteSit i dal§i popularni druhovy
koncept. Fylogeneticky druhovy koncept oznacuje druh jako nejmensi seskupeni
jednotlivych populaci (sexudlnich) nebo linii (asexudlnich), které lze rozpoznat na
zakladé unikatnich spoleénych znakd (Nixon a Wheeler 1990). Zde vsak vyvstava
problém z nejasné definice unikéatniho spole¢ného znaku, a hlavn& po nalezeni tohoto

spolecného znaku nedava zadna dalsi incentiva k rozliSovani kryptickych druhd.

3.2.4. Krypticky druh

Za kryptické druhy Ize povazovat takové druhy, jejichz jedinci jsou dle
morfologickych znakl klasifikovani jako pfisluSnici jiz popsaného druhu, ackoli se ve
skutecnosti nejednd o piislusniky stejného druhu. Jedna se tedy o populace jedinct bez
schopnosti se mezi sebou kiizit, ale zaroven bez zjevnych morfologickych rozdili.
Existence mnoha takovych druhl byla prokazana i u hmyzu (Hebert et al. 2004a;
Williams et al. 2012; Seifert 2016). Krypticky druh ¢asto neni samostatné popsan prave
z dtivodu nedostateéné vnéjsi morfologické odlisnosti (Bickford et al. 2007), coz se u

riznych taxonl fe$i riznymi metodami jako naptiklad disekci pohlavnich organt u
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Clenovct  (Arthropoda). Spravna determinace takovychto druhtt je jednou

vvvvvv

3.3.  Problematika uréovani druhi

Rozpoznavani biologickych druhi a popisy druhti novych jsou tradiéné zalozeny
pfedevsim na jejich rozdilnych morfologickych znacich, a to jak vnéjsich, tak vnitinich.
Timto pfistupem lze zkoumat i fosilie vyhynulych organismi, coz je diilezité predevsim
z evolu¢niho hlediska. Pokrok technologii v soucasnosti umoziiuje pouzit pii popisu
druhti nebo odhadu diverzity i molekuldrni metody, které jsou vSak v ptipad¢ fosilii ¢i

ptisné chranénych organismu stale slozité pouzitelné. (Hillis 2003; Friedheim 2016).

Hlavnim tuskalim tradi¢nich taxonomickych metod je nedostatek zkusenych védci-
taxonomu, ktefi jsou navic Casto vysoce specializovani na konkrétni taxonomické
skupiny, Casto niz$ich taxonomickych trovni nez ¢eled’. V praxi tak jen malo taxonomu
dokaze spolehlivé ur¢it vice nez 0,01 % druhti (Hammond 1992; Hawksworth et al. 1995).
V uvahu je navic potieba brat i ekonomické hledisko, protoZe prace taxonomu je ¢asove
narocna a tim padem i draha. Dalsi uskali pro taxonomy ptedstavuji rozsahlé faunistické
pruzkumy, u kterych je potieba opakovat sbér vzorka n€kolikrat na vicero mistech.
Rychla frekvence sbirani vzorki mizZe vést k prehlceni taxonomd, ktefi nasledné nejsou
schopni identifikovat vzorky v€as. Problémem pro tradi¢ni morfologické metody jsou
také kryptické druhy, které taxonomové pii zkoumani vnéj$i morfologie jedincti velmi
Casto prehlizeji (Jarman a Elliott 2000). Komplikace mtize dale zpusobit (i) pohlavni
dimorfismus, kdy se samec stejného druhu vyrazné 1i$i od samic¢ky (Magalhaes a Santos
2012), (ii) vyskyt vicero vyvojovych stadii, jako je bézné napiiklad u hmyzu, pfi¢emz
rozdilné morfologické znaky jsou Casto viditelné az v dospélosti (Hebert et al. 2003a),
(iii) vyskyt sezonnich variant (Osawa a Nishida 1992) anebo (iv) ochranné zbarveni a

mimikry, napodobujici jiny druh (Friedheim 2016).

Tato omezeni spojend s identifikaci na zdkladé¢ morfologickych znakl spolené s
finan¢ni naro¢nosti na vycvik a platové ohodnoceni taxonomu vytvari tlak na hledani
novych a efektivnéjSich piistupll k rozpozndvani a ur€ovani taxonil. Pii souCasné
rychlosti prace by popsani vSech dosud nezndmych druhii zabralo ptiblizné 1 200 let pii
spolecném  usili 303 000 taxonomu (Mora et al. 2011). Vzhledem k

soucasnému intenzivnimu vykofistovani pfirody a probihajici klimatické zméné by se tak
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mohlo stat, ze velky podil druhli vyhyne jesté diiv, nez se dozvime o jejich existenci

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

Nastésti se diky soucasnym vyraznym technologickym pokrokim v oblasti
molekularni biologie oteviely nové moznosti. V praxi se zacaly vyrazné€ji prosazovat
metody vyuzivajici poznatki molekuldrni biologie a daly tak vzniknout odvétvi
molekularni taxonomie. Nejprve se tyto metody zaCaly vyuzivat v mikrobiologii, kde
kvali zna¢né uniformité organismi nebyly klasické taxonomické piistupy dlouhodobé
dostacujici. Na zaklad¢ podobnosti genetické informace se tak zacaly mikroorganismy
délit do tzv. OTU. Vyraz byl poprvé pouzit v roce 1963 pro oznaceni zkoumané skupiny
blizce ptibuznych druhd (Sokal 1963). Je to prakticky nastroj pro praci se skupinou
organismil, které spojuji definované vlastnosti, ale jejich podrobnéjsi taxonomii prozatim
umyslné opomijime. V soucasné dobé se s pojmem OTU setkdvame piedevsSim prave
v mikrobiologii, kde je samotnd definice druhu, a tim padem i tradi¢ni taxonomie,
problematickd a cCasto i na piekdzku. Nekdy se setkdvame i s pojmem MOTU
(molekularni operacni taxonomicka jednotka), ktery reflektuje na zdkladég, jakych znaki
je OTU definovana. V mikrobiologickych analyzach se jednotlivym OTU (MOTU)
ptifazuji ¢isla nebo i nazvy a jedna se tak de facto o provizorni jména pro potencionalné
dosud nepopsané taxony (Blaxter et al. 2005; Schmidt et al. 2014). Samotna definice
druhu je u bakterii velice diskutabilni téma, protoZe se u nich €asto vyskytuje horizontalni
pfenos genetické informace, pfi némZ dochéazi k transportu genetické informace od
jednoho ke druhému jedinci. Neustale se tak vyviji a ziskdvaji nové vlastnosti, jako je

naptiklad rezistence vuéi toxintim v¢etné antibiotik (Demerec 1948).

Koncept tfidéni jedinch do OTU na zakladé¢ podobnosti genetické informace
umoziuje rychlou a efektivni identifikaci stavajicich i nové objevenych taxonu (Blaxter
2004). Takovy pristup ale neni samospasitelny, a tak je dlezité vytesit otazku na zakladeé
toho, z jak velkého molekularniho rozdilu lze vyc€lenit novy druh ztoho stavajiciho,
pokud dale ignorujeme podminky vySe zminénych druhovych konceptti. Této otdzce se

blize vénuje podkapitola 4.4 ,,Barcoding gap*.

Ackoli by se mohlo zdat, Ze molekularni genetické metody nejsou schopny ze své
podstaty vyznamnéji piispét napiiklad v paleobiologii, mySlenka sci-fi dila Jursky park
(Jurassic Park, Crichton 1990, zfilmovano Spielberg 1993) je ve skutecnosti postavena

na realnych vysledcich védeckého vyzkumu. Naptiklad z fosilii zalitych jantarem se
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podafilo extrahovat DNA z 25 az 30 miliont let star¢ho jedince termita Mastotermes
electrodominicus Krishna a Grimaldi, 1991, ktery by mohl byt pomyslnym chybéjicim
evolu¢nim ¢lankem mezi termity a §vaby (Emerson a Banks 1965; Hennig 1981; Thorne
a Carpenter 1992; DeSalle et al. 1992). Ziskana DNA sice obsahovalo malé mnozstvi
vysoce degradovanych nukleonovych kyselin, ale i pfesto se zkoumaného jedince

podatilo uspésné identifikovat a zaradit do taxonu (DeSalle et al. 1992).

Ptes prvotni problémy, spojené piedevsim s technologickym pokrokem, nachazeji
tyto molekularni metody dale uplatnéni i v zoologii, kde pomahaji pii deskripci
kryptickych druhi, popisovani jejich specializace a zivotnich pochodd (Hebert et al.
2003a). Velky pocet kryptickych druhti se ocekava predevsim v tropickych a moiskych
oblastech, protoze se jednd o jedny z nejvice druhové bohatych a zarovenn nejméné
prozkoumanych mist na Zemi (Beheregaray a Caccone 2007). Dale i pies dileZitou roli
rozklada¢ti organické hmoty v ekosystému patii houby mezi jednu znejméné
prozkoumanych skupin organismil a d4 se u nich ocekéavat vyskyt kryptickych druhti
z divodu nedostatecné morfologické klasifikace (Bickford et al. 2007). Velky pocet
kryptickych druht se odhaduje také u hlistic (Nematoda, Rudolphi, 1808) (Powers 1992)
nebo clenovcli (Arthropoda, Latreille, 1829), piedev§im u hmyzu. Nasvédéuje tomu
mnozstvi studii na toto téma (Hebert et al. 2004a; Barrett a Hebert 2005; Smith et al.
2005; 2008). Prekvapiveé i mezi obratlovci lze najit linie s kryptickymi druhy, ponévadz
nekteré druhy se pii rozmnozovani nespoléhaji na morfologické znaky, ale spiSe na

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

Cetné piipady odhalovani kryptickych druhti na zikladé DNA barcodingu, véetné
nasledné identifikace podrobnéjSich morfologickych odlisnosti, se zdaji byt dobrym
argumentem pro zafazeni DNA barcodingu do bé€zné praxe taxonomu. Navic nové
poznatky V oblasti molekularniho barcodingu dnes nachazeji vyuziti v oblasti
zemédelstvi naptiklad pfi identifikaci parazitickych hlistic (Nematoda Rudolphi 1808)
(Powers 1992). Také v ochrané zivotniho prostfedi nebo v medicing, kde je deliminace
kryptickych druhti kli¢ova pro boj s nemocemi a jejich prenaseci (Mukabayire et al. 1999;
Riehle et al. 2011). Moderni molekularni identifika¢ni systémy, které umoznuji
diskriminaci druhli analyzou kratkého segmentu DNA, se tak dostavaji do popiedi a
ukazuji se jako vice nez slibny nastroj pro mapovani biologické diverzity na Zemi (Hebert
et al. 2003a) a vedou, at’ uz ptimo nebo nepiimo, ke zvySovani a zlepSeni Zivotni tirovné

lidi.
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3.4.  Urcovani druht pomoci molekuliarnich metod

Identifikace vzorkd ziskanych pfi terénnich prizkumech je Casto velice Casové
naro¢na a vyzaduje mnoho expertii na dané taxonomické skupiny. Na tento problém
narazeji predevsim rozsahlejsi ekologické studie zamé&fujici se na ¢lenovee (Arthropoda)
a dal$i drobné Zivocichy (Stork 2018). Smésné vzorky nasbirané do narazovych nebo
zemnich pasti ¢asto obsahuji tisice jedinct patiicich do stovek riiznych druhid. Protoze
ekologickych ukazatelli druhové bohatosti je cela fada, je tfeba vzorky nejen spravné
roztiidit a urcit, ale také spocitat kolik jedinct se zde vyskytovalo. Ve vysledku je tedy
ziskavani téchto dat velice zdlouhavou a expertni praci, ktera stoji nemalé prostiedky a

vyzaduje rozsahlé znalosti.

Moderni molekularni metody vSak pfindseji nové moznosti feSeni. Pro mnoha
spoleCenstva (napf. bakteridlni a houbova) se pouziva kratkych genovych tusekt k
roztiidéni do takzvanych OTU — Operacnich taxonomickych jednotek (Blaxter et al.
2005). Stejného postupu je mozné vyuzit i pro jiné smésné vzorky. Je tieba vSak vybrat
vhodnou referenéni sekvenci DNA. Casto se pouzivaji ¢asti sekvence 16S rRNA, ITS,
ITS2 nebo COI ¢i COIL. Pravé u zivocichi se velmi osvédcCilo pro takzvany DNA
barcoding vyuzivat kratkou sekvenci mitochondridlniho genu cytochrom ¢ oxidazy I —
COlI (Hebert et al. 2003). Pro analyzu sbéru staci izolovat DNA ze vzorku a amplifikovat
dany usek genu pomoci PCR. Takovy amplikon je pak mozné sekvenovat bud’ pomoci

Sangerova sekvenovani nebo pomoci NGS technologii.

3.5.  DNA Barcoding

Molekularni DNA barcoding je metodou snadné determinace druhl na zékladé
univerzalni kratké sekvence DNA, ktera je co nejvice rozdilnd mezi druhy, ale zaroven
co nejvice shodna mezi zastupci stejného druhu a je tedy unikatni prave pro jeden druh.
Li3i se od ostatnich identifikacnich systému prave snahou o nalezeni tohoto univerzalniho
genetického kodu, pomoci kterého by bylo mozné identifikovat veskery zivot. Mimo jiné
si dale stavi za cil vytvotfeni svétové referencni databaze s genetickou informaci vSech
organismil na Zemi pro jejich jednoduché, presné a automatizované urceni zbavené

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

Dalo by se fict, jak jiz samotny nazev napovida, ze DNA barcoding se v jistém slova
smyslu podoba bézné kazdodenni ¢innosti, kterou vSichni dobie zndme, a to je skenovani

carovych kodu za ucelem identifikace kupovaného zbozi. Takovy kod se sklada
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z n¢kolika ¢islic a pismen na urcitych pozicich, zakdédovanych ve form¢ cernych car
nékdy i1 mezer, zalezi na typu, coz dava za vznik velkému mnozstvi jedine¢nych
kombinaci a oskenovanim téchto kodu Ize bezpecné identifikovat produkt. Podobné jako
zbozi v obchodnich fetézcich tak i vSechny organismy maji svij vlastni ¢arkovy kod
VvV podobé¢ genetické informace zapsané v DNA. DNA je druh nukleové kyseliny, kterd v
sob¢ uchovava genetickou informaci vSech bunéénych organismil. Jeji existence byla

prvné popsana v roce 1869 biochemikem Fredrichem Miescherem.

Oproti ¢arovym kodim mize mit DNA sekvence na kazdé pozici pouze jednu ze Ctyft
nukleovych bazi a to adenin (A), guanin (G), thymin (T) a cytosin (C), a délka takové
sekvence je oproti carovému kodu delsi. Naptiklad pouhych 15 nukleonovych part mize
dat za vznik vice nez jedné miliardé riznych kombinaci, coz je Ccislo, které

nékolikanasobné prevysuje odhadovany pocet druhti na Zemi (Hebert et al. 2003a).

3.5.1. Metody molekularni biologie

Sekvence pro DNA barcoding maji pramérné délku okolo 400 az 800 bp (Kress a
Erickson 2008) a pti DNA barcodingu je s nimi zachazeno nasledovné. Po odebrani tkané
je izolovana DNA, ktera se poté pouzije k amplifikaci polymerazovou fetézovou reakci
(PCR), ktera dokadze i z malého fragmentu DNA vytvofit n€kolik tisic stejnych kopii
(Mullis et al. 1994). Poté nasleduje sekvenace a piectena sekvence neboli DNA barcode,
je poté porovnana s jiz zndmymi sekvencemi obsazenymi v online databazich a dojde k
vyhodnoceni potencionalnich shod sdruhy vnich obsazenymi a jiz dfive

osekvenovanymi.

3.5.2. lzolace DNA

Izolace je proces uvolnéni a ocisténi DNA od proteinli a soli z bun€k nebo tkang.
metody, jako je povétSinou PCR a sekvenovani. Postupii izolace DNA existuje celd fada.
Je mozné ji provadét za vyuziti komeréné dostupnych kitli, ktery obsahuje vesSkery
material nezbytny pro usp&€Snou izolaci DNA. Tyto kity obvykle poskytuji i
standardizovany protokol. Chemické sloZeni fady latek obsaZenych v kitu byva vyrobnim
tajemstvim prodejce. Izolaci je ale mozné provést i bez kitu za vyuziti latek jako je

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

Izolace DNA se skladé ze ti zakladnich krokt, za prvé rozruseni bunécné struktury

rozpadem jejich vnéj$i membrany a uvolnéni DNA lyzou. Kontaminanty, hlavné
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proteiny, vazajici se na nukleové kyseliny, jsou odstranény naptiklad proteindzou K.
Dals$imi kontaminanty mohou byt rizné soli, tuky a RNA. Poslednim krokem je dalsi

purifikace naptiklad ethanolem.

Cistotu DNA zle kvantifikovat na pfistrojich NanoDrop, coz je druh
spektrofotometru, jenz méii absorpci svétla ve vzorku. Tato absorpce svétla je rozdilna
pro DNA, proteiny nebo soli a lze tak na jejim zaklad¢ stanovit Cistotu vzorku a
koncentraci DNA v ném. Mezi jeho vyhody patii relativné mald velikost a rychle
vyhodnoceni vzorku, kterého je potieba jen malé mnozstvi okolo 0,5-2 pl izolované¢ho

roztoku DNA (Desjardins et al. 2009).

Cistotu méfeného vzorku charakterizuji poméry dvou &isel, které vyjadiuji jeho
kontaminaci proteiny a solemi, jsou stanovené vyrobcem piistroje a lze je nalézt na

strankach: https://bio.davidson.edu/projects/gcat/protocols/NanoDrop_tip.pdf. Mé&li by

se pohybovat okolo nasledujicich hodnot 260/280 okolo 1,8 — 2,1. Sekundarni pomér
miry Cistoty 260/230 mezi 2,0 — 2,3.

3.5.2.1. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazovou fetézovou reakci vynalezl v roce 1983 Kary B. Mullis. Za tento objev
mu pozdéji v roce 1993 byla udélena Nobelova cena za chemii. PCR je metodou rychlého
a snadného namnoZeni specifického useku DNA. Podstatou je cyklicky se opakujici
enzymova syntéza novych usekit DNA ze vstupniho templatu, ktera umoznuje vytvoreni
az nékolika miliont identickych klond. Pro izolaci vzorové (templatové) DNA mohou
poslouzit riizné organismy nebo builky ziskané napiiklad z vlasovych cibulek, nehti,
kouskt tkan€ nebo télnich tekutin (Hansen et al. 2007). DNA je pii PCR nejprve
podrobena denaturaci teplem a vznika jednovlaknovd DNA, ke které je nasledné
syntetizovan novy komplementarni fetézec. K zahdjeni syntetizace je potieba pfipojit
k ssDNA primer, vétSinou se jedna o synteticky vyrobené jednovlaknové kratké retézce
nukleovych kyselin (Cox et al. 2012). Ty nasedaji na pro né komplementarni ¢ast ssDNA
ve sméru od 3’ konce templatu, a vymezuji tak 1 usek, ktery se bude amplifikovat. Primer
tedy slouzi k ureni mista vzniku polymerazového komplexu, k nastartovani vlastni
fetézové reakce (amplifikace) a k vymezeni pozadovaného mnozeného tseku v obou
smérech replikace. Dobfe navrhnuty primer je velice dilezity pro spravny prubéh celé

reakce a jeji presnost (Marsolais et al. 1994). Do této smési se zaroven priidaji
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deoxyribonukleotidy, ze kterych enzym polymeraza syntetizuje druhé vlakno
k ptvodnimu jednovlaknovému DNA. Tato polymeraza je oznaCovana jako Taq
polymeraza podle bakterie Thermus aquaticus vyskytujici se v horkych viidlech, ze které
byla izolovéna. Je cenéna pro svoji schopnost snaset vysoké teploty a odoldvat denaturaci.
Takto nové vznikly fetézec DNA muze byt nasledné pouzit v novém cyklu PCR k syntéze
dalsiho DNA a pocet syntetizovanych produktii tak exponencialné roste (Pollard et al.
2017). Veliké mnozstvi amplifikovaného tseku bylo diive nutné pro uspésné
sekvenovani, pti kterém se zjisti potadi nukleonovych bazi v DNA. Dnes je jiZ mozné

pracovat i v mnohem mens$im méfitku a v nékterych ptipadech dokonce i bez PCR.
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Obrazek 2:Graficky zndzornény pritbéh PCR, zdroj: (jordancuff 2021)

3.5.3. Sekvenovani DNA

Sekvenovani DNA je proces ¢teni a stanoveni presného poradi nukleotidi v sekvenci
molekuly DNA. Sekvence DNA je dlouhy fetézec pismen piedstavujici Ctyfi
nukleotidové baze, které tvoii DNA. Radi se sem adenin (A), cytosin (C), guanin (G) a
thymin (T). Pofadi téchto bazi v sekvenci urcuje genetickou informaci organismu, a proto
je ptesné stanoveni jejich presného potadi klicové pro dalsi analyzy. Sekvenovani DNA
je dilezitym nastrojem v mnoha oblastech biologie vcetné¢ molekularni a evolu¢ni

biologie, kde pomaha rozpoznavat piibuzenské vztahy mezi organismy nebo identifikovat
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uplné¢ nové taxony. Metody sekvenovani DNA se neustdle vyvijeji a vylepSuji.
V soucasné dobé¢ jich existuje celd fada a mezi ty nejznaméjsi se fadi Sangerovao
sekvenovani, sekvenovani nové generace (NGS) a metody dlouhého cteni, nekdy

nazyvané jako sekvenovani tieti generace (TGS).

3.5.3.1. Sangerovo sekvenovani

Jednou znejstarSich a stale hojné pouzivanych je Sangerovo sekvenovani,
pojmenované po svém vynalezci Fredericku Sangerovi (Taylor a Harris 2012). Od doby
svého objeveni prosla zna¢nou evoluci, ale vSechny jeji verze funguji na podobném
principu. Zkoumana sekvence se vlozi do reak¢ni smési obsahujici primer, polymerazu,
deoxyribonukleotid-trifosfaty (ANTP je hromadné oznaceni pro dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) a urcité procento fluorescencnimi barvami obarvenych dideoxyribonukleotid-
trifosfatd (ddNTP). Jedna se o uméle vytvorené derivaty nukleotidii postradajicich OH
skupinu na 2' i 3' uhliku svého cukru ribézy. Piitazeni takového ddNTP ma za nasledek
ukonceni syntetizace fetézce DNA polymerazou v daném bod¢, protoze dalsi ANTP se
kvali chybgjicim OH skupindm v ddNTP nemé jak navézat. Vyhodou pouzivani
fluorescen¢nich barev je moznost provadéni této reakce v jedné zkumavce oproti
puvodnim ¢tyfem zkumavkam. Samotné ¢teni nukleotidi se dnes provadi u Sangerova
sekvenovani kapilarni elektroforézou s laserovou detekci fluorescence. Ta na zakladé
rozdilné délky a typu fluorescence vyhodnoti potadi jednotlivych nukleotidii v sekvenci.
V piedeslych inkarnacich Sangerovy metody se vyuzivalo radioaktivnich primerd nebo
¢tyt nadob, pficemz kazda z nich obsahovala pouze tfi deoxyribonukleotidy a polymeraza
tak ukoncila syntetizaci ndhodné v mist¢ navazani ddNTP. Nevyhodou Sangerova
sekvenovani obecné je omezena délka cteni (Catherine Shaffer 2017). U delsich sekvenci
se proto muselo provadét tzv. ,,shotgun‘ sekvenovani, pii kterém byla zkoumana DNA
nahodné rozd€lena na mensi fragmenty. Sekvence pak byla zrekonstruovana na zakladé
prekryvii, pomoci pocitacovych softwari, do pivodni podoby (Staden 1979; Anderson

1981). Pro Sangerovo sekvenovani se ale ,,shotgun® dnes jiz nepouziva.

3.5.4. Sekvenovani nové generace (NGS)

Zatimco Sangerovo sekvenovani se zamétovalo na identifikaci bazi v dlouhé sekvenci
DNA ze znamého regionu genu, oproti tomu metody NGS se snazi o paralelni
sekvenovani vétStho mnozstvi malych ¢asti DNA z ndhodné ¢asti genu. Tyto kratké
sekvence jsou poté zpétné poskladany v celou sekvenci genu, nebo jeho ¢asti, pomoci

bioinformacnich softwarti na zaklad¢ piekryvu pii alignmentu. Jedna se o proces srovnani
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a porovnani dvou nebo vice sekvenci pomoci riznych algoritmi. Sekvence jsou srovnany
nad sebe do fad, tak aby homologické pozice lezely nad sebou, a nukleotidy na
prekryvajicich se pozicich se pouziji k vypo¢tu podobnosti sekvenci nebo ke
zkompletovani sekvenovaného genu. Do vysledného alignmentu Ize, za predem
stanovenych podminek, vkladat mezery (Mount 2001). NGS umoziuji rychlé a efektivni
sekvenovani velkych objemtt DNA nebo RNA v jediném béhu sekvenaéniho pfistroje
(Shendure et al. 2017). Radi se mezi né 454 Pyrosequencing, lllumina sekvenatory, lon

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

3.54.1. Pyrosekvenovani

Zaklady pro tuto metodu byly polozeny jiz v roce 1987, kdy byla métena aktivita
polymerdzy pii syntéze DNA na zidkladé mnozstvi uvolnéného anorganického
pyrofosfatu (PPi), za pomoci enzymi ATP-sulfurylazy a luciferazy. PPi vznika jako
vedlejsi produkt pii ptitazeni ANTP do syntetizovaného fetézce DNA polymerazou
(Nyrén 1987). Tento poznatek spolu se snahami o vyvinuti sekvenacni technologie, bez
potieby elektroforézy, vedly v roce 1996 ke vzniku pyrosekvenovani (Ronaghi et al.
1996), kter¢ se tak stalo jednou z prvnich metod patticich do NGS a signalizovalo zacatek

revoluce v sekvenovani po pomysiné téméi dvacetileté vladé Sangerovo metody.

Pyrosekvenovani stoji na praci Ctyf enzym jejichZ vzéjemna reakce vede ke vzniku
viditelného svétla. Jednad se o enzymy DNA-polymerazu, ATP-sulfurylazu, luciferazu,
jenz je naptiklad zodpovédnd za bioluminiscenci svétluSek (Lampyris, Geoffroy
1762)(Hosseinkhani 2011) a apyrazu. DalSimi slozkami sekvenaéni reak¢éni smési jsou
adenosin-fosfosulfat (APS) a luciferin, slouzici jako substrat reakce, a templatova DNA
s primery, ktery oznacuje vychozi pozici pro syntézu komplementarniho fetézce DNA
k t¢ templatové. Do této smési jsou poté postupné piidavany znamé dNTP, jejichz
ptifazeni do syntetizovaného fetézce DNA-polymerazou vede k uvolnéni pyrofosfatu.
Ten je ATP-sulfurylazou pfeménén na ATP, ktery je enzymem luciferazou preveden na
detekovatelné svétlo, jenz je zachycovano specidlni kamerou a zaznamenavano do

pyrogramu. Mnozstvi a intenzita vzniklého svétla se liSi podle druhu pfifazeného
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nukleotidu a lze jej tak na zaklad¢ jeho mnozstvi urcit. Apyraza slouzi k rozkladu

nepfifazenych bazi a pfebyte¢ného ATP mezi reakcemi (Ahmadian et al. 2006).

dATP dCTP dGTP - nepiiiazeno do dTTP - pfifazeno
l l l sekvence l dvakrit po sobé
DNA polymeriza DNA polymerarn DNA polymerim DNA polymerizn

Templitovi DNA 3 s 4 A s . TePLi0Vi DA st A A b, TRPLi0Vi DN 3 s A A b Templito DA 3 —
Primer 5 A Primer 5 A Primer 3 /;C Primer 5 ﬁ?’
/ rr; / / 2PR
/ y

.‘." Pr; 1] /
7 3 / 3 /
/ / S/
/ / /
/
. & £
Tuciferiza

Inciferim Inciferiza Taciferiz

)

v v
v e 1hv

—

Intenzita svételného signilu

' - P ACTT TGAA
A C G T
Piidané ANTP
Sekvence Sekvence
Pyrogram ———  symntetizované ———»  templitové
DNA DNA

onanbrdzek 3. Grafické zobrazeni pritbéhu pyrosekvenace, prevzato a upraveno (Ahmadian et al.

OvSem pied samotnym sekvenovanim je potfeba mit piipravenou knihovnu
odpovidajicich DNA fragmentd. Izolované DNA je, bud’ mechanicky nebo pomoci
enzymi, fragmentovano na mensi ¢asti dlouhé 300 - 800 bp (Wiley et al. 2009). Na 3" a
5" konce téchto fragmentl jsou ligdzou napojeny adaptéry oznacované jako A a B, které
slouzi jako mista K napojeni primert. Pomoci druhého adaptéru B jsou fragmenty DNA
imobilizovany na sekvenac¢ni mikrokulicky, jeden ssDNA fragment na jednu mikrokulicku,
které jsou ulozeny v olejnaté emulzi. Imobilizované DNA je poté pomoci emulzni PCR
amplifikovano a dojde k vytvoreni velkého mnozstvi identickych kopii na kazdé kulicce.
Nevhodné a Spatn¢ oznaCené fragmenty, prebyteCny primer a dal$i kontaminanty jsou
odstranény pfi purifikaci. Mikrokuli¢ky s klondln¢ amplifikovanou SSDNA jsou umistény na
mikrotitra¢ni desti¢ku s jamkami a ptipraveny k pyrosekvenovani syntézou, kdy je do kazdé
jamky s mikrokuli¢kou pfidana sekvenacni reak¢éni smés a postupné dNTP. Tento postup se
muze mirn¢ liSit podle vyrobce sekvenaéniho pfistroje a pouzitého manualu, ale principialné

zustava stejny (Margulies et al. 2005; Wiley et al. 2009; Zheng et al. 2010).
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Emulzni PCR

Jedna DNA molekula na mikrokulicku. Pomoci PCR je vytvoreno pies tisic kopii na kazdé mikrokulicce v emulzi.
100 - 200 milionti mikrokulicek
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Obrazek 4: Schéma emulzni PCR a piipravy DNA knihovny na pyrosekvenaci, prevzato a upraveno (Metzker 2010)

Prvni komeréné dostupny NGS piistroj na pyrosekvenovani zacala v roce 2005
nabizet firma 454, ktera byla pozdéji odkoupena Roche Applied Science a od roku 2012
prestala tato platforma byt dale vyvijena (Shendure et al. 2017). Mezi nabizené pfistroje
patfil naptiklad GS20 a jeho nasledovnici od Roche Applied Science GS FLX a GS FLX+

nebo GS junior lisici se délkou mozného Cteni.

Mezi nevyhody této metody patii omezena delSich Cteni, vysoka cena primerd,
enzymu a chybovost pii vyskytu homopolymernich oblasti v fetézci DNA, v dasledku
neptesnosti zesileni svétla, které neni pfimo imérné poctu piifazenych bazi stejného

druhu (Marsh 2010).

3.5.4.2. Illumina sekvenovani

Zpusob sekvenovani I[llumina vyuziva konceptu vratné terminace, jenz byl poprvé
predstaven v roce 1994 Brunem Canardem a Robertem S. Sarfatem (Canard a Sarfati
1994), a nasledné pievzat spole¢nosti Solexa, ktera v roce 2006 predstavila svoji prvni
sekvenacni platformu Genome Analyzer, schopny generovat cténi o délce 1 Gb, béhem
jednoho behu pfistroje. O rok pozdé¢ji byla spolecnost Solexa odkoupena spole¢nosti

Illumina, jejiz nazev tato metoda dnes nese (www.illumina.com).

Stejn¢ jako u pyrosekvenovani je potieba pfed samotnym c¢tenim DNA sekvence
pomoci Illumina ptistroji vygenerovat DNA knihovnu, coZ je proces, ktery je spole¢ny
pro vSechny NGS. Pfi [llumina sekvenovani se vyuziva mustkové PCR. Izolované¢ DNA
je opét mechanicky, specialnimi pfistroji, nebo pomoci enzymu rozst€peno na fragmenty
vhodné velikosti, ta se v soucasnosti pohybuje okolo 200 — 500 bp, coz je znany narust
oproti cca 30 bp, na kterych metoda za¢inala (Bronner a Quail 2019). Konce téchto
dsDNA fragmenti jsou poté fosforylaci upraveny a pfipraveny na ligazu adaptérii.

Nevhodné fragmenty jsou odstranény, bud’ za pomoci kitu, kolonek anebo SPRI kuli¢ek
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(DeAngelis et al. 1995). Po vyselektovani vhodnych fragmentti nasleduje PCR, pfi niz
dojde k amplifikaci vhodnych cilovych tGsekt, a k ptidani rozdilnych oligonukleotid na
kazdy z konct fetézce DNA, pokud nebyly soucasti adaptéru.

Alternativou Kk tomuto postupu, bez potieby PCR, je Hybridization capture
enrichment, ktery je vhodny, pokud se snazime o sekvenovani jiz znamého genu. Zptisob
zahrnuje hybridizaci pfedem navrzenych préb s cilovymi tseky DNA, které jsou poté
zachyceny na magnetické kulicky nebo mikrocipy. Po odmyti nenavdzanych préb a
dalSich slozek reakéni smési jsou zachycené fragmenty detekovany a kvantifikovany na
zaklad¢ fluorescence, jelikoz pouzité proby obsahuji fluorescenéni barvivo, a neni tak
zapotiebi PCR. Hlavni vyhodou tohoto postupu je moznost zachyceni velkého poctu

riznych cilovych fragmentd DNA o vétsi velikosti (Mamanova et al. 2010).

Ptipravené fragmenty DNA, jsou naptiklad inkubaci s NaOH, denaturovany a vzniklé
sSDNA s komplementarnimi oligonukleotidy pfiseda k povrhu pruhledné sklenéné
desticky s mikroskopickymi kanalky (flowcell), na jejichz povrchu se nachazeji dva
druhy oligonukleotidd, kazdy komplementarni k jednomu ze dvou adaptéra (Bronner a
Quail 2019). Takto hybridizované DNA je pfipraveno k PCR, po jejimz prub&hu a syntéze
komplementarniho vlakna dojde k denaturaci, a ptivodni templatové fragmenty jsou
odmyty pry¢. V nésledujici fazi annelingu pfiseda volny konec fetézce ssDNA
k sousednimu volnému oligonukleotidu na desti¢ce a vytvafii tak mustek. Dal§im krokem
je opétovna amplifikace a vznik dsDNA s tim rozdilem, Ze po jeho nasledné amplifikaci
jiz neni jedno z vldken volné, ale diky vzniklému mistku v predeSlém kroku, zistavaji
po jejich denaturaci obé vldkna pfichycena k jednomu ze sousednich rozdilnych
oligonukleotidii. Nevhodné protichiidné vldkno je poté uvolnéno opét odmyto pryc.
Vysledkem tohoto procesu je vznik tisice kopii jediného fragmentu, kterych mohou byt
v kanalcich desticky miliony (Delseny et al. 2010). Takto vzniklé klastry jsou pfipravené

na nasledovné sekvenovani.
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Obrazek 5: Schéma miistkové PCR a pripravy DNA knihovny, prevzato a upraveno (Metzker 2010)

Sekvenovani zacind pfidanim reakéni smési obsahujici sekvenacni primery a
fluorescencné znacené nukleotidy, které zaroven slouzi jako termindtory reakce a dochazi
tak vzdy po pfifazeni jednoho nukleotidu k jejimu ukonceni. Tim je mozné stanovit a
kontrolovat délku vysledné sekvence. Pocet cykli uruje délku cteni a barva svételného
signalu nukleotidu jeho typ. Poté je 3" konce za¢lenéného dNTP odblokovan a mize dojit
K ptifazeni dalsiho, a cely proces se opakuje. Po dokonceni prvniho ¢teni je nové
syntetizované vlakno odmyto a ptivodni templatové DNA se ohyba a volnym konecem
hybridizuje se sousednim oligonukleotidem na desticce a probéhne mutistkova PCR jejimz
vysledkem je ssDNA vldkno komplementéarni k té templatové, které je osekvenovano
stejnym zpusobem. Pfi Illumina sekvenovani tedy dochazi ke ¢éteni sekvence v obou

smérech, coz vede ke snizeni chybovosti a usnadnéni alignmentu (Ansorge 2009).
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Obrazek 6: Grafické zndzornéni Illumina sekvenovani, prevzato a upraveno (Metzker 2010)

Spole¢nost Illumina nabizi nékolik sekvenaénich platforem, z nichz kazda se lisi
prevazné délkou, Casovou naro¢nosti ¢teni a maji tak rizné vyuziti. Prvni z nich je MiSeq.
Dokéze vyprodukovat 15 Gb dat. Je vhodny pro sekvenovani cilovych tsektit DNA nebo
RNA, metagenomiku a sekvenovani mensich genomu. NextSeq je vykonn¢jsi a dokaze
vyprodukovat az 120 Gb dat. Nachazi vyuziti pfi sekvenovani celého genomu nebo
exomu a v transkriptomice a epigenomice. Nejvykonngjsi sekvena¢nim zafizenim je
NovaSeq, ktery dokdze produkovat az 16 Tb dat, béhem jediného b&hu pfistroje. Je
vhodny pro rozsahlé projekty, jako je populacni genomika ve velkém meétitku nebo
sekvenovani celého genomu. Pro predstavu lidsky genom je velky pfiblizné 3,1 Gb
(Morton 1991). Posledni nabizenou platformou je relativné kompaktni a nizko nakladovy
MiniSeq schopny vyprodukovat 7,5 Gb dat za cca 4-24 hodin, vyznacuje se tak velkou
rychlosti. Jeho vyuziti je podobné jako u platformy MiSeq. Podrobné&jsi popis vSech

35



pfistroji a jejich doporucené vyuziti Ize nalézt na strankach vyrobce

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

35.43. TELL-Seq

Transposase Enzyme Linked Long-read Sequencing, volné pielozeno jako
sekvenovani dlouhych sekvenci s vyuZzitim transpozdzovych enzymil nebo zkracené
TELL-Seq, je relativné nova metoda generovani DNA knihovny pro NGS sekvenovani,
ktera se snazi vyfeSit jejich nevyhody, mezi které patii, kvali kratké délce cteni
jednotlivych fragmentli, omezena schopnost rozliSovat haplotypy, sestavovat komplexni

genomy a napiiklad detekovat strukturalni rozdily mezi sekvencemi dvou jedincti (Chen

et al. 2020).

Generovani knihovny pomoci TELL-Seq Library Prep kitu zabere okolo tii hodin,
cela reakce probiha v jedné PCR zkumavce a sta¢i malé mnozstvi vStupniho vzorku,
okolo 0,1 -0,5 ng DNA. Do zkumavky obsahujici DNA jsou nejprve piidany 3um
magnetické kuli¢ky, na jejichz povrchu se nachazi alespon jedna unikatni barcode
sekvence, téch mtize byt na kazdé TELL kulicce okolo 50 000, pficemz minimalné ~1 %
sekvenci maji kulicky spole¢né. Dalsim krokem je pfidani enzymu transpozazy a malych
fragmentd DNA transpozont vytvafejicich komplex transpozozon. Transpozozony
reaguji se vstupnim DNA a pfipojuji ho k barcodim na TELL kulickach, Na takto
zachycené DNA poté naseda druhy oznaceny transpozozon a fragmentuje ho. Po odmyti
enzymu transpozazy zUstavaji na koncich fragmentd jen transpozony s unikatnim
molekularnim identifikatorem, které DNA stéle jednim koncem vaZou k povrchu kulicky,
a umoznuje identifikovat a sledovat kazdy fragment DNA, béhem procesu sekvenovani,
coz je hlavni vyhodou této metody. Poté je mozné provést PCR amplifikaci a
sekvenovani, napiiklad jednou z platforem nabizenych firmou Illumina (Chen et al.
2020).
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TELL-Seq piiprava DNA knihovny
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Obrazek 1: Schématické znazornéni pripravy DNA knihovny pomoci TELL-Seq metody, prevzato a upraveno (Chen et al.

2020)
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3.5.4.4. lon Torrent sekvenovani

Za spiritudlniho nastupce pyrosekvenovani a pomyslny miistek mezi NGS a TGS Ize
oznacCit Ton Torrent sekvenovani. Prvni sekvenator vyuzivajici této technologie byl
ptedstaven v roce 2010 firmou Life Technologies a od ostatnich popsanych metod se
odliSuje pfedev§im tim, Ze nevyuziva Zadnych specialné¢ upravenych dNTP nebo
optickych signald, ale zaznamenava zménu pH v roztoku vznikajici uvoliiovanim

vodikovych iontl pti syntéze DNA (Rusk 2011).

Pti syntéze komplementarniho vlakna DNA dochazi pti zafazeni nukleotidu do stale
rostouci sekvence nejen k uvolnéni anorganického pyrofosfatu (PPi), ktery je poté
pomoci specidlnich enzyml pfevadén na svételny signal u pyrosekvenovani, ale i
k uvolnéni vodikovych iontt (H+). Uvolnéni téchto iontl zapti¢ini zménu pH v roztoku,
mnozstvi uvolnéného H+ a mira, kterou pH klesa, odpovidd mnozstvi zaclenénych dNTP,
a tato zmeéna je detekovana polovodicovym ¢ipem a prevedena na digitalni signal, z n¢jz

1ze poté vyc€ist mnozstvi a druh inkorporovaného nukleotidu.

Pii Ion Torrent sekvenovani je izolované DNA nejprve fragmentovano na fetézce
dlouhé ptiblizné 200 bp, na jejichz konce jsou ligazou pridany adaptéry (Slatko et al.
2018). Tyto fragmenty jsou pomoci oligonukleotidd zachyceny na povrchu
mikrokulicek, a amplifikovany emulzni PCR, podobné jako u pyrosekvenovani. Po

emPCR jsou mikrokuli¢ky, s tisici identickymi kopiemi fragmentii, umistény do jamek
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na sekvenacni desticce, tak aby v kazdé jamce byla pouze jedna. Amplifikované DNA je
pak sekvenovano postupnym piidavanim jednotlivych nukleotidd do jamek s DNA
a reak¢ni smesi, které jsou obklopeny elektronickymi Cidly. Uvolnéni H+ iontl a tim
vznikajici zména pH, po zafazeni nukleotidu do rostouci sekvence DNA, béhem kazdé
cyklu, vyvola zménu povrchového potencialu mezi kovovou snimaci vrstvou a ISFET
tranzistorem v cidle, které tuto zménu zaznamena. Zaznamenany digitalni signal je pak
zpracovan softwarem a na jeho zakladé dojde k urc¢eni pofadi nukleotida v sekvenci DNA
(Rothberg et al. 2011).

Life Technologies, ktera v roce 2010 jako prvni pfisla na trh s technologii iontového
polovodicového sekvenovani, byla spole¢nost zamétend na vyzkum a vyvoj technologii
pro potieby védy a zdravotnictvi, véetné¢ sekvenovani DNA. V roce 2014 byla tato
spole¢nost odkoupena korporaci Thermo Fisher Scientific (www.thermofisher.com
(online)), ktera tuto sekvena¢ni platformu dale vyviji, a tak v jeji nabidce Ize nalézt
naptiklad sekvenacni pfistroje Ion GeneStudio S5 série. Jednotlivé pftistroje se lisi
osazenymi Cipy, napiiklad nejzakladnéjsi Ion 510™ ¢ip dokaze vygenerovat 0,5 Gb dat
za pouhé tfi hodiny. Ion Torrent technologie se tak vyznacuje svoji rychlosti a nizkou
cenou, ale je limitované délkou Cteni, a potykd se s problémy pii vyskytu dlouhych
homopolymernich oblasti v sekvenci, podobné jako pyrosekvenovani. Zména pH,
vyvoland uvolnénim vodikovych ionti H+, pfestava byt pfimo imérna, po pfifazeni

vétsiho poctu bazi do syntetizovaného fetézce (Slatko et al. 2018).

3.5.5. Sekvenovani tieti generace

Sekvenovani tieti generace (TGS) je souhrnné oznaceni pro nejnovéjsi generaci
sekvenacnich technologii, které se na trhu objevily po Sangerovo, nékdy oznacované jako
prvni, a druhé / nové generaci (Shendure et al. 2017). TGS jsou také oznacovany jako
metody dlouhého ¢teni, protoze umoziuji sekvenovani mnohem delSich tsekt nebo
celych molekul DNA, pfi jediném béhu piistroje. CimZ se odli¢uji od NGS, jenZ jsou
schopné sekvenovat pouze kratké fragmenty DNA, které je potieba po fragmentaci

amplifikovat.

Ovsem i Siroce vyuzivana metoda amplifikace, jako PCR, neni bez svych chyb a mtize
po svém pusobeni zavadét do vysledného vzorku chyby, které mohou vést ke snizeni
piesnosti sekvenovani, zkresleni vysledkl a poskytnout nespravné informace o mnozstvi

a rozmanitosti zkoumanych gend (Warnecke et al. 1997). Tyto nepiesnosti a chyby jsou
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oznacovany jako PCR biases nebo artefakty. Jedna se naptiklad o primer bias,
zodpovédny za upfednostnéni amplifikace jedné sekvence DNA pied jinou. Dalsi
potencionalni chybou muiize byt template bias, ktery se projevuje v ptipadech, kdy
izolovana templatova DNA neni reprezentativni pro cely vzorek, nebo amplification bias.
Ke kterému dochézi, pokud amplifikace DNA neni linearni a mnozstvi vysledného DNA
neni pfimo umérné vychozimu templatu. To mize vést k nadmémému nebo
nedostatecnému zastoupeni urcitych sekvenci DNA. Také hrozi vznik artefakti, jedna se
o produkty PCR, které vznikaji nespecifickou amplifikaci, jinych nez cilovych tseku

DNA, a neodpovidaji tak cilové sekvenci (Kanagawa 2003).

Riziko vyskytu téchto neptesnosti vznikajicich PCR a dalsi problémy NGS m¢ély
Vys$i cena a potieba vétsiho mnozstvi vstupniho vzorku (Chen et al. 2020). Mezi
nejpopularnéjsi TGS metody se fadi PacBio SMRT sekvenovani a Oxford Nanopore
sekvenovani za vyuZiti nanoporii. Obé metody se spoléhaji na odliSny pfistup, ale sdileji
schopnost generovat dlouhd cteni dosahujicich délky kb, kterd mohou pokryt celé
zajmové oblasti, jako jsou geny nebo dokonce celé kratsi genomy. Diky tomu
sekvenovani tfeti generace nachazi vyuziti obzvlasté pii de novo sekvenovani genomu

nebo v epigenetice, ktera se zabyva studiem genové exprese (Shendure et al. 2017).

3.5.5.1.  PacBio SMRT sekvenovani

Mozna na prvni pohled zvlastni nazev pro sekvenacni technologii je ve skutecnosti
akronymem pochazejicim z anglickych slov Single Molecule Real-time Sequencing,
které 1ze volné ptelozit jako sekvenovani jediné molekuly v redlném case. Zaklady pro
tento typ sekvenovani byly polozeny v roce 2003 s popsanim Zero-Mode Waveguides
(ZMW), pomoci kterych bylo mozné opticky pozorovat aktivitu DNA polymerazy

Vv realném case (Levene et al. 2003).

Zero-Mode Waveguides jsou malé nanodirky v tenké kovové vrstveé, do kterych diky
jejich velikosti pronika pouze jedina molekula. Otvor, do kterého pozorovana molekula
pada, je mnohem mensi nez vlnova délka svétla pouZzitého pro detekci, coZ znamena, Ze
svétlo pronika do nanodirky a interaguje s molekulou, jen kdyz se nachazi piesné v centru
nanodirky. To umoznuje pfesné méfeni vlastnosti molekuly i pfi jejich velmi vysoké

koncentraci (Levene et al. 2003).
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Tuto technologii poté poprvé uspésné vyuzili vroce 2009 Eid a kolektiv
k sekvenovani, které bude pozde€ji znamé pod zkratkou SMRT. Zakladem této metody
jsou 70 nm Siroké a 100 nm hluboké nanodirky, v jejichz stfedu je umisténa molekula
029 DNA polymerazy. Ta se pii sekvenovani pouziva k zaclenéni fluorescencné
znacenych nukleotidi do fetézce DNA. Na rozdil od Illumina sekvenovani jsou
fluorofory napojeny na terminalni fosfatovou skupinu dNTP, a jejich piitazeni tak nevede
k ukonéeni syntézy, ale nepietrzité pokraduje dal (Eid et al. 2009). Ctyfi fluorescenéni
signaly vydavané pii zarazeni nukleotidu, kazdy nukleotid ma vlastni specifickou barvu,
jsou detekovany kamerou. To umoziuje stanoveni jejich pofadi v sekvenci DNA

Vv redlném case a s vysokou presnosti.

Pocate¢ni problém pro tuto metodu piedstavovala rychlost, s jakou je enzym DNA
polymeraza schopna zaclenovat jednotlivda ANTP do fetézce DNA, ta je pohybuje okolo
1000 bp/s, coz je mnohem vétsi rychlost, nez kterou je soucasna technologie schopna
zachytit (Alberts et al. 2002). Tento problém byl vyiesen ligazou specialnich adaptérii na
oba konce sekvenované molekuly DNA a jejiho zacykleni. Adaptéry obsahuji sekvenci
komplementarni k primerim zahajujicich syntézu na templatové DNA. To umoziuje
zacyklenému fetézci DNA nepietrzité prochazet molekulou ¢29 DNA polymerazy,
dokud nedojde k jejimu kupletnimu ptecteni snimaci kamerou. JelikoZ jsou adaptéry
ligovany na oba konce dsDNA je moZzné ziskat komplementarni informace ze syntézy
obou vlaken v 5->3 sméru, coz vede ke snizeni chybovosti a K presnosti ~99,3% (Eid et

al. 2009; Slatko et al. 2018).

Vyznamnou vlastnosti SMRT sekvenovani, kterd vyplyva ze sledovani aktivity DNA
polymerézy v realném case, je schopnost této metody detekovat chemické modifikace
nachazejici se v sekvenci DNA. Pokud polymeraza narazi na takovou modifikaci projevi
se to zménou rychlosti syntézy, a na zdklad¢ té 1ze rozeznat, o kterou modifikaci se jedna.
Proto je PacBio sekvenovani neocenitelnym nastrojem pii studiu epigenetiky (McCarthy

2010).

Pacific Biosciences of California je firma, ktera jako prvni uvedla na trh sekvenac¢ni
platformy vyuzivajici SMRT sekvenovani. Technologii stidle vyviji a nabizi nékolik
sekvenacnich pfistrojii jako naptiklad Sequel nebo novéjsi Sequel II. Pristroje se lisi
délkou trvani sekvenovani, ta se pohybuje okolo 20-30 hodin, a objemem produkovanych

dat. PacBio platformy jsou schopné osekvenovat jednotlivé molekuly o primérné délce
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1520 kb s99% presnosti a vice informaci lze nalézt na strankdch vyrobce

www.pach.com.

3.5.,5.2.  Oxford nanopér sekvenovani

Nejmodernéjsi a na trhu nejnovéji dostupnou metodou je nanopor sekvenovani, které
nabizi a vyviji firma Oxford Nanopore Technologies, jenz vznikla v 2005 odstépenim od
Oxfordské univerzity, za ucelem vyvoje elektronického sekvena¢niho systému

zalozeného na nanoporech (Www.nanoporetech.com (online)).

Prvni koncepty vyuziti nanopord, malych otvorti v membrané, v molekularni biologii
se zacinaly objevovat jiz v 80. letech 20. stoleti a hypotetizovalo se o jejich vyuziti, mimo
jiné, jako filtrGi a separatord molekul (Bayley 2015). V roce 1996 poté vychazi prvni
¢lanek popisujici nanopory Vv praxi. Byla popsana moznost pomoci elektrického pole
protahovat zaporn¢ nabité molekuly ssDNA proteinovou membranou. Vstup molekuly
do této membrany ¢astecné blokuje ji prochazejici elektricky signal. Podle trvani tohoto
poklesu elektrického signalu je pak mozné zjistit délku molekuly. V zavéru ¢lanku byla
vzne$ena mySlenka, ze by tato metoda mohla po nékolika vylepSenich slouzit i k detekci

nukleotidd v fetézci DNA (Kasianowicz et al. 1996).

Pro potieby sekvenovani se vyuzivaji jak biologické, tak solid-state nanopory. Mezi
ty biologicke se tfadi naptiklad lipidovy a-HL nanopdr, v ptirodé produkovany bakterii
Staphylococcus aureus, Rosenbach 1884, ktery 1ze nalézt v sekvena¢nim pfistroji MinlON
(Clarke et al. 2009; Lindsay 2016). Mezi solid-state nanopory patii napiiklad membrany
vyrobené ze SisN4, silikonu anebo grafenu (Li et al. 2001; Storm et al. 2003). Grafen je
velice tenky material sklddajici se z atomti uhliku uspofadanych do hexagonalnich
miiZzek. Jedna se o velice pevny, flexibilni a vysoce vodivy materidl, coZ s néj ¢inni
idealni substanci na vyrobu nanop6r (Novoselov et al. 2004; Heerema a Dekker 2016).
Za jeho vyvoj Vv roce 2010 ziskali védci Geim a Novoselov Nobelovu cenu za fyziku

(Dresselhaus a Araujo 2010).

Pti sekvenovani jsou fetézce DNA smichany se sekvenacnim enzymem v podobé ©29
DNA-polymerazy, ktery spolu s DNA pfilne k 1,4 nm velkym a-HL porim ulozenych
Vv lipidové vrstve, kterd oddéluje dvé nizko objemové komory, mezi nimiz proudi
elektricky proud. DNA je k nanopoéru pfitazeno vlivem elektrického pole a rychlost jeho
prichodu je upravena polymerazou, ktera zaroven rozdéluje dsDNA na ssDNA. Protoze

se nukleotidy od sebe mimo jiné 1isi i svoji velikosti, tak svym priichodem ptes nanopor
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zpusobuji fluktuaci ve velikosti elektrického proudu mezi obéma komorami. Tyto zmény
lze méfit a poté pouzit k identifikaci jednotlivych nukleotidii v fetézci DNA (Deamer a
Branton 2002; Clarke et al. 2009). ZvySeni piesnosti se da dosdhnout denaturaci
templatového dsSDNA a vytvoienim tzv. hairpin DNA, které vznika spojenim rozdélenych
sSDNA na jejich 3 koncich specidlnimi primery a navazanim blokovacich
oligonukleotidd, ktery zabranuji polymerizaci. Vznika tak jedno dlouhé jednovlaknového
hairpin DNA, a je mozné provést sekvenaci obou vlaken ptivodniho dsDNA zaroven,
respektive za sebou (Comer et al. 2009), ale i tak nanopér sekvenovani dosahuje oproti

ostatnim zminénym metodam niz$i piesnosti ~ 95 % (Ferguson et al. 2022).

V pocatcich bylo mozné sekvenovat pouhych 30 bp (Howorka et al. 2001), v dnesni
dob¢ se da v extrémnich ptipadech dosahnout délky ¢teni az okolo 900 kb (Jain et al.
2017). Oxford Nanopore Technologies na svych strankach www.nanoporetech.com
nabizi tfi sekvenacni pfistroje, a to pienosny a cenoveé dostupny MinlON, ktery je schopny

generovat aZ 50 Gb dat za 72 hodin nebo drazsi a vétsi GridION ¢i PromethION.

3.5.6. Hledani idealni DNA barcode sekvence v genetickém kodu

Idedlni barcode se vétSinou hleda v sekvencich kodujici proteiny, a to predevSim
podobnych sekvenci v databdzich. rRNA geny se v tomto ohledu potykaji s potizemi,
které jsou bud’ prehlizeny, nebo jsou feSené pomoci vypocetnich metod nepouzivajicich

alignment.

Jak bylo zminéno diive, DNA je tvofena ze 4 typl nukleotidi, ty slouzi ke kodovani
proteint, které se obvykle skladaji z 20 typt aminokyselin. V genetickém kodu tedy neni
mozné, aby jednotlivé nukleotidy slouzily pro zépis vSech aminokyselin samostatné.
Matematicky je to mozné teprve az pro kombinace tii nukleotidil, tzv. tripletd neboli
kodoni, které davaji moznost vzniku 64 variacim s opakovanimi. Jedna aminokyselina

tak mize byt kodovana vice riznymi kodony.

Nahodny tsek sekvence DNA miize byt do genetického kodu, ktery je kédovan po
tripletech, prelozen Sesti zplsoby, tfemi v kazdém sméru Cteni, pfi¢emz pouze jeden
zpusob cteni odpovida skutenému kédovanému proteinu. Pro interpretaci genetického
koédu se proto musi spravné vybrat tzv. otevieny Cteci rdmec (Open Reading Frame -
ORF) (Alberts 2002). Navic je nutné si uvédomit, ze k syntéze proteinti dochazi na

ribozomech ¢tenim informace z RNA, nikoli pfimo z DNA. V sekvencich RNA je
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nukleotidova baze thyminu (T) zaménéna za uracil (U). ORF pro vétSinu proteint zacina
start kodonem ATG (AUG) a kon¢i stop kodonem, ktery mize mit tvar TAA (UAA),
TAG (UAG) nebo TGA (UGA). Vyjimkou mohou byt genové sekvence u nckterych
bakterii (Watanabe a Suzuki 2008).

Z evolu¢niho hlediska ma veliky vyznam fakt, ze mutace na riznych pozicich kodénu
maji rizny vyznam a jejich fixace riiznou pravdépodobnost. Stejné tak inserce nebo
delece nukleotidii v exonech maji za dasledek posun c¢teciho ramce. Nékteré takové
1 mezi jedinci stejného druhu. Riznd variabilita v sekvencich genl pfinasi védcim
moznost studovat evoluci Zivota na veliké Casové Skale a v rizném taxonomickém

rozliSeni. Prave rozdily na Grovni pfibuznych druht vyuzivd DNA barcoding.

V pocatcich DNA barcodingu se usilovalo o nalezeni jedné univerzélni sekvence,
kter4 by byla spole¢na pro vSechny organismy, to se ovSem zahy ukazalo jako nemozna
ambice a hledani idedlniho DNA barcodu se omezilo na jednotlivé skupiny organismi
(Hebert et al. 2003a). Genetické markery vyuzivané pro DNA barcoding se nazyvaji DNA
barcody. Takovy barcod by mél spliiovat n€kolik kritérii a to (1) byt, jak jiz bylo diive
feceno, dostate¢né variabilni, aby umoznil rozeznévat mezi druhy, ale zarovein co nejvice
stabilni pro zastupce stejného druhu, (ii) byt standardizovany s konstantni substitu¢ni
pro rozeznani co nejvice taxond a taxonomickych kategorii (iii) mit vhodné vysoce
konzervované primerovaci sekvence na koncich, coZ umoziluje vysoce spolehlivou
amplifikaci daného useku a nasledné sekvenovani (iv) cilovd DNA sekvence by neméla
byt ptili§ dlouhd, aby bylo mozné jeji vyuziti i pti amplifikaci z degradovaného materialu

(Taberlet et al. 2007).

Vypsana kritéria maji pro kazdy védni obor jinou vdhu. Taxonom bude napftiklad
uptednostiovat geneticky marker, ktery mu poskytne dostatek informaci, na zékladg,
kterych bude mozné zkoumany druh pfesnéji zatfadit do taxonli. Kdezto pro ekologa
zkoumajiciho organické zbytky ve vodé€ nebo v piidé bude mit naopak nejvétsi hodnotu
univerzalnost a moznost amplifikovat i kratké degradované sekvence pii odnozi
barcodingu zvané metabarcoding, ktery se vyuziva pii zkoumani enviromentalni DNA
(eDNA) a dokaze soucasn¢ identifikovat vétSi pocet organisml nachdzejicich se

v jednom vzorku (Taberlet et al. 2012). Toho mize byt dosazeno tzv. High-throughput
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sekvenovanim (HTS), kdy dochézi k sekvencovani vice fragmenti DNA paralelné za

vyuziti mén¢ specifickych primert nebo i zcela bez nich (Liu et al. 2020).

wew 7

35.6.1.  Zivotisné barcody

Nejveétsi pozornosti, jako zdroji ideadlni DNA barcode sekvence, se v zivocisné fisi
té$1 mitochondridlni DNA. Mitochondrie je membranova semiautonomni organela
nachazejici se ve vSech eukaryotickych organismech. Mezi jeji hlavni funkce patii
produkce energie pro spravny chod organismu a v jedné buiice se jich mtize nachézet az
nékolik stovek nebo tisict, pficemz kazdd v nich obsahuje nékolik molekul DNA
(Wiesner et al. 1992), a tak jsou jejim bohatym zdrojem, i kdyz je mnozstvi dostupné
tkané / vzorku omezené (Purty a Chatterjee 2016). Rychlost evoluce protein kodujici
mtDNA je také dostate¢né vysoka i pro identifikaci blizce ptibuznych druhi (Hebert et
al. 2003a). Mezi dalsi ptiznivé vlastnosti se fadi absence intront, mala predispozice
k rekombinaci, haploidni, maternalni dédi¢nost a existence robustnich primera (Saccone

et al. 1999).

Prvotni studie se zpo¢atku zaméfovaly na mitochondrialni geny (12S, 16S) kodujici
ribosomélni RNA, ale od jejich SirSiho vyuziti bylo upusténo z diivodu €astého vyskytu
indelu, inzerci a deleci bazi, coz vedlo k problémtim pfi sekvena¢nim alignmentu (Doyle
a Gaut 2000). Od nich byla pozornost pfesunuta na cytochrom-oxidazovy komplex
predstavujici posledni ¢lanek elektronového transportniho (dychaciho) fetézce. U
eukaryot se tento enzymaticky komplex nachdzi ve vnitini membrané¢ mitochondrii a
sklada se z n€kolika podjednotek (Dieteren et al. 2008). Tti nejvetsi z nich cytochrom ¢
oxidaza I, IT a III jsou kodovany ptimo v mtDNA (Voet a Voet 1990).

Konkrétn€ podjednotka cytochrom c oxidaza I (COI) se zd4 byt jako nejslibnéjsi zdroj
zivocisného DNA markeru. Vykazuje dostatecnou substitu¢ni rychlost pro rozliSeni
blizce ptibuznych druhti (Knowlton a Weigt 1998; Fourdrilis et al. 2016), ma stabilni
délku, ponévadz inzerce a delece bazi se vyskytuji sporadicky, narozdil od rRNA genii
(Ramirez-Gonzalez et al. 2013) a jsou pro n&j vyvinuty robustni univerzalni primery,
pomoci kterych Ize spolehlivé amplifikovat stabilné¢ dlouhé useky z vétSiny zéastupcti
zivocisné fise veetné hmyzu (Folmer et al. 1994; Zhang a Hewitt 1997). Za univerzalni
zivociSny marker byla tak vybrana pravé sekvence dlouhd 648bp mitochondridlniho genu

cytochrom c oxidazy I (Hebert et al. 2003a).
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Bohuzel ziskani takto dlouhé sekvence se ve specifickych ptipadech ukazuje jako
slozité nebo ptili§ nakladné. Jedna se o rizné degradované vzorky z muzejnich sbirek,
enviromentalni DNA nebo z priimyslové zpracovanych potravin za ucelem ovéteni jejich
puvodu a slozeni (Hajibabaei et al. 2006). To vedlo k experimentovani s takzvanymi
mini-barcodes, od béznych barcodu se 1isi svoji mensi délkou, ktera ¢inni priblizné 100
bp, ale i ptes to dokdzaly spolehlivé identifikovat vétSinu zkoumanych vzorkl za cenu
minimalniho Ubytku na ptesnosti (Hajibabaei et al. 2006; Meusnier et al. 2008).
Alternativou je naptiklad i kombinace vice takovych mini-barcodi. Pouziti COI a Cytb
mini-barcod se mimo jiné osvédcilo pii kontrole obchodu s rybami druhu Pangasius
hypophthalmus (Sauvage, 1878) a P. larnaudii (Bocourt, 1866), kteti byvaji ¢asto zaménovany
za kriticky ohrozeny druh P. gigas (Chevey 1931). DNA bylo ziskano z ploutvi nebo
svalové tkan¢ a pouzité mini-barcody dokéazaly tyto morfologicky tézko rozlisitelné druhy

100 % ur¢it a po doplnéni jadernymi markery i jejich hybridy (Buddhachat et al. 2021).

Pro kritiku vyuzivini mtDNA markeri jsou uvadény obavy z mozného
nadhodnocovani  vysledkli pii fylogenetickych studiich v pfipadé¢ ovlivnéni
mitochondridlni dédicnosti. K nestandartni dédi¢nosti mtDNA mize dojit pfi dvoji
uniparentalni dédicnosti (DUI) bézné u mlza (Bivalvia, Linnaeus 1758), ktera je vyjimkou
potvrzujici pravidlo maternalni dédicnosti bézné u vétSiny zivocichti. U druhti s DUI
dochéazi k pfedani bud’ maternalni mtDNA nebo paterndlni mtDNA a rozdilnost sekvenci
mezi nimi muze ¢init az 30 % (Passamonti a Ghiselli 2009; Passamonti et al. 2011; Antit
et al. 2018). Dalsim faktorem vedoucim k rozdilnostem v mtDNA mezi zastupci stejnych
druht mohou byt obligatné prospé€Sné mikroorganismy, endosymbionti nebo
endoparazité. Jejich vyskyt také vede k obavam z ovlivnéni amplifikace pfi pouZiti méné
specifickych primert. Nejvice ovlivnénym taxonem se zdaji byt ¢lenovci (Arthropoda),
napiiklad spole¢né s mitochondrii kosegregujici bakterie rodu Wolbachia (Hertig 1936),
ktera ovliviiuje reprodukéni cyklus svého hostitele. U Callosobruchus chinensis (Linnaeus,
1758) byl objeven horizontalni pfenos genetické informace mezi touto bakterii a
hostitelem a vzhledem k rozmanitosti hmyzu nelze tento fenomén vyloucit ani u dalsich
druhti (Kondo et al. 2002). Odhadem Wolbachia postihuje 15-75 % hmyzu a 50 %
pavoukl (Araneae Clerck, 1757), takto infikovani jedinci mohou byt nespravné zatazeni ¢i
oznaceni za novy druh (Hurst a Jiggins 2005; Whitworth et al. 2007; Weeks et al. 2007;
Smith et al. 2012). Na druhou stranu nékteré studie tyto obavy oznacuji za piehnané.

Sance netimysIné amplifikace bakterialni sekvence pii pouziti specifickych primerii pro
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¢lenovce (Arthropoda) je mala a pokud k ni pfesto dojde je snadné tuto chybu odhalit a
napravit (Stahlhut et al. 2012; Smith et al. 2012). V pfipadé podezieni na ovlivnéni
genoveé sekvence miize byt sporny jedinec dale podroben analyze jadernymi markery,
kterym je napiiklad gen Ragl (Frézal a Leblois 2008; Buddhachat et al. 2021). I pfes tyto
diskuze zlstavaji pro zivo€ichy COI a dal$i mitochondrialni markery nejvyuzivanéj$imi

(Taylor a Harris 2012).

3.5.6.2.  Barcody ostatnich eukaryot a bakterii

COI marker pouzivany u zvifat a adoptovany jako univerzalni barcode nachazi své
vyuziti i v Fisi hub, obzvlasté¢ dobte se osveéd¢il u rodu Penicillium (Link) a u dalsich
pfibuznych druhi, kde se obavy z vyskytu intronti, komplikujicich PCR ve vétSiné
ptipadech, nepotvrdily (Seifert et al. 2007). Obecné vSak COI sekvence u hub narazi na
nékolik uskali, mezi které patii diive zminény vyskyt intronti, nedostate¢na variabilita
mezi druhy (Gilmore et al. 2009) a existence anaerobné dychajicich taxond, jejichz
zastupci postradaji mitochondrie, jako naptiklad ¢lenové kmene Neocallimastigomycota
(Powell, 2007) (Purty a Chatterjee 2016), a proto od COI markerti u hub byva upousténo ve
prospéch jaderné¢ho ribozomalniho mezerniku zvaného ITS, ktery je akceptovan jako
oficialni barcode marker pro tuto fisi eukaryot. ITS vykazuje velkou uspéSnost pii PCR
amplifikaci a obecné si vede Iépe pii diskriminaci pfibuznych taxoni, nez COI, které

dokaze spolehlivé zatiidit do druht (Dentinger et al. 2011; Schoch et al. 2012).

U bakterii, které mitochondrie pochopitelné nemaji, se nejcastéji jako DNA
barcode pouziva €ast sekvence genu 16S rRNA. Vyskytuje se u vSech bakterii, funkce
toho genu se v prubéhu ¢asu pfili§ neménila a jeho délka presahujici 1500 bp znamena,
7e dokaze poskytnou vice nez dostatek fylogenetickych informaci. K barcodingu se
ovSem pouziva pouze obecné konzervativni ¢ast dlouha obvykle cca. 350 bp, pro kterou
jsou vyvinuty robustni primery (Janda a Abbott 2007). Relativni jednoduchost
sekvencovani 16S rRNA, primarné z enviromentalnich vzorkl, vyznamné pfispéla k

mapovani mikrobialni rozmanitosti na Zemi (Lozupone a Knight 2007).

Vzhledem Kk heterogennimu charakteru protistd (Protista), pro zjednoduseni
chédpano jako souhrnné oznaceni pro eukaryotické organismy, ktefi nepatii mezi zvitata,
rostliny ani houby (Pawlowski et al. 2012), je stanoveni jednoho univerzalniho barcodu
témef nemozné, ale 1 tak vedlo pouziti COI markert k ptiznivym vysledktim u nékterych

fas (Algae) a k odhaleni novych druhd (Saunders 2005; Clarkston a Saunders 2010).
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Spolehlivéj§im feSenim se vSak zda byt pouziti jednoho ,,univerzalniho* barcodu
doplnéného o barcode, ktery by byl specificky pro danou skupinu tas nebo prvokt, pro
co nejpresnéjsi zarazeni do taxonu. Jednalo by se o postup podobny pouzivani mini-
barcodl u zivoCichi. Navrhovanymi geny jsou napiiklad 28S rDNA, 18S rRNA, ITS,

COI spolu se svymi klady a zapory zminénymi u predeslych #isi (Pawlowski et al. 2012).

Skute¢nym problémem se ovSem zdaji byt rostliny, kde je hledani spolehlivého
genetického markeru stale predmétem debat. Evoluce mitochondridlni DNA u rostlin je
mnohem pomalej$i nez u zvifat a COI sekvence tak u nich dosahuje mensi variability.
Proto bylo potieba pro rostliny zvolit vhodnéj$i marker. Pozornost z mitochondrie se
pfenesla na chloroplastovou DNA. Chloroplast je, podobné jako mitochondrie,
semiautonomni organela se specifickou funkci. Syntetyzuje a obsahuje zelené barvivo
chlorofyl. Na membranach chloroplastl probiha fotosyntéza tj. pfeména slunecni energie
na energii chemickych vazeb v uhlikatych fetézcich. Jako nejslibnéjsi barcod se jevi
rychle se vyvijejici plastidovy gen maturaza K (matK) (Lahaye et al. 2008) doplnéna o
informace z jaderného ribozomalniho ITS a nebo z dalsiho plastidového genu zvaného
rbcL. Ten se vyznacuje znacnou délkou 1428 bp a nabizi velkou univerzalitu za cenu
mens$i diskriminac¢ni sily na urovni druha (Kress et al. 2005; Hollingsworth et al. 2009).
Mezi nevyhody matK se fadi potiZze s vyvojem vhodnych a spolehlivych primerd, ale ty
bodou v budoucnu zajisté vyfeSeny. Prozatim se jako nejlepSim feSenim barcode
identifikace rostlin zda byt 2-locus systém zaloZeny na pouzivani dvou DNA markert

(Hollingsworth et al. 2011).

3.5.7. Barcodové databaze

Jako dalsi paralelu se zboZim v supermarketu s ¢arovymi kody a DNA barcodingem
lze uvést snahy o vytvofeni online referen¢nich databazi, které by idealn¢ obsahovaly
DNA sekvence vSech organismli a umoznily jejich porovnani se sekvencemi nejen
znamych ale 1 novych a nezndmych druhd. V soucasné dobé existuje takovych databazi

nékolik.

3.5.8. CBOL

Impulzem ke vzniku a zavedeni standardizovanych DNA barcodi u jiz existujicich
genovych databazi bylo v roce 2004 zaloZeni sdruZeni The Consortium for the Barcode
of Life (CBOL) za podpory filantropické neziskové organizace Nadace Alfreda P. Sloana.

Mezi ¢leny tohoto sdruzeni se fadi vice nez 120 narodnich i soukromych organizaci, at’
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uz jde o prirodovédecka muzea, herbaria a dal$i organizace zabyvajici se biodiverzitou,
pochazejicich z 45 zemi svéta (Ratnasingham a Hebert 2007). VSechny tyto rtiznorodé
organizace spojuje jeden spolecny cil, kterym je propagace, rozvoj a prohloubeni poznani

diky DNA barcodingu (Schindel a Miller 2005).

Jednim z prvnich pocini CBOL spole¢n¢ s pfednimi svétovymi genetickymi
databazemi bylo vytvoteni formalnich ptedpisi, které DNA sekvence musi spliiovat, aby
mohla ziskat oznaceni DNA barcode. Sekvence musi pochézet z ur¢ené genové oblasti,
spliiovat ureny standart kvality a pochézet ze vzorku, ktery l1ze v budoucnu piezkoumat.
To znamena, ze vzorovy jedinec je uchovavan ve sbirce pro moznost pripadného

prezkoumani (Hanner a Gregory 2007).

3.5.9. BOLD

Prvni databdzi zaloZenou cisté za Ucelem shromazd’'ovani standardizovanych DNA
barcodl byl The Barcode of Life Data System (BOLD). Od svého zaloZeni v roce 2005
je neocenitelnym pracovnim nastrojem, zejména pro védce zabyvajici se taxonomii a

biologii druhti, poméha ziskavat, ukladat, analyzovat a §itit DNA barcode sekvence.

Také se neustale vyviji. V roce 2017 doslo ke spusténi modernizované Ctvrté verze
této databaze zlepSujici jeji chod a predstavila také novy zlepSeny systém citaci a anotaci.
BOLD je kompletné¢ zdarma a vefejné ptistupny pro kazdého védeckého pracovnika
zajimajiciho se o0 DNA barcoding a 1ze ho nalézt, spolu se v§emi novymi funkcemi, na
webovych strankach http://www.boldsystems.org. V soucasné dobé shromazd'uje pies
12 miliond barcode sekvenci pochazejicich z vice nez 300 tisic druhi zivocicht, rostlin,
hub a dalSich organismi ze vSech koutll svéta. Védci mohou neustale pfidavat nové
zaznamy do databaze, které se poté stavaji soucasti globalniho souboru DNA barcodi a

pomahaji tak zlepSovat budouci taxonomické a fylogenetické studie.

Zéaznamy obsahuji veskeré informace tykajici se kvality, délky sekvence, pouzitych
primert a podobné. Zaroven s témito informace poskytuje databaze uzivatelim i rizné
nastroje k analyze sekvenci, jako jsou napfiklad moznosti vyhledavani, porovnavani a
vizualizace. Také zde lze nalézt bibliotéku ¢lankt a publikaci zabyvajicich se DNA

barcodingem, které jsou zapojeny v sdruzeni CBOL (Ratnasingham a Hebert 2007).
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3.5.10. INSDC

Alternativu k The Barcode of Life Data System predstavuje organizace International
Nucleotide Sequence Database Collaboration. Jedna se o systém spoluprace mezi tfemi
online databazemi, kterymi jsou GenBank spadajici pod National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (USA), DNA Data Bank of Japan (Japonsko) a
Evropsky archiv nukleotidii (Spojené kralovstvi). Cilem téchto databazi je sbirat a $itit
sekvence DNA a RNA, které¢ mezi sebou neustale sdileji. Také jsou spolu s CBOL
zodpovédné za diive zminéné standardizovani DNA barcodingu (Ratnasingham a Hebert
2007).

3.5.11. NCBI a GenBank

Jak bylo vyse zminéno GenBank je jednou z dalSich databazi shromazd’ujicich
sekvence riznych organismu, véetné bakterii, rostlin, zvifat a vird. Lze ji nalézt na adrese
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/. Databaze byla vybudovana, a je spravovana,
NCBI, které je jednim z oddé€leni National Library of Medicine (NLM) se sidlem
v kampusu US National Institutes of Health v americkém mésté Bethesda, jenz je
severozapadnim pfedméstim Washingtonu, D. C., ve stat¢ Maryland (Benson et al. 2012).

Jedna se o vladni agentury Spojenych stati americkych.

GenBank se zaméfuje na sbér, organizaci a distribuci nukleotidovych sekvenci.
K roku 2020 databaze obsahuje pies 6,25 biliond bp z vice nez 1,6 miliard sekvenci
nalezicich 450 000 popsanym druhtim (Sayers et al. 2020). Na strankach 1ze nalézt jak
uplné genomy, naptiklad mitochondridlni, tak i ¢aste¢né sekvence genil, a to zejména
COI nebo COIIL Databaze je neustale obohacovana o nové sekvence, které piidavaji védci
z celého svéta a mnozstvi nukleotidovych bp v databazi tak rocné roste az o 35 % (Sayers

et al. 2020).

NCBI poskytuje v ramci GenBank také rGzné nastroje a sluzby pro analyzu a
vizualizaci dat, jako je naptiklad funkce BLAST (Basic Local Alignment Search Tool),
kterd umozZiuje porovnavat sekvence v GenBank databazi s novymi sekvencemi a hledat
mezi nimi shodu vyjadienou v procentech. BLAST je velmi uzite¢ny pro identifikaci
novych druhti nebo urcovani funkci geni. Tento nastroj poskytuje rizné moznosti pro
vyhledéavani, véetné porovnani sekvenci DNA, RNA nebo proteint z rliznych organismil
aporovnavat sekvence v GenBank oproti vlastni databazi. Samoziejmosti je také moznost

nastavit si vlastni parametry vyhledavani pro co nejvétsi presnost (Boratyn et al. 2013).
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Dale zde lze nalézt PubMed, coz je nastroj pro vyhledavani v biomedicinskych

publikacich a ¢lancich, anebo PubChem, databazi chemickych sloucenin a jejich ucink.

Vsechny databaze a nastroje poskytované NCBI jsou volné¢ dostupné a mohou byt
vyuzivany védci a vyzkumniky z celého svéta. NCBI a GenBank tak hraji dalezitou roli
v podpofte a zlepSovani vyzkumu a slouzi jako kli¢ovy zdroj informaci zejména v oblasti

genetiky, molekularni biologie a mediciny, a to nejen v USA, ale i po celém svéte.

3.5.12. iBOL

Za zminku dale stoji The International Barcode of Life Consortium (iBOL). Jde o
spojenectvi mnoha néarodil se spolecnou snahou prohloubit nasi znalost biodiverzity
budovanim DNA barcode databazi, sekvenaénich laboratofi a dalSich informac¢nich a
védeckych zatizeni. Mezi uspéchy iBOL se fadi dokonceni projektu BARCODE 500K,
jehoz cilem bylo ziskat 5 milionti sekvenci pro 500 tisic druhii. Podafilo se tak za
investice 150 miliond dolart od vyzkumnych organizaci z 25 zemi svéta. Do toho
projektu byla zapojena i Ceska republika (ibol.org). Nasledovnikem projektu BARCODE
500K je projekt BIOSCAN s cilem posunout pocet sekvenovanych druhi na 2,5 milionu
do roku 2025. V soucasné dobé je iBOL zodpovédny za chod a udrzovani BOLD.

3.5.13. Barcode gap

Kdy je mozné vyclenit novy druh z toho stavajiciho na zaklad¢ sekvence DNA,
respektive ho oznacit jako MOTU k dal§imu ptezkoumani, urcuje fenomén nazyvany
barcoding gap, jehoz existence je pro cely syst¢ém DNA barcodingu klicova. Barcoding
gap je predpoklddany minimalni rozdil mezi sekvencemi riznych druhi, podle néjzZ je
mozné tyto sekvence spolehlivé oznalit za nalezici jinym druhiim. Vychdzi se
z pfedpokladu, Ze wvnitrodruhova genetickd variabilita je mensSi neZ mezidruhova

geneticka divergence (Hebert et al. 2003b).

Velikost barcode gap byla prvotnimi studiemi, na zaklad¢ empirickych dat, stanovena
na desetinasobek primérné mezidruhové variace dané pro studovanou skupinu a jeji vyse
se vétsinou pohybovala okolo 2 % - 3 % (Hebert et al. 2004b; Smith et al. 2005; Candek
a Kuntner 2015). Pokud by se DNA sekvence zkoumaného taxonu liSila o0 méné nez 2 %
od znamé sekvence, tak by se v tomto piipadé ocekavalo, ze ob¢ nalezi stejnému druhu.

Pokud by se lisila o vice nez 2 % tak by se piedpokladalo, Ze se jedn4 o novy / jiny druh.

K nalezeni barcoding gap a k roztiidéni vzorkti na jeho zakladé se pouzivd mnoho

statistickych metod a analytickych nastroji. Jednim z takovych nastroji je napiiklad
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JMOTU. Vyuziva shlukové analyzy, konkrétné¢ metody nejblizsiho souseda, kdy dochazi
ke shlukovéani nejpodobnéjsich vzorkii. Vzdalenost jednotlivych shlukii je pak déna
vzdalenosti dvou nejbliz§ich objektt z riznych shluka (Jones et al. 2011). Finalnim
vysledkem je dendrogram, ktery se pouziva k zobrazeni ptedpokladanych piibuzenskych
vztahtl mezi taxony. Dal$imi metodami jsou napiiklad Automatic Barcode Gap Discovery
(ABGD) (Puillandre et al. 2012) nebo Barcode Inder Number (BIN) (Ratnasingham a
Hebert 2013).

3.5.14. Vyuziti DNA barcodingu

Pilotni studie na téma DNA barcodingu v roce 2003 testovala tuto metodu a jeji
schopnost spravné identifikovat druhy na zastupcich fadu Lepidoptera Linnaeus 1758. Bylo
vybrano 200 béznych druhl z okoli mésta Guelph v Kanadég. Identifikace v§ech druhti
byla 100 % uspesna, a tak se podobné vysledky ocekavaly i u ostatnich taxond, jelikoz
Lepidoptera jsou jednim z nejvice taxonomicky diverznim fadem a jejich DNA sekvence
nejsou moc rozdilné. Pfi otestovani 3 % barcode gap se podafilo identifikovat 196 z 200
druhii, vyjimku tvofili ¢tyfi druhy recentniho ptivodu, u kterych byla mira divergence

mensi (Hebert et al. 2003a).

V podobném duchu se nesla dal$i studie, tézZ zamétend na Lepidoptera, tentokrat
scilem objevit nové taxony. Motyl Astraptes fulgerator (walch 1775) byl dlouho
podeziivan za ukryvani vice kryptickych druhti. Jedna se o druh se Sirokym areadlem
vyskytu od jihu USA az po sever Argentiny. Prvnim ndznakem, Ze se jedna o vice
kryptickych druht, bylo nezvyklé mnozstvi krmnych rostlin housenek tohoto motyla. Jev
nezvykly pro ¢eled’ soumraénikovitych (Hesperiidae Latreille 1809) do kter¢ patii. DalSim
znakem byla vysoka variabilita pigmentace housenek. Na druhou stranu dospéli jedinci
maji jen mirn¢ odliSné morfologické znaky a disekce pohlavnich organi, coz je
Vv entomologii ¢asty zdroj identifika¢nich znakd, v nich nenasla zadny rozdil. Nebyt DNA
barcodingu rozclenéni toho komplexu druhii by zabralo n¢kolik dalSich let plnych
pozorovani dospélcii a jejich spojovani s housenkami a krmnymi rostlinami, jelikoz se
nejspise jedna o sympatrické taxony schopné mezidruhového kiizeni. DNA barcoding
podpoteny morfologickymi a ekologickymi poznatky se ukdzal jako velice efektivni
nastroj. Divergence v COI sekvencich A. fulgerator se ukazala byt mnohem vyssi, nez je
typické v ramci jednoho druhu. Vysledny pocet druhi byl ze Sesti az sedmi

predpokladanych, na zaklad¢ pozorovani, navySen na deset MOTU (Hebert et al. 2004a).
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Toto navyseni pouze na zaklad¢ divergence DNA sekvence se vsak setkalo s kritikou a

skutecné se nejspise jedna jen o sedm rozdilnych druhti (Brower 2006).

Dalsiho prilomu v oblasti molekulérni taxonomie a nastinéni skutecné biodiverzity
se podafilo dosahnout u fadu Hymenoptera v Kostarice. Ve studii bylo podrobeno 2 597
jedinci parazitoidnich vosicek (Hymenoptera: ,,Parasitica) ze Sesti rodt (Alphomelon,
Mason 1981; Apanteles, Forster 1862; Cotesia, Cameron 1891; Dolichogenidea, Viereck 1911;
Glyptapanteles, Ashmead 1904; a Microplitis, Forster 1862). Na zakladé¢ morfologie bylo
vyc€lenéno 171 OTU, ale DNA barcoding toto ¢islo navysil o dalSich 142 na celkovy pocet
313 druhti, ztoho vice nez 95 % bylo nepopsanych. Z predpokladanych parasitoidi
generalistll napadajicich Siroké mnozstvi riznych housenek se vyklubalo mnoho druhti
specialistil, kazdy parazitujici jeden aZ dva druhy housenek. Celkova druhova bohatost
téchto Sesti rodli byla navySena o 70 %. Nejextrémn¢jsi ptipad prehlizené biodiverzity
byl zjistén u druhu Apanteles leucostigmus (Forster, 1862), u kterého se piedpokladalo, ze
parazituje 32 druhti housenek z ¢eledi soumra¢nikovitych. Barcoding tento predpoklad
vyvratil a zjistil, Zze jde o komplex 36 kryptickych druhli. U druhii vy¢lenénych pouze na
zaklad¢ divergence DNA sekvence, byly po podrobnéjsim piezkoumani skutecné
objeveny rozdilné morfologické znaky anebo rozdily v chovani a vybéru hostiteld.
V ptipadech, kdy DNA barcoding byl v rozporu s ekologickymi daty nebo s morfologii,
byla molekularni data doplnéna o jaderné markery 28S rRNA. Prvotni screening COI
barcodem, nésledné doplnény o jaderny marker, morfologickd a ekologicka data, se
ukazal jako velice slibny nastroj pro mapovani biodiverzity na a-urovni (Smith et al.

2008).

DNA barcoding je z nejvétsi ¢asti vyuzivan pravé pro zkoumani hmyzu (Taylor a
Harris 2012). To neni zadnym piekvapenim, jelikoz se jedna o velice riznorodou a
druhové bohatou skupinu s mnoha kryptickymi druhy a naSe poznani zde stale zaostava
(May a Harvey 2009). Mnoho druht hmyzu je vyznamnymi zemédélskymi Skidci a
vektory nemoci, a jejich spravna identifikace je proto nesmirn¢ dilezita. Hlavni pfednosti
DNA barcodingu je schopnost rozpoznat organismus bez ohledu na vyvojové stddium.
To ma opét velké vyuziti u hmyzu a to i u druhti, u kterych to bylo historicky obtizné jako
napiiklad u kukel a housenek motyla (Virgilio et al. 2010; Hausmann et al. 2020). Na
zaklad¢ empirickych dat nejvétsi presnosti DNA barcoding dosahuje pii urcovani
zastupct fadi Hymenoptera a Orthoptera (Latreille, 1793). Prokazatelné¢ hufe si vede u

¢lent fadu Diptera (Linnaeus 1758) (Virgilio et al. 2010), kde dosahuje smisenych vysledk
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kvuli malé divergenci COI sekvence (Meier et al. 2006; M. Hernandez-Triana et al. 2019;
Kunprom a Pramual 2019). V Thajsku se i ptesto podaftilo odhalit tfi nové druhy nalezici
do ¢eledi Tabanidae Latreille, 1802, kde jsou tyto mouchy znamymi pienaseci parazitickych
prvokd Trypanosoma evansi Balbiani, 1888. Jejich spravna identifikace je proto dilezita

pro kontrolu a omezeni §iteni té€chto paraziti (Changbunjong et al. 2020).

Mozna pro nékoho prekvapivé nachazi DNA barcoding spole¢né s entomologii i
vyuziti v kriminalistice. Ze v§ech moznych mrchozrouti jsou mouchy bzuc¢ivky (Diptera:
Calliphora Robineau-Desvoidy, 1830) jednim zprvnich a nejhojnéjSich organismu
kolonizujicich uhynulé té€la. Mohou tak poslouzit jako G¢inny néstroj pro stanoveni doby
umrti na zékladé stadia vyvoje vajicek a predevsim larev. Pro ptesné urceni ¢asu je oviem
kritické spravné ur¢it druh bzucivky. Jako u vétSiny kryptickych druht se toto urovani
provadélo na dospélych jedincich podle rozdilnosti pohlavnich organti, coz vyzadovalo
znacnou expertizu ¢as pro dochovani larev v imaga. Larev a vajicek byva mnoho, ale
jejich identifikace je morfologicky téméf nemozna. Aplikovani DNA barcodingu se opét
ukézalo jako dobré feSeni tohoto problému. Larvy i dospélce se povedlo uspésné zaradit

do druhti (Chen et al. 2004).

Ekologové se na DNA barcoding obraceji zejména pokud je potfeba identifikovat
zvite jen ze ZivoCiSnych zbytki, které po sob€ zanecha. Takovym zbytkem mohou byt
chlupy, vykaly atd. Tento pfistup je nejvice ocefiovan pii sledovani skryté Zijicich nebo
ohrozenych druhti (Valentini et al. 2009). Stejn¢ tak je vyznamny i pro ochranu
ohrozenych druht, lze kontrolovat, zda z nich nepochazeji rizné vyrobky, nebo zda
nejsou mylné nebo mysIné zaménovany za jiné druhy. DNA barcoding umoZiiuje i
uzivatelim nezkuSenym v taxonomii, jako je celni hlidka, spolehlivé rozpoznat

ptrevazenou zvéer a rostliny (Schindel a Miller 2005).

3.5.15. Vyuziti NGS a TGS

Moderni sekvenacni metody, nachézejici vyuziti hlavné v genetice a medicing
(Varshney et al. 2009; Boers et al. 2019; Qin 2019), za¢inaji pomalu pronikat i do studii
biodiverzity, kde pomahaji pii zkoumani mikroorganismu (Fukatsu 2012; Mailhe et al.
2018), které lze jinak jen obtizn¢ rozpoznat a urcit, ale se snizujici se cenou a zvysujici
se dostupnosti téchto metod je jejich vyuziti pii urovani vétsich organismu jen otazkou

casu.
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Pted dvaceti lety se ndklady na sekvenovani jednoho genomu pohybovaly v fadech
miliard dolart a trvalo nékolik let (Venter et al. 2001). Dnes stoji sekvenovani jednoho
genomu stovky dolart a trva n€kolik dni nebo tydnd. K nejvétsimu poklesu naklada

v roce 2008 vedla revoluce v sekvenovani v podobé NGS. S pfichodem dalSich metod, a
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Obrazek 8: Graf zobrazujici priimérné naklady na sekvenovani jedné megabdze a porovnani s Moorovo zakonem, prevzato a upraveno z
WWW.genome.gov

se zdokonalovanim téch stavajicich, naklady na sekvenovani rok od roku neustale klesaji.
Rychlost klesani cen sekvenovani dokonce ptekonava hypoteticky Moortv zakon, ktery
charakterizuje exponencialni rust vypocetniho vykonu v poc¢itacovém primyslu a slouzi

tak jako dobry ukazatel pokroku (Www.genome.gov (online)).

DNA barcoding a sekvenovani nové Ci tieti generace jsou molekularni metody
pouzitelné pro zkoumani biodiverzity, ale maji rizné aplikace a ucely. DNA barcoding
nachazi vyuziti predevsim pii identifikaci a klasifikaci jednotlivych predem rozttidénych
druhti. NGS a TGS jsou schopny sekvenovat velké mnozstvi nespecifikovaného DNA ze
smésnych vzorkl, a je mozné ziskat sekvence dlouhé nekolik kb. Poskytuji tak
komplexnéjsi pohled na biodiverzitu. Jsou zejména wuzitecné pii zkoumdni
mikroorganismt, eDNA, analyze smésnych vzorkli a jelikoZ se porovnavaji delsi
sekvence, tak je mozné dosahnout i vEtSi piesnosti nez napiiklad u metabarcodingu,

pomoci kterého mize byt obtizné rozlisit blizce ptibuzné druhy, ¢i ur€it vSechny druhy
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obsazené ve smési, vlivem nedostate¢ného navazani primert (Medinger et al. 2010;

Nowrousian 2010; Rees et al. 2014; Gueuning et al. 2019; Gendron et al. 2023).

Pokrok voblasti NGS vedl okolo roku 2009 Kk vzestupu mitochondrialni
metagenomiky, nékdy také zkracené nazyvané mitogenomiky, ktera se ukazala jako
ucinny nastroj pii identifikaci piidnich hlistic (Nematoda Rudolphi, 1808) (Porazinska et al.
2009; 2012). Oproti DNA metabarcodingu tento postup nevyuziva druhové specifickych
markerti a PCR primeru, ale sekvenuje celkové DNA izolované ze smésného vzorku,
zZngjz poté pomoci pocitacovych softwarll vybird mitochondridlni genomové DNA

(Gendron et al. 2023).

Pomoci mitogenomiky je mozné relativné spolehlivé konstruovat fylogenetické
stromy. Ze smésného vzorku 500 druht broukt z destného pralesa na Borneu se pomoci
[llumina MiSeq sekvenovani 480 az 850 bp dlouhych fragmentt podafilo sestavit 175
alesponl ¢asteénych mitochondridlnich genomi (¢asteénych mitochondridlni genom se
sklada minimalné z osmy gent (Crampton-Platt et al. 2016)). Na zaklad¢ téchto dat byl
sestaven fylogeneticky strom a po porovnani s DNA databazemi byly sekvence pfifazeny
k druhiim (Crampton-Platt et al. 2015). Tento pfistup také umoziuje zafadit druhy
formaln¢ zndmé pouze jako barcody do jejich fylogenetického kontextu, coz neni mozné
pouze s pomoci barcode sekvenci. Naptiklad mezi mitogenomy z bornejské studie se
nachazela CO1 sekvence shodna na ~98 % se sekvenci druhu Liroetiella antennata
(Chrysomelidae (Galerucinae), ktery byl popsan vroce 1993 v horach Kinabalu
v Sabahu, a o n¢kolik let pozdéji i o sekvenovan, a bylo mozné tento druh nalezité zatradit
do fylogenetického stromu (Mohamedsaid 1993; Bezdek 2013). Pocet studii testujici
mitogenomicky pfistup k identifikaci druhii neustéale roste, ale DNA barcoding zlstava

v

stale nejpiesnéjsi identifikacni molekularni metodou (Gueuning et al. 2019).

Jednim z problémt mitogenomiky je amplifikace a sekvenovani necilovych usekd,
mitochondrialni sekvence zaujimala jen okolo 0,5 — 1,5 % zcelkového objemu
sekvenovanych dat (Tang et al. 2014; Crampton-Platt et al. 2015), coz vede ke
zbytecnému plytvani Casem a penézi pii analyze necilovych usekii DNA. Pomoci
modernégjSich postupli je mozné koncentraci mtDNA ve vzorku zvysit az 100x, naptiklad
zachycenim cilovych tsekt probami (Liu et al. 2016). Dal§im citovanym problémem jsou

nekompletni databaze s mitochondrialnimi genomy (Gendron et al. 2023).
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4. Metodika

Jednim z hlavnich cili této diplomové prace je porovnani klasické determinace sbérti
bezobratlych s modernimi molekuldrnimi metodami na sebranych a standardizovanych

vzorcich, které maji slouzit jako simulace faunistického prizkumu.

Sbér vzorku byl proveden v tiesiiovém sadu spadajicim do ochranného pasma
pfirodni pamatky Housle nachdzejici se v Praze 6 pod katastralnim uzemim Lysolaje.
Chranéné tizemi, s celkovou rozlohou 3,8 ha, je z velké ¢asti tvofeno ~25 m hlubokou a
250 metra dlouhou rokli, jez vznikla v kvartéru denudac¢ni ¢innosti. Rokle je z velké ¢asti
tvofena sprasi a piskovcem, jeji podlozi je pak tvofeno tmavymi bfidlicemi. V minulosti
byla lokalita vyuzivana jako sutovy lom a dale zde dochazelo i k tézb¢ dieva, pro potieby
nedalekych osad, coz vedlo k postupnému odlesnéni této lokality. Praveé tato lidska
¢innost bohaté pfispéla k soucasné¢ geomorfologii a umoznila rist a vyskyt xerotermni
vegetace a zivocichl, ktefi jsou spolu s jedine€nou geomorfologii lokality pfedmétem
ochrany. Bohuzel tato xerotermni biocendéza byla pocatkem 20. stoleti narusena
protierozni vysadbou akatu a smrku. Ke vzniku ptirodni pamatky doslo az v roce 1982
vyhlaskou €. 3/1982 Sb. NVP a jejim spravcem je AOPK Praha (www.praha-priroda.cz

(online); www.drusop.nature.cz (online)).

V ochranném pasmu PP, smérem k obci Lysolaje, se na svazich erozni rokle nachazi
v minulosti vysazeny ovocny sad s parcelnim &islem 447/1 a rozlohou 14 207 m?. Znaéné
usili je zde vénovano odstrafiovani nezadoucich dfevin. a travni porost je jednou ro¢né
sekan. Duraz je kladen na zachovani genetického materidlu mistnich odrid ovoce a
mnoha reliktnich druhtit hmyzu. Pro entomology je tato lokalita zajimava napiiklad
vyskytem ¢etného mnozstvi stievlikl, vzacnych véel Hoplitis rufohirta Latreille 1811,
snovacek Dipoena melanogaster (C. L. Koch 1837) a jednim z klenoti ¢eské ptirody
krascem tiesnovym (Anthaxia candens, Panzer 1787) (www.praha-priroda.cz (online);
www.drusop.nature.cz (online)), jehoz larvy se vyvijeji v kufe tfeSni (Prunus avium,
Linnaeus 1755) a vi$ni (Prunus cerasus, Linnaeus 1753), kterych je ve zdej$im sadu dostatek.
Ty samé stromy poté Vv dospélosti slouzi jako zivna rostlina dospélct, s kterymi se Ize

nejcastéji setkav v obdobi od kvétna do ¢ervna (www.naturabohemica.cz (online)).
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Obrdzek 9: Katastralni mapa zobrazujici parcelu ¢. 44711 v Lysolajich, na pozadi mapy Ceské republiky, na které byl proveden

odchyt vzorki, prevzato a upraveno (www.geoportal.uhul.cz (online))

Pravé vyskyt téchto druht a pfedpokladana vyssi biodiverzita byly jednim z divoda
vybrani této lokality. Mezi dalsi patfila dobra dostupnost, jelikoz sad se nachazi nedaleko
naucné stezky a zastavky autobusu MHD ,,Lysolaje*, coZ umoznovalo frekventované
navstévy za ucelem sbéru vzorkt. V budoucnu dokonceny faunisticky prizkum, pro ktery
tato prace poklada zaklady, by také mohl poslouzit k zhodnoceni efektivnosti
dosavadniho hospodafeni na tomto tzemi a plnéni planu péce, co se tyCe ochrany

bezobratlych.

Na zajmovém uzemi bylo 16. 8. 2021 nainstalovano nékolik odchytovych pasti,
jejichz kontrola probihala po cca tydennim intervalu, za slunného pocasi, az do 3. 9. 2021.
Konkrétné tfi zemni pasti, jedna narazova a jedna Malaiseho past, dale byl pii kazdé
navs§téveé lokality proveden 10minutovy smyk, a sklep z okolnich stromd po dobu 20
minut. Zemni pasti byly tvofeny po hrdlo zakopanymi 720 ml zavafovacimi sklenicemi
naplnénymi 70% ethanolem. Byly umistény pod visiiovym stromem s GPS soufadnicemi
50.124573, 14.365298, bez pouziti navnady. Malaiseho a narazova past byly natazeny ve
své blizkosti mezi dvéma stromy na soufadnicich 50.124430, 14.364979. Smyk byl

provadén dvéma smykadly zaroven na celé ploSe sadu v tésném kontaktu s bylinnym
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patrem. Naopak sklepavani bylo zaméteno na okolni ovocné stromy, za vyuziti tyCe a tzv.

sklepéavadla, platna natazeného na kovové konstrukei.

Tyto metody byly zvoleny pro co nejvétsi pokryti odchycenych druhti, protoze kazda
metoda je vhodné pro odchyt jinych skupin. Jak Malaiseho tak narazova past zneuziva
unikovych strategii 1étajictho hmyzu po setkani s ptekdzkou, v ptipad¢ pasti se sitkou
nebo s pruhlednou plastovou deskou. Hmyz bud’ vyléta prudce vzhiru, anebo piedstira
mrtvého a pada k zemi, proto je Malaiseho past vhodna k odchytu jedinci z fada much
(Diptera) a vos (Hymenoptera) s tendencemi K prvni unikové strategii, narazova pak
k odchytu broukt (Coleoptera). Naopak zemni pasti jsou zaméfeny na terestrialni druhy,
za obét ji padaji pfevazné karnivorni zastupci ztad stfevlikd, drabciki,
mrchozroutovitych (Silphidae, Latreille 1806), ¢i pavoukt anebo chvostoskoki
(Collembola, Lubbock 1870) (Winkler 1974, Russo et al. 2011). Zbylé fady jako kobylky
(Orthoptera), motyli (Lepidoptera) anebo napiiklad plostice (Hemiptera) byly pokryty
smykem a sklepem. Nachytani ¢lenovci (Arthropoda) byly rozttidény podle data sbéru a
odchytové metody a ulozeny v 70% ethanolu a -80 °C, v téchto podminkach byly
skladovany do doby jejich analyzy.

4.1.1. Metodika tradi¢ni determinace

Z jednotlivych nadob se vzorky byly pied zacatkem tfidéni odstranény necistoty, jako
byly riizné kusy listli, zeminy nebo travy a dalsi pfedméty, které vzorky pfi praci v terénu
neumyslné kontaminovaly. Dale byly odstranény i necilové organismy, jako napiiklad
plzi (Gastropoda, Cuvier 1795), ktefi se nefadi mezi ¢lenovce (Arthropoda) ale mekkyse
(Mollusca, Cuvier 1795), ¢imz byla zjednodusena pozd&jsi manipulace s obsahem nadob.
Vzorky z kazdé pasti byly poté roztiidény na troven fadd. Bylo spocitano a zaznamenano
kolik jedinct, kterého tadu ¢lenovct (Arthropoda) se danou metodou a v dany den
podafilo odchytit. Také byl méfen Cas tohoto kroku. Zjisténé udaje poslouzily jako

vstupni data pro diagram pielomu.

S identifikaci vybranych vzorkii do niz§ich taxonomickych skupin bylo dotazano
nékolik odborniki na dané skupiny hmyzu. Za timto ucelem byly ze sbérti sestaveny ctyii
vzorky, kazdy se skladal z 28 neznamych broukti (Coleoptera), much (Diptera), pavoukut
(Araneae) a kobylek (Orthoptera), jelikoz se podafili zajistit odbornici jen na tyto
skupiny. Kazdy =z dotdzanych taxonomu také obdrzel standardizovany vzorek s

28 riznymi druhy c¢lenovet (Arthropoda) s prevazné kosmopolitnim rozsitenim, jehoz
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obsah byl tazateli pfedem znam. Druhy na standardizovany vzorek byly zakoupeny na
burze nebo odebrany z univerzitnich chovi. Pfi determinaci byla méfena ¢asova dotace
potiebna k ur¢eni kazdého druhu a finan¢ni naro¢nost. Vzorky byly po jejich determinaci
vraceny zpatky do ethanolu, uloZzeny v -80 °C a pfipraveny na budouci analyzu

Vv laboratofi V piipad¢ zajisténi dostate¢nych financi.

Cislo vzorku Druh

1 Tenebrio molitor, Linnaeus 1758
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 druhit ve standardizovaném vzorku
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4.1.2. Metodika molekularni determinace

Pro tuto praci navrzeny postup zahrnuje kombinaci dvou unikatnich pfistupt, a to
navic v opa¢ném poiadi, neZ je bézné je pouzivat. Jedna se o TELL-Seq a Hybridization
capture enrichment metody piipravy DNA knihovny pro sekvenovani. Hybridization
capture enrichment se aplikuje se na jiz ptipravenou DNA knihovnu. V principu jde o
hybridizacni reakci ptipravené DNA knihovny s panelem navrzenych prob, které ze smési
vychytaji pouze zdjmové sekvence pro vysledné sekvenovani, v tomto piipadé COI.

Razantné se tak snizuji naklady na sekvenovani a naslednou analyzu.

TELL-Seq je moderni postup piipravy sekvenacni knihovny pomoci magnetickych
kulicek, které hybridizuji s DNA molekulou a pomoci enzym molekularnim
identifikatorem specificky oznaci fetézec DNA Vv kratkych intervalech. Umoznuje tak pii
de novo assembly efektivné spojit spravné sekvence k sobé a rekonstruovat puvodni

molekulu v celé jeji délce.

Navrhovany postup pocita s nestandardnim pouzitim obou technologii. Ze smésnych
vzorki ¢lenoved (Arthropoda) se po izolaci DNA pomoci hybridiza¢ni reakce vychyta
pouze mitochondrialni DNA. Poté se provede zakladni velikostni selekce, pii které by
doslo k odstranéni fragmentd DNA pfilis malé délky, protoze TELL-Seq vyzaduje pro

vyuziti plného potencialu DNA o co nejvyssi integrité.

Molekuly takto piecisténé DNA se posléze pfeméni v DNA knihovnu, po jejimz
sekvenovani bude diky TELL-Seq, teoreticky mozné rekonstruovat takika jednotlivé
molekuly mitochondridlni DNA. Kopii mMtDNA byva v jedné buiice mnoho, avSak
v ramci jedince by meély byt maximalné shodné, a proto analyza rozdilii v potfadi
nukleotidii pfitomnych variant sekvenci mtDNA pomiiZze pfi pfesném urceni poctu
jedinct pfitomnych ve sbéru. Problém tomuto postupu by bohuzel mohly ¢Einit

nepohlavné se rozmnozujici druhy a socialni hmyz.

Pomoci tohoto postupu by bylo tedy mozné z jedné reakce ziskat veskeré informace
0 jednotlivych sbérech. Tedy pocet druhli porovnanim izolovanych COI sekvenci
s referen¢nimi databazemi 1 pocet jedinci porovnanim unikatnich variant mtDNA.
Ptesnost této metody pak lze ovéfit porovnanim s vysledky klasické determinace a
citlivost naptiklad ptidanim necilového organismu, na ktery nebyly nadesignované proby.

Bohuzel kvili vysoké pocatecni investici nebylo mozné tento experiment v ramci
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diplomové prace zrealizovat, a tak doslo pouze k nadesignovani préb a zhodnoceni

referenénich databazi.

4.1.3. Designovani prob

Jako podklad pro design NGS prob poslouzila databaze skladajici se ze sekvenci
mitochondrialnich genomi a COI sekvenci. COI sekvence byla pouzita, pokud se
v databazi nenachézela sekvence celého mitochondridlniho genomu. Cilem pii vytvaieni
této databaze bylo obsahnout alespon jednu sekvenci nélezici druhu z ¢eledé, ktera se
vyskytuje v Evropé, predeviim v Ceské republice. Kompletni mitochondrialni genomy
byly stazeny z NCBI databaze (www.nchi.nlm.nih.gov (online)), a COI sekvence byly
ziskany z BOLD databaze (httpwww.boldsystems.org (online)). VSechny soubory byly
stazeny ve FASTA formatu, byly opatieny nazvem a druhem sekvence, zda se jedna o
full-mtDNA, nebo COI gen. Zaroven byla kazda sekvence opatiena accesion number, pod
kterym je v databazi zaregistrovana. Prehled celedi byl prevzat z webovych
stranek biolib.cz (Zicha 1997) a jejich svétové rozsiteni bylo zkontrolovano na strankach
inaturalist.org (www.inaturalist.org (online)) a gbif.org (www.gbif.org (online)). Tyto
stazené sekvence byly poté slouceny v jeden Excel soubor, ktery byl odeslan firm¢ Twist

Bioscience k dalsimu zpracovani.

4.1.4. Metodika statistického vyhodnoceni dat

Ptesnost ur€eni standardizovaného vzorku byla kvantifikovana jako pocet druhti (T)
V ptipadé¢ hodnoceni nezndmych vzorkili se taxon urceny determinatorem, jakoZto
odbornikem na danou skupinu, povaZzoval za spravny, tudiz se T rovnalo poc¢tu druht
V zapsaném taxonu. Zji§ténd piesnost byla poté vyd€lena primérnym casem (t)
V hodinach, potfebnym k ureni vzorku. Hodnoty byly secCteny a vydéleny poctem
ur¢ovanych vzorki (n). Timto byl vypocten vykon (Pr) ve formé& piesnosti urceni za Cas.

VéEtsi hodnota Pt znaci vyssi presnost za Cas.

P—lt
=/

Piesnost molekularnich metod (Ptm) byla kvantifikovana jako teoretické nejpiesnéjsi

mozné urceni, kterého by bylo mozné dosdhnout, pokud by byla uspé$né provedena
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izolace a sekvenovani. Byly pirevzaty determinatory urCené taxony a porovnany
s obsahem BOLD databaze (https://boldsystems.org). Kdyz se uréeny druh nachazel
v databazi, bylo povazovano za mozné ho piesné urcit s pomoci molekularni biologie.
Pokud se ur¢eny taxon v databazi nenachéazel postupovalo se stejné jako u hodnoceni
determinatort a hodnota T se rovnala poctu druhl v nejniz§im ur¢eném taxonu. T poté
bylo snizeno o procentualni zastoupeni druhti v databazi (Tq) oproti jejich skute¢nému

realnému poctu (T).

p 1 Td .
= (— *x —
= (7 =)/

Casova naroénost jednotlivych metod byla zjisténa nasledovné. Celkovy &as trvani
ttidéni vzorki do fadl byl vydélen poctem druhti a k tomu byl poté pficten Cas potiebny
k zafazeni druhu do niz§iho taxonu odbornikem. Casova naroénost prezentované
molekularni metody se spocitala jako hypoteticky ¢as DNA izolace, TELL-Seq a Hyb-
cap piipravy knihovny a nasledné analyzy dat. Cas jednotlivych molekularnich metod byl

seCten a rozpocitan mezi vzorky uréené k determinaci.

Také byla hodnocena obsahlost databazi na urovni Celedi, s kterymi se taxonomové
setkali pfi determinovani vzorkd. Vypocet byl proveden jako podil skute¢ného mnoZstvi
druht  vceledi a  poCet osekvenovanych  druht v BOLD  databazi

(httpwww.boldsystems.org (online)).

K posouzeni finanéni viabilita jednotlivych metod byl pouzit diagramem syntézy.
S jeho pomoci byl graficky i ¢iseln€ vyjadien pribéh ndkladovosti jednotlivych variant
determinace Vv zavislosti na po¢tu vzorkd. Mezi variabilni naklady tradi¢ni determinace
patiily naklady na roztfidéni vzorkl do adl a za urceni do druhii. Néklady na zatfidéni
druhu do tadu byly vypocteny na zdkladé asové dotace potiebné k zatiidéni jednoho
jedince do fadu a vynasobeno hodinovou mzdou 220 K¢&. Cena za urceni druhu byla po
konzultaci s odborniky stanovena na 10,-. U molekularni metody byly za variabilni
naklady povazovany ndklady na izolaci s vyuzitim DNeasy Blood & Tissue Kit (50). Do
fixnich nékladu poté patfily néklady na ptipravu panelu a DNA knihovny. Néklady a
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¢asovou naroc¢nost jednotlivych krokd, véetné cen izolace, poskytnul Institute of Applied
Biotechnologies a. s. (www.iabio.eu (online)) a  Twist Bioscience
(www.twistbioscience.com (online)). Cena spotiebniho materialu, jako pipetovacich
Spicek a zkumavek, pfi izolaci a dalSich procedurach nebyla brana v uvahu, jelikoz se
jedna o korunové polozky a jejich spotieba je individualni. Stejné tak nebyla do
finan¢nich analyz zahrnuta cena sekvenace, ta by se odvijela od findlniho mnozstvi DNA,
které nelze korelovat s mnozstvim vzorkl ve sbérech. Jeji cena by se pohybovala okolo
100 K¢ za Gb dat. Jelikoz by se pii veSkerych fazich molekularni determinace pracovalo
se smésnymi vzorky, byl pocet ¢lenovcti (Arthropoda) v nich obsazeny stanoven jako

pramérna hodnota chycenych kusti v§emi odchytovymi metodami.

63



5. Vysledky

Pomoci 20 odchytovych pasti se podaiilo celkem chytit 11 919 c¢lenovci
(Arthropoda). Tfemi skupinami s nejvétsim poctem chycenych jedinct byli blanoktidli
(Hymenoptera), dvoukiidli (Diptera) a chvostoskoci (Collembola), pti¢emz dvoukiidli
(Diptera) svym celkovym poctem 4845 vice nez dvojnasobné pievySovali duhou
nejpocetnéjsi skupinu blanok#idli (Hymenoptera) s po¢tem 1908 kust. Mezi nejméné
zastoupené fady v odchytech patiily sitoktidli (Neuroptera), chrostici (Trichoptera),
vidli¢natky (Diplura) a srpice (Mecoptera). VSechny tyto taxony byly v odchytech
reprezentovany mén¢ nez deseti kusy. Nejvic kust ¢lenovct bylo chyceno smykanim, a
naopak nejméné pomoci narazovy pasti. Metodou smyku bylo nachytano 62 % vsech

exemplarit.
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Zemmi past

1 ]Jfl“\..’.l I[I.b‘l.ll.l:{\ 16.5.2021 26.8.2021 3.9.2021
1 2 3 cellem 1 2 E] cellzem 1 2 E] cellzem
Aransas 10 2 T 15 o 4 4 17 ! 2 2 &
Acarine 2 0 o 2 3 1 5 o 2 4 1 7
Opiliones 1] L] 2 2 5 1 [} & 2 o 1 3
Calsaptera 16 11 33 &0 14 o 13 EL] 5 14 o 18
Dermaprera 1 0 o 1 4] 1 [} 1 1 [} [} 1
Diplopoda 4 1 o 5 4] 4] p 2 i) o [} 1]
Hymenoptera 23 15 24 62 10 10 & 16 i) [} 4 4
Diprera 2 20 20 T1 17 33 51 101 & 17 18 41
_Auchenorrhyncha 2 2 3 7 3 2 2 5 1] & 1 7
Srernorrhyncha 3 4 2 g 1 2 o 12 5 o 7 21
Collembola 159 100 &5 337 B 188 127 471 52 160 186 408
Diplura o 1 o 1 ] ] o 1] o o o 1]
Orthoptera o 0 3 3 1 ] o 1 o o o 1]
Psocoptera ] 0 ] 0 0 0 ] ] 2 ] ] 1
Thysanopera 0 ] 0 0 0 0 0 0 1] 1 0 1
Lepidoprera L] ] L] 0 0 [i] 1 1 i) [ [ 1]
Tsopoda L] ] L] 0 0 [i] [ 1] i) [ [ 1]
Hemiptera L] ] L] 0 0 [i] [ 1] i) [ [ 1]
Trichoptera L] ] L] 0 0 0 0 L] 1] [ [ L]
Mecoptera 0 ] 0 0 0 0 0 0 1] 0 0 0
Neuroprera 1] L] 1] [i] [i] [i] [ 1] 1] [ [ 1]
i Malniseho past Wirazov past Sklep Smyk
2. ]l‘lcllk.[l ‘t:lhll“\'}' 1652021 | 2682021 | 392021 | 1682021 ( 2652021 | 392021 | 1682021 | 26.8.2021 | 392021 | 16.8.2021 | 26.5.2021
1 1 1 1 Cellzem
_dransae 5 2 5 1 1] 1 EL 25 7] 260 136 G54
Acaring 2 ] 2 T 3 1 1 1] 1] 3 2 ER
Owiliones ] 1 0 1] 1 [ [ 1] 1] 3 2 12
Colzoprera 3 7 12 33 12 3 ER iy 33 65 162 344
Dermaprera 2 5 1 3 0 T 3 2 5 1] 1] 31
Diplapeda o ] ] o o 0 0 0 0 0 0 7
Hymenoptera 130 510 150 53 37 13 2 1 1] 431 438 1208
Diptera 400 283 120 16 11 T & 3 5 236 1417 4845
Auchenorriyncha 7 13 B 1 1 0 1 p) 1 393 677 1323
Sternerrhyncha 2 18 15 o 4 1 [ 1 1] 40 25 154
Collembela 106 iz 73 z 5 3 1 1 1] 13 33 1557
Diplura ] 0 0 1] 1] 0 0 L] ] )] )] 1
Ortheptera 4 1 . 4 1] 0 [ 1] 1] 30 T4 112
Procoptera 0 4 1 2 o o 5 1 4 1 4 31
Thysaneprera L] 1 1 5 o o 3 1 1 07 186 404
Lepidoptera 9 g 4 1 3 1 2 1] 1] 20 Fi T4
Tsapoda 1 4] 4] 1 1 o o 1] 1] 1] 1] 3
Hemiptera 0 1 1 3 o o 2 o 13 T4 o4 197
Trichoptera 0 2 0 o 1] 0 0 [} [} [} [} 2
Mecontera 0 0 0 o o 2 2 o L] o 1 1
Neurgptera 0 0 0 o o 2 2 1 0 3 L] 4
I Calleem 11812

Tabulka 2: Tabulka zobrazujici pocty chycenych clenovceii (Arthropoda) a pouzité odchytové metody.
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5.1.1. Vysledky designu préb

Vytvofeny Excelovy soubor s DNA sekvencemi, které poslouzili jako podklad
designu prob a NGS panelu, obsahoval celkem 5348 zaznami z toho jich 2574 pattilo
sekvencim. Z té€chto sekvenci jich bylo 355 vytazeno kviili velkému obsahu neurcenych
bazi N. Excelové databaze obsahovala mtchDNA sekvence pro 266 ¢eledi hmyzu a 30
ostatnich ¢lenovct. Zbylych 256 ¢eledi hmyzu a 34 celedi ¢lenovci bylo reprezentovano
COI sekvencemi. Podle Excelové databaze byl pfipraven design 11 697 prob dlouhych
120 bp schopnych pokryt celé cilové sekvence a umoziuje tak jejich sekvenovani v celé

délce a nasledné de novo assembly.

5.1.2. Vysledky uréovani druhi

Cas potebny k ugeni jednoho vzorku pomoci molekularni biologie po rozpoditani
mezi jejich pocet byl 3 hodiny a 36 min, coz odpovidd ~8 minutam na druh, naopak cas
tradi¢ni determinace pomoci odbornikt potfebny k urceni vzorkt se pohyboval v rozmezi
14 min az 1 hodiny. V nékterych ptipadech urcéeni exemplate zabralo 5 sec. Taxonomy
bylo uréeno 71 % vSech druhil ve vzorcich se skupinami ¢lenovci, na které se specializuji.
Naopak ve standardizovaném vzorku bylo uré¢eno 26 % druhti. Molekularni biologii by
bylo mozné uréit veSskeré druhy ve standardizovaném vzorku. Jednotliva méfeni jsou

dostupnd v ptilohéach.
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Srovnani vybranych primérnych presnosti deteminace

Vysledek Mol determinace | ———————————— 0,50
Vysledek tradicni determinace | ————————————— () O

Vysledek mol. determinace (standard) | ————————————————— |

Vysledek tradi¢ni determinace... b 0,57

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20
Vysledek Fradlcm Vysledel'< mol. Vysledek tradiéni Vysledek mol.
determinace determinace determinace determinace
(standard) (standard)
Neinisi .
ejnizsi dosaze-ne hodnoty 0,07 1 0,47 0,47
determinace
B Neivve .
Nejvyssi dosazené hodnoty 0,57 1 0,96 0,89

determinace

presné urceny druh.

Srovnani vybranych pramérnych presnosti deteminace za

cas
¢ ; 3,63
Vysledek mol. determinace B 6os
; - - 2556
e e e i | 103,03
¢ ; 7,78
Vysledek mol. determinace (standard) 778
Vysledek tradi¢ni determinace 7.28
(standard) I 32,02
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00
Vysledek tradicni | Vysledekmol. -1\ o0 o\ vradieni | Vysledek moll.
determinace determinace determinace determinace
(standard) (standard)
Nejnizsi dosazené hodnot
ejnizsi dosazené hodnoty 728 778 25,56 363
determinace
B Nejvy3si dosazené hodnot
ejvyssi dosazené hodnoty 32,02 778 108,03 6,95

determinace

hodnota radku symbolizuje vyssi vykon.
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5.1.3. Vysledky hodnoceni databaze BOLD

Bylo celkem zhodnoceno pokryti pro 37 celedi, s kterymi se taxonomové pfii
determinaci setkali. Primérné zastoupeni druhd v ¢eledich se pohybovalo okolo 21 %,
pficemz smérodatné odchylka byla 18 %. Zastoupeni 21 % by znamenalo, Ze se v databazi
nachdzi sekvence reprezentujici ~250 000 druhti ¢lenovct. Nejvice druhli v databazi
vzhledem Kk celkovému poctu druhti v ¢eledi se nachazelo u celedi ploskohibetkoviti
(Pamphiliidae, Cameron 1890) a kiirovci (Scolytinae, Latreille 1804). Tyto Celedi byly
pokryty z 85 % respektive z 82 % v piipadé kurovct. Nejmensi zastoupeni v databazi
meéla druhové bohata celed bahnomilkoviti (Limoniidae, Rondani 1856) ztadu

dvoukfidli (Diptera) s 0,3 %.
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Blattodea Isopoda Hymenoptera Orthoptera
Stink: cvrckoviti sarancoviti
Svaboviti ) y_ ploskohfbetkaovi . o kobylkoviti
) (Porcellionidae, |, o Gryllidae (Acrididae, A -
(Blattidae, ti (Pamphiliidae, . i (Tettigoniidae
. Brandta Laicharding, MacLeay
Latreille 1810} Cameron 1890) , Stoll 1787)
Ratzeburg 1831) 1781 1821}
18% 15% 85% 6% 1% | 13%
Coleoptera
nosatcoviti | stehenadoviti .
strevlikoviti kovafikowiti leskndékoviti  mrchoZroutovit . . hlodnikoviti kdrovci
. ) L o (Curculionida (Oedemeridae L .
(Carabidae, (Elateridae, (Nitidulidae, i (silphidae, e Latreille Latreille (Latridiidae, = (Scolytinae,
Latreille 1802) Leach 1815) Latreille 1802)  Latreille 1806) ’ ’ Erichson 1842) Latreille 1804)
1802) 1810) |
10% | 14% 7% so0% | 10% | 13% 0% | s2% |
mandelinkoviti  potemnikoviti koiojedoviti
(Chrysomelidae (Tenebrionidae, (Dermestidae,
, Latreille 1802) Latreille 1802)  Latreille 1804)
| 6% | 5% 22%
Araneae |
celistnatkoviti  snovackoviti
loviikoviti béZnikoviti splhalkoviti listovnikoviti kfiZakoviti ) o tresavkoviti
. . o : ) ) ) (Tetragnathida (Theridiidae, )
(Pisauridae, (Thomisidae,  (Anyphaenidae, (Philodromida (Araneidae, o Menge Sundevall (Pholcidae, C.
Simon 1890}  Sundevall 1833)  Bertkau 1878) e, Thorell 1870) Clerck 1757) ’ € L. Koch 1850)
1866) 1833)
13% | 16% 18% 6% | 18% | 2% 2% | 29%
Diptera |
A . bzuétivkoviti . i P
) ", octomilkoviti . ) pestfenkoviti  pakomdroviti
T » bahnomilkoviti L . [calliphoridae ) ) )
zelenuskoviti mouchoviti (Limoniidae pestiicoviti  (Drosophilida Brauer (syrphidae, (Chironomida
(Chloropidae) {Muscidae) i ' | (Opomyzidae) e, Rondani ’ Samouelle e, Erichson
Rondani 1856} Bergenstamm
1856} 1819} 1841)
1889}
10% 15% 0,3% 25% 33% | 2% | sex ] asx |
vrtalkoviti bejlomorkoviti . koutuloviti - . . . .
) A B bieZnicoviti A Primérné Smérodatna
(Agromyzidae, (Cecidomyiidae, i (Psychodidae, B
. (Ephydridae) A zastoupeni odchylka:
Fallén 1823} Rye 1874) Bigot 1854)
| 16% | 11% 11% | i 21% 18%

Tabulka 3: Seznam celedi a procentadlni zastoupeni druhii v databdzi BOLD.
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5.1.4. Vysledky ekonomické analyzy

Podle designu prob byla stanovena cena na jejich realnou vyrobu a pfipravu TELL-
Seq DNA knihovny, ktera by se pohybovala okolo ~2000 na smé&sny vzorek. Primérny
pocet jedincli ve smésném vzorku byl 596, coz déla 4 K¢ za kus. Cena izolace, véetné
hodinové mzdy laboratorniho technika, byla 2 K¢ na kus pfi naplnéni maximalni kapacity
96 vzorkl. Na zaklad¢ diagramu pfelomu se TELL-Seq vyplati jiz pti 35 smésnych

vzorcich, ale po¢atecni investice na urceni téchto vzorkt je 241 796 K¢.

96 vzorku 384 vzorku 1536 vzorku
Design prob: 128460 428200 834990 K¢
Pfiprava
knihovny: 100627 342560 1306010 K¢
Cena za vzorek: 2376,51 2007,1875 1393,791 K¢

Tabulka 4: Tabulka zobrazujici rozpocet nakladii metody TELL-Seq

Manualni t¥idéni sbéri, a zafazeni kazdého jednice do fadu, zabralo celkem 82 hodin.
Coz ¢inilo 0,6 min na vzorek. Pti hodinové sazb¢ 220,- na hodinu néklady na urceni fadu
jednoho kusu délaji 1,51 K¢&. Cena Uc¢tovana taxonomy byla 10 K¢ za urceni druhu.

Celkové néklady na uréeni druhu tradiénimi metodami byly 11,51 K¢.

Diagram prelomu

e TELL-S2q urf ovani (Desin na 96 vzorkd) TELL-Seq uré ovani (Desen na 386 vzorkd) s Tradicni uréovani
@ Bod pielomu

nnnnnn

CEMA

oy MM d oMo Mo MM @™ @ R oM Ao M Ao Mo omm e o
SR e BRI R RN Rt R o AR 8RN EEES 2 ESERAT
SRR e R e R g N BRI a5 e ddRRRRRRAANNARERRARRAR
Obrazek 12: Diagram prelomu zobrazujici nakladovost de[ermmacmch metod vzhledem k poctu vzorku.
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Na zéklad¢ podkladii poskytnutych Institute of Applied Biotechnologies a. s.
(www.iabio.eu (online)) a Twist Bioscience (www.twistbioscience.com (online)) byl
odhadnut i celkovy Cas straveny v laboratofi potfebny k provedeni molekularnich analyz
provedeni Hyb-Cap, ¢as téchto metod se muze mirné liSit vzhledem k pouzitému kitu, ale
pohyboval by se okolo 5 hodin na izolaci a 8 hodin na Hyb-Cap (Zimmerman Zuckerman
et al. 2022). TELL-Seq piiprava knihovny zabere 3 hodiny (Chen et al. 2020) a analyza
osekvenovanych dat 2 hodiny. Celkovy Cas straveny v laboratofi potiebny k provedeni

téchto tikont je 18 hodin.
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6. Diskuze

Druhova rozmanitost je jednou z hlavnich otazek faunistického prizkumu. Data
ziskana roztfidénim nachytanych sbérii poskytuji zajimavy pohled na ucinnost
jednotlivych odchytovych metod. Naptiklad odchytovou metodou smyku bylo nachytano
62 % vSech exemplarii a po dvou opakovanich bylo této metody zanechéano, jelikoz
mnozstvi chyceného hmyzu zac¢inalo byt obtizné na zpracovani. Jednalo se o nejvice
ucinnou metodu, ale zaroven nejméné selektivni. Pocty jedincii V fadech nastinuji
druhovou rozmanitost ¢lenovca v dané oblasti a jejich zastoupeni v riznych typech pasti.
Celkovy pocet chycenych jedincti, 11 919, je relativné velké ¢islo a zafazeni vSech

exemplafti do druhti, nebo alesponi nizSich taxontl, by bylo zna¢né€ narocné.

Nejméné  zastoupenymi skupinami byli sitok#idli (Neuroptera), chrostici
(Trichoptera), vidli¢natky (Diplura) a srpice (Mecoptera). Z kazdého tohoto fadu se
podarilo chytit méné nez deset exemplaiti. Tento vysledek by mohl naznacovat, ze tyto
skupiny jsou v dané oblasti pomérné vzacné, anebo jsou zvolené metody nevhodné
K jejich odchytu. Pfedevs§im velice nizky odchyt sitokiidlych (Neuroptera) je prekvapivy,
jelikoZ se jedna o dravy teplomilny hmyz preferujici xerotermni stanovisté, kterych by

erozni rokle v PP Housle méla nabizet dostatek.

Jednou z nejzastoupené;jsi skupinou v odchytech byli chvostoskoci (Collembola). Coz
je skupina drobnych a pro mnoho entomologl nezajimavych Zivoc¢ichd, a proto se na né
ani nikdo nespecializuje. I prosto, Ze jsou jednou z nejpocetné;si skupinu v ekosystémech,
bylo popsano jen okolo ~ 7000 druhd (Deharveng 2004). Dalo by se piedpokladat, ze
1557 chvostoskokti z celkového poctu 11 919 chycenych ¢lenovct, by bylo v soucasnosti
nemozné, anebo pfili§ finanéné naro¢né zatfidit do nizSich taxonid. Tato skupina
zaujimala 13 % z celkové sbéru. DalSimi nejpocetnéjSimi skupinami byly blanoktidli
(Hymenoptera) a dvoukfidli (Diptera). Oba tyto taxony jsou znamy svoji velkou

druhovou bohatosti a vétSina taxonomd se specializuje pouze na jednu nebo dvé celedi.

Toto podtrhuje i fakt, ze 28 nahodn¢ vybranych dvouktidlich (Diptera), z kterych byl
pfipraven vzorek pro odborniky k ur€eni obsahoval druhy patfici do 16 celedi, oproti
tomu naprtiklad vzorek rovnoktidlych (Orthoptera) obsahoval pouze druhy ze 3 celedi.
Piesnost urceni dvoukiidlych (Diptera) byla témét poloviéni oproti rovnokiidlym

(Orthoptera), a to i ptes vyskyt juvenilnich jedinci. Naopak kde ur¢ovani juvenilnich
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stadii délalo problémy byl fad pavouci (Araneae). U tohoto fadu byla primérné presnost

nejnizsi a to 0,47.

To, ze jsou taxonomové vysoce specializovani na svoje taxonomické skupiny bylo
ziejmé z poklesu presnosti urceni u standardizovaného vzorku, u kterého si vSichni vedli
podstatné huife, a to i pfes to, ze se vzorek skladal pfevazné z béznych kosmopolitnich
druhd. Primérna piesnost uréeni klesla ze 71 % na 26 %. Metagenomika méla potencial
urcit veskery materidl ve standardizovaném vzorku, dokonce se sekvence vSech druhi
vyskytovali v referen¢ni databazi, a ve vétSiné ostatnich ptipadech byla srovnatelna

s tradicnimi metodami. Pfi zapocitani ¢asu byl vykon horsi.

Vysledky tradi¢ni taxonomie byly zna¢né zvyhodnény kratkym ¢asem vzhledem ke
zpusobu vypoctu vykonu. Napiiklad u rovnok#idlych (Orthoptera) urceni jedné kobylky
do druhu trvalo v priméru 5 sec. Pro zvySeni objektivnosti by se do vypoétu mohl
naptiklad zapocitat Cas, ktery taxonom potieboval k ziskani svych védomosti, ale to je

jen tézko meéfitelnd veliCina.

Oproti tomu celkovy ¢as straveny v laboratofi by se pohyboval okolo ~ 18 hodin, ale
V praxi by bylo moZzné béhem tohoto ¢asu zpracovat mnohem vétsi mnoZzstvi vzorkdl, nez
bylo 5 smésnych vzorkt po 28 v piipadé tohoto pokusu, a cely proces urcovani je mozné
Znacné¢ zautomatizovat. OvSem jaké by se realn¢ podatilo dosdhnout pfesnosti je otdzkou

do budoucna.

Hlavni piekazkou otestovani proponovaného postupu s vyuzitim DNA knihovny
piipravené TELL-Seq metodou pomoci prob, byla vysoka prvotni investice. Ta byla
229087 K¢ za design panelu na piipravu knihovny pro 96 vzorkii. Vzhledem k vysokym
prvotnim nakladiim by se pouziti této metody vyplatilo hlavné pfi masivnich sbérech
bezobratlych, ptficemz by nemél byt problém timto zplisobem ptipravovat vzorky ziskané
z vice lokalit v ramci riznych projektd. Efektivita prace razantné stoupa se zvySujicim se
poctem vzorkil, hovoii se zde o desitkach tisicich kusech, které by bylo nemozné a

nerealné urcovat béZnymi metodami, takze ma tato metoda urcité budoucnost.

Postupy molekularni biologie je vyhodné pouzit v piipadech, kdy je potieba urcit
velké mnozstvi vzorkt, anebo kdyz vzorky obsahuji obtizné urcitelné druhy. Da se fict,
ze molekularni biologie ma potencial stavat se stile relevantngj$i pfi urc¢ovani druht
¢lenovcli. Napomaha tomu i trend neustale klesajici ceny sekvenovani a vyvijeni novych

sekvenacnich metod. Na druhou stranu, tradi¢ni metody jsou uzite¢né zejména pokud se
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jedna o determinaci snadno urcitelnych druhd, a kdyz se podafi nalézt taxonoma
specializujiciho se na pozadovanou celed. Tradi¢ni metody stale zlstavaji dulezité a v
nekterych situacich nezbytné, hlavné pii urCovani novych druhii. Molekularni metody
Casto dokazou upozornit na vyskyt nového druhu, nebo na existenci kryptického druhu
(Song et al. 2008), ale ten pak musi byt potvrzen tradi¢nimi metodami po popsani
morfologickych znaki. Proto je dtlezité pouzivat oba typy metod pro dosazeni co nejveétsi
ptesnosti a spolehlivosti pfi uréovani novych druhti. Nejvétsi piesnosti pii ur¢ovani druhti
molekuldrnimi metodami podle dosud publikovanych studii se stdle dosahuje DNA
barcodingem (Porazinska et al. 2009; Wilson et al. 2019), pti kterém se druhy uréuji po

jednom, nikoliv ve smé&snych vzorcich. Ale tato piesnost se odviji od uplnosti databazi.

Primérné zastoupeni druhii posuzovanych celedich bylo kolem 21 %, coZ by
znamenalo, ze databaze obsahuje sekvence patfici priblizné 250 000 druhtim clenovct.
Nejvétsi pocet druhit v databazi byl zaznamenan u celedi ploskohibetkoviti
(Pamphiliidae) a kurovci (Scolytinae), které byly pokryty z 85 % a 82 %. Da se
predpokladat, Ze toto velké pokryti je zpiisobeno vyznamnosti téchto druhti jako skidci,
a proto je vénovana vétsi snaha na osekvenovani zéstupct téchto celedi. Na druhé stran¢,
¢eled bahnomilkoviti (Limoniidae) z fadu dvouktidli (Diptera) byla nejméné zastoupena
v databazi, pouze 0,3 %, coz ukazuje, ze pro nékteré ¢eledi by v budoucnu bylo vhodné
vyvijet vétsi snahy o osekvenovani a doplnit databazi. Prekvapivé také bylo, ze databaze
obsahuje udaje o pivodu vzorku, ale neumoznuje jejich filtraci podle vyskytu nebo
alespon mista sbéru, coz znacné prodluzuje praci, pokud ma nékdo zajem jen o sekvence

Z uréitého tizemi nebo o sekvence druhu z daného kontinentu ¢i zemé.
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7. Zavér

Moderni molekularni metody maji obrovsky potencial pro vyuziti pfi faunistickych
prizkumech, bohuzel jsou Casto drzeny zpatky vyssi pocatecni investici. DNA barcoding
je dnes jiz dobfe etablovanou metodou, kterd umoznuje rychle a spolehlivé identifikovat
druhy na zaklad¢ jejich COI sekvence. Dalsi molekularni metody, jako je metabarcoding
a metagenomika umoznuji ziskat podrobnéjsi informace o taxonomickém slozeni a
funk¢ni diverzité celych spolecenstev, jelikoZ je mozné pomoci téchto metod pracovat se
smésnymi vzorky. Tyto metody by mohli v budoucnu nahradit, respektive doplnit tradicni
metody identifikace sbérti velkych objemd a zaroven poskytovat nové informace o
fungovani ekosystému a jejich zménéch v Case a usnadnit ochranu téchto dilezitych

organismul.

vewr

praktickému otestovani v praci popsané metody. Jednalo se o komplementaci vzorovych
DNA sekvenci a nasledny design DNA panelu. Tento panel obsahoval alespon jednu
sekvenci reprezentujici témét kazdou z ¢eledi vyskytujicich se v Ceské republice, stejné
tak byly i pfipraveny vzorky, na kterych by bylo mozné tento postup v budoucnu
vyzkouset a otestovat tak jeho perspektivistu. Touto praci tak byla Gispé$né pfipravena

Zivna ptda pro budouci experiment, ktery se bohuZel jejim ramci nepodafilo realizovat.

75



8. Seznam citované literatury:

ADLUNG, Karl G., 1966. A Critical Evaluation of the European Research on Use of
Red Wood Ants (Formica rufa Group) for the Protection of Forests against Harmful
Insects. Zeitschrift fiir Angewandte Entomologie [online]. 57(1-4), 167-189. ISSN 1439-
0418. Dostupné z: doi:10.1111/].1439-0418.1966.tb03822.x

AHMADIAN, Afshin, Maria EHN a Sophia HOBER, 2006. Pyrosequencing: history,
biochemistry and future. Clinica Chimica Acta; International Journal of Clinical
Chemistry [online]. 363(1-2), 83-94. ISSN 0009-8981. Dostupné
z: d0i:10.1016/j.cccn.2005.04.038

ALBERTS, Bruce, 2002. Molecular biology of the cell [online]. B.m.: New York :
Garland  Science [vid. 2021-04-03]. ISBN 978-0-8153-3218-3.  Dostupné
z: http://archive.org/details/molecularbiology0004albe

ALBERTS, Bruce, Alexander JOHNSON, Julian LEWIS, Martin RAFF, Keith
ROBERTS a Peter WALTER, 2002. The Initiation and Completion of DNA Replication
in Chromosomes. Molecular Biology of the Cell. 4th edition [online]. [vid. 2023-03-28].
Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK26826/

ANDERSON, S, 1981. Shotgun DNA sequencing using cloned DNase I-generated
fragments. Nucleic Acids Research. 9(13), 3015-3027. ISSN 0305-1048.

ANSORGE, Wilhelm J., 2009. Next-generation DNA sequencing techniques. New
Biotechnology [online]. 25(4), 195-203. ISSN 1871-6784. Dostupné
z: doi:10.1016/j.nbt.2008.12.009

ANTIT, M, N AMOR, J URRA, An ALAGAILI a S FARJALLAH, 2018. Genetic
variability of the Lessepsian migrant mussel Brachidontes pharaonis (Bivalvia:
Mytilidae) in Tunisia. African Journal of Marine Science [online]. 40(2), 211-217.
ISSN 1814-232X, 1814-2338. Dostupné z: d0i:10.2989/1814232X.2018.1476265

ARSLAN, Sinan, Francisco J. GARCIA, Minghao GUO, Matthew W. KELLINGER,
Semyon KRUGLYAK, Jake A. LEVIEUX, Adeline H. MAH, Haosen WANG, Junhua
ZHAO, Chunhong ZHOU, Andrew ALTOMARE, John BAILEY, Matthew B. BYRNE,
Chiting CHANG, Steve X. CHEN, Claudia N. DENNLER, Vivian T. DIEN, Derek
FULLER, Ryan KELLEY, Omid KHANDAN, Michael G. KLEIN, Michael KIM, Bryan
R. LAJOIE, Bill LIN, Yu LIU, Tyler LOPEZ, Peter T. MAINS, Andrew D. PRICE,

76



Samantha R. ROBERTSON, Hermes TAYLOR-WEINER, Ramreddy TIPPANA, Austin
B. TOMANEY, Su ZHANG, Mark R. AMBROSO, Rosita BAJARI, Ava M. BELLIZZI,
Chris B. BENITEZ, Daniel R. BERARD, Lorenzo BERTI, Kelly N. BLEASE, Angela P.
BLUM, Andrew M. BODDICKER, Leo BONDAR, Chris BROWN, Chris A. BUI, Juan
CALLEJA-AGUIRRE, Kevin CAPPA, Joshua CHAN, Victor W. CHANG, Katherine
CHAROV, Xiyi CHEN, Rodger M. CONSTANDSE, Ryan COSTELLO, Weston
DAMRON, Mariam DAWOOD, Nicole DEBUONO, John D. DIMALANTA, Laure
EDOLI, Keerthana ELANGO, Nikka FAUSTINO, Chao FENG, Mathhew FERRARI,
Keith FRANKIE, Adam FRIES, Anne GALLOWAY, Vlad GAVRILA, Gregory J.
GEMMEN, James GHADIALI, Arash GHORBANI, Logan A. GODDARD, Adriana R.
GUETTER, Garren L. HENDRICKS, Jendrik HENTSCHEL, Daniel J. HONIGFORT,
Yun-Ting HSIEH, Yu-Hsien Hwang FU, Scott K. IM, Chaoyi JIN, Shradha KABU,
Daniel E. KINCADE, Shawn LEVY, Yu LI, Vincent K. LIANG, William H. LIGHT,
Jonathan B. LIPSHER, Tsung-li LIU, Grace LONG, Rui MA, John M. MAILLOUX,
Kyle A. MANDLA, Anyssa R. MARTINEZ, Max MASS, Daniel T. MCKEAN, Michael
MERON, Celyne S. MOH, Rachel K. MOORE, Juan MORENO, Jordan M. NEYSMITH,
Cassandra S. NIMAN, Jesus M. NUNEZ, Micah T. OJEDA, Sara Espinosa ORTIZ, Jenna
OWENS, Geoffrey PILAND, Daniel J. PROCTOR, Josua B. PURBA, Michael RAY,
Daisong RONG, Virginia M. SAADE, Sanchari SAHA, Gustav Santo TOMAS, Nicholas
SCHEIDLER, Lugmanal H. SIRAJUDEEN, Samantha SNOW, Gudrun STENGEL,
Ryan STINSON, Michael J. STONE, Keoni J. SUNDSETH, Eileen THAI, Connor J.
THOMPSON, Marco TJIOE, Christy L. TREJO, Greg TRIEGER, Diane Ni TRUONG,
Ben TSE, Benjamin VOILES, Henry VUONG, Jennifer C. WONG, Chiung-Ting WU,
Hua YU, Yingxian YU, Ming YU, Xi ZHANG, Da ZHAO, Genhua ZHENG, Molly HE
a Michael PREVITE, 2022. Sequencing by avidity enables high accuracy with low
reagent consumption [online]. 4. listopad 2022. B.m.: bioRxiv. [vid. 2023-04-05].
Dostupné z: doi:10.1101/2022.11.03.514117

BAKER, Robert J. a Robert D. BRADLEY, 2006. SPECIATION IN MAMMALS
AND THE GENETIC SPECIES CONCEPT. Journal of Mammalogy [online]. 87(4),
643-662. ISSN 0022-2372, 1545-1542. Dostupné z: doi:10.1644/06-MAMM-F-038R2.1

BAR-ON, Yinon M., Rob PHILLIPS a Ron MILO, 2018. The biomass distribution
on Earth. Proceedings of the National Academy of Sciences [online]. 115(25), 6506—
6511. ISSN 0027-8424, 1091-6490. Dostupné z: doi:10.1073/pnas.1711842115

77



BARRETT, Rowan D.H a Paul D.N HEBERT, 2005. Identifying spiders through
DNA barcodes. Canadian Journal of Zoology [online]. 83(3), 481-491. ISSN 0008-4301,
1480-3283. Dostupné z: doi:10.1139/z05-024

BAYLEY, Hagan, 2015. Nanopore sequencing: from imagination to reality. Clinical
Chemistry [online]. 61(1), 25-31. ISSN 1530-8561. Dostupné
z: doi:10.1373/clinchem.2014.223016

BEHEREGARAY, Luciano B. a Adalgisa CACCONE, 2007. Cryptic biodiversity in
a changing world. Journal of Biology [online]. 6(4), 9. ISSN 1475-4924. Dostupné
z: doi:10.1186/jbiol60

BENSON, Dennis A., Mark CAVANAUGH, Karen CLARK, llene KARSCH-
MIZRACHI, David J. LIPMAN, James OSTELL a Eric W. SAYERS, 2012. GenBank.
Nucleic Acids Research [online]. 41(D1), D36-D42. ISSN 0305-1048, 1362-4962.
Dostupné z: doi:10.1093/nar/gks1195

BEZDEK, Jan, 2013. BEZDEK J. 2013: Revision of the genus Hesperopenna
(Coleoptera: Chrysomelidae: Galerucinae). I. Generic redescription, defi nition of species
groups and taxonomy of H. medvedevi species group. Acta Entomologica Musei
Nationalis Pragae 53: 715-746. Acta Entomologica Musei Nationalis Pragae. 53.

BEZERRA-GUSMAO, Maria A., José Renato C. BARBOSA, Maria Regina de V.
BARBOSA, Adelmar G. BANDEIRA a Everardo V. S. B. SAMPAIQ, 2011. Are nests
of Constrictotermes cyphergaster (Isoptera, Termitidae) important in the C cycle in the
driest area of semiarid caatinga in northeast Brazil? Applied Soil Ecology [online]. 47(1),
1-5. ISSN 0929-1393. Dostupné z: doi:10.1016/j.aps0il.2010.11.003

BICKFORD, David, David J. LOHMAN, Navjot S. SODHI, Peter K.L. NG, Rudolf
MEIER, Kevin WINKER, Krista K. INGRAM a Indraneil DAS, 2007. Cryptic species as
a window on diversity and conservation. Trends in Ecology & Evolution [online]. 22(3),
148-155. ISSN 01695347. Dostupné z: doi:10.1016/j.tree.2006.11.004

BLAXTER, Mark L., 2004. The promise of a DNA taxonomy. Philosophical
Transactions of the Royal Society of London. Series B: Biological Sciences [online].
359(1444), 669-679. ISSN 0962-8436, 1471-2970. Dostupné
z: d0i:10.1098/rsth.2003.1447

78



BLAXTER, Mark, Jenna MANN, Tom CHAPMAN, Fran THOMAS, Claire
WHITTON, Robin FLOYD a Eyualem ABEBE, 2005. Defining operational taxonomic
units using DNA barcode data. Philosophical Transactions of the Royal Society B:
Biological Sciences [online]. 360(1462), 1935-1943. ISSN 0962-8436, 1471-2970.
Dostupné z: doi:10.1098/rsth.2005.1725

BOERS, Stefan A., Ruud JANSEN a John P. HAYS, 2019. Understanding and
overcoming the pitfalls and biases of next-generation sequencing (NGS) methods for use
in the routine clinical microbiological diagnostic laboratory. European Journal of
Clinical Microbiology & Infectious Diseases [online]. 38(6), 1059-1070. ISSN 1435-
4373. Dostupné z: doi:10.1007/s10096-019-03520-3

BORATYN, Grzegorz M., Christiam CAMACHO, Peter S. COOPER, George
COULOURIS, Amelia FONG, Ning MA, Thomas L. MADDEN, Wayne T. MATTEN,
Scott D. MCGINNIS, Yuri MEREZHUK, Yan RAYTSELIS, Eric W. SAYERS, Tao
TAO, Jian YE a Irena ZARETSKAYA, 2013. BLAST: a more efficient report with
usability improvements. Nucleic Acids Research [online]. 41(W1), W29-W33.
ISSN 1362-4962, 0305-1048. Dostupné z: doi:10.1093/nar/gkt282

BRAUMAN, Alain, 2000. Effect of gut transit and mound deposit on soil organic
matter transformations in the soil feeding termite: A review§1Paper presented at the 16th
World Congress of Soil Science, 20-26 August 1998, Montpellier, France. European
Journal of Soil Biology [online]. 36(3), 117-125. ISSN 1164-5563. Dostupné
z: doi:10.1016/S1164-5563(00)01058-X

BRONNER, Iraad F. a Michael A. QUAIL, 2019. Best Practices for lllumina Library
Preparation. Current Protocols in Human Genetics [online]. 102(1), e86. ISSN 1934-
8258. Dostupné z: doi:10.1002/cphg.86

BROWER, Andrew, 2006. Problems with DNA barcodes for species delimitation:
“Ten species’ of Astraptes fulgerator reassessed (Lepidoptera: Hesperiidae). Systematics
and Biodiversity [online]. 4, 127-132. Dostupné z: doi:10.1017/S147720000500191X

BUDDHACHAT, Kittisak, = Chadaporn ~ ATTAKITBANCHA,  Onchira
RITBAMRUNG, Kanmethar CHANTHAP, Chatmongkon SUWANNAPOOM a
Korakot NGANVONGPANIT, 2021. Using mini-barcodes coupled with high resolution

melting (minibar-HRM) method for species discrimination across Pangasianodon gigas,

79



Pangasianodon hypophthalmus and Pangasius larnaudii. Aquaculture [online]. 530,
735773. ISSN 00448486. Dostupné z: doi:10.1016/j.aquaculture.2020.735773

CAIN, A. J., 1958. Logic and Memory in Linnaeus’s System of Taxonomy.
Proceedings of the Linnean Society of London [online]. 169(1-2), 144-163. ISSN 1095-
8312. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1111/j.1095-8312.1958.th00819.x

CANARD, Bruno a Robert S. SARFATI, 1994. DNA polymerase fluorescent
substrates with reversible 3'-tags. Gene [online]. 148(1), 1-6. ISSN 0378-1119. Dostupné
z: d0i:10.1016/0378-1119(94)90226-7

CAPINERA, John L., ed., 2008a. Alpha Taxonomy. In: John L. CAPINERA, ed.
Encyclopedia of Entomology [online]. Dordrecht: Springer Netherlands, s. 136-136
[vid. 2021-04-14]. ISBN 978-1-4020-6359-6. Dostupné z: doi:10.1007/978-1-4020-
6359-6_163

CAPINERA, John L., ed., 2008b. Beta Taxonomy. In: John L. CAPINERA, ed.
Encyclopedia of Entomology [online]. Dordrecht: Springer Netherlands, s. 474-474
[vid. 2021-04-14]. ISBN 978-1-4020-6359-6. Dostupné z: doi:10.1007/978-1-4020-
6359-6_289

CAPINERA, John L., ed., 2008c. Gamma Taxonomy. In: John L. CAPINERA, ed.
Encyclopedia of Entomology [online]. Dordrecht: Springer Netherlands, s. 15861586
[vid. 2021-04-14]. ISBN 978-1-4020-6359-6. Dostupné z: doi:10.1007/978-1-4020-
6359-6_1031

CATHERINE SHAFFER, 2017. Challenges with Sanger Sequencing. News-
Medical.net [online] [vid. 2021-04-03]. Dostupné z: https://www.news-medical.net/life-

sciences/Challenges-with-Sanger-Sequencing.aspx

CEP TA CR STARFOS, [b.r.]. Faunistické a ekologické vyhodnoceni ichtyofauny
Ceké republiky - CEP - TA CR Starfos [online] [vid. 2023-02-19]. Dostupné
z: https://starfos.tacr.cz/cs/project/SM%2F620%2F18%2F03

CLARKE, James, Hai-Chen WU, Lakmal JAYASINGHE, Alpesh PATEL, Stuart
REID a Hagan BAYLEY, 2009. Continuous Base Identification for Single-Molecule
Nanopore DNA Sequencing. Nature nanotechnology [online]. 4, 265-70. Dostupné
z: d0i:10.1038/nnano0.2009.12

80



CLARKSTON, Bridgette E. ClarkstonB E. a Gary W. SaundersG W. SAUNDERS,
2010. A comparison of two DNA barcode markers for species discrimination in the red
algal family Kallymeniaceae (Gigartinales, Florideophyceae), with a description of
Euthora timburtonii sp. nov. Botany [online]. [vid.2021-03-26]. Dostupné
z: d0i:10.1139/B09-101

COMER, Jeffrey, Valentin DIMITROV, Qian ZHAO, Gregory TIMP a Aleksei
AKSIMENTIEV, 2009. Microscopic Mechanics of Hairpin DNA Translocation through
Synthetic Nanopores. Biophysical Journal [online]. 96(2), 593-608. ISSN 0006-3495.
Dostupné z: doi:10.1016/j.bpj.2008.09.023

COX, Michael M., Jennifer A. DOUDNA a Michael O’DONNELL, 2012. Molecular
biology: principles and practice. New York, NY: W.H. Freeman and Co. ISBN 978-0-
7167-7998-8.

COYNE, Jerry A. a H. Allen ORR, 2004. Speciation. Sunderland, Mass: Sinauer
Associates. ISBN 978-0-87893-091-3.

CRAMPTON-PLATT, Alex, Martijn J.T.N. TIMMERMANS, Matthew L.
GIMMEL, Sujatha Narayanan KUTTY, Timothy D. COCKERILL, Chey VUN KHEN a
Alfried P. VOGLER, 2015. Soup to Tree: The Phylogeny of Beetles Inferred by
Mitochondrial Metagenomics of a Bornean Rainforest Sample. Molecular Biology and
Evolution [online]. 32(9), 2302-2316. ISSN 0737-4038. Dostupné
z: d0i:10.1093/molbev/msv111

CRAMPTON-PLATT, Alex, Douglas W YU, Xin ZHOU a Alfried P VOGLER,
2016. Mitochondrial metagenomics: letting the genes out of the bottle. GigaScience
[online]. 5(1), s13742-016-0120-y. ISSN 2047-217X. Dostupné z: doi:10.1186/s13742-
016-0120-y

CANDEK, Klemen a Matjaz KUNTNER, 2015. DNA barcoding gap: reliable species
identification over morphological and geographical scales. Molecular Ecology Resources
[online]. 15(2), 268-277. ISSN 1755098X. Dostupné z: doi:10.1111/1755-0998.12304

DAS, Abhaya, 2018. THE FATHER OF TAXONOMY: CARL VON LINNE. In: .

DEAMER, David W. a Daniel BRANTON, 2002. Characterization of nucleic acids
by nanopore analysis. Accounts of Chemical Research [online]. 35(10), 817-825.
ISSN 0001-4842. Dostupné z: doi:10.1021/ar000138m

81



DEANGELIS, M M, D G WANG a T L HAWKINS, 1995. Solid-phase reversible
immobilization for the isolation of PCR products. Nucleic Acids Research. 23(22), 4742—
4743. ISSN 0305-1048.

DEHARVENG, Louis, 2004. Recent advances in Collembola systematics.
Pedobiologia [online]. 48(5), 415-433. ISSN 0031-4056. Dostupné
Z: d0i:10.1016/j.pedobi.2004.08.001

DELSENY, Michel, Bin HAN a Yue le HSING, 2010. High throughput DNA
sequencing: The new sequencing revolution. Plant Science [online]. 179(5), 407-422.
ISSN 0168-9452. Dostupné z: doi:10.1016/j.plantsci.2010.07.019

DEMEREC, M., 1948. Origin of Bacterial Resistance to Antibiotics 1. Journal of
Bacteriology. 56(1), 63—74. ISSN 0021-9193.

DENTINGER, Bryn T. M., Maryna Y. DIDUKH a Jean-Marc MONCALVO, 2011.
Comparing COIl and ITS as DNA Barcode Markers for Mushrooms and Allies
(Agaricomycotina). PLoS ONE [online]. 6(9) [vid. 2021-03-26]. ISSN 1932-6203.
Dostupné z: doi:10.1371/journal.pone.0025081

DESALLE, R, J GATESY, W WHEELER a D GRIMALDI, 1992. DNA sequences
from a fossil termite in Oligo-Miocene amber and their phylogenetic implications.
Science [online]. 257(5078), 1933-1936. ISSN 0036-8075, 1095-9203. Dostupné
z: doi:10.1126/science.1411508

DESJARDINS, Philippe, Joel B. HANSEN a Michael ALLEN, 2009. Microvolume
Protein Concentration Determination using the NanoDrop 2000c Spectrophotometer.
JoVE (Journal of Visualized Experiments) [online]. (33), e1610. ISSN 1940-087X.
Dostupné z: doi:10.3791/1610

DIAGNE, Christophe, Boris LEROY, Anne-Charlotte VAISSIERE, Rodolphe
GOZLAN, David ROIZ, Ivan JARIC, Jean-Michel SALLES, Corey BRADSHAW a
Franck COURCHAMP, 2021. High and rising economic costs of biological invasions
worldwide. Nature [online]. 592. Dostupné z: doi:10.1038/s41586-021-03405-6

DIETEREN, Cindy E. J., Peter H. G. M. WILLEMS, Rutger O. VOGEL, Herman G.
SWARTS, Jack FRANSEN, Ronald ROEPMAN, Gijs CRIENEN, Jan A. M.
SMEITINK, Leo G. J. NUTMANS a Werner J. H. KOOPMAN, 2008. Subunits of

Mitochondrial Complex | Exist as Part of Matrix- and Membrane-associated

82



Subcomplexes in Living Cells. The Journal of Biological Chemistry [online]. 283(50),
34753-34761. ISSN 0021-9258. Dostupné z: doi:10.1074/jbc.M807323200

DOYLE, Jeff a Brandon GAUT, 2000. Evolution of genes and taxa: A primer. Plant
molecular biology [online]. 42, 1-23. ISSN 978-94-010-5833-9. Dostupné
z: doi:10.1023/A:1006349518932

DRESSELHAUS, Mildred S. a Paulo T. ARAUJO, 2010. Perspectives on the 2010
Nobel Prize in physics for graphene. ACS nano [online]. 4(11), 6297—-6302. ISSN 1936-
086X. Dostupné z: doi:10.1021/nn1029789

DUELLI, Peter a Martin K OBRIST, 2003. Biodiversity indicators: the choice of
values and measures. Agriculture, Ecosystems & Environment [online]. 98(1), Biotic
Indicators for Biodiversity and Sustainable Agriculture, 87-98. ISSN 0167-8809.
Dostupné z: doi:10.1016/S0167-8809(03)00072-0

EID, John, Adrian FEHR, Jeremy GRAY, Khai LUONG, John LYLE, Geoff OTTO,
Paul PELUSO, David RANK, Primo BAYBAYAN, Brad BETTMAN, Arkadiusz
BIBILLO, Keith BJORNSON, Bidhan CHAUDHURI, Frederick CHRISTIANS, Ronald
CICERO, Sonya CLARK, Ravindra DALAL, Alex DEWINTER, John DIXON, Mathieu
FOQUET, Alfred GAERTNER, Paul HARDENBOL, Cheryl HEINER, Kevin HESTER,
David HOLDEN, Gregory KEARNS, Xiangxu KONG, Ronald KUSE, Yves LACROIX,
Steven LIN, Paul LUNDQUIST, Congcong MA, Patrick MARKS, Mark MAXHAM,
Devon MURPHY, Insil PARK, Thang PHAM, Michael PHILLIPS, Joy ROY, Robert
SEBRA, Gene SHEN, Jon SORENSON, Austin TOMANEY, Kevin TRAVERS, Mark
TRULSON, John VIECELI, Jeffrey WEGENER, Dawn WU, Alicia YANG, Denis
ZACCARIN, Peter ZHAO, Frank ZHONG, Jonas KORLACH a Stephen TURNER,
2009. Real-time DNA sequencing from single polymerase molecules. Science (New York,
N.Y.) [online]. 323(5910), 133-138. ISSN 1095-9203. Dostupné
z: doi:10.1126/science.1162986

EJSMONT-KARABIN, Jolanta, 2019. Does the world need faunists? Based on rotifer
(Rotifera) occurrence reflections on the role of faunistic research in ecology.
International Review of Hydrobiology [online]. 104(3-4), 49-56. ISSN 1522-2632.
Dostupné z: doi:10.1002/iroh.201901991

83



EMERSON, Alfred Edwards a Frank Albert BANKS, 1965. The neotropical genus
Labiotermes (Holmgren) : its phylogeny, distribution, and ecology (Isoptera, Termitidae,
Nasutitermitinae). American Museum novitates ; no. 2208 [online]. [vid. 2021-03-26].

Dostupné z: http://digitallibrary.amnh.org/handle/2246/3321

ENGEL, Michael S., David A. GRIMALDI a Kumar KRISHNA, 2009. Termites
(Isoptera): Their Phylogeny, Classification, and Rise to Ecological Dominance. American
Museum Novitates [online]. 2009(3650), 1-27. ISSN 0003-0082, 1937-352X. Dostupné
z: d0i:10.1206/651.1

ERWIN, Terry L., 1991. How Many Species Are There?: Revisited. Conservation
Biology. 5(3), 330-333. ISSN 0888-8892.

EVANS, Theodore A., Tracy Z. DAWES, Philip R. WARD a Nathan LO, 2011. Ants
and termites increase crop yield in a dry climate. Nature Communications [online]. 2(1),
262. ISSN 2041-1723. Dostupné z: doi:10.1038/ncomms1257

FERGUSON, Scott, Todd MCLAY, Rose L. ANDREW, Jeremy J. BRUHL,
Benjamin SCHWESSINGER, Justin BOREVITZ a Ashley JONES, 2022. Species-
specific basecallers improve actual accuracy of nanopore sequencing in plants. Plant
Methods [online]. 18(1), 137. ISSN 1746-4811. Dostupné z: doi:10.1186/s13007-022-
00971-2

FOLMER, Ole, Michael BLACK, Hoeh WR, R LUTZ a Robert VRIJENHOEK,
1994. DNA primers for amplification of mitochondrial Cytochrome C oxidase subunit I
from diverse metazoan invertebrates. Molecular marine biology and biotechnology. 3,
294-9.

FOOTTIT, R. a Peter H. ADLER, ed., 2017. Insect biodiversity: science and society.
Second edition. Hoboken, NJ: John Wiley & Sons, Inc. ISBN 978-1-118-94553-7.

FOURDRILIS, Séverine, Patrick MARDULYN, Olivier J. HARDY, Kurt
JORDAENS, Antonio Manuel DE FRIAS MARTINS a Thierry BACKELJAU, 2016.
Mitochondrial DNA hyperdiversity and its potential causes in the marine periwinkle
Melarhaphe neritoides (Mollusca: Gastropoda). PeerJ [online]. 4 [vid. 2021-04-04].
ISSN 2167-8359. Dostupné z: doi:10.7717/peerj.2549

84



FREZAL, Lise a Raphael LEBLOIS, 2008. Four years of DNA barcoding: Current
advances and prospects. Infection, Genetics and Evolution [online]. 8(5), 727-736.
ISSN 15671348. Dostupné z: doi:10.1016/j.meegid.2008.05.005

FRIEDHEIM, Sophie, 2016. Comparison of Species Identification Methods: DNA
Barcoding versus Morphological Taxonomy. Horizons [online]. 1(1). ISSN 2472-5234

(print). Dostupné z: https://kahualike.manoa.hawaii.edu/horizons/vol1/iss1/13

FUKATSU, Takema, 2012. Next-generation sequencing sheds light on intricate
regulation of insect gut microbiota. Molecular Ecology [online]. 21(24), 5908-5910.
ISSN 1365-294X. Dostupné z: doi:10.1111/mec.12090

FUNK, W. Chris, Marcel CAMINER a Santiago R. RON, 2012. High levels of cryptic
species diversity uncovered in Amazonian frogs. Proceedings of the Royal Society B:
Biological Sciences [online]. 279(1734), 1806-1814. Dostupné
z: doi:10.1098/rspbh.2011.1653

GBIF.ORG, 2023. GBIF [online]. Dostupné z: https://www.gbif.org/

GENDRON, Eli M., Joseph L. SEVIGNY, Innocent BYIRINGIRO, W. Kelley
THOMAS, Thomas O. POWERS a Dorota L. PORAZINSKA, 2023. Nematode
mitochondrial metagenomics: A new tool for biodiversity analysis. Molecular Ecology
Resources [online]. ISSN 1755-0998. Dostupné z: doi:10.1111/1755-0998.13761

GILMORE, Scott R., Tom GRAFENHAN, Gerry LOUIS-SEIZE a Keith A.
SEIFERT, 2009. Multiple copies of cytochrome oxidase 1 in species of the fungal genus
Fusarium. Molecular Ecology Resources [online]. 9 Suppl s1, 90-98. ISSN 1755-098X.
Dostupné z: d0i:10.1111/j.1755-0998.2009.02636.x

GUEUNING, Morgan, Dominik GANSER, Simon BLASER, Matthias ALBRECHT,
Eva KNOP, Christophe PRAZ a Juerg E. FREY, 2019. Evaluating next-generation
sequencing (NGS) methods for routine monitoring of wild bees: Metabarcoding,
mitogenomics or NGS barcoding. Molecular Ecology Resources [online]. 19(4), 847—
862. ISSN 1755-0998. Dostupné z: doi:10.1111/1755-0998.13013

HAIRSTON, Nelson G., Frederick E. SMITH a Lawrence B. SLOBODKIN, 1960.
Community Structure, Population Control, and Competition. The American Naturalist
[online]. 94(879), 421-425. ISSN 0003-0147, 1537-5323. Dostupné
z: doi:10.1086/282146

85



HAJIBABAEI, Mehrdad, M. Alex SMITH, Daniel H. JANZEN, Josephine J.
RODRIGUEZ, James B. WHITFIELD a Paul D. N. HEBERT, 2006. A minimalist
barcode can identify a specimen whose DNA is degraded. Molecular Ecology Notes
[online]. 6(4), 959-964. ISSN 1471-8286. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1111/j.1471-8286.2006.01470.x

HALLMANN, Caspar A., Martin SORG, Eelke JONGEJANS, Henk SIEPEL, Nick
HOFLAND, Heinz SCHWAN, Werner STENMANS, Andreas MULLER, Hubert
SUMSER, Thomas HORREN, Dave GOULSON a Hans de KROON, 2017. More than
75 percent decline over 27 years in total flying insect biomass in protected areas. PLOS
ONE [online]. 12(10), e01858009. ISSN 1932-6203. Dostupné
z: d0i:10.1371/journal.pone.0185809

HAMMOND, Peter, 1992. Species Inventory. In: Brian GROOMBRIDGE, ed.
Global Biodiversity: Status of the Earth’s Living Resources [online]. Dordrecht: Springer
Netherlands, s.17-39 [vid. 2021-03-31]. ISBN 978-94-011-2282-5. Dostupné
z: doi:10.1007/978-94-011-2282-5 4

HANNER, Robert H. a T. Ryan GREGORY, 2007. Genomic Diversity Research and
the Role of Biorepositories. Cell Preservation Technology [online]. 5(2), 93-103.
ISSN 1538-344X, 1557-8119. Dostupné z: doi:10.1089/cpt.2007.9993

HANSEN, Thomas V. O., Mette K. SIMONSEN, Finn C. NIELSEN a Yrsa Andersen
HUNDRUP, 2007. Collection of blood, saliva, and buccal cell samples in a pilot study
on the Danish nurse cohort: comparison of the response rate and quality of genomic DNA.
Cancer Epidemiology, Biomarkers & Prevention: A Publication of the American
Association for Cancer Research, Cosponsored by the American Society of Preventive
Oncology [online]. 16(10), 2072—2076. ISSN 1055-9965. Dostupné z: doi:10.1158/1055-
9965.EPI-07-0611

HAUSMANN, Axel, Juliane DILLER, Jerome MORINIERE, Amelie HOCHERL,
Andreas FLOREN a Gerhard HASZPRUNAR, 2020. DNA barcoding of fogged
caterpillars in Peru: A novel approach for unveiling host-plant relationships of tropical
moths (Insecta, Lepidoptera). PLOS ONE [online]. 15(1), e0224188. ISSN 1932-6203.
Dostupné z: doi:10.1371/journal.pone.0224188

86



HAWKSWORTH, David, MT KALIN-ARROYO, Peter HAMMOND, RE
RICKLEFS, Michael SAMWAYS, B AGUIRRE-HUDSON, M DADD, B
GROOMBRIDGE, J HODGES, Martin JENKINS, MH MENGESHA, William GRANT,
Roger LATHAM, Thomas LEWINSOHN, Deborah LODGE, Norman PLATNICK,
David WRIGHT, TM CROWE a CA STACE, 1995. GBA(1995)-Ch 3-part 1. 1995.

HEBERT, P. D. N., E. H. PENTON, J. M. BURNS, D. H. JANZEN a W.
HALLWACHS, 2004a. Ten species in one: DNA barcoding reveals cryptic species in the
neotropical skipper butterfly Astraptes fulgerator. Proceedings of the National Academy
of Sciences [online]. 101(41), 14812-14817. ISSN 0027-8424, 1091-6490. Dostupné
z: d0i:10.1073/pnas.0406166101

HEBERT, Paul D. N., Alina CYWINSKA, Shelley L. BALL a Jeremy R.
DEWAARD, 2003a. Biological identifications through DNA barcodes. Proceedings of
the Royal Society of London. Series B: Biological Sciences [online]. 270(1512), 313-321.
ISSN 0962-8452, 1471-2954. Dostupné z: doi:10.1098/rspb.2002.2218

HEBERT, Paul D. N. a T. Ryan GREGORY, 2005. The Promise of DNA Barcoding
for Taxonomy. Systematic Biology [online]. 54(5), 852-859. ISSN 1076-836X, 1063-
5157. Dostupné z: doi:10.1080/10635150500354886

HEBERT, Paul D. N, Mark Y STOECKLE, Tyler S ZEMLAK a Charles M
FRANCIS, 2004b. Identification of Birds through DNA Barcodes. PLoS Biology [online].
2(10), e312. ISSN 1545-7885. Dostupné z: doi:10.1371/journal.pbio.0020312

HEBERT, Paul D.N., Sujeevan RATNASINGHAM a Jeremy R. DE WAARD,
2003b. Barcoding animal life: cytochrome ¢ oxidase subunit 1 divergences among closely
related species. Proceedings of the Royal Society of London. Series B: Biological Sciences
[online]. 270(suppl_1) [vid. 2021-03-26]. ISSN 0962-8452, 1471-2954. Dostupné
z: d0i:10.1098/rsbhl.2003.0025

HEEREMA, Stephanie J. a Cees DEKKER, 2016. Graphene nanodevices for DNA
sequencing. Nature Nanotechnology [online]. 11(2), 127-136. ISSN 1748-3395.
Dostupné z: doi:10.1038/nnano.2015.307

HENNIG, W., [b.r.]. Insect phylogeny. Insect phylogeny. [online]. 1981 [vid. 2021-
03-26]. Dostupné z: https://www.cabdirect.org/cabdirect/abstract/19810583224

87



HILLIS, David, 2003. Molecular Versus Morphological Approaches To Systematics.
Annual Review of Ecology and Systematics [online]. 18, 23-42. Dostupné
Z: doi:10.1146/annurev.es.18.110187.000323

HOLLINGSWORTH, Peter M., Laura L. FORREST, John L. SPOUGE, 2009. A
DNA barcode for land plants. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America [online]. 106(31), 12794-12797. ISSN 0027-8424. Dostupné
Z: d0i:10.1073/pnas.0905845106

HOLLINGSWORTH, Peter M., Sean W. GRAHAM a Damon P. LITTLE, 2011.
Choosing and Using a Plant DNA Barcode. PLOS ONE [online]. 6(5), €19254.
ISSN 1932-6203. Dostupné z: doi:10.1371/journal.pone.0019254

HOSSEINKHANI, Saman, 2011. Molecular enigma of multicolor bioluminescence
of firefly luciferase. Cellular and Molecular Life Sciences [online]. 68(7), 1167-1182.
ISSN 1420-9071. Dostupné z: doi:10.1007/s00018-010-0607-0

HOWORKA, S., S. CHELEY a H. BAYLEY, 2001. Sequence-specific detection of
individual DNA strands using engineered nanopores. Nature Biotechnology [online].
19(7), 636-639. ISSN 1087-0156. Dostupné z: doi:10.1038/90236

HTTPWWW.BOLDSYSTEMS.ORG, (online). Bold Systems v4 [online] [vid. 2023-
04-03]. Dostupné z: http://www.boldsystems.org/index.php/

HURST, Greg a Francis JIGGINS, 2005. Problems with mitochondrial DNA as a
marker in population, phylogeographic and phylogenetic studies: The effects of inherited
symbionts. Proceedings. Biological sciences / The Royal Society [online]. 272, 1525-34.
Dostupné z: doi:10.1098/rspb.2005.3056

CHANGBUNJONG, Tanasak, Thekhawet WELUWANARAK, Poonyapat
SEDWISAI, Jiraporn RUANGSITTICHAI, Gerard DUVALLET a Theeraphap
CHAREONVIRIYAPHAP, 2020. New records and DNA barcoding of deer flies,
Chrysops (Diptera: Tabanidae) in Thailand. Acta Tropica [online]. 210, 105532.
ISSN 0001-706X. Dostupné z: doi:10.1016/j.actatropica.2020.105532

CHAPMAN, Arthur, 2009. Numbers of Living Species in Australia and the World
2nd edn. ISBN 978-0-642-56861-8.

88



CHEN, Wei-Yun, Ting-Hsuan HUNG a Shiuh-Feng SHIAO, 2004. Molecular
Identification of Forensically Important Blow Fly Species (Diptera: Calliphoridae) in
Taiwan. Journal of Medical Entomology [online]. 41(1), 47-57. ISSN 0022-2585, 1938-
2928. Dostupné z: doi:10.1603/0022-2585-41.1.47

CHEN, Zhoutao, Long PHAM, Tsai-Chin WU, Guoya MO, Yu XIA, Peter L.
CHANG, Devin PORTER, Tan PHAN, Huu CHE, Hao TRAN, Vikas BANSAL, Justin
SHAFFER, Pedro BELDA-FERRE, Greg HUMPHREY, Rob KNIGHT, Pavel
PEVZNER, Son PHAM, Yong WANG a Ming LEI, 2020. Ultralow-input single-tube
linked-read library method enables short-read second-generation sequencing systems to
routinely generate highly accurate and economical long-range sequencing information.
Genome Research [online]. 30(6), 898-909. ISSN 1088-9051, 1549-5469. Dostupné
z: doi:10.1101/gr.260380.119

JAIN, Miten, S. KOREN, J. QUICK, A. C. RAND, T. A. SASANI, J. R. TYSON, A.
D. BEGGS, A. T. DILTHEY, I. T. FIDDES, S. MALLA, H. MARRIOTT, K. H. MIGA,
T. NIETO, J. O'GRADY, H. E. OLSEN, B. S. PEDERSEN, A. RHIE, H.
RICHARDSON, A. R. QUINLAN, T. P. SNUTCH, L. TEE, B. PATEN, A. M.
PHILLIPPY, J. T. SIMPSON, N. J. LOMAN a M. LOOSE, 2017. Nanopore sequencing
and assembly of a human genome with ultra-long reads [online]. 20. duben 2017. B.m.:
bioRxiv. [vid. 2023-03-29]. Dostupné z: doi:10.1101/128835

JANDA, J. Michael a Sharon L. ABBOTT, 2007. 16S rRNA Gene Sequencing for
Bacterial Identification in the Diagnostic Laboratory: Pluses, Perils, and Pitfalls. Journal
of Clinical Microbiology [online]. 45(9), 2761-2764. ISSN 0095-1137. Dostupné
z: doi:10.1128/JCM.01228-07

JARMAN a ELLIOTT, 2000. DNA evidence for morphological and cryptic Cenozoic
speciations in the Anaspididae, ,,living fossils" from the Triassic. Journal of Evolutionary
Biology [online]. 13(4), 624-633. |ISSN 1010-061X, 1420-9101. Dostupné
z: doi:10.1046/j.1420-9101.2000.00207.x

JENKINS, Martin, 1992. Species Diversity: An Introduction. In: Brian
GROOMBRIDGE, ed. Global Biodiversity: Status of the Earth’s Living Resources
[online]. Dordrecht: Springer Netherlands, s. 40-46 [vid. 2021-03-31]. ISBN 978-94-
011-2282-5. Dostupné z: doi:10.1007/978-94-011-2282-5 5

89



JONES, Martin, Anisah GHOORAH a Mark BLAXTER, 2011. jMOTU and
Taxonerator: Turning DNA Barcode Sequences into Annotated Operational Taxonomic
Units. PLOS ONE [online]. 6(4), €19259. ISSN 1932-6203. Dostupné
Z: doi:10.1371/journal.pone.0019259

JORDANCUFF, 2021. Primer time: a rollercoaster ride through metabarcoding PCR
primer design. Biocoenosis [online]. [vid. 2021-04-11]. Dostupné

z: https://biocoenosis.org/2021/03/29/primer-time/

JOUQUET, Pascal, Saran TRAORE, Chutinan CHOOSALI, Christian HARTMANN
a David BIGNELL, 2011. Influence of termites on ecosystem functioning. Ecosystem
services provided by termites. European Journal of Soil Biology [online]. 47(4), 215—
222. ISSN 1164-5563. Dostupné z: doi:10.1016/j.ejsobi.2011.05.005

JURICKOVA, Lucie a Vojen LOZEK, [b.r.]. Faunistika pro 21. stoleti II. Pfinos
faunistiky k poznani nasi ptirody a krajiny a vyhledy do budoucna. 2004.

KANAGAWA, Takahiro, 2003. Bias and artifacts in multitemplate polymerase chain
reactions (PCR). Journal of Bioscience and Bioengineering [online]. 96(4), 317-323.
ISSN 1389-1723. Dostupné z: doi:10.1016/S1389-1723(03)90130-7

KASIANOWICZ, JohnJ., Eric BRANDIN, Daniel BRANTON a David W.
DEAMER, 1996. Characterization of individual polynucleotide molecules using a
membrane channel. Proceedings of the National Academy of Sciences [online]. 93(24),
13770-13773. Dostupné z: do0i:10.1073/pnas.93.24.13770

KHAN, Md. Aslam, Wasim AHMAD a Bishwajeet PAUL, 2018. Ecological Impacts
of Termites. In: Md. Aslam KHAN a Wasim AHMAD, ed. Termites and Sustainable
Management [online]. Cham: Springer International Publishing, s. 201-216 [vid. 2021-
04-09]. ISBN 978-3-319-72109-5. Dostupné z: doi:10.1007/978-3-319-72110-1_10

KNOWLTON, Nancy a Lee A. WEIGT, 1998. New dates and new rates for
divergence across the Isthmus of Panama. Proceedings of the Royal Society of London.
Series B: Biological Sciences [online]. 265(1412), 2257-2263. Dostupné
z: doi:10.1098/rspb.1998.0568

KONDO, Natsuko, Naruo NIKOH, Nobuyuki IJICHI, Masakazu SHIMADA a
Takema FUKATSU, 2002. Genome fragment of Wolbachia endosymbiont transferred to

X chromosome of host insect. Proceedings of the National Academy of Sciences [online].

90



99(22), 14280-14285. ISSN 0027-8424, 1091-6490. Dostupné
z: doi:10.1073/pnas.222228199

KRESS, W. J. a D. L. ERICKSON, 2008. DNA barcodes: Genes, genomics, and
bioinformatics. Proceedings of the National Academy of Sciences [online]. 105(8), 2761
2762. ISSN 0027-8424, 1091-6490. Dostupné z: doi:10.1073/pnas.0800476105

KRESS, W. John, Kenneth J. WURDACK, Elizabeth A. ZIMMER, Lee A. WEIGT
a Daniel H. JANZEN, 2005. Use of DNA barcodes to identify flowering plants.
Proceedings of the National Academy of Sciences [online]. 102(23), 8369-8374.
ISSN 0027-8424, 1091-6490. Dostupné z: doi:10.1073/pnas.0503123102

KUNPROM, Chonticha a Pairot PRAMUAL, 2019. DNA barcoding of fruit flies
(Diptera: Tephritidae) in Thailand: ambiguity, misidentification and cryptic diversity.
Mitochondrial DNA Part A [online]. 30(8), 861-873. ISSN 2470-1394. Dostupné
z: doi:10.1080/24701394.2019.1693550

LAHAYE, R., M. VAN DER BANK, D. BOGARIN, J. WARNER, F. PUPULIN, G.
GIGOT, O. MAURIN, S. DUTHOIT, T. G. BARRACLOUGH a V. SAVOLAINEN,
2008. DNA barcoding the floras of biodiversity hotspots. Proceedings of the National
Academy of Sciences [online]. 105(8), 2923-2928. ISSN 0027-8424, 1091-6490.
Dostupné z: doi:10.1073/pnas.0709936105

LEE, Joon-Ho a Seung-Tae KIM, 2001. USE OF SPIDERS AS NATURAL
ENEMIES TO CONTROL RICE PESTS IN KOREA. 13.

LEVENE, M. J., J. KORLACH, S. W. TURNER, M. FOQUET, H. G. CRAIGHEAD
a W. W. WEBB, 2003. Zero-Mode Waveguides for Single-Molecule Analysis at High
Concentrations. Science [online]. 299(5607), 682-686. Dostupné
z: doi:10.1126/science.1079700

LI, J., D. STEIN, C. MCMULLAN, D. BRANTON, M. J. AZIZ a J. A.
GOLOVCHENKO, 2001. lon-beam sculpting at nanometre length scales. Nature
[online]. 412(6843), 166—169. ISSN 0028-0836. Dostupné z: doi:10.1038/35084037

LINDSAY, Stuart, 2016. The promises and challenges of solid-state sequencing.
Nature Nanotechnology [online]. 11(2), 109-111. ISSN 1748-3395. Dostupné
z: d0i:10.1038/nnano.2016.9

91



LIU, Mingxin, Laurence J. CLARKE, Susan C. BAKER, Gregory J. JORDAN a
Christopher P. BURRIDGE, 2020. A practical guide to DNA metabarcoding for
entomological ecologists. Ecological Entomology [online]. 45(3), 373-385. ISSN 1365-
2311. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1111/een.12831

LIU, Shanlin, Xin WANG, Lin XIE, Meihua TAN, Zhenyu LI, Xu SU, Hao ZHANG,
Bernhard MISOF, Karl M. KJER, Min TANG, Oliver NIEHUIS, Hui JIANG a Xin
ZHOU, 2016. Mitochondrial capture enriches mito-DNA 100 fold, enabling PCR-free
mitogenomics biodiversity analysis. Molecular Ecology Resources [online]. 16(2), 470—
479. ISSN 1755-0998. Dostupné z: doi:10.1111/1755-0998.12472

LOZUPONE, Catherine A. a Rob KNIGHT, 2007. Global patterns in bacterial
diversity. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America  [online].  104(27), 11436-11440.  ISSN 0027-8424.  Dostupné
z: d0i:10.1073/pnas.0611525104

LOZEK, Vojen a Lucie JURICKOVA, [b.r.]. Faunistika pro 21. stoleti I. Historie

terénniho vyzkumu — od sbératelstvi ke komplexnimu hodnoceni. 2004.

M. HERNANDEZ-TRIANA, Luis, Victor A. BRUGMAN, Nadya I. NIKOLOVA,
IGNACIO RUIZ-ARRONDO, Elsa BARRERO, Leigh THORNE, Mar FERNANDEZ
DE MARCO, Andreas KRUGER, Sarah LUMLEY, Nicholas JOHNSON a Anthony R.
FOOKS, 2019. DNA barcoding of British mosquitoes (Diptera, Culicidae) to support
species identification, discovery of cryptic genetic diversity and monitoring invasive
species.  ZooKeys  [online]. 832, 57-76.  ISSN 1313-2989.  Dostupné
Z: d0i:10.3897/zookeys.832.32257

MAGALHAES, Ivan a Adalberto SANTOS, 2012. Phylogenetic analysis of
Micrathena and Chaetacis spiders (Araneae: Araneidae) reveals multiple origins of
extreme sexual size dimorphism and long abdominal spines. Zoological Journal of the
Linnean  Society  [online].  166(1), 14-53. ISSN 0024-4082.  Dostupné
z: doi:10.1111/j.1096-3642.2012.00831.x

MAILHE, Morgane, Davide RICABONI, Véronique VITTON, Jean-Michel
GONZALEZ, Dipankar BACHAR, Grégory DUBOURG, Frédéric CADORET,
Catherine ROBERT, Jérémy DELERCE, Anthony LEVASSEUR, Pierre-Edouard
FOURNIER, Emmanouil ANGELAKIS, Jean-Christophe LAGIER a Didier RAOULT,

92



2018. Repertoire of the gut microbiota from stomach to colon using culturomics and next-
generation sequencing. BMC Microbiology [online]. 18(1), 157. ISSN 1471-2180.
Dostupné z: doi:10.1186/s12866-018-1304-7

MAMANOVA, Lira, Alison J. COFFEY, Carol E. SCOTT, lwanka KOZAREWA,
Emily H. TURNER, Akash KUMAR, Eleanor HOWARD, Jay SHENDURE a Daniel J.
TURNER, 2010. Target-enrichment strategies for next-generation sequencing. Nature
Methods [online]. 7(2), 111-118. ISSN 1548-7105. Dostupné z: doi:10.1038/nmeth.1419

MARGULIES, Marcel, Michael EGHOLM, William E. ALTMAN, Said A, 2005.
Genome sequencing in microfabricated high-density picolitre reactors. Nature [online].
437(7057), 376-380. ISSN 1476-4687. Dostupné z: doi:10.1038/nature03959

MARSH, Sharon, 2010. Chapter 8 - Pyrosequencing. In: George P. PATRINOS a
Wilhelm J. ANSORGE, ed. Molecular Diagnostics (Second Edition) [online]. San Diego:
Academic Press, s.107-116 [vid. 2023-03-19]. ISBN 978-0-12-374537-8. Dostupné
z: doi:10.1016/B978-0-12-374537-8.00008-0

MARSOLAIS, G., R. DUBUC, J. BERGERON, J. D. MORREY, E. J. KELLY a M.
K. JACKSON, 1994. Importance of primer selection in the application of PCR
technology to the diagnosis of bovine leukemia virus. Journal of Veterinary Diagnostic
Investigation: Official Publication of the American Association of Veterinary Laboratory
Diagnosticians, Inc  [online]. 6(3), 297-301. ISSN 1040-6387. Dostupné
z: doi:10.1177/104063879400600303

MAY, Robert M., 1988. How Many Species Are There on Earth? Science [online].
241(4872), 1441-1449. ISSN 0036-8075, 1095-9203. Dostupné
z: doi:10.1126/science.241.4872.1441

MAY, Robert M. a Paul H. HARVEY, 2009. Species uncertainties. Science (New
York, N.Y.) [online]. 323(5915), 687. ISSN 1095-9203.  Dostupné
z: doi:10.1126/science.1170937

MAYDEN, R. L., 1997. A Hierarchy of Species Concepts: The Denouement in the
Saga of the Species Problem. In: M. F. CLARIDGE, H. A. DAWAH a M. R. WILSON,
ed. Species: The units of diversity,. B.m.: Chapman & Hall, s. 381-423.

MAYR, E, G T LINDSEY a R L URSINGER, 1969. Methods and Principles of
Systematic Zoology. 168.

93



MAYR, Ernst a Niles ELDREDGE, 1999. Systematics and the Origin of Species from
the Viewpoint of a Zoologist: With a New Introduction by the Author. Cambridge, Mass:
Harvard University Press. ISBN 978-0-674-86250-0.

MCCARTHY, Alice, 2010. Third Generation DNA Sequencing: Pacific Biosciences’
Single Molecule Real Time Technology. Chemistry & Biology [online]. 17(7), 675-676.
ISSN 10745521. Dostupné z: doi:10.1016/j.chembiol.2010.07.004

MEDINGER, Ralph, Viola NOLTE, Ram Vinay PANDEY, Steffen JOST, Birgit
OTTENWALDER, Christian SCHLOTTERER a Jens BOENIGK, 2010. Diversity in a
hidden world: potential and limitation of next-generation sequencing for surveys of
molecular diversity of eukaryotic microorganisms. Molecular Ecology [online]. 19(s1),
32-40. ISSN 1365-294X. Dostupné z: doi:10.1111/j.1365-294X.2009.04478.x

MEIER, Rudolf, Kwong SHIYANG, Gaurav VAIDYA a Peter K. L. NG, 2006. DNA
barcoding and taxonomy in Diptera: a tale of high intraspecific variability and low
identification success. Systematic Biology [online]. 55(5), 715-728. ISSN 1063-5157.
Dostupné z: doi:10.1080/10635150600969864

MEUSNIER, Isabelle, Gregory AC SINGER, Jean-Frangois LANDRY, Donal A.
HICKEY, Paul DN HEBERT a Mehrdad HAJIBABAEI, 2008. A universal DNA mini-
barcode for biodiversity analysis. BMC Genomics [online]. 9(1), 214. ISSN 1471-2164.
Dostupné z: doi:10.1186/1471-2164-9-214

MILLS, N. J., 1985. Some observations on the role of predation in the natural
regulation of Ips typographus populationsl. Zeitschrift fiir Angewandte Entomologie
[online]. 99(1-5), 209-215. ISSN 1439-0418. Dostupné z: doi:10.1111/j.1439-
0418.1985.th01980.x

MOHAMEDSAID, Mohamed, 1993. An interesting new species of Liroetiella from
Sabah, Malaysia (Coleoptera, Chrysomelidae, Galerucinae). Entomological Review
Japan. 48, 45-46.

MORA, Camilo, Derek P. TITTENSOR, Sina ADL, Alastair G. B. SIMPSON a Boris
WORM, 2011. How Many Species Are There on Earth and in the Ocean? PLoS Biology
[online]. 9(8), e1001127. ISSN 1545-7885. Dostupné
z: doi:10.1371/journal.pbio.1001127

94



MORTON, N E, 1991. Parameters of the human genome. Proceedings of the National
Academy of Sciences [online]. 88(17), 7474-7476. Dostupné
Z: d0i:10.1073/pnas.88.17.7474

MOUNT, David W., 2001. Bioinformatics: sequence and genome analysis. Cold
Spring Harbor, N.Y: Cold Spring Harbor Laboratory Press. ISBN 978-0-87969-655-9.

MUKABAYIRE, O., D. BOCCOLINI, L. LOCHOUARN, D. FONTENILLE a N. J.
BESANSKY, 1999. Mitochondrial and ribosomal internal transcribed spacer (ITS2)
diversity of the African malaria vector Anopheles funestus. Molecular Ecology [online].
8(2), 289-297. ISSN 0962-1083, 1365-294X. Dostupné z: doi:10.1046/j.1365-
294X.1999.00567.x

MULLIS, Kary B., Fran?cois FERR?E a Richard A. GIBBS, 1994. The Polymerase
Chain Reaction. B.m.: Birkhduser. ISBN 978-3-7643-3750-6.

NISHIGUCHI, Michele K., Phaedra DOUKAKIS, Mary EGAN, David KIZIRIAN,
Aloysius PHILLIPS, Lorenzo PRENDINI, Howard C. ROSENBAUM, Elizabeth
TORRES, Yael WYNER, Rob DESALLE a Gonzalo GIRIBET, 2002. DNA Isolation
Procedures. In: Rob DESALLE, Gonzalo GIRIBET a Ward WHEELER, ed. Techniques
in Molecular Systematics and Evolution [online]. Basel: Birkhduser Basel, s. 249-287
[vid. 2023-03-11]. ISBN 978-3-7643-6257-7. Dostupné z: doi:10.1007/978-3-0348-
8125-8 12

NIXON, Kevin C. a Quentin D. WHEELER, 1990. An Amplification of the
Phylogenetic Species Concept. Cladistics [online]. 6(3), 211-223. ISSN 1096-0031.
Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1111/j.1096-0031.1990.tb00541.x

NOVOSELOV, K. S., A. K. GEIM, S. V. MOROZOV, D. JIANG, Y. ZHANG, S. V.
DUBONQOS, I. V. GRIGORIEVA a A. A. FIRSOV, 2004. Electric Field Effect in
Atomically Thin Carbon Films. Science [online]. 306(5696), 666—669. Dostupné
z: doi:10.1126/science.1102896

NOWROUSIAN, Minou, 2010. Next-Generation Sequencing Techniques for
Eukaryotic Microorganisms: Sequencing-Based Solutions to Biological Problems.
Eukaryotic Cell [online]. 9(9), 1300-1310. Dostupné z: doi:10.1128/EC.00123-10

95



NYFFELER, M. a G. BENZ, 1987. Spiders in natural pest control: A reviewl.
Journal of Applied Entomology [online]. 103(1-5), 321-339. ISSN 1439-0418. Dostupné
Z: d0i:10.1111/j.1439-0418.1987.tb00992.x

NYREN, P., 1987. Enzymatic method for continuous monitoring of DNA polymerase
activity. Analytical Biochemistry [online]. 167(2), 235-238. ISSN 0003-2697. Dostupné
z: doi:10.1016/0003-2697(87)90158-8

ORRELL, Thomas, YR ROSKOV, Luisa ABUCAY, Nicolas BAILLY, Paul KIRK,
Thierry BOURGOIN, R.E. DEWALT, Wim DECOCK, Aaike DE WEVER a D.
NICOLSON, 2018. Species 2000 & ITIS Catalogue of Life, 2018 Annual Checklist.

OSAWA, Naoya a Takayoshi NISHIDA, 1992. Seasonal variation in elytral colour
polymorphism in Harmonia axyridis (the ladybird beetle): the role of non-random mating.
Heredity [online]. 69(4), 297-307. ISSN 1365-2540. Dostupné
Z: d0i:10.1038/hdy.1992.129

PASSAMONTI, Marco a Fabrizio GHISELLI, 2009. Doubly uniparental inheritance:
two mitochondrial genomes, one precious model for organelle DNA inheritance and
evolution. DNA and cell biology [online]. 28(2), 79-89. ISSN 1557-7430. Dostupné
z: doi:10.1089/dna.2008.0807

PASSAMONTI, Marco, Andrea RICCI, Liliana MILANI a Fabrizio GHISELLI,
2011. Mitochondrial genomes and Doubly Uniparental Inheritance: new insights from
Musculista senhousia sex-linked mitochondrial DNAs (Bivalvia Mytilidae). BMC
Genomics [online]. 12(1), 442. ISSN 1471-2164. Dostupné z: d0i:10.1186/1471-2164-
12-442

PAWLOWSKI, Jan, Stéphane AUDIC, Sina ADL, David BASS, Lassaad
BELBAHRI, Cédric BERNEY, Samuel S. BOWSER, Ivan CEPICKA, Johan DECELLE,
Micah DUNTHORN, Anna Maria FIORE-DONNO, Gillian H. GILE, Maria
HOLZMANN, Regine JAHN, Miloslav J IRKIoj, Patrick J. KEELING, Martin KOSTKA,
Alexander KUDRYAVTSEV, Enrique LARA, Julius LUKES, David G. MANN, Edward
A. D. MITCHELL, Frank NITSCHE, Maria ROMERALO, Gary W. SAUNDERS,
Alastair G. B. SIMPSON, Alexey V. SMIRNOV, John L. SPOUGE, Rowena F. STERN,
Thorsten STOECK, Jonas ZIMMERMANN, David SCHINDEL a Colomban
DE VARGAS, 2012. CBOL Protist Working Group: Barcoding Eukaryotic Richness

96



beyond the Animal, Plant, and Fungal Kingdoms. PLoS Biology [online]. 10(11)
[vid. 2021-03-26]. ISSN 1544-9173. Dostupné z: doi:10.1371/journal.pbio.1001419

PIMM, S. L., G. J. RUSSELL, J. L. GITTLEMAN a T. M. BROOKS, 1995. The
Future of Biodiversity. Science [online]. 269(5222), 347-350. ISSN 0036-8075, 1095-
9203. Dostupné z: doi:10.1126/science.269.5222.347

POLLARD, Thomas D, William C EARNSHAW, Jennifer LIPPINCOTT-
SCHWARTZ a Graham T JOHNSON, 2017. Cell biology. ISBN 978-0-323-34126-4.

PORAZINSKA, Dorota L., Robin M. GIBLIN-DAVIS, Lina FALLER, William
FARMERIE, Natsumi KANZAKI, Krystalynne MORRIS, Thomas O. POWERS,
Abraham E. TUCKER, Way SUNG a W. Kelley THOMAS, 2009. Evaluating high-
throughput sequencing as a method for metagenomic analysis of nematode diversity.
Molecular Ecology Resources [online]. 9(6), 1439-1450. ISSN 1755-0998. Dostupné
z: doi:10.1111/j.1755-0998.2009.02611.x

PORAZINSKA, Dorota L., Robin M. GIBLIN-DAVIS, Thomas O. POWERS a W.
Kelley THOMAS, 2012. Nematode Spatial and Ecological Patterns from Tropical and
Temperate Rainforests. PLOS ONE [online]. 7(9), e44641. ISSN 1932-6203. Dostupné
z: doi:10.1371/journal.pone.0044641

POWERS, T.0., 1992. Molecular diagnostics for plant nematodes. Parasitology
Today [online]. 8(5), 177-179. ISSN 01694758. Dostupné z: doi:10.1016/0169-
4758(92)90017-V

PRZEPIORA, Fabian, Jan LOCH a Michat CIACH, 2020. Bark beetle infestation
spots as biodiversity hotspots: Canopy gaps resulting from insect outbreaks enhance the
species richness, diversity and abundance of birds breeding in coniferous forests. Forest
Ecology and Management [online]. 473, 118280. ISSN 0378-1127. Dostupné
z: doi:10.1016/j.foreco.2020.118280

PUILLANDRE, N., A. LAMBERT, S. BROUILLET a G. ACHAZ, 2012. ABGD,
Automatic Barcode Gap Discovery for primary species delimitation: ABGD,
AUTOMATIC BARCODE GAP DISCOVERY. Molecular Ecology [online]. 21(8),
1864-1877. ISSN 09621083. Dostupné z: doi:10.1111/j.1365-294X.2011.05239.x

97



PURTY, Ram Singh a Sayan CHATTERJEE, 2016. DNA Barcoding: An Effective
Technique in Molecular Taxonomy. Austin Journal of Biotechnology & Bioengineering.
3, 1059.

QIN, Dahui, 2019. Next-generation sequencing and its clinical application. Cancer
Biology & Medicine [online]. 16(1), 4-10. ISSN 2095-3941. Dostupné
z: doi:10.20892/j.issn.2095-3941.2018.0055

RAMIREZ-GONZALEZ, Ricardo, Douglas W. YU, Catharine BRUCE, Darren
HEAVENS, Mario CACCAMO a Brent C. EMERSON, 2013. PyroClean: Denoising
Pyrosequences from Protein-Coding Amplicons for the Recovery of Interspecific and
Intraspecific Genetic Variation. PLoS ONE [online]. 8(3), e57615. ISSN 1932-6203.
Dostupné z: doi:10.1371/journal.pone.0057615

RATNASINGHAM, Sujeevan a Paul D. N. HEBERT, 2007. BARCODING: bold:
The Barcode of Life Data System (http://www.barcodinglife.org): BARCODING.
Molecular Ecology Notes [online]. 7(3), 355-364. ISSN 14718278. Dostupné
z: d0i:10.1111/j.1471-8286.2007.01678.x

RATNASINGHAM, Sujeevan a Paul D. N. HEBERT, 2013. A DNA-Based Registry
for All Animal Species: The Barcode Index Number (BIN) System. PLoS ONE [online].
8(7), €66213. ISSN 1932-6203. Dostupné z: doi:10.1371/journal.pone.0066213

REES, Helen C., Ben C. MADDISON, David J. MIDDLEDITCH, James R.M.
PATMORE a Kevin C. GOUGH, 2014. REVIEW: The detection of aquatic animal
species using environmental DNA — a review of eDNA as a survey tool in ecology.
Journal of Applied Ecology [online]. 51(5), 1450-1459. ISSN 1365-2664. Dostupné
z: doi:10.1111/1365-2664.12306

RIEHLE, M. M., W. M. GUELBEOGO, A. GNEME, K. EIGLMEIER, I. HOLM, E.
BISCHOFF, T. GARNIER, G. M. SNYDER, X. LI, K. MARKIANOS, N. SAGNON a
K. D. VERNICK, 2011. A Cryptic Subgroup of Anopheles gambiae Is Highly Susceptible
to Human Malaria Parasites. Science [online]. 331(6017), 596-598. ISSN 0036-8075,
1095-9203. Dostupné z: doi:10.1126/science.1196759

RONAGHI, M., S. KARAMOHAMED, B. PETTERSSON, M. UHLEN a P.
NYREN, 1996. Real-time DNA sequencing using detection of pyrophosphate release.

98



Analytical Biochemistry [online]. 242(1), 84-89. ISSN 0003-2697. Dostupné
z: doi:10.1006/abi0.1996.0432

ROTHBERG, Jonathan M., Wolfgang HINZ, Todd M. REARICK, Jonathan
SCHULTZ, William MILESKI, Mel DAVEY, John H. LEAMON, Kim JOHNSON,
Mark J. MILGREW, Matthew EDWARDS, Jeremy HOON, Jan F. SIMONS, David
MARRAN, Jason W. MYERS, John F. DAVIDSON, Annika BRANTING, John R.
NOBILE, Bernard P. PUC, David LIGHT, Travis A. CLARK, Martin HUBER, Jeffrey
T. BRANCIFORTE, Isaac B. STONER, Simon E. CAWLEY, Michael LYONS, Yutao
FU, Nils HOMER, Marina SEDOVA, Xin MIAO, Brian REED, Jeffrey SABINA, Erika
FEIERSTEIN, Michelle SCHORN, Mohammad ALANJARY, Eileen DIMALANTA,
Devin DRESSMAN, Rachel KASINSKAS, Tanya SOKOLSKY, Jacqueline A.
FIDANZA, Eugeni NAMSARAEV, Kevin J. MCKERNAN, Alan WILLIAMS, G.
Thomas ROTH a James BUSTILLO, 2011. An integrated semiconductor device enabling
non-optical genome sequencing. Nature [online]. 475(7356), 348-352. ISSN 1476-4687.
Dostupné z: doi:10.1038/nature10242

ROY, Helen a Eric WAIJNBERG, 2008. From biological control to invasion: the
ladybird Harmonia axyridis as a model species. BioControl [online]. 53(1), 1-4.
ISSN 1573-8248. Dostupné z: doi:10.1007/s10526-007-9127-8

RUSK, Nicole, 2011. Torrents of sequence. Nature Methods [online]. 8(1), 44-44.
ISSN 1548-7105. Dostupné z: doi:10.1038/nmeth.f.330

RUSSO, Laura, Rachel STEHOUWER, Jacob Mason HEBERLING a Katriona
SHEA, 2011. The Composite Insect Trap: An Innovative Combination Trap for
Biologically Diverse Sampling. PLOS ONE [online]. 6(6), €21079. ISSN 1932-6203.
Dostupné z: doi:10.1371/journal.pone.0021079

SACCONE, Cecilia, Carla DE GIORGI, Carmela GISSI, Graziano PESOLE a
Aurelio REYES, 1999. Evolutionary genomics in Metazoa: the mitochondrial DNA as a
model system. Gene [online]. 238(1), 195-209. ISSN 0378-1119. Dostupné
z: d0i:10.1016/S0378-1119(99)00270-X

SANDERSON, M. G., 1996. Biomass of termites and their emissions of methane and
carbon dioxide: A global database. Global Biogeochemical Cycles [online]. 10(4), 543—
557. ISSN 08866236. Dostupné z: doi:10.1029/96GB01893

99



SAUNDERS, Gary W, 2005. Applying DNA barcoding to red macroalgae: a
preliminary appraisal holds promise for future applications. Philosophical Transactions
of the Royal Society B: Biological Sciences [online]. 360(1462), 1879—-1888. Dostupné
z: doi:10.1098/rsth.2005.1719

SAYERS, Eric W, Mark CAVANAUGH, Karen CLARK, James OSTELL, Kim D
PRUITT a llene KARSCH-MIZRACHI, 2020. GenBank. Nucleic Acids Research
[online]. 48(D1), D84-D86. ISSN 0305-1048. Dostupné z: doi:10.1093/nar/gkz956

SEIFERT, Bernhard, 2016. Inconvenient hyperdiversity — the traditional concept of

“Pheidole pallidula” includes four cryptic species (Hymenoptera: Formicidae). SOIL
ORGANISMS. 88(1), 1-17-1-17. ISSN 2509-9523.

SEIFERT, Keith A., Robert A. SAMSON, Jeremy R. DEWAARD, Jos
HOUBRAKEN, C. André LEVESQUE, Jean-Marc MONCALVO, Gerry LOUIS-SEIZE
a Paul D. N. HEBERT, 2007. Prospects for fungus identification using CO1 DNA
barcodes, with Penicillium as a test case. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America [online]. 104(10), 3901-3906. ISSN 0027-8424.
Dostupné z: doi:10.1073/pnas.0611691104

SHANNON, C E, [b.r.]. A Mathematical Theory of Communication. 1948.

SHENDURE, Jay, Shankar BALASUBRAMANIAN, George M. CHURCH, Walter
GILBERT, Jane ROGERS, Jeffery A. SCHLOSS a Robert H. WATERSTON, 2017.
DNA sequencing at 40: past, present and future. Nature [online]. 550(7676), 345-353.
ISSN 1476-4687. Dostupné z: doi:10.1038/nature24286

SHETH, Bhavisha P. a Vrinda S. THAKER, 2017. DNA barcoding and traditional
taxonomy: an integrated approach for biodiversity conservation. Genome [online]. 60(7),
618-628. ISSN 0831-2796. Dostupné z: doi:10.1139/gen-2015-0167

SCHINDEL, David E. a Scott E. MILLER, 2005. DNA barcoding a useful tool for
taxonomists. Nature [online]. 435(7038), 17-17. ISSN 0028-0836, 1476-4687. Dostupné
z: doi:10.1038/435017b

SCHMIDT, Thomas S. B., Joao F. MATIAS RODRIGUES a Christian
VON MERING, 2014. Ecological Consistency of SSU rRNA-Based Operational
Taxonomic Units at a Global Scale. PLoS Computational Biology [online]. 10(4)
[vid. 2021-03-31]. ISSN 1553-734X. Dostupné z: doi:10.1371/journal.pcbi.1003594

100



SCHOCH, C. L., K. A, 2012. Nuclear ribosomal internal transcribed spacer (ITS)
region as a universal DNA barcode marker for Fungi. Proceedings of the National
Academy of Sciences [online]. 109(16), 6241-6246. ISSN 0027-8424, 1091-6490.
Dostupné z: doi:10.1073/pnas.1117018109

SIMPSON, E. H., 1949. Measurement of Diversity. Nature [online]. 163(4148), 688—
688. ISSN 1476-4687. Dostupné z: doi:10.1038/163688a0

SLATKO, Barton E., Andrew F. GARDNER a Frederick M. AUSUBEL, 2018.
Overview of Next-Generation Sequencing Technologies. Current Protocols in Molecular
Biology [online]. 122(1), €59. ISSN 1934-3647. Dostupné z: doi:10.1002/cpmb.59

SMITH, M. A, J. J. RODRIGUEZ, J. B. WHITFIELD, A. R. DEANS, D. H.
JANZEN, W. HALLWACHS a P. D. N. HEBERT, 2008. Extreme diversity of tropical
parasitoid wasps exposed by iterative integration of natural history, DNA barcoding,
morphology, and collections. Proceedings of the National Academy of Sciences [online].
105(34), 12359-12364. ISSN 0027-8424, 1091-6490. Dostupné
z: d0i:10.1073/pnas.0805319105

SMITH, M. Alex, Claudia BERTRAND, Kate CROSBY, Eldon S. EVELEIGH, Jose
FERNANDEZ-TRIANA, Brian L. FISHER, Jason GIBBS, Mehrdad HAJIBABAEI,
Winnie HALLWACHS, Katharine HIND, Jan HRCEK, Da-Wei HUANG, Milan
JANDA, Daniel H. JANZEN, Yanwei LI, Scott E. MILLER, Laurence PACKER, Donald
QUICKE, Sujeevan RATNASINGHAM, Josephine RODRIGUEZ, Rodolphe
ROUGERIE, Mark R. SHAW, Cory SHEFFIELD, Julie K. STAHLHUT, Dirk
STEINKE, James WHITFIELD, Monty WOOD a Xin ZHOU, 2012. Wolbachia and
DNA Barcoding Insects: Patterns, Potential, and Problems. PLoS ONE [online]. 7(5)
[vid. 2021-03-26]. ISSN 1932-6203. Dostupné z: doi:10.1371/journal.pone.0036514

SMITH, M. Alex, Brian L FISHER a Paul D.N HEBERT, 2005. DNA barcoding for
effective biodiversity assessment of a hyperdiverse arthropod group: the ants of
Madagascar. Philosophical Transactions of the Royal Society B: Biological Sciences
[online].  360(1462), 1825-1834. ISSN 0962-8436, 1471-2970. Dostupné
z: d0i:10.1098/rsth.2005.1714

101



SOKAL, Robert R., 1963. The Principles and Practice of Numerical Taxonomy.
TAXON [online]. 12(5), 190-199. ISSN 1996-8175. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.2307/1217562

SONG, Hojun, Jennifer E. BUHAY, Michael F. WHITING a Keith A. CRANDALL,
2008. Many Species in One: DNA Barcoding Overestimates the Number of Species
When Nuclear Mitochondrial Pseudogenes Are Coamplified. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America. 105(36), 13486-13491.

STADEN, R, 1979. A strategy of DNA sequencing employing computer programs.
Nucleic Acids Research. 6(7), 2601-2610. ISSN 0305-1048.

STAHLHUT, Julie K., Jason GIBBS, Cory S. SHEFFIELD, M. ALEX SMITH a
Laurence PACKER, 2012. Wolbachia (Rickettsiales) infections and bee (Apoidea)
barcoding: a response to Gerth et al. Systematics and Biodiversity [online]. 10(4), 395-
401. ISSN 1477-2000, 1478-0933. Dostupné z: doi:10.1080/14772000.2012.753488

STORK, Nigel E., 2018. How Many Species of Insects and Other Terrestrial
Arthropods Are There on Earth? Annual Review of Entomology [online]. 63(1), 31-45.
Dostupné z: doi:10.1146/annurev-ento-020117-043348

STORM, A. J, J. H. CHEN, X. S. LING, H. W. ZANDBERGEN a C. DEKKER,
2003. Fabrication of solid-state nanopores with single-nanometre precision. Nature
Materials [online]. 2(8), 537-540. ISSN 1476-1122. Dostupné z: doi:10.1038/nmat941

TABERLET, Pierre, Eric COISSAC, Francois POMPANON, Christian
BROCHMANN a Eske WILLERSLEV, 2012. Towards next-generation biodiversity
assessment using DNA metabarcoding. Molecular Ecology [online]. 21(8), 2045-2050.
ISSN 1365-294X. Dostupné z: doi:https://doi.org/10.1111/j.1365-294X.2012.05470.x

TABERLET, Pierre, Eric COISSAC, Frangois POMPANON, Ludovic GIELLY,
Christian MIQUEL, Alice VALENTINI, Thierry VERMAT, Gérard CORTHIER,
Christian BROCHMANN a Eske WILLERSLEV, 2007. Power and limitations of the
chloroplast trn L (UAA) intron for plant DNA barcoding. Nucleic Acids Research
[online]. 35(3), e14—e14. ISSN 0305-1048. Dostupné z: doi:10.1093/nar/gkl938

TANG, Min, Meihua TAN, Guanliang MENG, Shenzhou YANG, Xu SU, Shanlin
LIU, Wenhui SONG, Yiyuan LI, Qiong WU, Aibing ZHANG a Xin ZHOU, 2014.

Multiplex sequencing of pooled mitochondrial genomes-a crucial step toward

102



biodiversity analysis using mito-metagenomics. Nucleic Acids Research [online]. 42(22),
e166. ISSN 1362-4962. Dostupné z: doi:10.1093/nar/gku917

TAYLOR, H. R. a W. E. HARRIS, 2012. An emergent science on the brink of
irrelevance: a review of the past 8 years of DNA barcoding. Molecular Ecology Resources
[online]. 12(3), 377-388. ISSN 1755-098X, 1755-0998. Dostupné z: d0i:10.1111/j.1755-
0998.2012.03119.x

THORNE, Barbara a James CARPENTER, 1992. Phylogeny of Dictyoptera.
Systematic Entomology [online]. 17, 253-268. Dostupné z: doi:10.1111/j.1365-
3113.1992.th00336.x

VALENTINI, Alice, Frangois POMPANON a Pierrc TABERLET, 2009. DNA
barcoding for ecologists. Trends in Ecology & Evolution [online]. 24(2), 110-117.
ISSN 01695347. Dostupné z: doi:10.1016/j.tree.2008.09.011

VARSHNEY, Rajeev K., Spurthi N. NAYAK, Gregory D. MAY a Scott A.
JACKSON, 2009. Next-generation sequencing technologies and their implications for
crop genetics and breeding. Trends in Biotechnology [online]. 27(9), 522-530.
ISSN 0167-7799. Dostupné z: doi:10.1016/j.tibtech.2009.05.006

VENTER, J. Craig, Mark D. ADAMS, , 2001. The Sequence of the Human Genome.
Science [online]. 291(5507), 1304-1351. Dostupné z: doi:10.1126/science.1058040

VIRGILIO, Massimiliano, Thierry BACKELJAU, Bruno NEVADO a Marc DE
MEYER, 2010. Comparative performances of DNA barcoding across insect orders. BMC
Bioinformatics [online]. 11(1), 206. ISSN 1471-2105. Dostupné z: doi:10.1186/1471-
2105-11-206

VOET, Donald a Judith G. VOET, 1990. Biochemistry [online]. B.m.: New York :
Wiley [vid. 2021-03-26]. ISBN 978-0-471-61769-3. Dostupné
z: http://archive.org/details/biochemistryOOvoet

WARNECKE, Peter M., Clare STIRZAKER, John R. MELKI, Douglas S. MILLAR,
Cheryl L. PAUL a Susan J. CLARK, 1997. Detection and measurement of PCR bias in
quantitative methylation analysis of bisulphite-treated DNA. Nucleic Acids Research
[online]. 25(21), 4422-4426. ISSN 0305-1048. Dostupné z: doi:10.1093/nar/25.21.4422

103



WATANABE, Kimitsuna a Tsutomu SUZUKI, 2008. Universal Genetic Code and its
Natural Variations. In: JOHN WILEY & SONS, LTD, ed. Encyclopedia of Life Sciences
[online]. Chichester, UK: John Wiley & Sons, Ltd, s. a0000810.pub2 [vid. 2021-04-04].
ISBN 978-0-470-01617-6. Dostupné z: doi:10.1002/9780470015902.a0000810.pub2

WEEKS, Andrew R., Michael TURELLI, William R. HARCOMBE, K. Tracy
REYNOLDS a Ary A. HOFFMANN, 2007. From Parasite to Mutualist: Rapid Evolution
of Wolbachia in Natural Populations of Drosophila. PLOS Biology [online]. 5(5), e114.
ISSN 1545-7885. Dostupné z: doi:10.1371/journal.pbio.0050114

WHITWORTH, T.I, R.d DAWSON, H MAGALON a E BAUDRY, 2007. DNA
barcoding cannot reliably identify species of the blowfly genus Protocalliphora (Diptera:
Calliphoridae). Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences [online].
274(1619), 1731-1739. Dostupné z: doi:10.1098/rspb.2007.0062

WIEDERHOLD, Brenda K. a Stéphane BOUCHARD, 2014. Arachnophobia and
Fear of Other Insects: Efficacy and Lessons Learned from Treatment Process. In: Brenda
K. WIEDERHOLD a Stéphane BOUCHARD, ed. Advances in Virtual Reality and
Anxiety Disorders [online]. Boston, MA: Springer US, Series in Anxiety and Related
Disorders, s.91-117  [vid. 2023-03-03].  ISBN 978-1-4899-8023-6.  Dostupné
z: doi:10.1007/978-1-4899-8023-6_5

WIESNER, Rudolf, Caspar RUEGG a Ingo MORANO, 1992. Counting target
molecules by exponential polymerase chain reaction: Copy number of mitochondrial
DNA in rat tissues. Biochemical and biophysical research communications [online]. 183,
553-9. Dostupné z: doi:10.1016/0006-291X(92)90517-O

WILEY, Graham, Simone MACMIL, Chunmei QU, Ping WANG, Yanbo XING,
Doug WHITE, Jianfeng LI, James D. WHITE, Alexander DOMINGO a Bruce A. ROE,
2009. Methods for generating shotgun and mixed shotgun/paired-end libraries for the 454
DNA sequencer. Current Protocols in Human Genetics [online]. Chapter 18, Unit18.1.
ISSN 1934-8258. Dostupné z: doi:10.1002/0471142905.hg1801s61

WILKINS, John S, 2002. Summary of 26 species concepts. 5.

WILLIAMS, Paul H., Mark J.F. BROWN, James C. CAROLAN, Jiandong AN, Dave
GOULSON, A. Murat AYTEKIN, Lincoln R. BEST, Alexandr M. BYVALTSEV, Bjorn
CEDERBERG, Robert DAWSON, Jiaxing HUANG, Masao ITO, Alireza MONFARED,

104



Rifat H. RAINA, Paul SCHMID-HEMPEL, Cory S. SHEFFIELD, Peter SIMA a
Zenghua XIE, 2012. Unveiling cryptic species of the bumblebee subgenus Bombus s. str.
worldwide with COI barcodes (Hymenoptera: Apidae). Systematics and Biodiversity
[online]. 10(2), 21-56. ISSN 1477-2000, 1478-0933. Dostupné
z: doi:10.1080/14772000.2012.664574

WILSON, John-James, Guo-Jie BRANDON-MONG, Han-Ming GAN a Kong-Wah
SING, 2019. High-throughput terrestrial biodiversity assessments: mitochondrial
metabarcoding, metagenomics or metatranscriptomics? Mitochondrial DNA Part A
[online]. 30(1), 60-67. ISSN 2470-1394. Dostupné
z: doi:10.1080/24701394.2018.1455189

WWW.DRUSOP.NATURE.CZ, (online). Maloplosnd zviasté chrdanéna vzemi
[online] [vid. 2023-04-02]. Dostupné
z: https://drusop.nature.cz/ost/chrobjekty/zchru/index.php?SHOW_ONE=1&ID=747

WWW.GBIF.ORG, (online). GBIF [online] [vid.2023-04-03]. Dostupné
z: https://lwww.gbif.org/

WWW.GENOME.GOV, (online). DNA Sequencing Costs: Data. Genome.gov
[online] [vid. 2023-03-30]. Dostupné z: https://www.genome.gov/about-genomics/fact-

sheets/DNA-Sequencing-Costs-Data

WWW.IABIO.EU, (online). Homepage. IAB - Institute of Applied Biotechnologies
[online]. [vid. 2023-04-04]. Dostupné z: https://www.iabio.eu/

WWW.ILLUMINA.COM, [b.r]. History of Illumina Sequencing & Solexa
Technology [online] [vid. 2023-03-24]. Dostupné
z: https://lwww.illumina.com/science/technology/next-generation-sequencing/illumina-

sequencing-history.html

WWW.INATURALIST.ORG, (online). iNaturalist. iNaturalist [online] [vid. 2023-
04-03]. Dostupné z: https://www.inaturalist.org/

WWW.NANOPORETECH.COM, online. Company history. Oxford Nanopore
Technologies [online] [vid. 2023-03-29]. Dostupné z: https://nanoporetech.com/about-

us/history

105



WWW.NATURABOHEMICA.CZ, (online). Anthaxia candens - krasec tresiovy |
Buprestidae - krascoviti | Natura Bohemica [online] [vid. 2023-04-02]. Dostupné

z: http://www.naturabohemica.cz/anthaxia-candens/

WWW.NCBI.NLM.NIH.GQV, (online). Genome List - Genome - NCBI [online]
[vid. 2023-04-03]. Dostupné

z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse#!/organelles/

WWW.PRAHA-PRIRODA.CZ, (online). Housle | Prazska priroda [online]
[vid. 2023-04-02]. Dostupné z: http://www.praha-priroda.cz/chranena-priroda/zvlaste-

chranena-uzemi/housle/

WWW.THERMOFISHER.COM, (online). Thermo Fisher Scientific Completes
Acquisition of Life Technologies Corporation - CZ [online] [vid. 2023-03-26]. Dostupné
z: https://www.thermofisher.com/uk/en/home/about-us/news-gallery/press-
releases/2014/thermo-fisher-scientific-completes-acquisition-of-life-technologies-
corporation.html

WWW.TWISTBIOSCIENCE.COM, (online). Twist Bioscience | We lead innovation
in DNA synthesis [online] [vid. 2023-04-04]. Dostupné

z: https://www.twistbioscience.com/

ZHANG, D.-X. a G. M. HEWITT, 1997. Assessment of the universality and utility
of a set of conserved mitochondrial COI primers in insects. Insect Molecular Biology
[online]. 6(2), 143-150. ISSN 1365-2583. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.1111/j.1365-2583.1997.tb00082.x

ZHANG, Hua, Gan-Lin ZHANG, Yu-Guo ZHAO, Wen-Jun ZHAO a Zhi-Ping Ql,
2007. Chemical degradation of a Ferralsol (Oxisol) under intensive rubber (Hevea
brasiliensis) farming in tropical China. Soil and Tillage Research [online]. 93(1), 109-
116. ISSN 0167-1987. Dostupné z: doi:10.1016/j.still.2006.03.013

ZHENG, Zongli, Abdolreza ADVANI, Ojar MELEFORS, Steve GLAVAS, Henrik
NORDSTROM, Weimin YE, Lars ENGSTRAND a Anders F. ANDERSSON, 2010.
Titration-free massively parallel pyrosequencing using trace amounts of starting material.
Nucleic Acids Research [online]. 38(13), e137. ISSN 0305-1048. Dostupné
z: doi:10.1093/nar/gkq332

106



ZICHA, Ondrej, 1997. BioLib: Biological library [online] [vid. 2023-02-26].

Dostupné z: https://www.biolib.cz/

ZIMMERMAN ZUCKERMAN, Eric, Joseph A. THOMPSON, Amber R.
SCHNEIDER, Michael B. CAMPION, Jennifer J JOHNS, Theodore J. STIER, Lisa M.
PETERSON, Amanda M. WARD, Joseph H. BLOMMEL, Rohan D. GNANAOLIVU,
Kimberly P. LAUER, Gopinath SIVASANKARAN, Jagadheshwar BALAN, Surendra
DASARI, Yuta SAKAI, Cherisse A. MARCOU, Gang ZHENG, Kevin C. HALLING,
Wei SHEN, David S. VISWANATHA a Zhiyv NIU, 2022. Automation of hybridization
and capture based next generation sequencing library preparation requires reduction of
on-deck bead binding and heated wash temperatures. SLAS Technology [online]. 27(3),
214-218. ISSN 2472-6303. Dostupné z: doi:10.1016/j.slast.2021.10.016

107



9. Tabulkové prilohy

Cislo vzorku

Urceny taxon

snost uréeni za ¢as (|

Piesnost ureni (1/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 Avraneae 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 Avraneae 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
Primér: 16,82 0,15
h/kus

Cas na rod: |0,00688

Cas na druh: [0,00189

Celkovy cas: |0,00876

Tabulka 5: Tabulka zobrazujici urcovani ¢.1 standardniho vzorku tradicni metodou
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Tabulka 6: Tabulka zobrazujici urcovani ¢.2 standardniho vzorku tradicni metodou

Cislo vzorku Druh snost urceni za cas (Isnost urceni ( 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
Primér: 32,02 0,57,
h/kus

Cas na rod: |0,0069

Cas na druh:|0,0110

Celkovy ¢as: |0,0179

Tabulka 7
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Cislo vzorku Druh snost uréeni za &as | Pfesnost uréeni (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
Prameér: 14,44 0,27
h/kus

Cas narod: |0,0069

Cas nadruh: [0,0119

Celkovy ¢as: [0,0188
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Cislo vzorku Druh PFesnost uréeni za €as (Py) | PFesnost uréeni (1/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 i 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
Pramér: 7,28 0,07
h/kus

Cas na rod: |0,0069

Cas na druh: |0,0030

Celkovy cas: |0,0099

Tabulka 9: Tabulka zobrazujici urcovani ¢.4 standardniho vzorku tradicni metodou
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Cislo vzorky Druh Pfesnost ureni za &as (Pry) l)st uréeni (1/1T,/T Pokryti druhti v éeledi
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)
Primér: 7,78] 1,00
Cas molekuldrnich metod: h
DNA izolace:|5
TELL-Seq:[3
Hyb-cap:[8
Analyza dat:|2
Cas na vzorek: |3,6
Primerny ¢as na jedince:|0,13
Tabulka 10: Tabulka zobrazujici urcovani standardniho vzorku molekuldarni metodou
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Cislo vzorku Druh st uréeni za lsnost urceni ( 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
Primér: 108,03 0,89
h/kus

Cas na rod: |0,00688

Cas na druh: |0,00139

Celkovy cas: |0,00827

Tabulka 11: Tabulka zobrazujici urcovani vzorku Orthoptera tradi¢ni metodou
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Tabulka 12: Tabulka zobrazujici uréovani vzorku Orthoptera molekuldrni metodou
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Cislo vzorku Druh host uréeni za éas +105t uréeni (1/THTy/T Pokryti druhd
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
Primér: 6,94 0,89
Cas molekuldrnich metod: h
DNA izolace:|5
TELL-Seq:|3
Hyb-cap:|8
Analyza dat:|2
Cas navzorek: |3,6
Primerny ¢as na jedince:|0,13



Cislo vzorku

Druh

Pfesnost urceni za €as (Py)

bnost urceni (

Tabulka 13: Tabulka zobrazujici urcovani vzorku Coleoptera tradicni metodou
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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 podagrarid 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 grandiclavg 26,502 1,000 0,038
27| Chaetocnema concinna 26,502 1,000 0,038
28|Hypocasida subferrugine 26,502 1,000 0,038
Clekem: 715,58 27,00
Primér: 25,56 0,96
h/kus

Cas na rod: |0,0069

Cas nadruh: |0,0309

Celkovy ¢as: |0,0377




Cislo vzorku Druh st uréeni za ést uréeni (1/1To/T Pokryti druht
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|0edemera 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
Pramér: 6,95 0,89

Tabulka 14: Tabulka zobrazujici urcovani vzorku Coleoptera molekularni metodou
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Tabulka 15: Tabulka zobrazujici urcovani vzorku Araneae tradicni metodou
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Cislo vzorku Druh Pfesnost urceni za ¢as (P;pnost urceni ( t
1 Pisaura mirabilis (juvenild 63,25773587 1] 0,015808
2 Pisaura mirabilis (juvenily 63,25773587 1| 0,015808
3 Pisaura mirabilis (juvenild 63,25773587 1] 0,015808
4 Pisaura mirabilis (juvenild 63,25773587 1] 0,015808
5 Pisaura mirabilis (juvenild 63,25773587 1] 0,015808
6 Xysticus spp. (juvenilni std 0,22041023| 0,003484321| 0,015808
7 Xysticus spp. (juvenilni std 0,22041023| 0,003484321| 0,015808
8 Xysticus spp. (juvenilni std 0,22041023] 0,003484321] 0,015808
9 Xysticus spp. (juvenilni std 0,22041023| 0,003484321| 0,015808
10 Xysticus spp. (juvenilni std 0,22041023| 0,003484321| 0,015808
11 Xysticus spp. (juvenilni std 0,22041023| 0,003484321| 0,015808
12 Xysticus spp. (juvenilni std 0,22041023| 0,003484321| 0,015808
13 Anyphaena accentuata (j 63,25773587 1] 0,015808
14 Philodromus cf. Cespitum 63,25773587 1| 0,015808
15 Aculepeira ceropegia (juvd 63,25773587 1] 0,015808
16 Tetragnatha sp. (juvenilni 0,194042135] 0,003067485| 0,015808
17 Mangora acalypha (juve 63,25773587 1] 0,015808
18 Mangora acalypha (juve 63,25773587 1] 0,015808
19 Ebrechtella tricuspidata (j 63,25773587 1] 0,015808
20 Ebrechtella tricuspidata (j 63,25773587 1] 0,015808
21 Ebrechtella tricuspidata (j 63,25773587 1] 0,015808
22 Araniella sp. (juvenilni std 3,721043286| 0,058823529| 0,015808
23 Araneidae (juvenilni stad 0,020294429| 0,000320821| 0,015808
24 Araneidae (juvenilni stad 0,020294429] 0,000320821] 0,015808
25 Araneidae (juvenilni stad 0,020294429] 0,000320821] 0,015808
26 Theridiidae (juvenilni staq 0,024376777| 0,000385356] 0,015808
27 Theridiidae (juvenilni staq 0,024376777] 0,000385356| 0,015808
28 Theridiidae (juvenilni staq 0,024376777] 0,000385356| 0,015808
Clekem: 827,94 13,09
Pramér: 29,57 0,47
h/kus
Cas na rod: |0,0069
Cas na druh: |0,0089
Celkovy ¢as: |0,0158




Cislo vzorku Druh Fesnost uréeni za €as (Pypst uréeni (1/1To/T Pokryti dnt

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. Cespitun 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
Prameér: 5,83 0,75
nolekularnich metod: h
DNA izolace:|5
TELL-Seq:|3
Hyb-cap:|8
Analyza dat:|2
Cas navzorek: |3,6
merny ¢as najedince:|0,13

Tabulka 16: Tabulka zobrazujici urcovani vzorku Araneae molekularni metodou
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Tabulka 17: Tabulka zobrazujici urcovani vzorku Diptera tradicni metodou
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Cislo vzorku Druh Pfesnost uréeni za €as (P;) jost uréeni t
1 Oscinella mal 101,4736841 1] 0,009855
2 Oscinella mai 101,4736841 1] 0,009855
3 Oscinella mai 101,4736841 1] 0,009855
4 Oscinella frit 101,4736841 1] 0,009855
5 Oscinella frit 101,4736841 1] 0,009855
6 Coenosia agn 101,4736841 1] 0,009855
7 Limoniidae 0,000630812] 6,22E-06] 0,009855
8 Opomyza pet 101,4736841 1} 0,009855
9 Geomyaza trip| 101,4736841 1] 0,009855
10 Scaptomyza 101,4736841 1] 0,009855
11 Scaptomyza 101,4736841 1] 0,009855
12 Scaptomyza 101,4736841 1] 0,009855
13 Scaptomyza 101,4736841 1] 0,009855
14 Pollenia sp. 0,545557442] 0,005376] 0,009855
15 Pollenia sp. 0,545557442] 0,005376] 0,009855
16 Melanostom 101,4736841 1] 0,009855
17 Chironomida 0,013609668] 0,000134] 0,009855
18 Chironomida 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 Cecidomyiid{ 0,016308853] 0,000161] 0,009855
23 Cecidomyiidg 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 flo 101,4736841 1] 0,009855
28 Opomyaza flo 101,4736841 1] 0,009855
Clekem: 1527,20 15,05
Pramér: 54,54 0,54
h/kus
Cas na rod: |0,0069
Cas na druh: |0,0030
Celkovy cas: |0,0099




Tabulka 18: Tabulka zobrazujici urcovani vzorku Diptera molekuldrni metodou
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Cislo vzorku Druh st uréeni za éel)st uréeni (1/4Ty/T Pokryti dri
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
Pramér: 3,63 0,47
Cas molekularnich metod: h

DNA izolace:|[5

TELL-Seq:|3

Hyb-cap:|8

Analyza dat: |2

Cas navzorek: [3,6
Priimerny ¢as na jedince:|0,13



