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Abstrakt

Molekularni taxonomické metody zalozené na identifikaci druhi pomoci
sekvence DNA pronikaji diky technologickému pokroku uz i mimo vybavené laboratote
na terénni stanice v pralesich. Nachdzeji vyuziti jak v tradi¢ni taxonomii, kde slouzi k
popisu molekularnich znakd druhi, tak pfi studiu svétové biodiverzity pro identifikaci
kryptickych druhti, nebo dokonce v potravinaiském pramyslu pii kontrole skute¢ného
sloZzeni potravin. Jednou z téchto metod je i DNA barcoding. Cilem této prace je
vysvétleni funkéni podstaty DNA barcodingu, pfedstaveni jeho vyhod, tskali a vyuziti v
ruznych oborech, piedevsim pak pii odhalovani kryptickych druht hmyzu. Efektivitu
DNA barcodingu byla otestovana v praxi na termitech (Blattodea: Termitoidea), jelikoz
tato skupina skryva velky pocet znacné uniformnich druhi a DNA barcoding se zde
dlouhodob¢ prosazuje. Vybrana sada druht byla v laboratofi podrobena identifikaci
pomoci DNA barcodingu a vysledky byly nasledné¢ porovnany s klasickymi

identifika¢nimi metodami vyuzivajicimi vnéjSich morfologickych znaki.

Klic¢ova slova: DNA barcoding, molekularni taxonomie, identifikace hmyzu, Insecta,

termiti



Abstract

Molecular taxonomic methods based upon identification of a species using a DNA
sequence are becoming increasingly prominent with constant technological progress,
even outside a functional laboratories at field stations in the forests. They find use not
only in the traditional taxonomy, where they are used to describe the molecular features
of species, but also in the study of global biodiversity, for the identification of cryptic
species, or in the food industry to monitor actual composition of the food. One of these
methods is the DNA barcoding. The aim of this work is to explain the functional nature
of DNA barcoding, to present its advantages, pitfalls and uses in various fields, especially
in the detection of cryptic insect species. The effectiveness of DNA barcoding has been
tested in practice on termites (Blattodea: Termitoidea), members of this super-family are
fairly uniformal and hard to discriminate so the DNA barcoding is of great use. The
selected set of species was identified in the laboratories with DNA barcoding and the
results were then compared with classical identification methods using external

morphological features.

Key words: DNA barcoding, molecular taxonomy, identification of insects, Insecta,

termites
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Seznam zkratek pouzitych v textu

ABGD - (Automatic Barcode Gap Discovery)

bp — jednotka poétu komplementarnich part bazi (base pair)

COl - cytochrom ¢ oxidaza I (Cytochrome c oxidase subunit I)
ddNTP - dideoxyribonukleotid

DNA - deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic Acid)

dNTP - deoxyribonukleotid

DUI — dvoji uniparentalni dédi¢nost (Doubly Uniparental Inheritance)
eDNA — environmentalni DNA (environmental DNA)

HTS - vysokokapacitni sekvenovani (High-Throughput Sequencing)
ITS — interni pfepsany spacer (Internal Transcribed Spacer)

matK — maturaza K, protein (Maturase K)

MOTU - molekularni operaéni taxonomicka jednotka (Molecular Operational Taxonomic
Unit)

MtDNA — mitochondridlni DNA (mitochondrial DNA)

NCBI - National Center for Biotechnology Information

OREF - otevieny ¢teci ramec (Open Reading Frame)

OTU — operacni taxonomicka jednotka (Operational Taxonomic Unit)
PCR — polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
rDNA -DNA kodujici ribosomalni RNA (ribosomal DNA)

RNA - ribonukleova kyselina (Ribonucleic Acid)

rRNA — RNA tvotici ribosomy (ribosomal RNA)

SSDNA — jednovlaknové DNA (single-stranded DNA)



1. Uvod:

Ackoli popis a katalogizace biologickych druhti zaméstnava velky pocet védcu,
odhady celkové druhové bohatosti na planeté Zemi se diametralné 1isi (Mora et al. 2011).
Kolik je na Zemi forem zivota je jedna z dulezitych ekologickych otazek. Bez dostatecné
znalosti poctu a vyskytu organismt se mizeme jen té€Zko postarat o nalezitou ochranu
jejich prostiedi a jich samotnych, stejné jako bez toho nelze pln€ objasnit fungovani
ekosystému. Za poslednich 250 let bylo na Zemi diky enormnimu usili taxonomi popsano
zhruba 1,7 miliont zijicich a 59 tisic vyhynulych druht, které dnes miZeme najit
napiiklad v Catalogue of Life (Orrell et al. 2018). Toto ¢islo vSak tvoii, podle
nejruznéjsich odhadi, jen zlomek skute¢ného poctu. V minulosti byly publikovany studie
odhadujici mnoZzstvi biologickych druhii az na n€kolik desitek milion. Vychézely z
riznych extrapolaci a aproximaci vychazejicich napiiklad z poétu druhti ¢lenovcid
nalézanych na urcitych druzich rostlin (May 1988; Erwin 1991). Recentni studie vSak
ukazuji, Ze zatazovani druh do vysSich taxonomickych tfid sleduje piedvidatelné a
veelku stabilni schéma na zékladé¢, kterého lze vyvodit celkovy pocet druhit v dané
taxonomické skupin€. Tento pfistup byl nejprve ovéien na dobie prozkoumanych
skupinach zivocicht, jako jsou napiiklad vétsi savci, a poté pieveden i na dalsi skupiny.
Tyto metody dosahuji stfidméjSich vysledkl a odhaduji pocet vSech druhtli organismt na
6,5 miliondl na sou$i a 2,2 milioni v mofich, tedy celkové na 8,7 milionii druht. Z
celkového poctu druhti na nasi planeté se pak odhaduje 7,77 milionti Zivoc€ichii (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 miliont druhti (Erwin
1991), byly v nejnovéjsich studiich umirnény na pftiblizn€ 5 miliond, coz by presto
znamenalo, Ze 80 % druh hmyzu stale ¢eka na svoje objeveni. NejvEtsi pozornost by se
tak méla vénovat nejvice druhoveé bohatym fadim 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 % tvofena rostlinami (Chapman 2009; Bar-On
et al. 2018), ale ani to nezabranilo nékterym jednotlivym druhtim zaujmout vét$i zlomek
biomasy nez celé ¢eledi nebo dokonce tiidy. Jako dobry piiklad ndm mohou poslouzit

termiti (Blattodea: Termitoidea), ktefi i pfes svoji malou relativni velikost celkové
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zaujimaji vice biomasy nez celé tiidy obratlovci jako naptiklad volné zijici ptaci (Aves,
Linnaeus 1758) nebo volné Zijici savci (Mammalia, Linnaeus 1758) (Sanderson 1996; Bar-On
et al. 2018). Pro poznani skutecné biodiverzity na Zemi je proto nesmirn¢ dulezité

objevovani novych druhti a zdokonalovani identifika¢nich metod.
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3. Taxonomie a problematika nejednoznacné definice druhu

Druh je zakladni taxonomickou kategorii, pfi¢emz taxonomie je véda zabyvajici se
pojmenovavanim, popisovanim a tfidénim vSech organismd, at’ uz Zzijicich nebo
vyhynulych, do pfisluSnych biologickych skupin, takzvanych taxonii. Jsou tiidény na
zéklad¢ spolecnych znakt, kterymi se liSi od ostatnich. Taxon je stavebnim kamenem
biologické nomenklatury a lze jej chapat jako souhrnné oznaceni pro skupinu organismi
se spole¢nymi znaky, které je odliSuji od dalsi skupiny / taxonli. Tyto taxony je mozné
sefadit od obecnéjSich po konkrétné;si, coz dalo vzniknout taxonomickym kategoriim.
Mezi zakladni kategorie patii doména, fiSe, kmen, tiida, fad, ¢eled’, rod a druh, kter¢ je
mozné déle d¢€lit na podkategorie, pokud je to potieba. Za otce taxonomie, jak ji dnes

zname, je povazovan §védsky biolog Carl Linnacus (Das 2018).

Taxonomie je tradi¢né délena do tii Grovni. Kazda z téchto trovni je oznacovana
latinskymi pismeny, a to bud’ alfa (o), beta (B) nebo gama (y) (Mayr et al. 1969). Ukolem
alfa-taxonomie je identifikace novych druhl, 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
zakladé vyhodnoceni sdilenych a jedine¢nych rysi, vzorct chovani a podle vztahu
K ostatnim organismtiim pokud mozno z evoluéniho hlediska (Capinera 2008b). Gama-
taxonomie se zabyva analyzou vnitrodruhové variability, strukturou populaci a speciaci,

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

Pivod terminu druh lze nalézt v dobé teckych filosofil, od kterych ho nasledné
prevzal Carl Linnaeus pro svij taxonomicky systém (Cain 1958). Avsak od doby jeho
vzniku je definice druhu provézena mnoha diskuzemi, coz nemélo komplikuje praci alfa
taxonomu. Neni také divu, zZe se o jednu z prvnich definic pokusil sém Carl Linnaeus.
,Druh je (1) odlisny od ostatnich a monotypicky (i1) nemutujici a stvofeny jako takovy
(ii1) cistokrevny“. Tento koncept je ovSem znacné zastaraly v nasi ,,po-darwinovské*
dobé. Dnes zname ptes 20 (Mayden 1997; Wilkins 2002) takovych moznych definic

druhu, ale mnoho jich je redundantnich a nema cenu se jimi vSemi dopodrobna zabyvat.

3.1.1. Biologicky druhovy koncept
Mezi jednu z nejrozsifenéjSich definic patii biologicky druhovy koncept. Ten nam

tik4, Zze druh je soubor populaci aktualn€ nebo potencionalné se mezi sebou kiizicich,
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které jsou reproduk¢éné izolovany od jinych takovych skupin (Mayr a Eldredge 1999).
Hlavni diraz 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€ znaki, které
jsou chéapany jako indikatory jeji existence. Typicky se jedna o morfologické znaky, které
jsou v soucasnosti hojn¢ dopliovany o cytologii, vzory chovani, biochemické rozbory a

geneticky-molekularni znaky (Foottit a Adler 2017).

Mezi hlavni problémy biologického druhového konceptu patii existence asexudlnich
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 klont. Tento zplisob rozmnoZzovani se nej¢astéji vyskytuje u bakterii
a n¢kterych druhu rostlin a hub. I pfes tyto ziejmé nedostatky je entomology i dalSimi
biology stale nejvice vyuzivan, protoze se odhaduje, ze 99 % hmyzu se rozmnoZuje
pohlavné a tedy Ze dochazi k procesu, pii némz dojde mezi samcem a samici k vyméné

gamet pii kopulaci (Foottit a Adler 2017).

3.1.2. Geneticky druhovy koncept

Alternativou Kk biologickému druhovému konceptu mize byt vyuziti molekularné
genetickych znaki (marker) ziskanych ze sekvenci aminokyselin sestavujicich DNA.
Dokonce jiz bylo navrzeno, Ze nové druhy by mély byt rozpoznavany primarn€ za pomoci
molekularni biologie (Blaxter 2004), naptiklad pomoci DNA barcodingu, kterému bude
vénovana pozornost v piislusné kapitole. Tato metoda se ukazala byt obzvlasté efektivni
pfi rozliSovani kryptickych druhti. Cenova dostupnost a adopce molekularnich metod
Sirokou odbornou vefejnosti 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).

3.1.3. Fylogeneticky druhovy koncept

Problém s nepohlavnimi populacemi se snazi vyftesit i dalsi popularni druhovy
koncept. Fylogeneticky druhovy koncept oznacuje druh jako nejmensi seskupeni
jednotlivych populaci (sexudlnich) nebo linii (asexudlnich), které lze rozpoznat na

zaklad¢ unikatnich spoleénych znaki (Nixon a Wheeler 1990). Zde vsak vyvstava
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problém z nejasné definice unikatniho spoleéného znaku, a hlavné po nalezeni tohoto

spole¢ného znaku nedavé zadnd dalsi incentiva k rozliSovani kryptickych druh.

3.1.4. Krypticky druh

Za kryptické druhy lze povazovat takové druhy, jejichz jedinci jsou dle
morfologickych znakl klasifikovani jako pfislusnici jiz popsaného duhu, ackoli se ve
skute¢nosti nejednd o ptislusniky stejného druhu. Jedna se tedy o populace jedincl bez
schopnosti se mezi sebou kiizit, ale zarovein bez zjevnych morfologickych rozdilt.
Existence mnoha takovych druhd byla prokazana i u hmyzu (Hebert et al. 2004a;
Williams et al. 2012; Seifert 2016). Krypticky druh ¢asto neni samostatné popsan praveé
z divodu nedostateéné vnéjsi morfologické odlisnosti (Bickford et al. 2007), coz se u
riznych taxond fe$i rdznymi metodami jako napiiklad disekci pohlavnich organd u

hmyzu.
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4. Problematika uréovani druhi

Rozpoznavéni biologickych druhti a popisy druhti novych jsou tradicné zalozeny
pfedevsim na jejich rozdilnych morfologickych znacich, a to jak vnéjsich, tak vnitinich.
Timto pristupem Ize zkoumat i fosilie vyhynulych organisma, coz je dulezité predevsim
Z evoluc¢niho hlediska. Pokrok technologii nam v soucasnosti umoznuje pouzit pii popisu
druhti nebo odhadu diverzity i molekularni metody, které jsou vSak Vv piipadé fosilii ¢i

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

Hlavnim tskalim tradi¢nich taxonomickych metod je nedostatek zkuSenych védct-
taxonomu, ktefi jsou navic Casto vysoce specializovani na konkrétni taxonomické
skupiny, ¢asto nizSich taxonomickych urovni nez ¢eled’. V praxi tak jen malo taxonomu
dokaze spolehlivé urcit vice nez 0,01 % druhtt (Hammond 1992; Hawksworth et al. 1995).
V uvahu je navic potteba brat i ekonomické hledisko, protoze prace taxonomil je asove
naro¢na a tim padem i draha. Problémem pro tradicni morfologické metody jsou
kryptické druhy, které taxonomové pii zkoumani vnéjs$i morfologie jedincti velmi ¢asto
prehlizeji (Jarman a Elliott 2000). Komplikace muze dale zpusobit (i) pohlavni
dimorfismus, kdy se samec stejného druhu vyrazné 1isi od samic¢ky (Magalhaes a Santos
2012), (ii) vyskyt vicero vyvojovych stadii, jako je bézné naptiklad u hmyzu, pti¢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 zakladé morfologickych znakl spolecné s
finan¢ni naroc¢nosti na vycvik a platové ohodnoceni taxonomut vytvaii tlak na hledani
novych a efektivnéjsich pfistupli K rozpoznavani a urCovani taxontl. Pfi soucasné
rychlosti prace by popsani vSech dosud neznamych druhti zabralo ptiblizné 1 200 let pii
spolecném  uasili 303 000 taxonomu (Mora et al. 2011). Vzhledem k
sou¢asnému intenzivnimu vykotistovani piirody a probihajici klimatické zmén¢ by se tak
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 pokrokiim v oblasti
molekularni biologie oteviely nové moznosti. V praxi se zacaly vyraznéji prosazovat
metody vyuzivajici poznatkli molekulédrni biologie a daly tak vzniknout odvétvi

molekularni taxonomie. Nejprve se tyto metody zacaly vyuzivat v mikrobiologii, kde
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kvili zna¢né uniformité organismua nebyly klasické taxonomické ptistupy dlouhodobé
dostacujici. Na zdkladé podobnosti genetické informace se tak zacaly mikroorganismy
délit do tzv. OTU. Vyraz byl poprvé pouzit v roce 1963 pro oznaceni zkoumané skupiny
blizce pribuznych druhd (Sokal 1963). Je to prakticky nastroj pro praci se skupinou
organismiu, které¢ spojuji definované vlastnosti, ale jejich podrobnéjsi taxonomii prozatim
umyslné opomijime. V soucasné dobé se s pojmem OTU setkdvame predevSim prave
v mikrobiologii, kde je samotnd definice druhu, a tim padem i tradi¢ni taxonomie,
problematickd a casto i na prekdzku. Nékdy se setkdvdme i1 s pojmem MOTU
(molekularni operacni taxonomicka jednotka), ktery reflektuje na zéklad¢, jakych znaki
je OTU definovana. V mikrobiologickych analyzach se jednotlivym OTU (MOTU)
pfifazuji ¢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 Casto vyskytuje horizontéalni
pienos genetické informace, pfi némz dochézi k transportu genetické informace od
jednoho ke druhému jedinci. Neustale se tak vyviji a ziskdvaji nové vlastnosti, jako je

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

Koncept tfidéni jedinci do OTU na zékladé podobnosti genetické informace
umoznuje rychlou a efektivni identifikaci stavajicich i nové objevenych taxona (Blaxter
2004). Takovy piistup ale neni samospasitelny, a tak je dulezité vytesit otazku na zakladé
toho, z jak velkého molekularniho rozdilu lze vyélenit novy druh z toho stavajiciho,
pokud dale ignorujeme podminky vySe zminénych druhovych koncepti. Této otazce se

bliZze vénuje podkapitola 4.4 ,,Barcoding gap®.

Ackoli by se mohlo zdat, Ze molekularni genetické metody nejsou schopny ze své
podstaty vyznamnéji ptispét 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. Napiiklad z fosilii zalitych jantarem se
podafilo extrahovat DNA z 25 az 30 miliont let starého jedince termita Mastotermes
electrodominicus Krishna a Grimaldi, 1991, ktery by mohl byt pomyslnym chybé&jicim
evoluénim ¢lankem mezi termity a Svaby (Emerson a Banks 1965; Hennig 1981; Thorne
a Carpenter 1992; DeSalle et al. 1992). Ziskana DNA sice obsahovalo mal¢ mnozstvi
vysoce degradovanych nukleonovych kyselin, ale i piesto se zkoumaného jedince

podatilo uspésné identifikovat a zaradit do taxonu (DeSalle et al. 1992).
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Ptes prvotni problémy, spojené pifedevsim s technologickym pokrokem, nachézeji
tyto molekularni metody dale uplatnéni i Vv zoologii, kde pomahaji pti deskripci
kryptickych druhi, popisovani jejich specializace a zivotnich pochodd (Hebert et al.
2003a). Velky pocet kryptickych druhti se ocekava predevsim Vv tropickych a moiskych
oblastech, protoze se jedna o jedny znejvice druhové bohatych a zaroven nejméné
prozkoumanych mist na Zemi (Beheregaray a Caccone 2007). Dale i pies dilezitou roli
rozkladac¢li organické hmoty V ekosystému patii houby mezi jednu znejméné
prozkoumanych skupin organismi a da se u nich ocekavat vyskyt kryptickych druht
z divodu nedostate¢né morfologické Klasifikace (Bickford et al. 2007). Velky pocet
kryptickych druhti se odhaduje také u hlistic (Nematoda, Rudolphi, 1808) (Powers 1992)
nebo c¢lenovct (Arthropoda, Latreille, 1829), piedev§im u hmyzu. Nasvéd¢uje tomu
mnozstvi studii na toto téma (Hebert et al. 2004a; Barrett a Hebert 2005; Smith et al.
2005; 2008). Pickvapivé i mezi obratlovci lze najit linie s kryptickymi druhy, ponévadz
nékteré druhy se pii rozmnozovani nespoléhaji na morfologické znaky, ale spiSe na

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

Cetné piipady odhalovani kryptickych druhtl na zakladé DNA barcodingu, véetnd
nasledné identifikace podrobnéjSich morfologickych odliSnosti, se zdaji byt dobrym
argumentem pro zafazeni DNA barcodingu do béZné praxe taxonomil. Navic nové
poznatky v oblasti molekularniho barcodingu dnes nachazeji vyuziti Vv oblasti
zemé&d¢lstvi napiiklad pfi identifikaci parazitickych hlistic (Nematoda Rudolphi 1808)
(Powers 1992). Také v ochrané Zivotniho prostiedi nebo v medicing, kde je deliminace
kryptickych druht kli¢ova pro boj s nemocemi a jejich pienaseci (Mukabayire et al. 1999;
Riehle et al. 2011). Moderni molekularni identifikaéni systémy, které umoznuji
diskriminaci druhi analyzou kratkého segmentu DNA, se tak dostdvaji do poptedi 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 urovné
lidi.
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5. DNA Barcoding

Molekularni DNA barcoding je metodou snadné determinace druhi na zakladé
univerzalni kratké sekvence DNA, kterd je co nejvice rozdilnd mezi druhy, ale zaroven
€0 nejvice shodna mezi zastupci stejného druhu a je tedy unikatni pravé pro jeden druh.
Lisi se od ostatnich identifika¢nich systému pravé snahou o nalezeni tohoto univerzalniho
genetického kodu, pomoci kterého by bylo mozné identifikovat veskery zivot. Mimo jiné
si dale stavi za cil vytvofeni svétové referencni databaze s genetickou informaci vSech
organismii na Zemi pro jejich jednoduché, pfesné 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 podobé bézné kazdodenni ¢innosti, kterou vSichni dobtfe zname, a to je skenovani
carovych kodl za ucelem identifikace kupovaného zbozi. Takovy kod se sklada
z n¢kolika ¢islic a pismen na urcitych pozicich, zakodovanych ve formé ¢ernych Car
nekdy 1 mezer, zalezi na typu, coz dava za vznik velkému mnozstvi jedine¢nych
kombinaci a oskenovanim téchto kodu lze bezpecné identifikovat produkt. Podobné jako
zbozi v obchodnich fetézcich tak i vSechny organismy maji sviyj vlastni carkovy kod
VvV podob¢ genetické informace zapsané v DNA. DNA je druh nukleové kyseliny, ktera v
sobé uchovava genetickou informaci vSech bunéénych organismu. Jeji existence byla

prvné popsana v roce 1869 biochemikem Fredrichem Miescherem.

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

n¢kolikanasobné prevysuje odhadovany pocet druhli na Zemi (Hebert et al. 2003a).

5.1. Metody pro ziskani DNA sekvence

Sekvence pro DNA barcoding maji pramérné délku okolo 400 az 800 bp (Kress a
Erickson 2012) a pti DNA barcodingu je S nimi zachazeno nasledovné. Po odebrani tkané
je izolovana DNA, ktera se pouzije ke specifické amplifikaci tseku DNA
polymerazovou fetézovou reakci (PCR), ktera dokdze i zmalého fragmentu DNA
vytvorit nékolik tisic stejnych kopii (Mullis et al. 1994). Ziskana pieétena sekvence,

neboli DNA barcode, je poté porovnana s jiz znamymi sekvencemi obsazenymi v online
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databazich a dojde k vyhodnoceni potenciondlnich shod s druhy, které jiz byly

sekvenovany.

5.1.1. Polymerazova ietézova 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 tiseku DNA. Podstatou je cyklicky se opakujici
enzymova syntéza novych usekit DNA ze vstupniho templatu, kterd umoziuje vytvoreni
az nékolika miliont identickych klond. Pro izolaci vzorové (templatové) DNA mohou
poslouZit riizné organismy nebo bunky ziskané naptiklad z vlasovych cibulek, nehtd,
kouskl tkané nebo télnich tekutin (Hansen et al. 2007). DNA je pii PCR nejprve
podrobena denaturaci teplem a vznikd jednovladknova DNA, ke které je nasledné
syntetizovan novy komplementarni fetézec. K zahajeni syntetizace je potieba pripojit
k ssDNA primer, vétSinou se jedna o synteticky vyrobené jednovlaknové kratké fetézce
nukleovych kyselin (Cox et al. 2012). Ty nasedaji na pro né¢ komplementarni ¢ast ssDNA
ve sméru od 3’ konce templatu, a vymezuji tak i usek, ktery se bude amplifikovat. Primer
tedy slouzi kuréeni mista vzniku polymerazového komplexu, k nastartovani vlastni
fetézové reakce (amplifikace) a k vymezeni pozadovaného mnozeného useku v obou
smérech replikace. Dobie navrhnuty primer je velice dilezity pro spravny pribéh celé
reakce a jeji presnost (Marsolais et al. 1994). Do této smési se zaroven piidaji
deoxyribonukleotidy, ze kterych enzym polymeraza syntetizuje druhé vlakno
K pivodnimu jednovlaknovému DNA. Tato polymeraza je oznaCovana jako Taq
polymeraza podle bakterie Thermus aquaticus vyskytujici se v horkych viidlech, ze které
byla izolovana. Je cenéna pro svoji Schopnost snaset vysoké teploty a odolavat denaturaci.
Takto nové vznikly fetézec DNA miiZe byt nasledné pouZit v novém cyklu PCR k syntéze
dalsiho DNA a pocet syntetizovanych produkti tak exponencialné roste (Pollard et al.

2017). Veliké mnozstvi amplifikovaného useku bylo diive nutné pro uspésné
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sekvenovani, pii kterém se zjisti pofadi nukleonovych bazi v DNA. Dnes je jiz mozné

pracovat i v mnohem men$im méfitku a v n€kterych piipadech dokonce i bez PCR.
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Obrazek 1:Graficky zndzornény pribéh PCR, zdroj: (jordancuff 2021)

5.1.2. Sekvenovani DNA
Sekvenovani DNA je proces ¢teni potradi nukleovych bazi v sekvenci DNA. Existuje
mnoho metod, kterymi toho 1ze dosahnout. Jednou z nejstar$ich a stale hojné pouzivanych
je Sangerovo sekvenovani, pojmenované po svém vynalezci Fredericku Sangerovi
(Taylor a Harris 2012). Od doby svého objeveni prosla znacnou evoluci, ale vSechny jeji
verze funguji na podobném principu. Zkoumana sekvence se vlozi do reakéni smési
obsahujici primer, polymerazu, deoxyribonukleotid-trifosfaty (ANTP) a ur€ité procento
fluorescenénimi barvami obarvenych dideoxyribonukleotid-trifosfatt (ddNTP). Jedna se
o uméle vytvorené derivaty nukleotidti postradajicich OH skupinuna 2' i 3' uhliku
svého cukru ribozy. Ptitazeni takového ddNTP ma za nasledek ukonceni syntetizace
fetézce DNA polymerdzou v daném bodé¢, protoZze dalsi ANTP se kvili chybgjicim OH
skupinam v ddNTP nema jak navazat. Vyhodou pouzivani fluorescencnich barev je
moznost provadéni této reakce v jedné zkumavce oproti piivodnim 4 zkumavkam.
Samotné cteni nukleotidi se dnes provadi u Sangerova sekvenovani kapilarni

elektroforézou s laserovou detekci fluorescence. Ta na zakladé rozdilné délky a typu
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fluorescence vyhodnoti potadi jednotlivych nukleotidii v sekvenci. V piedeslych
inkarnacich Sangerovy metody se vyuzivalo radioaktivnich primeri nebo ¢tyt nadob,
pficemz kazda znich obsahovala pouze tii deoxyribonukleotidy a polymeraza tak
ukoncila syntetizaci ndhodné v misté navazani ddNTP. Nevyhodou Sangerova
sekvenovani obecn¢ je omezena délka ¢teni (Catherine Shaffer 2017). U delsich sekvenci
se proto muselo provadét tzv. ,,shotgun sekvenovani, pii kterém byla zkoumana DNA
nahodné rozdélena na mensi fragmenty. Sekvence pak byla zrekonstruovana na zakladé
prekryvi, pomoci pocitacovych softwart, do piivodni podoby (Staden 1979; Anderson

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

Moderni alternativu k Sangerovo sekvenovani dnes piedstavuji metody sekvenovani
nové generace, kterymi jsou napf. Illumina MiSeq, HiSeq a NovaSeq, nebo metody

dlouhého ¢teni jako napt. PacBio ¢i PromethION.

5.2. Hledani idealni DNA barcode sekvence V genetickém kodu

Idealni barcode se vétSinou hledda v sekvencich kodujici proteiny, a to piedev§im
podobnych sekvenci v databazich. rRNA geny se v tomto ohledu potykaji s potiZzemi,
které jsou bud’ piehlizeny, nebo jsou fesené pomoci vypocetnich metod nepouzivajicich
alignment. Alignment je proces srovnavani / porovnavani dvou sekvenci. Sekvence jsou
pomoci riiznych algoritmi srovnany do fad tak, aby homologické pozice v sekvenci byly
uspofadany nad sebe a nukleotidy na téchto pozicich se pak pouziji k vypoctu podobnosti
sekvenci. Za pfedem danych podminek je do vysledného alignmentu mozné vkladat i

mezery (Mount 2001).

Jak bylo zminéno diive, DNA je tvofena ze 4 typt nukleotidd, ty slouzi ke kédovani
proteint, které se obvykle skladaji z 20 typt aminokyselin. V genetickém kodu tedy neni
mozné, aby jednotlivé nukleotidy slouZily pro zapis vSech aminokyselin samostatné.
Matematicky je to mozné teprve aZz pro kombinace tii nukleotidl, tzv. tripleti neboli
kodond, které davaji moznost vzniku 64 variacim s opakovanimi. Jedna aminokyselina

tak miize byt kodovéna vice riiznymi kodony.

Néahodny usek sekvence DNA muze byt do genetického kodu, ktery je kédovan po
tripletech, ptelozen Sesti zplsoby, tfemi v kazdém sméru Cteni, pfiCemz pouze jeden
zpusob cteni odpovida skute¢nému kédovanému proteinu. Pro interpretaci genetického

kodu se proto musi spravné vybrat tzv. otevieny ¢teci ramec (Open Reading Frame -
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ORF) (Alberts 2002). Navic je nutné si uvédomit, ze k syntéze proteint dochazi na
ribozomech c¢tenim informace z RNA, nikoli pfimo z DNA. V sekvencich RNA je
nukleotidova baze thyminu (T) zaménéna za uracil (U). ORF pro vétSinu proteint zac¢ina
start kodonem ATG (AUG) a konci stop kodonem, ktery mize mit tvar TAA (UAA),
TAG (UAG) nebo TGA (UGA). Vyjimkou mohou byt genové sekvence u nékterych
bakterii (Watanabe a Suzuki 2008).

ATG—»

5'-ATGACGAGAGAGCAGCCATTTTAG-3'

-----------------------

3-TACTCGCTCTCTCGTCGGTAAAATC-S
—ATC

Obrdzek 2:Priklad Sesti ctecich rameii u dvousroubovice DNA, zdroj: (Brown 2002)

K vyhledavani genu a jejich ORF se dnes pouzivaji pocitacové softwary, jakym je
naptiklad ORF finder. Déje se tak na zakladég statistickych metod a odhadu primérné
délky genu. Tato metoda je velice efektivni u bakterii. U eukaryot hledani genl
komplikuje vyskyt nekodujicich usekti DNA zvanych intront (Alberts 2002). Ty se po
prepisu DNA do RNA vystiihnou béhem procesu zvaného RNA splicing a ve vysledné
mRNA se pak jiz nevyskytuji a zbyvaji pouze kodujici exony. Geny eukaryot jsou tedy
Casto rozdéleny introny a v DNA sekvenci se tak neobjevuji jako nepferusovany otevieny
éteci ramec, na rozdil od bakterii. Pokrac¢ovani ¢teni sekvence do intronu tak muze vést

k chybnému vykladu, nalezeni stop kodonu a ukon¢eni ORF (Brown 2002).

Z evolucniho hlediska mé veliky vyznam fakt, Ze mutace na riznych pozicich
kodonu maji riizny vyznam a jejich fixace riznou pravdépodobnost. Stejné tak inserce

nebo delece nukleotidii v exonech maji za disledek posun ¢teciho ramce. Nékteré takové

vvvvvv

vvvvv

moznost studovat evoluci zivota na veliké Casové Skale a v ruizném taxonomickém

rozliSeni. Praveé rozdily na Grovni piibuznych druhi vyuziva DNA barcoding.

V pocatcich DNA barcodingu se usilovalo o nalezeni jedné univerzalni sekvence,
ktera 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 organismit
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(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, dostatecné variabilni, aby umoznil rozeznavat mezi druhy, ale zaroven co nejvice
stabilni pro zéstupce stejného druhu, (ii) byt standardizovany S konstantni substitucni
pro rozeznani CO nejvice taxonu a taxonomickych kategorii (iii) mit vhodné vysoce
konzervované primerovaci sekvence na koncich, coz umoziuje vysoce spolehlivou
amplifikaci daného useku a nasledné sekvenovani (iv) cilova DNA sekvence by neméla
byt piili§ dlouhd, aby bylo mozné jeji vyuziti i pii amplifikaci z degradované¢ho materialu
(Taberlet et al. 2007).

Vypsana kritéria maji pro kazdy védni obor jinou vahu. Taxonom bude napiiklad
upiednostiiovat geneticky marker, ktery mu poskytne dostatek informaci, na zaklade
kterych bude mozné zkoumany druh pfesnéji zafadit do taxoni. 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 soucasné¢ identifikovat vétSi pocet organismil nachazejicich se
v jednom vzorku (Taberlet et al. 2012). Toho mize byt dosazeno tzv. High-throughput
sekvenovanim (HTS), kdy dochazi k sekvencovani vice fragmentii DNA paralelné za

vyuziti méné specifickych primerd nebo i zcela bez nich (Liu et al. 2020).

5.2.1. Zivotiné barcody

Nejvétsi pozornosti, jako zdroji idealni DNA barcode sekvence, se v Zivo¢isné fisi
té§i 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 butice se jich mize nachdzet az
neékolik stovek nebo tisicli, pfiCemz kazda v nich obsahuje nékolik molekul DNA
(Wiesner et al. 1992), a tak jsou jejim bohatym zdrojem, i kdyz je mnozstvi dostupné
tkan¢ / vzorku omezené (Purty a Chatterjee 2016). Rychlost evoluce protein kodujici
mtDNA je také dostate¢né vysoka i pro identifikaci blizce piibuznych druhi (Hebert et
al. 2003a). Mezi dalsi ptiznivé vlastnosti se fadi absence intront, mala predispozice
k rekombinaci, haploidni, maternalni dédi¢nost a existence robustnich primert (Saccone

et al. 1999).
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Prvotni studie se zpocatku zamétovaly na mitochondridlni geny (12S, 16S) kodujici
ribosomalni RNA, ale od jejich $irSiho vyuziti bylo upusténo z ditvodu €astého vyskytu
indeld, inzerci a deleci bazi, coz vedlo k problémiim pfi sekvena¢nim alignmentu (Doyle
a Gaut 2000). Od nich byla pozornost piesunuta na cytochrom-oxidazovy komplex
predstavujici posledni clanek elektronového transportniho (dychaciho) fetézce. U
eukaryot se tento enzymaticky komplex nachézi ve vnitini membrané mitochondrii a
sklada se z nékolika podjednotek (Dieteren et al. 2008). Tti nejvetsi z nich cytochrom c
oxidaza I, IT a III jsou koddovany piimo v mtDNA (Voet a Voet 1990).

Konkrétné podjednotka cytochrom ¢ oxidéza I (COI) se zda byt jako nejslibné;jsi zdroj
zivociSného DNA markeru. Vykazuje dostate¢nou 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 genti
(Ramirez-Gonzalez et al. 2013) a jsou pro né&j vyvinuty robustni univerzalni primery,
pomoci kterych 1ze spolehlivé amplifikovat stabilné dlouhé useky z vétSiny zéastupct
zivocisné tise vcetné hmyzu (Folmer et al. 1994; Zhang a Hewitt 1997). Za univerzalni
zivocCiSny marker byla tak vybrana pravé sekvence dlouha 648bp mitochondrialniho genu

cytochrom ¢ oxidazy I (Hebert et al. 2003a).

Bohuzel ziskani takto dlouhé sekvence se ve specifickych ptipadech ukazuje jako
slozité nebo pfili§ ndkladné. Jedna se o rizn€ degradované vzorky z muzejnich sbirek,
enviromentalni DNA nebo z primyslové zpracovanych potravin za G¢elem ovéfeni jejich
puvodu a slozeni (Hajibabaei et al. 2006). To vedlo k experimentovani s takzvanymi
mini-barcodes, od béznych barcodi se 1isi svoji mensi délkou, ktera ¢inni priblizné 100
bp, ale i pies to dokazaly spolehlivé identifikovat vétSinu zkoumanych vzorkl za cenu
minimalniho ubytku na piesnosti (Hajibabaei et al. 2006; Meusnier et al. 2008).
Alternativou je naptiklad i kombinace vice takovych mini-barcodt. Pouziti COI a Cytb
mini-barcodti se mimo jiné osvéd¢ilo 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 tkané a pouzité mini-barcody dokézaly tyto morfologicky tézko rozliSitelné druhy

100 % urcit a po doplnéni jadernymi markery 1 jejich hybridy (Buddhachat et al. 2021).

Pro kritiku vyuZivani mtDNA markerd jsou wuvadény obavy z moZného

nadhodnocovéani  vysledkli pfi  fylogenetickych studiich v pfipadé ovlivnéni
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mitochondrialni dédicnosti. K nestandartni dédi¢nosti mtDNA miize dojit pfi dvoji
uniparentalni dédi¢nosti (DUI) bézné u mlzh (Bivalvia, Linnaeus 1758), ktera je vyjimkou
potvrzujici pravidlo maternalni dédi¢nosti bézné u vétSiny zivocicht. U druhi s DUI
dochézi k pfedani bud’ maternalni mtDNA nebo paternalni 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 prospéSné mikroorganismy, endosymbionti nebo
endoparazité. Jejich vyskyt také vede k obavadm z ovlivnéni amplifikace pfi pouziti méné
specifickych primert. Nejvice ovlivnénym taxonem se zdaji byt ¢lenovci, 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 druhia (Kondo
et al. 2002). Odhadem Wolbachia postihuje 15-75 % hmyzu a 50 % pavouku (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 oznaluji za prehnané. Sance netmyslné
amplifikace bakterialni sekvence pti pouziti specifickych primert pro ¢lenovce je malé a
pokud k ni presto dojde je snadné tuto chybu odhalit a napravit (Stahlhut et al. 2012;
Smith et al. 2012). V piipadé podezieni na ovlivnéni genové sekvence miize byt sporny
jedinec dale podroben analyze jadernymi markery, kterym je naptiklad gen Ragl (Frézal
a Leblois 2008; Buddhachat et al. 2021). I ptes tyto diskuze zistavaji pro zivo¢ichy COI

a dalsi mitochondrialni markery nejvyuzivanéjsimi (Taylor a Harris 2012).

5.2.2. Barcody ostatnich eukaryot a bakterii

COI marker pouzivany u zvifat a adoptovany jako univerzalni barcode nachazi své
vyuziti 1 v {i8i hub, obzvlasté dobfe se osvédcil u rodu Penicillium (Link) a u dalsich
ptibuznych druhti, kde se obavy z vyskytu intronii, komplikujicich PCR ve vétsing
ptipadech, nepotvrdily (Seifert et al. 2007). Obecné vsak COI sekvence u hub narazi na
nckolik uskali, mezi které patfi diive zminény vyskyt intronil, nedostate¢nd variabilita
mezi druhy (Gilmore et al. 2009) a existence anaerobné dychajicich taxont, 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
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oficidlni barcode marker pro tuto fisi eukaryot. ITS vykazuje velkou tspésnost pii PCR
amplifikaci a obecné si vede 1épe pii diskriminaci pfibuznych taxond, nez COI, které

dokaze spolehlivé zatridit 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 prib&hu ¢asu piilis neménila a jeho délka piesahujici 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 vzorkd, vyznamné ptispéla k

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

Vzhledem Kk heterogennimu charakteru protistd (Protista), pro zjednoduseni
chapano jako souhrnné oznaceni pro eukaryotické organismy, kteti nepatii mezi zvirata,
rostliny ani houby (Pawlowski et al. 2012), je stanoveni jednoho univerzalniho barcodu
téméef nemozné, ale 1 tak vedlo pouziti COI markert k ptiznivym vysledkiim u nékterych
fas (Algae) a k odhaleni novych druht (Saunders 2005; Clarkston a Saunders 2010).
Spolehlivéjsim feSenim se vSak zda byt pouziti jednoho ,,univerzalniho® barcodu
doplnéného o barcode, ktery by byl specificky pro danou skupinu fas nebo prvok, pro
co nejpiesnéjsi zarazeni do taxonu. Jednalo by se o postup podobny pouzivani mini-

barcodi u Zivoc€ichli. Navrhovanymi geny jsou naptiklad 28S rDNA, 18S rRNA, ITS,
COl spolu se svymi klady a zapory zminénymi u predeslych fisi (Pawlowski et al. 2012).

Skutecnym problémem se ovSem zdaji byt rostliny, kde je hledani spolehlivého
genetického markeru stale pfedmétem debat. Evoluce mitochondridlni DNA u rostlin je
mnohem pomalejsi nez u zvirat a COI sekvence tak u nich dosahuje mensi variability.
Proto bylo potieba pro rostliny zvolit vhodné&jsi 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 chloroplastti probiha fotosyntéza tj. pfeména slune¢ni 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
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mensi diskriminac¢ni sily na urovni druht (Kress et al. 2005; Hollingsworth et al. 2009).
Mezi nevyhody matK se fadi potiZe s vyvojem vhodnych a spolehlivych primert, ale ty
bodou Vv 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).

5.3. Barcodové databaze

Jako dalsi paralelu se zbozim v supermarketu s ¢arovymi kody a DNA barcodingem
l1ze uvést snahy o vytvoreni online referen¢nich databazi, které by idealné¢ obsahovaly
DNA sekvence vsech organismi a umoznily jejich porovnani se sekvencemi nejen

znamych ale i novych a nezndmych druhii. V soucasné dob¢ existuje takovych databazi

nékolik.

5.3.1. CBOL

Impulzem ke vzniku a zavedeni standardizovanych DNA barcodut 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’
uz jde o prirodovédecka muzea, herbaria a dalsi organizace zabyvajici se biodiverzitou,
pochazejicich z 45 zemi svéta (Ratnasingham a Hebert 2007). VSechny tyto ruznorodé
organizace spojuje jeden spolecny cil, kterym je propagace, rozvoj a prohloubeni poznani

diky DNA barcodingu (Schindel a Miller 2005).

Jednim z prvnich po€ini CBOL spolecné s prednimi sv&tovymi genetickymi
databdzemi bylo vytvotfeni formélnich ptedpist, které DNA sekvence musi spliiovat, aby
mohla ziskat oznaceni DNA barcode. Sekvence musi pochdzet z urené genové oblasti,
splnovat uréeny standart kvality a pochazet ze vzorku, ktery Ize v budoucnu piezkoumat.
To znamend, Ze vzorovy jedinec je uchovavan ve sbirce pro mozZnost piipadného

ptezkoumani (Hanner a Gregory 2007).

5.3.2. BOLD

Prvni databazi zalozenou cisté za ucelem shromazd’ovéani standardizovanych DNA
barcodt byl The Barcode of Life Data System (BOLD). Od svého zalozeni v roce 2005
je neocenitelnym pracovnim néstrojem, ktery pomaha ziskavat, ukladat, analyzovat a Sifit
DNA barcode sekvence. Také se neustale vyviji. Vroce 2017 doslo ke spusténi

modernizované ctvrté verze této databaze zlepSujici jeji chod a pifedstavila také novy
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zlepseny systém citaci a anotaci. BOLD je kompletné zdarma a vetejné ptistupny pro
kazdého védeckého pracovnika zajimajiciho se o0 DNA barcoding a 1ze ho nalézt, spolu
se vSemi novymi funkcemi, na webovych strankach http://www.boldsystems.org, kde
Vv soucasné dob¢ shromazd’uje pres 12 milionti barcode sekvenci pochéazejicich z vice nez
300 tisic druht. Zaznamy obsahuji vesSkeré informace tykajici se kvality, délky sekvence,
pouzitych primeri a podobné. Také zde lze nalézt bibliotéku clanki a publikaci
zabyvajicich se DNA barcodingem, které jsou zapojeny v sdruzeni CBOL (Ratnasingham
a Hebert 2007).

5.3.3. INSDC

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

5.34. iBOL

Za zminku dale stoji The International Barcode of Life Consortium (iBOL). Jde o
spojenectvi mnoha narodil se spole¢nou snahou prohloubit nasi znalost biodiverzity
budovanim DNA barcode databazi, sekvenacnich laboratofi a dalSich informacnich a
veédeckych zatfizeni. 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 miliont 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.

5.4. Barcode gap

Kdy je mozné vyc¢lenit novy druh ztoho stavajicitho na zaklad¢ sekvence DNA,
respektive ho oznacit jako MOTU k dal§imu pfezkoumani, uréuje fenomén nazyvany
barcoding gap, jehoz existence je pro cely systém DNA barcodingu kli¢ova. Barcoding
gap je predpokladany minimdlni rozdil mezi sekvencemi riiznych druhd, podle néjz je

mozné tyto sekvence spolehlivé oznaCit za nalezici jinym druhlim. Vychazi se
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z ptedpokladu, ze vnitrodruhova geneticka variabilita je menSi nez mezidruhova

geneticka divergence (Hebert et al. 2003b).

Velikost barcode gap byla prvotnimi studiemi, na zakladé 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 o méné nez 2 %
od znamé sekvence, tak by se v tomto pfipadé ocekavalo, Ze ob€ nalezi stejnému druhu.

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

Takto vypozorovana definice se setkala s kritikou a bylo poukazano na jeji nachylnost
k chybam I a II stupné, tedy k faleSnym pozitiviim a faleSnym negativim. Za faleSné
pozitivni mize byt naptiklad oznacen nové vznikly taxon, u néhoz je mezidruhova
variabilita mens$i, nez se predpoklada. FaleSny negativ miiZe zase nastat u biologickych
druht, kde je mezidruhova divergence mensi nez barcoding gap (Meyer a Paulay 2005).
V nékterych studiich se vyskyt barcoding gap dokonce nepovedlo potvrdit, a jeho
nalezeni ostatnimi studiemi bylo oznaceno za artefakt vznikly nedostatenym poctem

vzorkt (Meyer a Paulay 2005; Wiemers a Fiedler 2007).

K nalezeni barcoding gap a k roztfidéni vzorki na jeho zaklad¢ se pouziva mnoho
statistickych metod a analytickych nastrojii. Jednim z takovych nastrojii je naptiklad
JMOTU. Vyuziva shlukové analyzy, konkrétné metody nejblizsiho souseda, kdy dochazi
ke shlukovéani nejpodobnéjSich vzorka. Vzdalenost jednotlivych shlukii je pak dana
vzdalenosti dvou nejbliz§ich objektti z riznych shluka (Jones et al. 2011). Finalnim
vysledkem je dendrogram, ktery se pouziva k zobrazeni predpokladanych ptibuzenskych
vztahli mezi taxony. Dal$imi metodami jsou napfiklad Automatic Barcode Gap Discovery
(ABGD) (Puillandre et al. 2012) nebo Barcode Inder Number (BIN) (Ratnasingham a
Hebert 2013).

5.5. Vyuziti DNA barcodingu

Pilotni studie na t¢éma DNA barcodingu v roce 2003 testovala tuto metodu a jeji
schopnost spravn¢ identifikovat druhy na zastupcich fadu Lepidoptera Linnaeus 1758. Bylo
vybrano 200 béznych druhti z okoli mésta Guelph v Kanadé. ldentifikace vSech druht
byla 100 % uspésna, a tak se podobné vysledky ocekavaly 1 u ostatnich taxont, jelikoz
Lepidoptera jsou jednim z nejvice taxonomicky diverznim fadem a jejich DNA sekvence

nejsou moc rozdilné. Pfi otestovani 3 % barcode gap se podatilo identifikovat 196 z 200
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druhti, vyjimku tvofili ¢tyfi druhy recentniho ptivodu, u kterych byla mira divergence

mensi (Hebert et al. 2003a).

V podobném duchu se nesla dalsi studie, t¢Z zaméfend na Lepidoptera, tentokrat
s cilem objevit nové taxony. Motyl Astraptes fulgerator (walch 1775) byl dlouho
podeziivan za ukryvéani vice kryptickych druhli. Jednéd se o druh se Sirokym aredlem
vyskytu od jihu USA aZ po sever Argentiny. Prvnim naznakem, Ze se jedna o vice
kryptickych druht, bylo nezvyklé mnozstvi krmnych rostlin housenek tohoto motyla. Jev
nezvykly pro ¢eled’ soumraénikovitych (Hesperiidae Latreille 1809) do které patii. DalSim
znakem byla vysoka variabilita pigmentace housenek. Na druhou stranu dospéli jedinci
maji jen mirn€ odlisSné morfologické znaky a disekce pohlavnich organd, coz je
Vv entomologii ¢asty zdroj identifika¢nich znakt, v nich nenasla zadny rozdil. Nebyt DNA
barcodingu rozclenéni toho komplexu druhti by zabralo nékolik dal$ich let plnych
pozorovani dospélcii a jejich spojovani s housenkami a krmnymi rostlinami, jelikoz se
nejspiSe jednd o sympatrické taxony schopné mezidruhového kiizeni. DNA barcoding
podpoteny morfologickymi a ekologickymi poznatky se ukazal jako velice efektivni
nastroj. Divergence v COI sekvencich A. fulgerator se ukazala byt mnohem vyssi, nez je
typické v ramci jednoho druhu. Vysledny pocet druhit byl ze Sesti az sedmi
predpokladanych, na zakladé pozorovani, navysen na deset MOTU (Hebert et al. 2004a).
Toto navyseni pouze na zaklad¢ divergence DNA sekvence se vsak setkalo s kritikou a

skute¢né se nejspise jedna jen o sedm rozdilnych druhti (Brower 2006).

Dalsiho prilomu v oblasti molekularni taxonomie a nastinéni skute¢né biodiverzity
se podafilo dosahnout u fadu Hymenoptera v Kostarice. Ve studii bylo podrobeno 2 597
jedinct parazitoidnich vosi¢ek (Hymenoptera: ,,Parasitica®) ze Sesti rodi (Alphomelon,
Mason 1981; Apanteles, Forster 1862; Cotesia, Cameron 1891; Dolichogenidea, Viereck 1911;
Glyptapanteles, Ashmead 1904; a Microplitis, Forster 1862). Na zaklad¢ morfologie bylo
vyclenéno 171 OTU, ale DNA barcoding toto ¢islo navysil o dalSich 142 na celkovy pocet
313 druht, z toho vice nez 95 % bylo nepopsanych. Z ptedpoklddanych parasitoidii
generalistil napadajicich Siroké mnozstvi riznych housenek se vyklubalo mnoho druhti
specialistli, kazdy parazitujici jeden az dva druhy housenek. Celkova druhova bohatost
téchto Sesti rodil byla navySena o 70 %. Nejextrémnéjsi ptipad piehlizené biodiverzity
byl zjistén u druhu Apanteles leucostigmus (Forster, 1862), u kterého se predpokladalo, ze
parazituje 32 druhd housenek z ¢eledi soumra¢nikovitych. Barcoding tento piedpoklad

vyvratil a zjistil, Ze jde o komplex 36 kryptickych druhti. U druhti vy¢lenénych pouze na
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zéklad¢ divergence DNA sekvence, byly po podrobnéj§im piezkoumani skutecné
objeveny rozdilné morfologické znaky anebo rozdily v chovani a vybéru hostiteli.
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, nasledné doplnény o jaderny marker, morfologickd a ekologickd data, se
ukazal jako velice slibny nastroj pro mapovani biodiverzity na a-urovni (Smith et al.

2008).

Taxon N* (%)
Bezobratli (Invertebrata) 186 53
Rostliny (Plantae) 55 16
Ryby (Osteichthyes) 37 10
Ptaci (Aves) 18 5
Protisté (Protist) 18 5
Houby (Fungi) 14 4
Savci (Mammalia) 9 3
Obojzivelnici (Amphibia) 8 2
Plazi (Reptilia) 5 1

* nekolik praci zkoumalo vice taxon

Tabulka 1: Pocet praci (N) s frdzi ,, DNA barcode “ v ndzvu k roku 2012, rozdéleno podle zaméreni (Taylor a Harris
2012).

DNA barcoding je z nejvétsi ¢asti vyuzivan pravé pro zkoumani hmyzu (Taylor a
Harris 2012). To neni Zzadnym piekvapenim, jelikoz se jedna o velice riznorodou a
druhov¢ bohatou skupinu s mnoha kryptickymi druhy a naSe poznéani zde stdle zaostava
(May a Harvey 2009). Mnoho druhit hmyzu je vyznamnymi zemédé€lskymi Skidci a
vektory nemoci, a jejich spravna identifikace je proto nesmirné dilezita. Hlavni pfednosti
DNA barcodingu je schopnost rozpoznat organismus bez ohledu na vyvojové stadium.
To ma opét velké vyuZiti u hmyzu a to 1 u druhti, u kterych to bylo historicky obtizné jako
naptiklad u kukel a housenek motyla (Virgilio et al. 2010; Hausmann et al. 2020). Na
zéklad¢ 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 vysledkt
kvuli malé divergenci COI sekvence (Meier et al. 2006; M. Hernandez-Triana et al. 2019;
Kunprom a Pramual 2019). V Thajsku se i piesto podafilo odhalit tifi nové druhy nalezici

do Celedi Tabanidae Latreille, 1802, kde jsou tyto mouchy znamymi pienaseci parazitickych
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prvoka Trypanosoma evansi Balbiani, 1888. Jejich spravna identifikace je proto dilezita

pro kontrolu a omezeni $ifeni téchto parazitd (Changbunjong et al. 2020).

Mozna pro n€koho piekvapivé nachazi DNA barcoding spolecné s entomologii i
vyuziti v kriminalistice. Ze v§ech moznych mrchozroutd jsou mouchy bzucivky (Diptera:
Calliphora Robineau-Desvoidy, 1830) jednim zprvnich a nejhojnéjSich organismui
kolonizujicich uhynula té€la. Mohou tak poslouZit jako u¢inny néstroj pro stanoveni doby
umrti na zaklad¢ stadia vyvoje vajicek a predevsim larev. Pro piesné urceni ¢asu je ovSem
kritické spravné urcit druh bzucivky. Jako u vétSiny kryptickych druhti se toto ur€ovani
provadélo na dospélych jedincich podle rozdilnosti pohlavnich organti, coz vyZadovalo
zna¢nou expertizu ¢as pro dochovani larev v imaga. Larev a vajicek byva mnoho, ale
jejich identifikace je morfologicky téméf nemozna. Aplikovani DNA barcodingu se opét
ukazalo jako dobré feSeni tohoto problému. Larvy i dospélce se povedlo uspésné zaradit

do druhti (Chen et al. 2004).

Dalsi oblasti, kde se DNA barcodingu hojné vyuziva, je potravinaisky pramysl. Jak
bylo okrajové zminéno v kapitole ,,4.2.1. Zivo¢isné markery, chybné oznaGovani a
zaménovani druht ryb a motskych plodil za jiné se zda byt pretrvavajicim problémem.
Na tizemi USA jsou naptiklad platys obecny (Hippoglossus hippoglossus (Linnaeus, 1758))
a chnapal ¢erveny (Lutjanus colorado Jordan & Gilbert, 1882) V > 75% nahrazovany jinymi
druhy, ale stale prodavany pod témito jmény (Wong a Hanner 2008; Khaksar et al. 2015;
Willette et al. 2017). At uz je motivace pro toto zaménovani jakakoliv DNA barcoding

se ukazuje jako silny spojenec v boji s nekalymi obchodnimi praktikami.

Ekologové se na DNA barcoding obraceji zejména pokud je potieba identifikovat
zvite jen ze zivociSnych zbytkd, které po sob€ zanechd. Takovym zbytkem mohou byt
chlupy, vykaly atd. Tento pfistup je nejvice ocenovan pii sledovani skryté zijicich nebo
ohrozenych druhd (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 imyslné¢ zaménovany za jiné druhy. DNA barcoding umoziuje i
uzivatelim nezkuSenym v taxonomii, jako je celni hlidka, spolehlivé rozpoznat

ptevazenou zvér a rostliny (Schindel a Miller 2005).
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6. Termiti (Blattodea: Termitoidea)

Jako modelovy organismus pro otestovani DNA barcodingu byli vybrani termiti.
Identifikace termitli je pfevazné zalozena na kasté vojakl, protoze ostatni kasty jsou
pomérne uniformni a okfidleni dospé€lci s druhové specifickou kiidelni Zilnatinou se
vyskytuji pouze po omezenou dobu. U né€kterych skupin termitd jsou vSak 1 kasty vojaka
k nerozeznani, ptipadné jsou vojaci vzacni nebo zcela chybi. Bezvojakati hlinozravi
termiti se pak urcuji predevsim podle anatomie enterické valvy v zadnim stfeveé (Noirot
2001; Brune a Dietrich 2015). Jak identifikace na zakladé morfologie kasty vojaka, tak
identifikace na zaklad¢ morfologie a anatomie stfeva a jeho Casti jsou znacné Casové
naro¢né a nelze je aplikovat univerzaln¢€ na vSechny druhy termitt (Korb et al. 2019).
Zaroven ale u termitli nebyva problém ziskat dostatek zivych tkani pro izolaci DNA.
Proto se jest¢ pred samotnou praktickou Casti na tento zajimavy a relativné malo
prozkoumany taxon podivame blize. Sice se nejedné o u nas vyznamny druh, ale i pfesto
ma v Cechach vyzkum termitii tradici od 60. let 20. stoleti a plisobi zde celosvétové
uznavani termitologové. V oblastech tropického a subtropického pasma jsou termiti

vvvvvv

klima.

Termiti byli jesté do nedavna fazeni do samostatného fadu vsekazi (Isoptera Brullg,
1832). Diky pokrokiim v molekularni taxonomii a fylogenetickym studiim, které se
zabyvaji evoluci organismil, jsou nyni fazeni jako sestersky taxon k ¢eledi dfevozravych
Svabu Cryptoceridae Scudder, 1862 do fadu Blattodea Latreille, 1810, ktery nyni sdruzuje
Svaby a termity. Bez této zmény by fad Blattodea byl netplnym (parafyletickym)
taxonem, jelikoz by nesdruzoval v§echny potomky spole¢ného pfedka. Termiti tedy i pies
svoje ptizvisko bilych mravenci z vyvojového hlediska s mravenci nic spole¢ného

nemaji (Inward et al. 2007).

Termiti byli prvnimi organismy, u nichz se nékdy pied ~130 miliony lety vyvinula
eusocialita (Martinez-Delclos a Martinell 1995; Harrison et al. 2018). Eusocialita je
spolecné souziti vice ¢lenti jednoho druhu, kde dochazi k délbé prace, k péci o potomstvo,
souzitim vice generaci a systémem kast, ve kterém je reprodukce vyhrazena pouze
nékterym, zatimco vétSina ¢lenti eusocialniho spolecenstvi se nerozmnozuje (Crespi a
Yanega 1995). U termitd lze nalézt tii zakladni kasty, kazdou s pfesné danou funkci
potiebnou pro chod kolonie. Zajimavosti je, ze vSechny larvy, prvni juvenilni instary, jsou

po vylihnuti stejné a dale se vyvijeji podle potteby kolonie na zdkladé vnéjSich faktort
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(Noirot 1985). Nejpocetnéjsi kastu tvori délnici, jimiZ jsou sterilni samci i samice. Jejich
ukolem je obstaravat potravu, peCovat o vajicka a ostatni kasty a stavét 1 opravovat
hnizdo. Kastou urcenou pro obranu kolonie jsou vojaci, ktefi jsou pro specificky zptisob
obrany dokonale morfologicky uzptsobeni. Vojaci vétSinou brani hnizdo za pomoci
zvétSené hlavy stvrdym exoskeletem a kusadly, nebo pomoci jinych vice
specializovanych obranych strategii jako je vystiikovani toxickych ¢i repelentnich latek
z protahlého vystupku na hlavé (Prestwich 2003; Sobotnik et al. 2010). Pfesto u n&kterych
druhil termithh maze kasta vojaka chybét a o obranu se pak staraji velice agresivni délnici,
jako napiiklad u podceledi Apicotermitinae (Grassé & Noirot, 1955). V obrané hnizda dokazi
pomoci i délnici vojakatého druhu Neocapritermes taracua (Termitidae: Termitinae) a to
dokonce za cenu svého Zivota. V bezvychodné situaci smisi obsah slinnych Zlaz se
specializovanymi modrymi krystaly, coz vede k explozivni reakci, ktera ma za vysledek

erupci toxické latky skrz roztrzenou télni sténu (Sobotnik et al. 2012).

Obrizek 3: Vojék a délnici Neocapritermes taracua s viditelnymi modrymi krystaly. Foto: Jan Sobotnik

Za zakladéani kolonii a novych hnizd, kterd mohou byt nadzemni, podzemni nebo
uvnitf odumfelych stromt, je zodpovédny kralovsky par, ktery je hlavni reprodukéni
kastou v kolonii. Pfi procesu zvaném rojeni opoustéji potentni oktidleni termiti obou
pohlavi hnizdo a po takzvaném snubnim letu si vyberou reprodukéniho partnera a

zakladaji nové kolonie. Po usazeni sva kiidla odhazuji a 1étaci svaly pfeméni ve zdroj
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energie metabolismu. Kralovsky par je tvofen vétSinou jednou samiCkou a samcem

(Bignell et al. 2011).

Kromé eusociality nalezi termitim jes$t¢ jedno prvenstvi, a to v ,,zeméd¢lstvi®,
konkrétné v péstovani hub (Bignell et al. 2011). Krom¢ termiti se toto symbiotické
souziti s houbami pozdéji vyvinulo u dvou dal$ich taxont, a to u mravenct (Mueller et

al. 2001) a ambroziovych karoveu (Farrell et al. 2001).

Nejvétsi piinos termitli plyne z jejich role rozkladacl. Jejich jidelnicek se sklada
z ¢ehokoliv rostlinného ptivodu, at’ se jedna o opad, tlejici dfevo nebo humus (Khan et al.
2018). Jsou schopni za rok zkonzumovat az 100% mrtvého dfeva ve svém okoli (Engel
et al. 2009; Bezerra-Gusmao et al. 2011) a az polovinu ro¢niho opadu (Brauman 2000),
navraceji tak mnoho zivin zpatky do pudy. Jsou duleziti pro udrzovani jeji trodnosti,
protoZe v tropickych oblastech ptida pfi zemédé€lském vyuZiti rychle degraduje. Také
tvorba termitich staveb, pfedev§im podzemnich chodeb, pomahd provétravat ptidu a
usnadiuje tak vsttebavani vody. V suchych oblastech, naptiklad v Africe, vedl vyskyt
termitl podle experimentu k az 36 % narustu produkce obili (Evans et al. 2011). I pies
vSechny tyto pozitivni vlivy na svoje okoli je na termity nahlizeno hlavné jako na Sktidce
pozirajici dfevéné stavby a tirodu, pfitom z ptiblizné popsanych 3 000 druhi je jen 185

druhti potvrzenymi $ktdci (Jouquet et al. 2011).
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7. Porovnani efektivity DNA Dbarcodingu s tradi¢ni metodou

identifikace

Dulezitym cilem této bakalafské prace je porovnani efektivnosti DNA barcodingu
oproti tradi¢ni metodé identifikace, pro kterou byli vyuziti termitologové dostupni v CR.
Ackoli zadny z oslovenych neni specializovan na taxonomii termitd, vzhledem k poctu
termitich druhti jsou 1 bézni termitologové schopni se zakladnim vybavenim piiblizné
urCit druhy a rody. Za ucelem porovnani obou metod bylo ptipraveno 24 vzorktl termita
uchovanych v 80% ethanolu, které byly ziskdny ze sbirky Termite Research Team
z Ceské zemé&délské univerzity v Praze. Zamérmné byly vybrany vzorky z Ameriky, nebot
neni druhové tak bohata jako Afrika, a vSichni osloveni termitologové zde v minulosti
termity sbirali a maji s vybranymi taxony zkuSenosti. Zkumavky vzdy obsahovaly
alespont dva zastupce kasty délniki i vojakl za Gi€elem usnadnéni identifikace, kterd se
vétSinou soustied’uje praveé na morfologickou odlisnost vojakl mezi jednotlivymi druhy

(Wang el al. 2009; Arif et al. 2019).

cvwr

Ptesnost urceni byla kvantifikovana jako pocet druhti (T) spadajici pod nejnizsi taxon,
ktery sdruzoval ur¢eny taxon a druh uvedeny v Tabulce 2. Pfesnost jednotlivych urceni
byla vztazena na primérny Cas (t) potiebny k ureni. Nasledn¢ byly hodnoty se¢teny a
vydéleny poctem urcovanych vzorkl (n). Ziskané vysledky byly u totoznych metod
identifikace secteny a dale primérovany. Pocet druhii nalezici taxoniim byl pfevzat z
,» 1reatise on the Isoptera of the world* (Krishna et al. 2013). Vétsi hodnota P znaci vyssi

pravdépodobnost spravného tipu.

Z%m:za/h
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Cislo vzorku Zemé pivodu

Druh

1 Brazilie
2 Brazilie
3 Brazilie
4 Brazilie
5 Brazilie
6 Brazilie
7 Brazilie
8 Brazilie
9 Brazilie
10 Brazilie
11 Brazilie
12 Florida
13 Florida
14 Florida
15 Florida
16 Panama
17 Panama
18 Panama
19 Panama
20 Panama
21 Brazilie
22 Brazilie
23 Panama
24 Francouzska Guyana

Amitermes amifer Silvestri, 1901
Cornitermes cumulans (Kollar, 1832)
Diversitermes sp. 1 Holmgren, 1912
Divinotermes allognathus (Mathews, 1977)
Cyranotermes timuassu Araujo, 1970
Heterotermes sulcatus Mathews, 1977
Heterotermes tenuis (Hagen, 1858)
Velocitermes sp.1 cf. heterotypus® Holmgren, 1912
Subulitermes baileyi (Emerson, 1925)
Curvitermes odontognathus (Silvestri, 1901)
Orthognathotermes aduncus Emerson, 1949
Neotermes jouteli (Banks, 1919)
Cryptotermes cavifrons Banks, 1906
Incisitermes snyderi (Light, 1933)
Neotermes castaneus (Burmeister, 1839)
Dolichorhinotermes longidens (Snyder, 1924)
Cylindrotermes macrognathu Snyder, 1929
Nasutitermes nigriceps (Haldeman, 1854)
Calcaritermes brevicollis (Holmgren, 1910)
Nasutitermes guayanae (Holmgren, 1910)
Crepititermes verruculosus (Emerson, 1925)
Diversitermes sp. 2 Holmgren, 1912
Comatermes perfectus (Hagen, 1858)
Atlantitermes osborni Fontes, 1979

Tabulka 2: Seznam vzorkii k experimentalnimu urceni

*urceni nepopsaného druhu
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7.1. Metodika tradi¢nich metod identifikace

Za tradi¢ni metodu identifikace byl zvolen parataxonomicky ptistup. Parataxonomie
nesplituje na rozdil od taxonomie kritéria védecké discipliny, ale i pfesto je cennym
nastrojem slouzicim k prvotnimu tfidéni a identifikaci vzorki na zakladé vnéjSich
morfologickych znakt (Krell 2004), ke kterému dochazi ptimo v terénu za pomoci
nejzakladnéjSich pomucek jako jsou napiiklad pfenosné binolupy, lupy, vlastni fotografie
a referenCni sbirky. Takovy pfistup umoznuje rychlé zhodnoceni biodiverzity na
zkoumané ploSe a umoznuje profesionalnim taxonomim omezit jejich ¢innost na

skupiny, ve kterych jsou erudovani, coz ma za vysledek zrychleni a zlepSeni efektivity

prace (Allen 2001).

S identifikaci bylo dotazano celkem pét terminologi. Cty¥i dotazani k identifikaci
pouzili pouze binolupu a voln¢ dostupné fotografie termitii na internetu. Posledni
dotazany mé¢l k dispozici urovaci kli¢. Také byla vSem k dispozici informace o zemi

puvodu vzork.

7.2. Metodika molekularni taxonomie

7.2.1. lzolace DNA

Pro izolaci DNA byly pouzity duplikaty vzorkii uvedenych v Tabulce 2, které byly
sbirany soubézné, avSak do preservacniho média RNAlater ®. Toto médium oproti
etanolu vyrazné 1épe konzervuje DNA celistvou a zvySuje Sanci na uspésné provedeni
molekularné biologickych experimentil. Izolace DNA ze tkani termitt se provadéla za
pomoci DNeasyR Blood & Tissue Kit od firmy QIAGEN s mensimi modifikacemi a
preferované z vojéki, pokud jich zkumavka obsahovala vice neZ tfi, proto aby byl
zachovan jejich dostateny pocet pro dalsi identifikaci na zakladé morfologie. Vzorky
byly vyjmuty ze zkumavky, nasledné byla oddélena jejich hlava, nejlépe spolu s hrudi a
koncetinami, pro ziskani co nejvétSiho a nejCistSiho objemu genetického materidlu.
Abdomen byl vytazen kvili pfitomnosti sttevni mikroflory, mozného vyskytu parazitd,
symbiotickych prvokl a zbytkidl natrdvené potravy, ktera by tak mohla kontaminovat
vysledny izolat a ovlivnit dal$i rozbor. Ve bylo provadéno pinzetou sterilizovanou 70%

ethanolem a plamenem.

S takto pfipravenymi vzorky bylo dale postupovano podle mirné¢ modifikovaného
manualu od vyrobce izola¢niho kitu. Byly dany do odstiedivkovych zkumavek se 180 ul
ATL Bufferu a 20 ul proteinazy K, protiepany a ponechany pies noc k inkubaci pti 56 °C
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po dobu 11 hodin, pfi inkubaci doslo k lyze, tedy k rozkladu bunék dasledkem rozpadu
jejich vnéjSich membran, a ndsledné k odstranéni kontaminanti, kterymi v nejvétsi mite
byvaji proteiny vazajici se na nukleové kyseliny, proteindzou K. Del$i doba inkubace byla
stanovena diky poznatkiim z praxe s izolaci DNA z hmyzu s jejich odolnym exoskeletem.
Nasledné se vzorky 15 sekund promichavaly, ptidalo se 200 ul AL bufferu a promichaly
znovu. To samé se opakovalo s 200 ul pfedem namrazené¢ho 96% ethanolu. Takto
upravené vzorky byly nésledné piepipetovany do DNeasy Mini filtracnich zkumavek
vlozenych do 2ml sbérnych zkumavek a centrifugovany 1 min pii 8 000 ot/min. Poté byly
prendény filtracni zkumavky do novych 2ml sbérnych zkumavek a pipetou piidano 500
ul AW1 bufferu. Nasledné byly opét centrifugovan 1 min pii 8 000 ot/min. Po
centrifugaci byly sbérné zkumavky znovu pfendany do novych 2ml sbérnych zkumavek
a bylo pridano 500 ul AW?2 bufferu, poté byly centrifugovany 3 min pii 14 000 ot/min.
Po tomto kroku doSlo k zachyceni DNA na kolonkdch zkumavek, ty byly tentokrat
vloZeny do 1,5ml mikrocentrifuganich zkumavek, do kterych bylo pfidano 100 pl AE
bufferu. Vzniklé roztoky byly inkubovany 1 min pfi pokojové teploté a nasledné
centrifugovéany po dobu 1 min pti 8 000 ot/min. Tento krok byl znovu opakovan, ale misto
100 pl bylo ptidano 50 ul AE bufferu, ktery byl pipetovan pifimo na stfed membrany
filtra¢nich zkumavek. Na konci tohoto kroku doslo k eluovani izolované DNA do 1,5ml

mikrocentrifugac¢nich zkumavek.

7.2.2. Pribéh polymerazové fetézové reakce (PCR)
Izolované DNA bylo z 24 zkumavek piepipetovano do 48 mikrozkumavek, do kazdé
pfislo 5 pl izolatu, takze na kazdy vzorek piipadaly dvé mikrozkumavky. Do prvni sady
24 mikrozkumavek byla ptidana reakéni smés z 12,5 pul PPP MIX slozeného z Taq
polymerazy, reak¢niho bufferu a barviva, 1 ul BSA, 1 ul COI — F2 primeru, 1 ul COI —
R2 primeru a 4,5 pl dvakrat destilované H20. Ve vysledku kazdd mikrozkumavka
obsahovala 5 pl izolatu DNA a 20 ul reak¢éni smési. Stejny postup byl zopakovan i pro
druhou sadu vzorkd, jediny rozdil byl v pouzitém primeru. Byl pouzit primer COIl — F a

COIl — R. Reak¢ni smés byla po celou dobu udrZzovana na ledu.

Niazev primeru Sekvence 5'-3' Citace

Termite_COIl_R GTTTAAGAGACCAGTACTTG (Liu a Beckenbach 1992)
Termite_COIll_F CAGATAAGTGCATTGGATTT (Miura et al. 2000)
TermiteCOI-R2 GTATTGTGATTGCTCCTGCT  nepublikované
TermiteCOl F2  AGCATTCCCACGAATAAACA nepublikované

Tabulka 3: Seznam pouzitych primerii a jejich sekvenci
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PCR pro prvni set 24 vzorkli s COI primery bylo zahdjeno na termocykleru
predenaturaci pii 94 °C po dobu 1 min. Nasledné se 35x opakoval cyklus sloZeny
z denaturace 94 °C, 15 s; nasednuti primeru 50 °C, 1 min; elongace 72 °C, 1 minal5sa
reakci ukoncila postelongace pii 72 °C po dobu 3 min. Po tomto poslednim kroku byly

vzorky udrzovany pii teploté 4 °C.

Amplifikace DNA druhého setu vzorkl s COII primery byla zahdjena prenaturaci 94
°C, 3 min a z 35x opakovaného cyklu denaturace 94 °C, 30 s; nasednuti primeru 45 °C,
45 s; elongace 72 °C, 1 min a reakci opét zakoncila postelongace pii 72 °C po dobu 3

min, nasledné teplota klesla na 4 °C do doby, neZ bylo se vzorky dale manipulovano.

7.2.3. Gelova elektroforéza

Ke zhodnoceni amplifikace DNA byla pouzita horizontalni gelova elektroforéza. Pti
elektroforéze se zaporné nabité molekuly DNA pohybuji skrz poéry gelu v elektrickém
poli. Za timto Gc¢elem byl ptipraven 1% agarozovy gel slozeny z 2,5 g agarézy a 250 ml
TAE bufferu. Vznikly roztok byl dikladné promichdn a zahfivdn po dobu 2 min
Vv mikrovinné troubé. Roztok byl ochlazen ledem na piiblizné 50 °C, bylo ptidano barvivo
a poté byl nalit na sklenénou podlozku opatfenou hiebinky, které¢ jsou po zatvrdnuti gelu
vyjmuty a vytvoii v ném tak jamky pro napipetovani vzorkd. Elektroforéza trvala 1
hodinu a 30 minut pii napéti 100 V. Tento postup byl zopakovan pro vSech 48 vzorki
spolu se zapornou (K-) a kladnou (K+) kontrolou a Zebiiky (Z).

U vzorkli s COII primerem doslo pfi PCR 1 k namnozeni bliZze nespecifikovanych
nezadoucich usekd, a proto byla u vzorki ¢islo 6, 7, 10, 20, 21 a 23 provedena izolace
z gelu. Za timto ucelem byl pfipraven vice koncentrovany 1,5% agarézovy gel, z n¢hoz
po probéhnuti elektroforézy byly vyfiznuty pozadované amplifikované tseky. Pti izolaci
PCR produktu z gelu se postupovalo podle instrukci QIAquick® Gel Extraction Kit od
firmy QIAGEN za pouziti destilované H20 V poslednim kroku. Koncentrace izolované
DNA ve vzorcich izolovanych z gelu byla zméfena pomoci Qubit fluorometru (Thermo
Fisher Scientific, USA).

Vzorky byly odeslany k sekvenaci firmé Microsynth AG. Byla vyuZita nabizena
sluzba ,,Sanger Sequencing - Economy run®“ a odeslané produkty nebylo tieba pted
odeslanim purifikovat. Doporu¢ena koncentrace ve vzorcich urcenych k sekvenaci by

m¢éla Cinit 1,5 ng / pl na kazdych 100 bp podle instrukci firmy (microsynth.ch). Urceni
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vzorkli vhodnych k sekvenaci bylo provedeno vizualnim porovnanim signalu na zebiiku

se signalem vzorku na fotografiich elektroforézy dostupnych v 10. ,,Fotoptilohy*.

7.2.4. Cteni sekvenci
Sekvence byly od dodavatele obdrzeny ve formatu ,,.ab1‘ obsahujicim kromé sekvence i
informaci o kvalité &teni. Cteni a wiprava ziskanych sekvenci DNA byla provadéna
pomoci programu Geneious Prime verze 2019. 2. 1. Nejprve bylo k jednotlivym
sekvencim pomoci funkce Geneious Assembler de novo reverzné sparovano druhé vlakno
s komplementarnimi nukleotidy. Ze vzniklych sekvenci byly ofiznuty oba konce s
primery a spolu s nimi i okrajové ¢asti s nizkou kvalitou ¢teni. Takto upravené sekvence
byly poté pomoci funkce BLAST — Megablast (Altschul et al. 1990) porovnany se

sekvencemi ulozenymi v NCBI databazi.

7.3.  Vysledky molekularnich metod

Mnozstvi izolované DNA se mezi vzorky zna¢n¢ lisilo, pohybovalo se od 0,9 ng / pl
do 61,7 ng / ul. Mira Cistoty izolované DNA 260/280 byla 2,1; ktera je blizka modelové
hodnoté 1,8 — 2,1. Sekundarni mira ¢istoty 260/230 byla — 1,6; v n€kterych piipadech
dokonce az — 58,5. Idealni hodnota pro tuto miru se nachazi mezi 2,0 — 2,3 podle
vyrobce pristroje (https://bio.davidson.edu/projects/gcat/protocols/NanoDrop_tip.pdf).
Obzvlaste nizka koncentrace nukleovych kyselin byla naméfena u vzorka 20, 21 a 23

izolovanych z gelu.

V mnoha piipadech uspésnost PCR korelovala s mnozstvim ziskané DNA z izolace.
Vysledny produkt PCR byl na elektroforéze patrny v oblasti 300bp (COI) a 450bp (COIlI)
Na sekvenaci bylo odeslano celkem 34 vzorku, u kterych se zdatilo PCR. Konkrétné
vzorky ¢islo 1,2,3,5,7,8,9,10, 11, 14, 15, 16, 17, 18, 21, 22, 23 s COlI sekvencia 1, 2,
3,4,5,6,7,10, 11, 14, 16, 17, 18, 20, 21, 22, 23 s COII sekvenci.

Citelné sekvence se podafilo ziskat pro viechny odeslané vzorky s vyjimkou COI 8 a
tremi vzorky izolovanymi z gelu COIl 20, 21 a 23. U vzorka COI 21 a COII 2, 4 a 22
byly vysledné sekvence nizsi kvality a délky, ale podafilo se je precist a porovnat s NCBI

databazi.
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7.4. Vysledky urcéovani druhi

Pomoci kombinace obou genil se podafilo pomoci DNA barcodingu ptesné urcit
celkem 10 vzorki, s ¢iselnym oznacenim 2, 3, 5, 7, 10, 11, 14, 15, 22, 23 z uvedenych
24. Konkrétné se jedna o druhy Cornitermes cumulans, Diversitermes sp. 1,
Cyranotermes  timuassu, Heterotermes tenuis, Curvitermes odontognathus,
Orthognathotermes aduncus, Incisitermes snyderi, Neotermes castaneus, Diversitermes
sp. 2, Comatermes perfectus. Celkova doba stravena v laboratofi byla 20 h a 25 min, coz

odpovida ¢asu 51 min na vzorek.

Parataxonomickym piistupem se ve vétSing ptipadech podatilo urcit rod, druh pouze
vyjimeéné. Ctyfem termitologiim se podatilo dohromady uréit étyfi druhy Neotermes
castaneus, Dolichorhinotermes longidens, Cylindrotermes macrognathus a Crepititermes
verruculosus. Primérna doba urcovani ¢inila 42 min. Ur¢ovani s determina¢nim klic¢em
trvalo 2 h a 34 min. Podafilo se opét urcit ¢tyti druhy a to Dolichorhinotermes longidens,

Cylindrotermes macrognathus, Nasutitermes nigriceps, Crepititermes verruculosus.
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DNA barcoding

Parataxonomické

Urcovani pomoci

urcovani klice
5 Presnost Presnost | Presnost Presnost | PFesnost Presnost
Cislo vzorku urceni  urceni (P) | urceni urceni (P) [ urceni urceni (P)
[%] 1/T / €as (t) [%] 1/T / €as (t) [%] 1/T / €as (t)
1 0,9 0,0212 0,9 0,5148 0,9 0,0845
2 100 2,3507 7,1 3,1746 7,1 0,6697
3 100 2,3507 0,2 0,0746 0,17 0,0157
4 0,05 0,0011 3,3 14,8148 0 0
5 100 2,3507 25 11,1111 0 0
6 3,3 0,0784 3,3 1,4815 3,3 0,3125
7 100 2,3507 3,3 1,9048 3,3 0,3125
8 0 0 0,2 0,0746 0,17 0,0157
9 16,6 0,3918 16,6 4,256 16,6 1,5626
10 100 2,3507 1 0,2755 0,05 0,0045
11 100 2,3507 6,6 1,7024 0,16 0,0146
12 0 0 0,85 0,4884 0,85 0,0801
13 0 0 14 0,8282 14 0,1359
14 100 2,3507 3,4 1,9704 0,22 0,0206
15 100 2,3507 100 44,4444 0,22 0,0206
16 1,6 0,0385 100 44,4444 100 9,3756
17 12,5 0,2938 100 44,4444 100 9,3756
18 0,17 0,0039 0,4 0,1778 100 9,3756
19 0 0 8,3 3,7037 8,3 0,7813
20 0 0 0,4 0,1778 0,4 0,0375
21 0,16 0,0037 100 57,1429 100 9,3756
22 100 2,3507 0,2 0,0746 0 0
23 100 2,3507 0,22 0,1253 0 0
24 0 0 12,5 5,5556 12,5 1,1719
Primérny cas
potiebny k urceni 10,21 0,46 2,56
24 vzorka (h):
Priimérna presnost
méieni zalﬁwodinu: 1,01 1012 178
Pocet méreni (n): 2 4 1

Ze vSech méteni byly vybrany nejlepsi
vykony
Vys8i hodnota znaci vyssi presnost uréeni
(100 % = presné uréeny vzorek)
Tabulka 4: Vysledky urcovani 24 vzorkii termitii za vyuziti tii riiznych metod
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8. Diskuze

Parataxonomicka metoda determinace se potvrdila jako efektivni zplisob identifikace
taxond pfedevsim na Grovni ¢eledi nebo rodu. I pres nizsi celkovy pocet vzorkl uréenych
do druhu se této metod¢ podatilo dosahnout nejvyssi presnosti vzhledem k Casu, ale
variabilita mezi jednotlivymi méfenimi byla velka a zévisla na expertize jednotlivych
terminologli. UrCovani s pomoci identifikacniho klice dosahlo c¢asové efektivity

srovnatelné s DNA barcodingem.

DNA barcoding se od ostatnich porovnavanych metod odlisuje del$i dobou ur¢ovani,
kdy bylo v laboratofi straveno az ~20x vice ¢asu nez pii parataxonomickém ur¢ovani.
Tento vyssi Cas by se dal brat jako kompenzace za témét nulové zkuSenosti se
zkoumanymi taxony uzivatelem DNA barcodingu. Navic i tento as je siln€ nadhodnocen
nezkuSenosti s praci v laboratofi a neosvojenymi postupy. Celé procedura by neméla trvat
vice nez 10 hodin Cistého Casu. Efektivita prace by dale méla stoupat se zvysujicim se

poctem vzorkd.

Cim se DNA barcoding dale odliduje od klasickych metod identifikace, testovanych
v tomto experimentu, je i vyssi pocet spravné uréenych vzorku, kterych urcil deset.
Ukaézal se tak jako nejspolehlivéjsi pro ur¢ovani druhii bez ohledu na ¢as. Vyssi piesnosti
by se dalo dosahnout peclivéjsi izolaci DNA nebo izolaci z vét§iho mnozZstvi tkané.
Sedmnact vzorkti mélo i po PCR niz$i koncentraci DNA, nez je vhodné k odeslani na
sekvenaci. Vétsina izolatu také vykazovala moznou kontaminaci organickymi zbytky a
dalsimi kontaminanty, mezi které miize patfit fenol, EDTA a chaotropni soli, vzhledem
K nizkému poméru sekundarni miry ¢istoty DNA 260/230. Ty by se daly odstranit
provedenim celé izolace znovu a peclivéj$im promyvanim, ale zaroven hrozi i vymyti
nukleovych kyselin a dalsi snizeni jejich koncentrace, ktera byla v nékterych ptipadech
uz tak nizka. LepSich vysledkt izolace by se také mohlo docilit pouzitim jinych izolacnich

kitt, kterych je na trhu velké mnozstvi.

Ze dvou pouzitych fragmenti geni COI a COII si usek COII vedl 1épe, vysledné

ziskané sekvence byly delsi a Cistsi, ale pti PCR doslo k amplifikovani i nezddoucich

gen, jinym nastavenim PCR nebo opé¢t pouZzitim jin¢ho izola¢niho kitu.

DNA barcoding je také zavisly na stavu komplementace databazi s barcody, ktera je

1 pfes snahy terminologli a taxonomu obecné, jak se ukdzalo, stile zaostavajici. NCBI
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databaze neobsahovala sekvence pro 12 COI genii néalezicich k uréovanym druhtim a 6
sekvenci pro COII gen. DNA barcodingu se ddle moZzné podatilo u vzorku COII 18
odhalit potenciondlni zdménu nebo Spatné oznaceni exemplafe ve sbirce. Sekvence
dlouha 661 bp dosahla pfi alignmentu shody 99,5 % se sekvenci druhu Nasutitermes
dasyopsis, oproti tomu shoda s pivodné ur¢enym druhem Nasutitermes nigriceps je
98,20 %.
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9. Zavér

Od svého vzniku v roce 2003 se DNA barcoding t&si stale vétsi oblibé a ukazuje se
jako uc¢inny taxonomicky ndstroj, zejména pii uréovani kryptickych druhti. Vysoky
vyskyt, téchto velice si morfologicky podobnych taxont, je ofekavan pravé u hmyzu
vzhledem Kk velké druhové bohatosti a relativni neprobadanosti této tiidy. DNA
barcoding se zde zaslouzil o objeveni a popsani mnozstvi novych druht. Nékteré z nich
by se nejspise podarilo odhalit i za pomoci klasickych metod identifikace, ale tento proces

by byly kompletn¢ piehlédnuty.

Ovsem ani DNA barcoding neni dokonaly a ur¢ovani druhti pouze na zakladé¢ jednoho
genu neslibuje 100% odraz reality. Popisovani novych druhti funguje nejlépe pfi
kombinaci jak genetickych, tak morfologickych znakti a DNA barcody by se tak mély
vV budoucnu stat soucasti standardi pro ur¢ovani novych druhi. Je dilezité zminit, ze

DNA barcoding se nesnazi nahradit klasickou taxonomii, ale pouze ji doplnit.

Jednim z dilezitych prvkl pro spravné fungovani molekularnich identifikacnich
metod je budovani databéazi se sekvencemi organismii. Ty se v piipadé barcodovani
termitil ukdzaly jako nedostacujici, ale s vzrastajicim zajmem o tuto metodu roste 1 pocet
ziskavanych a ukladanych sekvenci, a tak by tento problém mél v budoucnu ztracet na
vaze. | pres toto uskali se DNA barcodingu Vv rukou nezkuseného uzivatele podatilo
dosahnout, v praktické ¢asti prace, obstojnych vysledkl. Za vyuziti dvou fragmentli genti
COlI a COll byl zatfazen nejvétsi pocet vzorki do druhil, oproti ostatnim metodam, a
podafilo se tak dokazat, ze DNA barcoding svoji relativni jednoduchosti umoznuje urcit
druhy 1 u jinak problémovych organismt, jako jsou naptiklad termiti, a to bez ptedeslé¢ho
taxonomického vycviku. Oproti tomu nejvétsiho primérného vykonu dosahl
parataxonomicky pfistup, ktery v praxi slouzi pfedevsim jako prvotni néstroj k hrubému
roztifidéni vzorkl v terénu na zaklad¢ shodnych morfologickych znakd, ale i tato Casové
efektivni metoda by mohla byt na zkusnych plochach v budoucnu nahrazena
molekularnimi metodami, diky neustdlému technologickému pokroku a vyvoji
pfenosnych sekvenceri, kterym je naptiklad pfistroj MinlON (Oxford Nanopore
Technologies). DNA barcoding, vSechny taxonomy a entomology zajisté ¢eka svétla
budoucnost.
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11.Tabulkové prilohy

Cislo vzorku | Koncentrace DNA (ng/ul) | 260/280 | 260/230
1 5,5 1,79  -1,21
2 18,3 1,67 1
3 18,8 1,92 5,8
4 17,8 1,63 1,25
5 61,7 1,55 0,76
6 5,2 1,99 1,04
7 10 1,96  -58,52
8 8,1 1,99 0,71
9 1,9 359  -0,54
10 2,9 2,05  -0,63
11 1,9 2,79  -0,37
12 35 228  -0,56
13 0,9 319 -0,12
14 5,4 223  -0,85
15 74 1,78 10,39
16 5,2 2,32 -0,77
17 3,5 2,65 1,03
18 6,8 2,17 0,81
19 6,1 1,67  -561
20 3,8 1,81  -0,78
21 16,9 2,12 452
22 27,7 2,04 7,62
23 9,9 2,02 -2,98
24 3,7 1,77  -0,81

Tabulka 5: Vysledky méreni koncentra a cistoty DNA pomoci NanoDropu 2000
260/280 = pomér mezi 260 nm a 280 nm, mira ¢istoty DNA

260/230 = pomér mezi 260 nm a 230 nm, sekundarni mira ¢istoty DNA

., Koncentrace DNA
Cislo vzorku
(ng/pl)

6 12,4

7 8,5

10 11,2

20 3,29

21 1,76

23 2,59

Tabulka 6: Vysledky Qubit méreni koncentrace DNA u vzorkii izolovanych z gelu
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, . Shoda (%0) Piesnost Pi'esnost
Cislo vzorku  Délka sekvence _ oA . . .
(Col) (bp) Uréeny druh porovnavanych urceni (P) /e  urceni
sekvenci ¢as (t) 1T
- Amitermes obeuntis
1 283 (Silvestri, 1909) 9,50 00212  0,0090
Cornitermes
2 200 cumulans (Kollar, 97
1832) 2,3507 1,0000
Diversitermes
3 300 diversimilens 97,50
(Silvestri, 1901) 2,3507 1,0000
4* Neodeslano - 0,0000 0,0000
Cyranotermes
5 276 timuassu Araujo, 98,60
1970 2,3507 1,0000
6 Neodeslano --- 0,0000 0,0000
Heterotermes tenuis
! 89 (Hagen, 1858) 99,40 2,3507 1,0000
8 Nizka kvalita --- 0,0000 0,0000
- Subulitermes denisae
S 135 Roisin, 1995 95,60 03918 01667
Proconitermes
10* 290 lespesii (Miiller, 92,60
1873) 0,0237 0,0101
Basidentitermes
11* 178 aurivillii (Sjostedt, 96,10
1897) 0,0037 0,0016
12* Neodeslano --- 0,0000 0,0000
13* Neodeslano --- 0,0000 0,0000
Neotermes sp.
14 320 Holmgren, 1911 91,60 0,0066 0,0028
Neotermes castaneus
15 300 (Burmeister, 1839) 99,20 2,3507 1,0000
* Macrotermes gilvus
16 267 (Hagen, 1858) 94,20 0,0008 0,0003
Cylindrotermes
17* 290 parvignathus 96
Emerson, 1949 0,2938 0,1250
Nasutitermes
18* 308 macrocephalus 96,80
(Silvestri, 1903) 0,0094 0,0040
19* Neodeslano --- 0,0000 0,0000
20* Neodeslano --- 0,0000 0,0000
Cylindrotermes
21 350 parvignathus 90,60
Emerson, 1949 0,0037 0,0016
Diversitermes
22 296 diversimilens 97,60
(Silvestri, 1901) 2,3507 1,0000
Comatermes
23 268 perfectus (Hagen, 94,20
1858) 2,3507 1,0000
24* Neodeslano - --- 0,0000 0,0000
Pro vzorky s *
chybél zdznam Celkovy Cas
v NCBI uréovani (h):
databazi 10,21
o P/t 0,72

Tabulka 7: Vysledky DNA barcodingu pro gen COI
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. Shoda (%) Piesnost v
Cislo vzorku (COII) Delka(;el;vence Urceny druh porovnavanych urceni (P)/ o Pl\:eSI}(;S/,tI,
P sekvenci ¢as (t) urcent
Amitermes sp. Silvestri,
! 675 1901 95.60 0,0212 0,0090
Cornitermes cumulans
2 121 (Kollar, 1832) 99,40 2,3507 1,0000
Diversitermes sp.
3 687 Holmgren, 1912 98,50 2,3507 1,0000
- Nasutitermes torresi
4 158 (Hill, 1942) 95,60 0,0011 0,0005
- Cyranotermes caete
5 677 Cancello, 1987 96,70 0,5877 0,2500
Heterotermes
6 710 convexinotatus (Snyder, 95,20
1924) 0,0784 0,0333
Heterotermes tenuis
! 657 (Hagen, 1858) 99.80 2,3507 1,0000
8 Neodeslano - - 0,0000 0,0000
9 Neodeslano --- 0,0000 0,0000
Curvitermes
10 691 odontognathus (Silvestri, 96,90
1901) 2,3507 1,0000
Orthognathotermes sp.
i 68s Holmgren, 1910 96,30 2,3507 1,0000
12 Neodeslano --- --- 0,0000 0,0000
13 Neodeslano --- 0,0000 0,0000
Incisitermes snyderi
14 699 (Light, 1933) 99,50 2,3507 1,0000
15 Neodeslano --- --- 0,0000 0,0000
- Schnedorhinotermes
16 677 breinli (Hill, 1921) 93,90 0,0385 0,0164
Cylindrotermes
17* 689 parvignathus Emerson, 97,40
1949 0,2938 0,1250
Nasutitermes dasyopsis
18 661 Thorne, 1989 99,50 0,0039 0,0017
19* Neodeslano --- --- 0,0000 0,0000
20 Nizka kvalita - - 0,0000 0,0000
21 Nizka kvalita --- --- 0,0000 0,0000
Nasutitermes sp. Banks,
22 & 1920 70,50 0,0039 0,0017
23 Nizka kvalita --- --- 0,0000 0,0000
24* Neodeslano --- --- 0,0000 0,0000
*
Pro y ZO!’ ky's Celkovy ¢as urcovani
chybél zdznam v (h):
NCBI databézi ) 10,21
a P/t 0,63

Tabulka 8: Vysledky DNA barcodingu pro gen COII
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V(Zvjcl;srllgu Uréeny rod Uréeny druh Pfesnmté::é(:’)n i(P)/o Pfesnols;ruréeni
1 Subulitermes Holmgren, 1910 0,0123 0,0005
2 Procornitelrgnfs Emerson, . 0,2579 0,0101
3 Nasutitermes Dudley, 1890 0,0428 0,0017
4 Spinitermes Wasmann, 1897 - 0,0399 0,0016
5 Nasutitermes Dudley, 1890 0,0428 0,0017
6 Heterotermes Froggatt, 1897 --- 0,8512 0,0333
7 Heterotermes Froggatt, 1897 0,8512 0,0333
8 Nasutitermes ephrataiéﬁoc;'mgre”' 0,0428 0,007
9 Subulitermes Holmgren, 1910 4,2560 0,1667
10 Nasutitermes Dudley, 1890 0,0123 0,0005
11 Oggfggféﬂf’tleg’foes 1,7024 0,0667
12 Neotermes Holmgren, 1911 - 0,2183 0,0085
13 Cryptotermes Banks, 1906 0,3701 0,0145
14 Incisitermes Krishna, 1961 --- 0,8806 0,0345
15 Neotermes Holmgren, 1911 --- 0,2183 0,0085
16 Dolichorhinotermes Emerson, 3,6480 0,1429

1949
17 Heterotermes Froggatt, 1897 0,0087 0,0003
18 Nasutitermes Dudley, 1890 0,1021 0,0040
19 Cryptotermes Banks, 1906 --- 0,0560 0,0022
20 Nasutitermes Dudley, 1890 --- 0,1021 0,0040
21 Termes Linnaeus, 1758 0,0399 0,0016
22 Nasutitermes Dudley, 1890 0,0428 0,0017
23 Glyptotermes Froggatt, 1897 - 0,0560 0,0022
24 Subulitermes Holmgren, 1910 - 0,0428 0,0017

Celkovy ¢as urovani (h):

o P/t

0,94
0,58

Tabulka 9: Vysledky parataxonomického urcovani ¢. 1
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Vféﬂfu Ur&eny rod Ur&eny druh Pf‘esnosté :srif)ni P)/o i’/l’:le_esnost urceni
1 Aplcoterrri%slgolmgren, - 0,0131 0.0005
2 Cornitermes silvestrii Wasmann, 1897 1,9484 0,0714
3 0,0000 0,0000
4 Cavitermes rozeni Emerson, 1925 0,0426 0,0016
;
6 Coptotern;t;s9 XVasmann, 0,0866 00032
7 Heterotermes tenuis (Hagen, 1858) 0,9093 0,0333
8 Nasutitermes Dudley, 1890 - 0,0458 0,0017
9 Atlantitermes Fontes, 1979 0,0458 0,0017
10 Embiratermes neotenic:;élg)olmgren, 0,2755 0,0101
11 Termes Linnaeus, 1758 0,0426 0,0016
12 Kalotermes flavicollis (Fabricius 1793) 0,0598 0,0022
13 Cryptotermes brevis (Walker 1853) 0,3953 0,0145
14 Kalotermes flavicollis (Fabricius 1793) 0,0598 0,0022
15 Kalotermes Hagen 1853 0,0598 0,0022
16 Schedorhlr;’cnlegr(%es Silvestr 04472 0.0164
17 Rhinotermes Hagen, 1858 - 0,0093 0,0003
18 Nasutitermes Dudley, 1890 0,1091 0,0040
19 Cryptotermes Banks, 1906 - 0,0598 0,0022
20 Nasutitermes Dudley, 1890 0,1091 0,0040
21 Termes Linnaeus, 1758 0,0426 0,0016
22 - - 0,0000 0,0000
23 Atlantitermes Fontes, 1979 0,0093 0,0003
24 . — 0,0000 0,0000

Celkovy Cas uréovani (h):

o P/t

0,88
0,20

Tabulka 10: Vysledky parataxonomického uréovani ¢. 2
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Cislo Pi'esnost urceni (P) /o  Presnost uréeni
vzorku Urceny rod Urceny druh Cas (t) UT
1 Amitermes Silvestri, 1901 0,5148 0,0090
Labiotermes Holmgren,
2 1912 0,5772 0,0101
3 0,0000 0,0000
4 0,0000 0,0000
5 0,0000 0,0000
Reticulitermes Holmgren,
6 1913 0,3401 0,0060
Heterotermes Froggatt,
7 1897 1,9048 0,0333
8 0,0000 0,0000
9 0,0000 0,0000
Mimeutermes Silvestri,
10 1914 0,0275 0,0005
11 0,0000 0,0000
Neotermes Holmgren,
12 1911 0,4884 0,0085
13 Cryptotermes Banks, 1906 0,8282 0,0145
Incisitermes Krishna,
14 1961 1,9704 0,0345
Neotermes Holmgren,
15 1911 0,4884 0,0085
16 Rhinotermes Hagen, 1858 0,9368 0,0164
Heterotermes Froggatt,
17 1897 0,0195 0,0003
18 0,0000 0,0000
19 Cryptotermes Banks, 1906 0,1253 0,0022
20 0,0000 0,0000
verruculosus (Emerson
21 Crepititermes 1925) 57,1429 1,0000
22 0,0000 0,0000
Neotermes Holmgren,
23 1911 0,1253 0,0022
24 0,0000 0,0000

Celkovy ¢as ur¢ovani (h): (42

o P/t

2,73

Tabulka 11: Vysledky parataxonomického urcovani ¢. 3
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VZCcl;srlIL)u Uréeny rod Uréeny druh Pf‘esnosté :;*i:)ni P)/o Pl“'esn(is/tr urceni
1 Amitermes Silvestri, 1901 --- 0,4004 0,0090
2 Cornitermes Wasmann, 1897 3,1746 0,0714
3 Obtusitermes Snyder, 1924 0,0746 0,0017
4 el S0 & 14,8148 0,3333
5 Cyranotermes Araujo, 1970 11,1111 0,2500
6 Heterotermes Froggatt, 1897 1,4815 0,0333
7 Heterotermes Froggatt, 1897 1,4815 0,0333
8 Nasutitermes Dudley, 1890 --- 0,0746 0,0017
9 --- 0,0000 0,0000
10 - 0,0000 0,0000
11 Genuotermes Emerson, 1950 0,0694 0,0016
12 Incisitermes Krishna, 1961 --- 0,0975 0,0022
13 Cryptotermes brevis (Walker 1853) 0,6441 0,0145
14 Incisitermes schw%zié? anks 1,5326 0,0345
15 Neotermes (Burmeister 1839) castaneus 44,4444 1,0000
16 Dolichorhinotermes 'O”Qidiggi)snyder 44,4444 1,0000
17 Cylindrotermes macmg”f;ggs Snyder 44,4444 1,0000
18 Nasutitermes Dudley, 1890 0,1778 0,0040
19 Calcaritermes Snyder, 1925 3,7037 0,0833
20 Nasutitermes Dudley, 1890 0,1778 0,0040
21 Genuotermes Emerson, 1950 0,0694 0,0016
22 Rotunditermes Holmgren, 1910 --- 0,0746 0,0017
23 Incisitermes minor (Hagen, 1858) 0,0975 0,0022
24 Atlantitermes Fontes, 1979 5,5556 0,1250

Celkovy ¢as ur¢ovani (h): (54
oP/t: 7,42

Tabulka 12: Vysledky parataxonomického urcéovani ¢. 4
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Cislo ‘. ‘< Piesnost urceni (P) /6  Presnost uréeni
vzorku Uréeny rod Uréeny druh Sas (f) UT
1 Amitermes Silvestri, 1901 - 0,0845 0,0090
Cornitermes Wasmann,
2 1897 0,6697 0,0714
Velocitermes Holmgren,
3 1912 0,0157 0,0017
4 - - 0,0000 0,0000
5 - - 0,0000 0,0000
Heterotermes Froggatt,
6 1897 0,3125 0,0333
Heterotermes Froggatt,
! 1897 0.3125 0,0333
. corniger (Motschulsky
8 Nasutitermes 1855) 0,0157 0,0017
Subulitermes Holmgren,
o 1910 15626 0,1667
10 Amitermes Silvestri, 1901 0,0045 0,0005
11 Termes Linnaeus, 1758 - 0,0146 0,0016
Neotermes Holmgren,
12 1011 0,0801 0,0085
Cryptotermes Banks,
13 1906 0,139 0,0145
14 Kalotermes Hagen, 1853 0,0206 0,0022
15 Kalotermes Hagen, 1853 - 0,0206 0,0022
16 Dolichorhinotermes longidens (Snyder 1924) 9,3756 1,0000
. macrognathus Snyder
17 Cylindrotermes 1929 9,3756 1,0000
. nigriceps (Haldeman
18 Nasutitermes 1854) 9,3756 1,0000
Calcaritermes Snyder,
19 1925 0,7813 0,0833
Nasutitermes Dudley,
20 1890 0,0375 0,0040
. verruculosus Emerson,
21 Crepititermes 1925 9,3756 1,0000
22 --- --- 0,0000 0,0000
23 - --- 0,0000 0,0000
Atlantitermes Fontes,
24 1979 11719 0,1250

Celkovy Cas urcovani (h): 2 56

o P/t 1,78
Tabulka 13: Vysledky parataxonomického urcovani s pouzitim klice
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12. Fotoprilohy

Obrazek 4: Fotografie elektroforézy ¢. 1 pro gen COI zobrazujici jeho délku
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Obrazek 5: Fotografie elektroforézy ¢. 2 a 3 pro geny COI (s carou) a COII zobrazujici jejich délku




