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Abstrakt

Druhova identifikace je klicovym prvkem v mnoha védnich oborech, od studia diverzity
az po forenzni védy a potravinarsky primysl. Tradi¢ni morfologick¢é metody zaloZené na
vizualnim rozliSeni anatomickych ryst casto nardzeji na limity spojené s urcovanim
morfologicky podobnych zivocicht. S ndstupem molekularnich metod se vSak objevila nova
perspektiva, a to analyza DNA, ktera nabizi vyssi piesnost a nezévislost na vnéjSich faktorech.
V této bakalarské praci je popsan podrobny piehled a srovnani riznych molekularnich metod,
které slouzi k identifikaci zivoc¢ichli. Zamétuje se na diikladné zhodnoceni principti fungovani
téchto metod a jejich efektivity. Zvlastni pozornost je vénovana cilovym sekvencim spojenym
s DNA barcodingem, jeho univerzdlnimu vyuziti a omezenim, kterd mohou vzniknout
v zavislosti na konkrétnim druhu zivoc€ichl. Dulezitym prvkem uspéSné identifikace je
existence a vyuzivani databazi, které slouzi jako zdroj referencnich dat pro porovnani sekvenci

z neznamych vzorki.
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Abstract

Species identification is the key element in many scientific fields, from diversity studies to
forensic science and the food industry. Traditional morphological methods based on the visual
distinction of anatomical features often encounter limits associated with distinguishing
morphologically similar animals. However, with the rise of molecular methods, a new
perspective has emerged, namely DNA analysis, which offers higher accuracy and
independence from external factors. This bachelor’s thesis presents a detailed overview and a
comparsion of various molecular methods used to identify animals. It focuses on a thorough
evaluation of the principles of these methods and their effectiveness. Special attention is paid
to target sequences associated with DNA barcoding, its universal use and limitations that may
arise depending on specific animal species. An important element of successful identification
is the existence and use of databases that serve as a source of reference data to compare

sequences from unknown samples.
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1. Uvod

Pro popsani diverzity Zivota na Zemi v minulosti slouzil pouhy morfologicky popis,
ktery mohl byt zkresleny mnohymi faktory, jako je vné&jsi prostredi, zivotni stadium jedince
nebo subjektivni pozorovani vyzkumnika. Morfologické znaky druhu se mohou lisit u
konkrétnich jedincti v populaci nebo vramci podnebného pasu, ve kterém se pohybuji.
S objevem molekularnich metod se tyto omezujici limity zmirnily. Popis na zaklad¢ unikatni
sekvence DNA druhu vede k sestaveni fylogenetického stromu, jenz spojuje evolu¢ni poznatky
se skutecnou morfologii. Na zaklad¢ téchto poznatka se povedlo rozlisit zdanlivé podobné
organismy, které se ale od sebe evolu¢né oddalily jiz pted tisici lety — prosluly ptipad cichlid
v jezefe Malawi a Tanganika (Kocher D. Thomas et al. 1993).

Identifikace zivocichi neni nedilnou soucasti pouze taxonomického urcovani, ale
dualezitou roli hraje 1 v ramci forenzniho vySetfovani, kde sehrava klicovou tlohu pti odhalovani
nelegalniho obchodu s chranénymi Zivocichy nebo nelegalné péstovanymi rostlinami (Iyengar
2014). Identifikace zivocichl nalezla své uplatnéni i v potravindiském pramyslu, kde odhaluje
vyrobce, ktefi na svych produktech uvadéji podvodné informace nebo do nich dokonce
pridavaji chranéné druhy (Denyingyhot et al. 2021). Tato nekald praktika je Casto pohanéna
poptavkou tradi¢ni Cinské mediciny, ktera vyuzivad chranéné zivocCichy jako surovinu pro
vyrobu né€kterych 1é€ivych piipravki (Yang et al. 2018).

Studium sekvence DNA nalezlo uplatnéni i v zemédélském primyslu, zejména pii
identifikaci sktudct, kde znalost jejich genetického slozeni je klicova pro uplatnéni ochranné
strategie nebo zavedeni preventivnich opatieni. Zeméd¢€lci neustdle bojuji s thynem svych
plodin, ktery pro né¢ muze ptredstavovat znané ekonomické ztraty. Diky molekuldrnim
metoddm mohou riziko v€asné rozpoznat a nasledné adekvatné reagovat (Tahir et al. 2018; Javal et
al. 2021).

Jelikoz se védecka spolecnost snazi analyzy unifikovat, tak v roce 2003 Dr. Paul Hebert
navrhl porovnavat univerzalni sekvenci CO1, ktera by méla odrazet diverzitu vSech skupin. Na
zéklad¢ téchto okolnosti vzesel napad DNA barcodingu, ktery dokaze propojit sekvenci DNA
s referennim vzorkem v databazi. V podstaté funguje na podobném principu jako ¢arové kody
na zbozi v obchodé, které po naskenovani identifikuji produkt (Hebert et al. 2003a; 2003b). Ve své
bakalafské praci se zamétuji praveé na tuto metodiku. Popisuji molekularni techniky, kterymi je
mozné docilit identifikace zivoCichi. Soustiedim se na jejich vyhody a nevyhody a popisuji
jejich razné aspekty, podle kterych se vyzkumnici rozhoduji, jaké technika pro né bude

nejvhodnéjsi.



2. DNA barcoding

Zakladnim nastrojem DNA barcodingu je vyuziti informace obsazené v jednom
genovém segmentu, ktery je sdileny napii¢ vSemi taxony. Optimalni isek by mél obsahovat
DNA sekvenci, kterd je dostupna prostfednictvim univerzalnich metod a zarovenn dosahuje
vhodné mutacéni rychlosti. Jinymi slovy, mutace by méla postupovat dostatecné rychle, aby
odhalila rozdil mezi blizce pfibuznymi druhy, ale zéaroven dostate¢né¢ pomalu, aby
minimalizovala variabilitu na Grovni jedincii (Hebert et al. 2003a).

Princip DNA barcodingu mtze byt pfirovnan k ,,¢drovym koédim* v obchodech, které
slouzi k oznaceni jednotlivych produktl a tim umoziuji jednoduchou orientaci v sortimentu.
V obchodech se kod sklada z 10 ¢&islic na 11 moznych pozicich, coz nam poskytuje 10!
moznych variant. Genomické ¢arové kody tvoii 4 nukleotidy, avSak jejich potencidlni pocet
pozic je teoreticky nekonecny. Timto vznika Sirsi pole teoretickych variant nez celkovy pocet

druht, ktery byl a je znam na Zemi (Hebert et al. 2003a).

2.1. Cilové sekvence

Vybér cilové sekvence s pfihlédnutim k vySe uvedenym kritériim dovedl Dr. Paula
Heberta a jeho tym k mitochondridlnimu genomu (Hebert et al. 2003a). Mitochondrialni genom
umoziuje analyzu vyhradné na exonech a soucasné je omezen pii rekombinaci, pfi¢emz na
rozdil od jaderného genomu vyuziva haploidni zptsob dédicnosti a navic se vyskytuje

v mnohonasobné vétsSim poctu kopii v buiice (Saccone et al. 1999).

2.1.1. Cilova sekvence u Zivo¢ichi
2.1.1.1. CO1

Pro identifikaci zivocichll se vyuziva univerzalni sekvence — cytochrom c¢ oxidaza
podjednotky I. ve sméru 5‘— 3° (oznacovana CO1). Jedna se o 648 bp dlouhy fragment, ktery
zahrnuje pfiblizn€ 40 % celkové délky genu (Hebert et al. 2003a). CO1 byla vybrana, protoZe je
obklopena vysoce konzervativnimi useky po obou strandch, na néz mohou nasedat univerzalni
primery umoziujici snadnou amplifikaci a sekvenovani (Folmer et al. 1994). V soucasné dobé¢ se
COl Siroce vyuziva pii identifikaci nékterych skupin obratlovell (napf. u ptaki a savcl) a

nekterych skupin bezobratlych, napt. u hmyzu (Erpenbeck et al. 2006).



2.1.1.2. Alternativni cilové sekvence

Univerzalni vyuziti CO1 pro celou Zivo€i$nou fisi se ovSem setkalo s kritikou, nebot’
mnoh¢ studie naznacuji, Ze u nékterych druhii ZivocCichti nevykazuje CO1 vyznamnou
mezidruhovou variabilitu (Nichols 2001; Erpenbeck et al. 2006). Proto v roce 2007 Amanda D. Roa
a Felix A. H. Sperling detailn¢ prostudovali sekvence napii¢ CO1-CO2, aby odhalili oblast,
kterd by byla pro DNA barcoding vhodnéjsi. BohuZel nenalezli Zadnou jinou sekvenci o délce
alespon 600 bp, kterd by vykazovala dostatecnou miru variability. Proto navrhli, aby omezeni
COl1 u problematickych druhti bylo kompenzovano hledanim alternativniho cile, ptipadné¢ aby
sekvence CO1 byla doplnéna o dal$i molekularni marker (Roe a Sperling 2007).

Mezi takové druhy patii hlistice, houbovci a zahavci (Moura et al. 2008), Zebernatky
(Ortman et al. 2010), vlo€kovci (Signorovitch et al. 2006), které nevykazuji dostatecnou miru diverzity
COl. Proto se pfi jejich studiu vyuziva alternativni sekvence 16S ribozomalni RNA (rRNA)
(Shearer a Coffroth 2008).

Mezi dalsi alternativy patii sekvence cytochromu b (cyt b), ktera byla navrzena pro
identifikaci savcl (Kocher et al. 1989). Pfi porovnani cyt b a COl u savcl vykazuji sekvence
podobné vysledky. Cyt b ale navic dosahuje nizsi miry faleSné pozitivity a vyssi diverzity
v parech bazi u kratSich fragmentt. Pii aplikovani na jiné skupiny zivoCichi cyt b nedosahuje
vhodné miry diverzity, aby mohl fungovat jako univerzalni marker. (Tobe et al. 2010; Parson W. et
al. 1999). Proto je potfeba vzdy zvazit, ktery Zivoc¢isny druh je pfedmétem studia, a na zakladé¢

toho zvolit, jaky marker bude pii vyzkumu vyuzit.

2.1.1.3. Mini-barcodes

Cilové sekvence uvedené vyse se primarné vyuzivaji u nedavno nasbiranych vzorki
nebo vzorkl sbiranych metodami, pii nichz se Setrné zachézelo s DNA. Rozséhlé a cenné
taxonomické znalosti jsou zachovany 1 v muzejnich sbirkach. Vétsina téchto exemplaii nebyla
puvodné shromazdéna za ucelem genetického vyzkumu, a proto mohou obsahovat ¢astecné
degradovanou DNA nebo pouze mal¢ stabilni fragmenty DNA (Hajibabaei et al. 2006). Vzhledem
k tomu, Ze oprava DNA in vitro neni ptili§ ekonomicka ani u€inna (Zimmermann et al. 2008), navrhl
Dr. Mehrdad Hajibabaei vyuzit tzv. mini-barcodes. Mini-barcodes predstavuji malé fragmenty
DNA dlouhé okolo 200 bp, které se porovnaji v ramci uZzsi skupiny. Z jeho vyzkumu vyplyva,
ze Uspé&snost identifikace je srovnatelnd s dlouhymi fragmenty s tim rozdilem, Ze novy piistup

nema univerzalni vyuziti (Hajibabaei et al. 2006).



2.1.2. Cilova sekvence u rostlin

Od pocatku existuje snaha aplikovat DNA barcoding 1 vramci fylogenetického
vyzkumu rostlin. Na rozdil od zivocicht, u kterych Ize vyuzit CO1, v pfipad€ rostlin neexistuje
prozatim Zadna univerzalni sekvence, kterd by dosahovala adekvatni mutaéni rychlosti. Jediny

piipad, kde se COI1 setkala s ispéchem, jsou ¢ervené fasy (Saunders 2005).

2.1.2.1. ITS — internal transcribed spacer

Pro identifikaci rostlin se vyuziva sekvence z jaderného genomu pro ribozom, konkrétné
gen kodujici 18S, 26S a 5.8S rRNA. Tyto sekvence jsou oddé€lené nekodujicimi oblastmi
nazyvanymi internal transcribed spacer (ITS). Pomoci ITS bylo identifikovano vice nez 21
tisic druhti rostlin. Piesto ITS nebyla spole¢nosti CBOL (Consortium for the Barcode of Life)
doporucena pro univerzalni vyuziti. Brani tomu komplikace ITS, jako jsou paralogy geni a
tvorba sekundarnich struktur (CBOL Plant Working Group 2009). Jednim z alternativnich zptsobii,
kterym lze predejit nékterym nevyhodam, je vyuziti podjednotky ITS2. Prestoze ITS2 ma
mnoho piednosti, neni vhodnou volbou pro v§echny rostliny. U nékterych rostlin tisek vykazuje

vysokou miru vnitrodruhové variability (Chen et al. 2010; Zhang et al. 2015).

2.1.2.2. Mat K — Maturaza K
Dalsi navrhovanou sekvenci je matK pattici mezi nejvice se vyvijejici gen plastidu
nevykazujici vyznamnou miru transverze ani transpozice. Gen matK je ptiblizné¢ 1 570 bp
dlouhy a koduje protein maturazu. Kddujici oblast je obvykle soucasti intronu chloroplastového
genu trnK, vyjimkou jsou kapradiny, kde koduje tRNALys (Neuhaus a Link 1987). MatK je vhodny
pti identifikaci nahosemennych i1 krytosemennych rostlin, avSak jeho vSestrannému vyuziti

brani vys$s$i mira substituce (CBOL Plant Working Group 2009; Lahaye et al. 2008).

2.1.2.3. RbcL
Dalsi ¢astou volbou pii identifikaci je sekvence rbcL, ktera se nachazi na plastidovém
genomu mezi malou a velkou podjednotkou enzymu RuBisCO a dosahuje délky 1430 bp
(Brodie et al. 1998). Tato sekvence spliiuje vétSinu pozadovanych kritérii, aby mohla fungovat jako
fylogeneticky marker. Vyuziva se pii identifikaci fas, vytrusnych a nahosemennych rostlin. U

nekterych rostlin v§ak rbcL narazi na problém pomalé evolucni rychlosti (Chase et al. 2005).



2.1.2.4. Specifické ¢arové kody
V soucasné dobé se navrhuje vyuzit tzv. specifické ¢arové kody, které jsou
kompromisem mezi jednolokusovymi markery a sekvenovanim celého genomu. Specifické
carové kody jsou vybrany pfimo na plastidovych genomech cilovych ¢eledi nebo druhti. Diky
tomu je mozné se vyhnout problémim pii PCR a zaroveil navrhnout metodu, ktera je

optimalizovana pro laboratofe s hor§im vybavenim (Li et al. 2015).

[ DNA BARCODE 1

—T

Zivoti¥n4 Fise ‘ Rostlinn FiSe 1
COI, cyt b, 16S rRNA J L

f ]

Chloroplastovy genom Jaderny genom

mat K, rbeL, trnH-psbA, ITS, IT1,IT2
psbK-psbl, trnL-trnF

Jednolokusovy

DNA barcode Super-barcode Specificky DNA barcode

Obr. 1: Schéma DNA barcode pro Zivocisnou a rostlinnou fisi.

prepracovano podle: (Letsiou et al. 2024)

3. Metody pouzivané pro identifikaci Zivocichii

Pied objevem molekuldrnich metod nebylo mozné analyzovat sekvence DNA, natoZ je
porovnavat s referencni databazi. Mezi hlavni nastroje identifikace pattily morfologické klice,
podle nichz bylo mozné rozpoznat dany druh. Jak jiz bylo uvedeno, morfologicky popis ma sva
omezeni a nemusi odrazet skuteCnou ptibuznost. V historii se postupné zacaly vyuzivat
mikroskopické techniky, které mohly odhalit rozdil vysoce ptibuznych Zivocichi, ale vzdy se
mohlo jednat napiiklad o vliv vnéjSiho prostfedi. Proto se zafaly vyuzivat i jiné metody
zalozené na chemické analyze nebo proteomice. Pti vytvareni referen¢niho vzorku je vhodné
kombinovat tento postup s molekularnimi metodami, aby bylo o vzorku nashromazdéno co
nejvice moznych informaci. S objevem Sangerova sekvenovéani a PCR se dostaly do popiedi

molekularni metody zaloZené na analyze DNA.
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Obr. 2.: Casova osa vyvoje molekularni biologie,
viastni zpracovani

3.1. Molekularni techniky zaloZené na analyze DNA

Postup pfi identifikaci zivocichli zahrnuje nékolik klicovych krok, které vedou
k ptesnému urceni jedince ¢i druhu. Prvnim krokem je odbér vzorku, ktery je mozné ziskat
prakticky z jakychkoliv bunék, v nichz je zachovana DNA. Pokud se jednd o jednobunécny
organismus, je vhodné odebrat celého jedince. V tomto piipadé se musi pocitat s Castéjsi
nezadouci kontaminaci — zbytky potravy, symbionty, ptipadn¢ i parazity. Pro samotnou analyzu
postaci piiblizné 10 — 20 mg vzorku. Pokud odbér neprobiha piimo v laboratofi, je nutné buiky
zafixovat. Zafixovanim se pozastavi biochemické procesy, ale pfitom nedojde k vyrazné
degradaci DNA. Existuji mnoh¢é metody fixovani, v€etn¢ pouziti chemickych fixacnich latek,
zamrazeni nebo uchovani ve specialnich médiich.

Po odbéru nésleduje izolace DNA =z bunék. Bunky jsou pfeneseny do vhodné
mikrozkumavky a jsou k nim pfidany detergenty, které maji schopnost rozruSovat bunénou
membranu a uvolnit DNA z bunék. Spolu s DNA se uvolni i RNA, proteiny, enzymy a dalsi
latky, které by mohly branit nésledné analyze. Proto je nutné tyto latky degradovat pfidanim
RN4z a protedz. Samotnou purifikaci DNA lze provadét vice zpisoby, — fenol-chloroformovou
extrakci (Barnett a Larson 2012), Chelexem (Walsh P. Sean et al. 1991) nebo adsorpci na silikaty
(Todorova et al. 2002). Dalsi kroky pfi identifikaci se rozchéazeji v zavislosti na vyuzivané metodé¢.

Praveé témto odlisnostem se budu vénovat v nésledujicich podkapitolach.



3.1.1. Techniky zaloZené na PCR

Do roku 1983 bylo prakticky nemozné namnozit isek DNA, dokud Kary B. Mullis
nepiiSel s vylepSenim polymerazové retézcové reakce (PCR), kterd umoznila in vitro
amplifikovat specifické useky DNA. Princip této metody spociva ve tfech klicovych krocich.
Prvnim je denaturace Cisté dsDNA pfi teploté 94 — 98 °C po dobu 20 — 30 sekund. Tim dochézi
k rozruseni vodikovych mustkti mezi obéma vldkny za vzniku jednovlaknové ssDNA, ktera je
schopna nasledné navazat specifické primery. Druhym krokem je hybridizace, pfi niz se snizi
teplota na 50 — 60 °C, coz umozni vazbu mezi specifickymi sekvencemi a primery. V poslednim
kroku se teplota opét zvysuje podle teplotniho optima DNA polymerazy, ktera naseda na -OH
3’ konce primerd, kde zacne syntetizovat komplementarni vlakno na zakladé templéatu. Obvykle
se vyuziva Taq polymeraza, ktera vyzaduje teplotu mezi 75 — 80 °C. Opakovanim cykld lze
ziskat velké mnozstvi nové nasyntetizovanych molekul dsDNA. Vypocet probiha pomoci
vzorce 2"-1, kdy n je pocet cykli. Na zakladé tohoto vypoctu je teoreticky mozné jiz pii 30.

cyklu ziskat vice nez 1 milion novych molekul DNA (Mullis 1990).

3.1.1.1. RAPD

Molekularni technika Random Amplification Polymorphic DNA (zkracené RAPD)
vyuziva pii PCR reakci nespecifické primery dlouhé mezi 8 — 12 nukleotidy, které se na DNA
vazou ndhodn¢. Takto amplifikovany vzorek je nanesen na gelovou elektroforézu a
vizualizovéan. V ramci RAPD se pozoruji mutace, inzerce nebo delece charakteristické pro dany
zivoCi$ny druh (Williams et al. 1990; Lynch a Milligan 1994). Mutace se projevi absenci na gelové
elektroforéze, nebot’ tento usek nebyl amplifikovan. Inzerce spoc¢iva v pridani nukleotidi do
sekvence a pfi vizualizaci se projevi delsim fragmentem. Opakem je delece, kterd obsahuje
méné nukleotidl a tudiz ma i krat$i fragment.

Pouzivani metody RAPD bylo doporuceno k identifikaci Zivocichli vyzkumnou
skupinou Dr. Mu-Chia Huanga, kterd se zamétovala na ptéky. Prokazali, Ze RAPD je vysoce
efektivni a dostatecnd pro jejich identifikaci (Huang et al. 2003). Jako vhodnd se metoda ukdzala
1 pfi DNA barcodingu ryb z rodu Epinephelus (Noikotr et al. 2013) a pfi identifikaci ¢erveného
masa (Koh et al. 1998). V soucasnosti existuji alternativni metody, které vyuzivaji specifické
primery, a tato metoda se jiz pfili§ nevyuzivd. Metoda RAPD ma mnoho nevyhod — ndhodné
primery jsou dominantni, to znamena, ze nedokazi odlisit heterozygota od homozygota (Kumar

et al. 2009). Postup se sice Spatné replikuje, ale zato teoreticky odraZzi variabilitu celého genomu



(Koh et al. 1998). Zaroveinl se ukazalo, Ze ptesnost analyzy je zavisla na kvalité vzorku, a proto

neni vhodné pouzivat degradovanou DNA (Lee a Changb 1994).

3.1.1.2. qPCR-HRMA

Metoda kombinuje qPCR (real-time PCR) a HRMA (High Resolution Melting
Analysis). Pii qPCR se vyuziva standardni PCR reakce s tim rozdilem, Ze se sleduje amplifikace
cilové molekuly v redlném case. Na molekuly DNA jsou navdzané specifické fluorescencni
sondy, které jsou analyzovany po kazdém cyklu PCR. Sonda se navaze do sekvence DNA a tim
se aktivuje fluorofor, ¢imz dojde k fluorescenci, kterd je detekovana (Higuchi et al. 1992).

HRMA zaznamenava s vysokou ptesnosti kiivku teploty tani. Princip spociva v
postupném zvySovani teploty, pii které se DNA postupné denaturuje. Pokud se na sekvenci
nachazi mutace v heterozygotni podob¢, tak dochéazi ke Spatnému parovani. Takova oblast je
nestabilni a denaturuje se pfi nizsi teploté tani. Pokud ma DNA mutaci v homozygotni podobé,
projevi se to posunem kiivky tani oproti standardni kiivce (Wittwer et al. 2003). Jelikoz se HRMA
vyuziva spolu s qPCR, tak pifi denaturaci je uvolnéna fluorescence, kterd je detektorem
zaznamenana. HRMA je natolik senzitivni, ze umoziiuje rozpoznat o jakou zdmeénu nukleotidi
se jedna. Nejvetsi teplotni zmeéna (0,5 °C) se vyskytuje pii substituci C— T a G — A, jedna se
také o nejcastéjsi zameénu. Naopak nejmensi teplotni zmény sebou nese substituce A — T, ktera

je méng¢ Casta (Venter et al. 2001).
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PCR-HRMA byla Gspé$né vyuzita pii identifikaci masitych vyrobkl v Thajsku, kde
identifikovala 100 % vzorkl. Vykazuje tedy vysokou detekéni schopnost, ale vyzaduje specidlni
vybaveni a profesionalni obsluhu (Denyingyhot et al. 2021). Umoziiuje rychlou a ekonomicky
vyhodnou volbu pro studium mutaci (Er a Chang 2012). Metoda nalezla své uplatnéni i pfi

rozliSovani parazitickych roztoct napadajicich larvy veel (Del Cont et al. 2021).

3.1.1.3. SPInDel

Metoda SPecies Identification by Insertions/Deletions zkracen¢ SPInDel, piedstavuje
inovativni pfistup v taxonomii, ktery umoznuje identifikovat zivocisné druhy prostiednictvim
analyzy genu kodujici ribozomalni RNA (rRNA). Studované sekvence obsahuji vysoce
konzervované oblasti, které jsou stiidany s hypervariabilnimi oblastmi. Hypervariabilni oblasti
se vyznacuji vysokym vyskytem inzerce a delece, na néz se metoda SPInDel soustiedi (Pereira
et al. 2010).

Metoda spociva ve vybrani vhodnych PCR-primert, které se vazou do konzervovanych
usekd rRNA. Tyto sekvence jsou konzervované napti¢ riznymi druhy, coz zajistuje sekvencni
stalost. Béhem nasledného PCR jsou vytvofeny fragmenty raznych délek, které jsou
vizualizovany pomoci kapilarni nebo gelové elektroforézy. Vysledkem je SPInDel profil, ktery
je porovnan s referencni databazi, ktera je dostupna prostiednictvim softwaru SPInDel
workbench. Tento software umoZziuje snadnou analyzu zaloZzenou na porovnani délek
fragmentl (Pereira et al. 2010; Carneiro et al. 2012).

Jednim z benefitl SPInDel je jeho schopnost pracovat s genetickym materidlem rizné
kvality. To znamend, Ze mulze byt uplatnén pro smésné vzorky nebo vzorky s ¢astecné
degradovanou DNA. Vyuziva se pii prokazovani pfitomnosti zvifete na misté trestného Cinu.
Takto byl odhalen ptipad pytlaka, u kterého se prokazala ptitomnost krve chranéné kozy na
kalhotach (Pereira et al. 2019). Diky jednoduchému konceptu mize byt SPInDel vyuZzivéan i1 pro

vysokokapacitni analyzu s nizkymi naklady na vzorek (Pereira et al. 2010; Alves et al. 2017).

3.1.1.4. Délkovy polymorfismus pro mtDNA
Kontrolni oblast mitochondrialniho DNA je bohata na ptitomnost indeli a tandemovych
repetic, coz vede k délkovym polymorfismim, které se napiic savci 1i$i (Pun et al. 2009; Fumagalli
et al. 1996). Metoda spociva v jednoduchém postupu, pii kterém je amplifikovana leva doména
kontrolni oblasti mtDNA pomoci jednoho paru primerd. Ziskané fragmenty jsou nasledné

oddéleny gelovou nebo kapilarni elektroforézou (Pun et al. 2009).



Metoda se vyuzivd zejména pro smésné vzorky, nebot podle jednotlivych délek
polymorfismi lze od sebe odlisit konkrétni zivocichy. Postup je rychly a jednoduse
reprodukovatelny. Metoda zaloZzena na studiu délkovych polymorfismi mtDNA umozZiuje
analyzu problematickych vzorka, které maji degradovanou nebo nizkou koncentraci DNA,
s vysokou citlivosti (Pun et al. 2009; Imaizumi et al. 2007). V mnoha ptipadech byla tato metoda,

pouzita pro priikkaz specifického zivoc¢isného materidlu ve vztahu k trestnému ¢inu (Fumagalli et

al. 2009).

3.1.1.5. SNaPshot

Metoda SNaPshot nabizi efektivni zpiisob detekce jednobodovych polymorfismi
(SNP) napfi¢ celym genomem. Klicovym principem je pouZiti specidlné navrZzenych primert,
které konéi tésn¢ pred ocekdvanym SNP. Do SNaPshot reakce jsou pfidavany pouze
fluorescencné oznacené dideonukleotidy (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP), kde kazdy ma
piifazenou jinou fluorescen¢ni barvu. Dllezité je, ze piidanim dideoxynukleotidi dojde ihned
k inhibici elongace, nebot’ na svém 3‘konci neobsahuji -OH skupinu, ktera by slouzila jako
,0Cko™ pro navéazani dalstho nukleotidu. Obvykle na 5’ konci primeru existuje
nekomplementarni extenze, ktera prodluzuje délky fragmentti, aby se daly 1épe rozliSovat. Poté
jiz nasleduje kapilarni elektroforéza, ktera umoznuje detekci jednotlivych SNP (Kuppuswamy et
al. 1991; Piggee et al. 1997).

Metoda se stala vhodnou pro ¢astecné degradovanou DNA, jelikoz je vysoce citliva a
ekonomicky pfijatelna. SNaPshot je snadno reprodukovatelny a poskytuje jednoznacny
vysledek. Metoda byla Uspésné aplikovana pii urovani slonoviny a celkovém urceni
druhového plivodu slonii (Kitpipit et al. 2017). Nalezla téz uplatnéni 1 pti dalSich studiich —
identifikace much (Park et al. 2018) nebo kockovitych Selem (Kitpipit et al. 2012). Ukazuje se, Ze je

cenove dostupnéjsi nez sekvenovani a disponuje 1 podobnou piesnosti (Park et al. 2018).

3.1.2. Metody zaloZené na kombinaci PCR a restrik¢nich endonukleaz
3.1.2.1. PCR-RFLP
Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism je
molekuldrni metoda, ktera umoziuje detailni analyzu DNA prostiednictvim restrikénich
endonukledz. Tato metoda pouzivad kombinaci dvou kli€¢ovych postupti: PCR pro amplifikaci
usekti DNA a RFLP k analyze délek fragmentl po jejich $tépeni restrikénimi endonukleazami.

Enzymy jsou schopné rozpoznat restrikéni mista a Stépit DNA na men$i fragmenty. Tyto
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restrikéni oblasti obvykle obsahuji palindromatické! sekvence o délce 4 — 6 bp (Kelly a Smith
1970). Po restrikci mohou vznikat dva typy konct — tupy a kohezni. Tupé konce vznikaji, kdyZ
je DNA Stépena na obou vlaknech ve stejném misté, zatimco u koheznich koncl vzniké
jednovlaknovy pievis. Nasledné je vzorek nanesen na gelovou elektroforézu, kde jsou
jednotlivé fragmenty setazeny podle velikosti. Po vizualizaci a analyze je mozné stanovit
ptesné délky DNA a identifikovat podle nich konkrétniho Zivocicha.

PCR-RFLP piinési fadu vyhod — je snadno opakovatelnd, nevyzaduje velké mnozstvi
DNA a zéroveii je ¢asoveé nenaro¢na (Boonphakdee a Sawangwong 2008). V roce 2012 bylo PCR-
RFLP uspésné vyuzito k identifikaci masa s pouzitim cilové sekvence CO1. Vyzkum ukazal,
ze pii vyuziti kombinace lokusu CO1 a restrikéniho enzymu Hpall (tvoii kohezni konce) je
mozné rozpoznat jednotlivé zivoCichy. Proto je tato metoda doporucena pro laboratofe
zabyvajici se kontrolou potravin (Haider et al. 2012). Jelikoz vysledek je urcen pouze délkou
amplikonu, je n¢kdy nutné potvrdit, zda neni produktem nespecifické reakce. Nejlepsim
zpusobem ovéfeni je sekvenovani, které ale neni vhodné pro rutinni testovani (Shinoda Naoki et

al. 2001).

3.1.2.2. AFLP

Metoda Amplified fragment length polymorphism (AFLP), pfedstavena roku 1995
Pieterem Vosem a jeho kolegy, poskytuje efektivni nastroj pti identifikaci Zivocichl (Vos et al.
1995). Metodu Ize rozdé¢lit do Ctyi fazi. Prvni zahrnuje ptisobeni dvou odlisnych restrikcnich
endonukledz na vzorek se studovanou DNA, ¢imz vzniknou dva rtizn€ dlouhé kohezni pfesahy.
Na volné konce jsou navazany adaptéry, které jsou nasledné¢ spojeny ligdzou. Ve druhé fazi
probiha preselektivni PCR, pfi kterém jsou pfidany dva PCR-primery komplementarni
k adaptortim, které¢ jsou navrZeny tak, aby obsahovaly jeden selektivni nukleotid navic. Tim se
amplifikuji pouze fragmenty s komplementarnimi ¢tyfmi nukleotidy, tedy kazdy 16. fragment.
Treti faze v sobé zahrnuje selektivni PCR, pfi kterém se postup opakuje, pouze jsou piidany
PCR-primery, které maji tfi selektivni nukleotidy. Tim se redukuje pocet amplifikovanych
fragmentli na kazdy 256. fragment. JelikoZ jsou PCR-primery obvykle oznaceny fluorescencni
znackou, je mozné v posledni fazi vzorek separovat pomoci automatickych sekvenatorti

s kapilarni elektroforézou (Vos et al. 1995; Hartl a Seefelder 1998).

! palindromatické sekvence — identicka oblast v obou smérech DNA, misto které je rozpoznévano restrikénimi
endonukledzami

I1.
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Obr. 4: Princip AFLP,
viastni zpracovani
AFLP byla uspésné vyuzita pii identifikaci plemen koz v Albanii (Hoda et al. 2012). TézZ
se ukdzala vyznamnou pfi urovani zivoCichii pochazejicich z Antarktidy. Autofi této studie ale
zdaraziuji ze ekonomictejsi variantou pro identifikaci bude NGS (Hoffman et al. 2012). AFLP
umoznuje analyzu vice lokust najednou a odrdzi variabilitu v rdmci celého genomu. Dalsi
vyhodou je rychlost a nepotiebnost velkého vzorku DNA. Stejné jako u RAPD jsou primery
dominantni, takze v ramci této metody neni mozné rozpoznat heterozygota a homozygota (Paglia
a Morgante 1998). Sice neni nutnd piedchozi znalost sekvence, ale to znamena, Ze neni ani znamy

lokus, ze kterého pochazi fragment (Vos et al. 1995).

3.1.3. Metody vyuZivajici izotermalni reakci
3.1.3.1. LAMP

Metoda Loop-mediated isothermal amplification byla navrzena v roce 2000 pro
snadnéjsi a rychlejsi amplifikaci bez pouziti termocykléru. Na rozdil od PCR neni zapotiebi
specidlniho vybaveni laboratotfe. Celd reakce je uskute¢néna pii konstantni teploté 60 — 65 °C,
coz umoznuje vyuziti zdkladniho zafizeni, jako je vyhtivaci blok nebo vodni ldzen. Primery
jsou navrzeny tak, aby pfi této teploté¢ mély jednovldknovou podobu. Samotnd LAMP je
iniciovana ptidinim DNA polymerazy s vytésiiovaci aktivitou, jako je Bst polymeraza (Notomi
et al. 2000).
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Princip LAMP spoc¢iva v nasednuti vnitiniho primeru FIP (forward inner primer) na
komplementarni sekvenci F2c na studované DNA. Nasledn¢ je ptfiddna do reakce Bst
polymeraza, ktera je schopna syntetizovat zbyvajici ¢ast. Na komplementarni sekvenci F3c
nasedne 1 vnéjsi primer F3, ktery umozni vytésnéni FIP fragmentu pomoci Bst polymerazy.
Ekvivalentni postup probihad zaroven i na druhém konci s vyuZitim vnitiniho B2 primeru a
vnéjsiho B3 primeru. Vysledkem je ssDNA, kterd ma na obou stranach smycky, jez slouzi jako
templat pro syntézu DNA pomoci cyklické amplifikace. V této fazi jsou vyuzivany uz pouze
vnitini primery. Takto pfipraveny vzorek miize byt vizualizovan naptiklad detekci pomoci
gelové elektroforézy (Notomi et al. 2000) nebo fluorescenci (Arimatsu et al. 2012).

Kromé jiz jmenovanych vyhod s sebou metoda LAMP ptinasi vysokou specifitu pro
cilové lokusy, coz ale znamend nutnou pfedeSlou znalost genomu. Jedna se o ekonomicky
vyhodnou metodu, ktera je pti upraveé schopna amplifikovat s vysokou presnosti i RNA (Notomi
et al. 2000). Pro identifikaci byla Usp&$né vyuzita pfi stanoveni pohlavi u nckolika druht

papouskil (Elnomrosy et al. 2022) a pii pozorovani invaznich ryb v Malajsii (Vythalingam et al. 2021).
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Obr. 5: Princip metody LAMP,
prevzato: (Park 2022)
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3.1.4. Metody zaloZené na sekvenovani

Prostfednictvim sekvenovani je mozné odhalit priméarni strukturu DNA — potadi
jednotlivych nukleotidli za sebou. Priilom v sekvenovani provedl Frederick Sanger v roce 1977,
ktery odhalil metodu Sangerova sekvenovani, za kterou o tfi roky pozd¢ji ziskal Nobelovu cenu.
Jeho metoda byla masivné vyuzivana, ale i pies postupné odstraiiovani nevyhod — radioaktivni
oznaceni nahrazeno fluorescencnim (Smith M. Lloyd et al. 1986) nebo modernizace pti zavedeni
kapilarni elektroforézy (Piggee et al. 1997), neuspokojila poptavku. Proto bylo piredstaveno
sekvenovani Next generation sequencing (NGS), které umoznilo sekvenovat paralelné vice

DNA s vyssi rychlosti za kratsi Cas.

3.1.4.1. Sangerovo sekvenovani

Sangerovo sekvenovani je klicové pro sekvenovani DNA. Vyuzivaji se pfi ném
fluorescencné¢ oznacené ddNTP, které¢ jsou spolu stemplitem, DNA polymerazou,
sekvenacnimi primery, dNTP, ionty a stabilizitory michany v mastermix. Pfi procesu
sekvenovani DNA polymeraza syntetizuje vlakno standardnim zptisobem, dokud se neptipoji
ddNTP. Nahodné zatazeny ddNTP ukonci reakci, a tim uvolni rizné dlouhé fragmenty (Sanger
etal. 1977). Tyto fragmenty jsou oddéleny pomoci kapilarni elektroforézy a setazeny podle délky.
Vysledné potradi nukleotidii se uruje podle uspotfadani fluorescenénich piki, které jsou
analyzovany pocitacovym programem. Kazdému fluorescenénimu piku je pfifazen jeden
nukleotid (Piggee et al. 1997). Pro zajiSténi pfesnosti se provadi sekvenovani v obou smérech, coz

umoziuje porovnani vysledka a zachyceni ptipadnych chyb.

3.1.4.2. NGS — Next generation sequencing, 2. generace sekvenovani

Sekvenovani nové generace umoziuje zpracovat velké mnozstvi dat najednou a
porovnat je s referen¢nimi daty, jedna se o tzv. masivni paralelni sekvenovani. Pro fadu metod
vyzaduje NGS predeslou zevrubnou znalost studované sekvence. Princip vSech metod NGS
spociva ve stejnych krocich. Nejprve je DNA rozdélena na fragmenty, které se pomoci ligazy
napojuji na adaptéry. Takto pfipraveny vzorek je podroben amplifikaci PCR a nasledné
osekvenovan. V 2. generaci sekvenovani byla predstavena tfada technik, kterymi lze docilit
masivniho sekvenovani, ale kviili rychlosti a jednoduchosti provedeni vstoupily do popiedi Ion

Torrent a Illuminia (Mardis 2008).
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3.1.4.2.1. Ion Torrent

Ptistrojova platforma Ion Torrent (Thermo Fisher Scientific, USA) zaujima vyznamné
misto v oblasti sekvenovani DNA. Ptindsi inovativni pfistup zalozeny na detekci uvolnénych
protonll béhem inkorporace nukleotidli do komplementarniho templatu. V prvnim kroku jsou
fragmenty DNA spojené s adaptéry piipojeny na povrch kulicek substratu a nasledné jsou
klonaln¢ amplifikovany. Proces sekvenace pak probihd na polovodicovém c¢ipu v jednotlivych
jamkach, znichz kazda obsahuje pouze jednu kulicku s navazanou DNA. Princip samotné
sekvenace spociva v postupném piidavani nukleotidi do téchto jamek, pficemz detekce
uvolnénych protonti indukuje snizeni pH. SniZzené pH roztoku v jamce je zaznamenano citlivym
detektorem pH umistnénym na dné jamky. Tento signal je pfeveden do napétového signalu,
ktery je digitalné zpracovan (Rothberg et al. 2011).

Pti odhalovani klamavych informaci na produktech byla uspésn¢€ vyuzita metoda Ion
Torrent pro detekci masnych vyrobka. Jelikoz nezahrnuje fluorescencni znaceni ani nédkladnou

optiku, patii mezi cenové dostupnéjsi metody NGS (Kattoor et al. 2024).

3.1.4.2.2. Illlumina

Ptistrojova platforma Illumina (Illumina, USA) vychazi z principu sekvenovani
pomoci syntézy, ktera umoznuje rychlou a citlivou analyzu DNA. Nejprve je DNA templat
namnozen pomoci mistkového PCR na specidlni desticce tzv. flow-cell. Samotnéd sekvenace
probiha pomoci DNA polymerazy, ktera pfidava fluorescenéné¢ znacené nukleotidy
(https://www.illumina.com).

Béhem piipravy fragmentii jsou k DNA ligovany adaptéry, které jsou pozdéji
komplementarné ptipojeny k flow-cell desticce. Templat je ndsledné¢ ohnut mezi primery a
syntetizovan. Po né€kolika cyklech PCR vznikaji klastry obsahujici okolo 1000 kopii ptivodni
molekuly. Sekvenace klastrii probihéd za pouziti DNA polymerazy a fluorescencné znacenych
nukleotidll s reverzibilni terminacni aktivitou. Po pfidani kazdého nukleotidu je detekovana
vlnova délka fluorescenéniho zafeni a zaznamendna CCD kamerou. Nasledné je na 3’ konci
odstépen fluorofor, coz umoznuje nasednuti dalSiho fluorescencné oznac¢ené¢ho nukleotidu a

cely proces se opakuje (Adessi Celine et al. 2006; Bentley et al. 2008, www.illumina.com).
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Illumina se osvédg&ila pii tzv. metabarcodingu?, coz umoziuje identifikaci jednotlivych
organismll v komplexnich smé&snych vzorcich. Konkrétné byla aplikovana pro smésny vzorek
mlet¢ého masa, kde umoznila identifikaci jednotlivych slozek. Je zndma svou vysokou
senzitivitou a schopnosti poskytnout rychly vysledek. Mezi jeji nevyhody patii cenova

narocnost a potteba specidlniho vybaveni laboratofe (Sundaram et al. 2020).

3.1.4.3. TGS — Third-generation sequencing
Tteti generace sekvenovani s sebou pfinasi fadu vyhod — nevyzaduje amplifikaci a
prenasi data jiz pfi sekvenovani. Prvni technologie TGS byla piedstavena v roce 2010
spolecnosti Pacific Biosciences of California. Tato technologie byla na komer¢ni trh uvedena
az o rok pozdéji pod ndzvem SMRT (single-molecule real-time sequencing). Nasledovala ji

technologie Oxford nanopore.

3.1.4.3.1. SMRT

Pti technologii Single-molecule real-time sequencing (Pacific Biosciences, USA) je
klicovym prvkem detekce fluorescencné¢ zna¢enych nukleotidii pfidivanych DNA polymerazou
v redlném case. Pro pfipravu templatové DNA jsou nejprve na oba konce dsDNA navazany
adaptérové vlasenky, které se spojuji a vytvari ssDNA. Tato Uprava je ndsledn€ aplikovana na
¢ip SMRTcell a rovhomérné rozprostiena do jamek o velikosti 10-50 nm nazyvanych zero-
mode wave-guide (ZNW). Jamky jsou vybaveny nanofotonickou strukturou, ¢imz maskuji
pozadi fluorescence, a proto je mozné vyuzivat pii sekvenovani vysokou koncentraci
nukleotidii. V kazdé jamce je na dné€ umisténd DNA polymeréza, na niz je navazana cirkularni
ssDNA, kterd je ndsledn¢ podrobena syntéze (Eid John et al. 2009). Kazdy pfifazeny fluorescencné
znaceny nukleotid generuje rozdilné emisni spektrum, které je detektorem rozpoznano. Béhem
syntézy je fluorofor navadzan na gama fosfat a je odstranén pifi zacleni nukleotidu spolu
s pyrofosfatem (Flusberg et al. 2010). Proto syntéza miiZze probihat nepfetrzité, coz vede k analyze
dlouhych ctecich ramcti. Obvykle je cirkularni molekula sekvenovana nékolikrat za sebou, aby
se minimalizovala moznost chyb.

Nezanedbatelnou nevyhodou této technologie je vysokd pocate¢ni investice do

samotného pfistroje. Nicméné je tfeba zdlraznit, Ze se vyznacuje vysokou citlivosti, kterd

2 metabarcoding — molekularni metoda identifikujici komplexni smésné vzorky
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dosahuje az 99,9 % (Eid John et al. 2009, www.pacb.com). Pokud jde o identifikaci Zivo€ichd, je vSak

z hlediska naklada nevyhodna.

3.1.4.3.2. Nanoporové sekvenovani

Zékladnim principem nanoporového sekvenovani je prichod DNA pies nanopor
umistény v membrané, piicemz na obou stranach nanopoéru existuji odliSna iontova prostredi.
Toto nastaveni vytvaii stabilni iontovy proud, ktery je zachovan béhem prichodu DNA. Kdyz
se sekvence DNA pohybuje porem, dojde k zeslabeni tohoto proudu specificky pro kazdy
nukleotid. Nicmén¢ samotny pohyb DNA je pfilis§ rychly na to, aby bylo mozné provést presnou
sekvenaci (Branton et al. 2008). Proto byla do metody integrovana DNA polymeréaza, ktera
zpomaluje prichod nové syntetizovaného vldkna asi Ctyfikrat. Timto zplisobem se proces
sekvenovani stava presn&jSim (Cherf et al. 2012). Aby se zabranilo pfedc¢asné aktivaci DNA
polymerazy, je na ni pfipojen synteticky oligonukleotid komplementarni k templatu. Tento
oligonukleotid se uvolni pii aktivaci napé€ti a navede DNA polymerazu k nanoporu (Cherf et al.
2012; Branton et al. 2008).

Nanoporové sekvenovani je provadéné pomoci mobilniho malého zatizeni Minlon
(Oxford Nanopore, Velké Britanie), které je snadné pfenést. Proto je skvélou volbu pro praci
v terénu, Cehoz vyuzila spoleCnost NASA pro mikrobidlni barcoding ve vesmiru na
Mezinarodni vesmirné stanici umisténé na ob&zné draze kolem Zem¢ (Castro-Wallace et al. 2017).
PiedeSlé metody byly zéavislé na kultufe, kterd vyzadovala vraceni na Zemi. Nandpdrové
sekvenovani umoziuje jednoduchou analyzu uskutecnitelnou i neodbornou posadkou (Stahl-

Rommel et al. 2021).

4. Porovnani molekularnich metod

Od objeveni prvnich molekularnich metod ub¢hla fada let. Technologie se posouvaji a
vyviji se nové metody nebo jsou zdokonalované ty staré. Piesto nelze urcit jednu jedinou, kterd
by byla vhodnou volbou pro kazdy vzorek pfi identifikaci. Pfi vyzkumu musi byt zvazeno
mnoho okolnosti — stav odebraného vzorku, zda je vzorek zcela neznamy, vybaveni laboratote,
Casovy prostor pro analyzu aj. Podle studii se ukazuje, Ze nejcastéji jsou pro identifikaci
pouzivany metody zaloZené na analyze DNA (Hoffman et al. 2012; Haider et al. 2012; Denyingyhot et
al. 2021). Nekteré jsou natolik pfesné, Ze umoziuji stejnou citlivost jako pii sekvenovani, ale za
niZs8i cenu (Hoffman et al. 2012). Sekvenovani je navic obvykle doprovazeno vysokou potizovaci

cenou pristroji (Eid John et al. 2009). Pro snadnou orientaci byla sestavena tabulku metod,
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uvadejici podrobny piehled vyhod a nevyhod. Pro kazdou metodu jsou uvedeny piiklady studii,

u nichz se vyuzila pro identifikaci Zivocicht.

Studie vyuZivajici metodu pro

Metoda Vyhod Nevyhod
yhody yhody identifikaci Zivo¢ichi
1. odrazi variabilitu 1. dominantni primery - identifikace ptak( (Huang et al. 2003)
celého genomu nerozliSuji homozygoty od | - identifikace derveného masa (hovézi,
RAPD 2. neni nutnd piedchozi heterozygotl veptrové, klokani, zvéfina, konské, buvoli,
znalost sekvence 2. $patné reprodukovatelna krali¢i, psi a kog&i¢i) (Koh et al. 1998)
3. ¢asove nenaro¢na 3. nevhodna pro - rozliSeni druht ryby Epinephelus
metoda degradovanou DNA (Noikotr et al. 2013)
1. vysoka citlivost 1. vyzaduje specialni i ldrentlﬁface slozeni halal masnych
T - , ST vyrobki (Denyingyhot et al. 2021)
2. pfinasi rychly vysledek vybaveni s profesionalni Jentifikace kotk N
qPCR-HRMA | 3. rozlisuje homozygota obsluhou I eng Lkace kocy, potkana a prascte
d heterozygota 2. vyzaduje predchozi (Denyingyhot et al. 2017)
odhe ve VY ) J i - identifikace druhti parazita z rodu
znalost sekvence Tropilaelaps (Del Cont et al. 2021)
1. moznost analyzovat i - identifikace smésnych vzorki (detekovan
SPInDel nekvalitni vzorek 1. vyzaduje predchozi ¢lovek, prase, pes, ki, kocka, ovce, jelen,
2. ¢asove nenaro¢na znalost sekvence dangk, liska a hnédy medvéd) (Pereira et al.
metoda 2019)
Délkovy 1. vysoka citlivost ! blem b piit " - doporuceno pro identifikaci velkych
o, . problém pfi pfitomnosti .
crovy 2. moznost vyuziti i pv =, pv P ; kocek (Vaiikové a Vangk 2024)
polymorfismus X vétsiho poctu druhii ve . . vi g 1o L i
(DNA degradované DNA smésném vzorku - identifikace Zivoc¢ichli na misté trestného
m . .
3. jednoduchy postup ¢inu (Fumagalli et al. 2009)
1. snadno reprodukovatelna - identifikace much (Park et al. 2018)
2. nizka chybovost 1. vyzaduje predchozi - mapovant druhového pivodu slont
SnaPshot . Y., (Kitpipit et al. 2017)
3. moZnost vyuZiti pro znalost sekvence . . M sy o
d d DNA - identifikace kockovitych Selem (Kitpipit et
egradovanou al. 2012)
- odliseni kozy, ovce, buvola, jelena, skotu,
1. Gasove nendro¢ny postup jaka, prasete a velblouda (Guan et al. 2018)
2. snadno reprodukovatelné 1. Sloilté_] $i interpretace -rozliSeni sloZzek v mletém mase (Haider et al.
PCR-RFLP 3. vysoka piesnost 2. nachylnost k chybam 2012)
4. moznost vyuziti i - identifikace druhti mof'skych okurek (Lv et
znehodnoceného vzorku al. 2014)
- odliseni hlavonoZcti (Chapela et al. 2003)
1. neni nutna ptedchozi 1 nerozligi homozveota od - identifikace plemen koz (Hoda et al. 2012)
AFLP znalost sekvence ’ heterozveota 8 - identifikace zivocichd na Antarktidé
2. odré variabilitu 5 et Ve b (Hoffman et al. 2012)
celého genomu - nachylnost k chybam - rozliSeni druhti Zralokd (Zenger et al. 2006)
1. nevyzaduje specialni . . .
vybaveni 1. u smésngch vzorki - identifikace pohlavi papouskt
LAMP 2. vysoce citliva metoda komplikovangjsi i ldentAlﬁkace invaznich druhii ryb
. . (Vythalingam et al. 2021)
3. moznost vyuZziti interpretace

v terénu

- rozliSeni smésného vzorku masa

Tab. 1: Porovnani metod vyuZivanych pri druhové identifikaci

V tabulce nejsou uvedeny metody zalozené na sekvenovani, protoze nejsou vzdy pro

DNA barcoding efektivni. Nabizeji vysokou piesnost, ale za pomérné vysokou cenu (napf.

[llumina) a ¢asoveé naro¢ny proces. Pfesto byly uspésné vyuzity pro identifikaci lososil (Sundaram

etal. 2020), patogenti kufat (Hinsu et al. 2018) nebo pii analyze masnych vzorkd (Sundaram et al. 2020).
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5. Databaze sekvenci

Pro spravnou interpretaci vysledkl analyzy je nezbytné porovnat ziskané udaje
s rozsadhlou a komplexni databazi sekvenci DNA (Hebert et al. 2003b). V soucasné dob¢ jsou
nejcastéji vyuzivané tfi volné dostupné a revidované databaze — GenBank spravovana
Narodnim centrem pro biotechnologické informace (NCBI), EMBL spravovana Evropskym
institutem pro bioinformatiku (EBI) a DDBJ spravovand Narodnim tUstavem genetiky
v Japonsku. VSechny tyto databanky jsou c¢leny tzv. International Nucleotide Sequence
Database Collaboration (INSDC), coz umoznuje vzajemné sdileni dat a informaci. Tento
systém umoziuje snadné vyhledavani shodnych genovych sekvenci v jakékoli z nich.

Udaje do databézi jsou nahravany rozsahlou komunitou védcii a vyzkumniki, ktefi se
zabyvaji riznorodymi oblastmi biologie. I pfes peclivou kontrolu kvality zdznamt neni mozné
zaruCit absolutni spravnost kazdého nahran¢ho udaje. S kazdodennim pfilivem velkého
mnozstvi dat se miize objevit nesrovnalost nebo chyba v interpretaci. Z toho diivodu je nutné,
aby védci pfispivajici do databdze pracovali s maximalni peclivosti a zdatnosti, aby zajistili co

nejvyssi kvalitu a spolehlivost dat (Zhang et al. 2013).

5.1. GenBank

GenBank je volné dostupna anotovana databaze nukleotidovych sekvenci, kterou
vytvotilo NCBI v roce 1982 a ve svych pocatcich obsahovala 606 vstupnich sekvenci. Od té
doby vSak vyrazné vzrostla a k dubnu 2024 zahrnuje pies 250 miliént sekvenci, vcetné
zaznamil kompletnich genom (GenBank Overview, 2024). GenBank se tak stala klicovym zdrojem
informaci pro vyzkum ve vSech oblastech biologie. Mnohé renomované ¢asopisy jiz v soucasné
dobé vyzaduji vlozeni sekvence do GenBank, jako podminku pro zvefejnéni Clanku, coz
zvysuje transparentnost a ostatnim vyzkumnikiim umoziuje pfistup k primarnim datiim (Sayers
et al. 2019, GenBank Overview, 2024).

GenBank se stala nedilnou soucasti DNA barcodingu pti vyhodnocovani. Pro porovnani
zkoumané sekvence je vyuzivan program BLAST. Tento nastroj je schopen porovnat vlozena
data s veSkerym obsahem GenBank a nasledné sdélit uzivateli statisticky vyznamné schody.
Ackoliv GenBank uplatiiuje standardizované postupy vkladani dat a snazi se o jejich co mozna
nejvyssi kontrolu, je vhodné udaje porovnat i s jinymi databazemi pro ziskani ptesnéjSich

vysledk (Sayers et al. 2019, GenBank Overview, 2024).
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5.2. CBOL

V kvétnu roku 2004 byla zalozena organizace nazvand The Consortium for the
Barcode of Life (CBOL), ktera si klade za cil standardizovat ¢arové kody pro globalni
identifikaci zivociSnych druhii (Hebert et al. 2003a). Spolupracuje s univerzitami, experty i
ptirodovédnymi muzei ve snaze propojit informace a vytvofit voln¢ dostupnou nekomeréni
databazi. CBOL se soustfedi na vyvoj novych postupi a primert, které by mély DNA barcoding
ucinit levnéjsi, presnéjsi a dostupnéjsi. Podporuje nové projekty a porada workshopy, které

zvySuji povédomi o DNA barcodingu.

Aby se sekvence mohla oznalit jako ,,BARCODE®, musi spliiovat nasledujici podminky
(Hanner 2009):
1. Kazdy zdznam musi disponovat unikatnim identifikdtorem, ktery slouzi k propojeni
sekvence s informacemi o tomto vzorku v databazi.
2. Zaznam musi definovat, o jaky druh se jedna.
3. Zaznam musi obsahovat kod statu, podle pravidel stanovenych GenBank
4. Sekvence musi byt ziskdna z genu CO1 a musi mit délku 648 bp (po€inaje pozici 58 a
konc¢ici na pozici 705).
5. Minimaln€ 500 pozic musi byt jednozna¢né urcenych v obou smérech.
6. V kazdém zdznamu musi byt uvedeno, které primery byly pouzity pii amplifikaci DNA
(pravych a levych).
7. Nesmi obsahovat vice nez 1 % nejednoznaénych pozic.
8. Musi byt propojen s trasovacim souborem v NCBI.

9. Zaznam musi disponovat ndzvem sekvence, ze které byl ziskan.

5.2.1. BOLD

Barcode of Life Data System (BOLD) je uznavana databaze vznikla ve spolupraci
CBOL s NCBI a GBIF (Global Biodiversity Information Facility). Pfedstavuje volné
pristupnou platformu, kterd shromazd’uje barcodové sekvence doplnéné o fotografie a udaje o
danych druzich (Ratnasingham a Hebert 2007). CBOL uznéava sekvence oznacené jako barcode,
pouze pochézejici z CO1 pro zivocisné druhy, matK a rbcL pro rostliny a ITS pro houby. Pred
nahranim dat do databéaze projdou vSechny sekvence ptisnou kontrolou, aby bylo ovéteno, zda
splnuji stanovend kritéria. Ty, které splni kritéria, jsou uvetejnény v ramci databaze GenBank

jako barcode (www.boldsystems.org).
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6. Zavér

V pribchu let se DNA barcoding etabloval jako spolehlivy a efektivni pfistup pro
druhovou identifikaci. DNA barcoding vSak neni uzaviena disciplina, nybrz neustéale
dynamicky se vyvijejici soubor mnoha metod a postuptl, které 1ze zvolit v zavislosti na tom, co
je predmétem identifikace. Volba metody uzité k identifikaci konkrétniho vzorku vsak neni
nahodila, ale je nutné pfihlizet k jejim vlastnostem a moZnostem. Pfi volb& konkrétni metody
je nezbytné zvazovat, zda je vzorek zcela nezndmy, nebo mame o jeho ptivodu a vlastnostech
alesponi ptibliZznou predstavu.

Podrobny piehled porovnani molekularnich metod je uveden v tabulce 1., kde jsou
zohlednény vyhody a nevyhody spojené s jejich pouzivanim. Pro druhovou identifikaci zcela
nezndmého vzorku se vyuzivaji hlavné metody RAPD a AFLP, které jsou bez predeslé znalosti
se osveédCuji metody SNaPshot, SPInDel a PCR-RFLP, kterymi je mozné rozliSit organismy i
pfi pouziti malého mnozstvi poskozené DNA. To umoziiuje zkoumani muzejnich sbirek nebo
starych forenznich dikazi, které mohou poskytnout cenné informace. Sekvenacni metody,
ackoliv nabizeji vysokou pfesnost, se pro rutinni testovani mohou jevit jako ekonomicky
nevyhodné a ¢asové narocné. Jako jejich alternativa se nabizi metoda LAMP, ktera poskytuje
pfesné vysledky bez nutnosti vyuZiti specidlniho vybaveni. To umozZiuje jeji vyuziti i
v terénnich podminkach, coz tuto metodu ¢ini idealni pro studium organisml v jejich
pfirozeném prostiedi.

Pro taxonomické urcovani se stal DNA barcoding vyznamnym ndastrojem, avsak jeho
pouziti je nezbytné kombinovat s dal$imi postupy, aby se minimalizovalo riziko chybnych
identifikaci a zavérd. Je proto dilezité, aby databaze obsahovaly komplexni informace o
jednotlivych vzorcich, jako je jejich morfologicky popis, misto vyskytu a cilova sekvence, aby
bylo mozné dosahnout ptfesného urceni druhi. DNA barcoding nachazi Siroké uplatnéni 1
v dalSich disciplinach, jako jsou forenzni védy, kde mize pomahat odhalit nekalé praktiky
obchodnikll a ochranit zemédélské plodiny pfed skidci. Vzhledem k rostoucimu vyuziti je
nezbytny dal$i vyvoj metodiky spojeny s DNA barcodingem a zdokonaleni technik pro zajisténi

ptesnych vysledku a interpretaci.
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