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ABSTRAKT

DNA barcoding je molekuldrni metoda identifikace druhi zalozena na kratkych tusecich
sekvence DNA, které by mély byt co nejvice podobné u jedinct stejného druhu, a naopak
se musi conejvice liSit mezi druhy. Tyto DNA barcody sepak mohou porovnavat
se sekvencemi zndmych druhti v globalni barcodové databazi. Metoda vznikla jako navrh
pro zjednoduSeni tradic¢ni taxonomie, eliminaci jejich problémi a zrychleni jejich postupt.
DNA barcoding ovSem také podléhd riznym omezenim, ktera znemoznuji uskute¢néni jeho
puvodnich cilti a dodrzeni rdmce konceptu. Cilem této prace je vylozit dosavadni vyvoj
a vyznam této metody, obzvlasté u protist, u kterych jsou identifikace druhii n€kterych skupin
z mnoha rtuznych divodu slozité. Ohodnotit tuto metodu jako celek je obtizné, jelikoz tvorba
databaze sekvenci zatim neni dokoncena a pro mnohé skupiny organismill zatim ani nebyly
vybrany vhodné DNA barcodové sekvence. Zda se toto podaii, se ukdze az v pribéhu casu,
v této praci se proto zaméfim pouze na faktory, které jiz nyni UspéSnost metody DNA
barcodingu ovliviuji.

Kli¢ova slova: COIL; DNA barcoding; protista; taxonomie

ABSTRACT

DNA barcoding is a molecular method of species identification based on short regions of
DNA sequences. These DNA barcodes should be unique for each species. The sequences
within species should be identical or very much alike, while between species they should
display a significant amount of differences. The sequences of an undetermined specimen can
be compared with sequences vouchered to a particular species in a global DNA barcode
database. The database was developed with the aim to simplify traditional taxonomy,
eliminate its problems and accelerate its approaches. However, DNA barcoding has its own
limitations that may hinder achieving its original goals and a compliance with the concept.
The aim of this bachelor thesis consists of explaning the evolution of DNA barcoding through
time and assessing the importance of this method at present, particularly in protists. Species
identification may be very difficult in many protist groups, which can be explained by several
reasons. To appraise this method completely is a hard task, because creation of the database
has not yet been finished and official DNA barcodes have not been chosed for many groups.
We can only find out in the future, therefore i will only focus on factors that influence the
success of DNA barcoding at present.

Keywords: COI; DNA barcoding; protists; taxonomy



1. Uvod

Myslenka vytvofeni pomocného identifikaéniho systému Zzivych organismt vznikla
s rostoucimi naroky narychlost ajednoduchost taxonomickych metod v soucasné
,uspechané” dob&. Mnozstvi informaci o diverzité¢ zivota na této planeté neustale roste.
Zaroven snim se zvétSuje 1islozitost taxonomie. Se soucasnym pokrokem znalosti
molekularni biologie se oteviela moznost vyuzit molekularni pfistupy také v taxonomii, coz
znacn¢ zyvsuje mnozstvi dat, na jejichz zaklad¢ lze klasifikovat zivé organismy. Zaroven
ale bylo potfeba vyrovnat sestim, jak molekularni data zabudovat do existujiciho
taxonomického systému a udrzet prehlednost taxonomického systému.

Pro udrzeni néceho tak rozsahlého v kompaktni podobé je nezbytna spoluprace
jednotlivych taxonomickych tyml po celém svéte. Taje vSsak mnohdy obtiznd, nebot
neexistuje jasny druhovy koncept aplikovatelny na vSechny skupiny organismi. Mezi
taxonomy proto probihaji vasnivé debaty o tom, co je uz mozno povazovat za samostatny
druh ajakym zpisobem jej lze jednoduSe a spolehlivé identifikovat. Vold se také
po globalnim zpfistupnéni dat taxonomické védecké vetejnosti a soucasné po zjednoduSeni
a zrychleni pfedavani informaci mezi jednotlivymi tymy. ReSenim tohoto problému se zd4 byt
globalni standardizace postupli v taxonomii. Na cesté k cili je nezbytné vytvofit celosvétove
pristupnou a prehlednou databazi molekuldrnich taxonomickych dat, kam by vSichni mohli
v jednotné formé pridavat své zdznamy a vzajemné je porovnavat.

Metoda DNA barcodingu se zrodila pravé jako snaha o maximalni zjednoduSeni
determinace organismu na druhové Grovni a zptistupnéni tohoto oboru védctim, ktefi nejsou
specialisty na taxonomii, ale potiebuji rychle a spolehlivé rozpoznat, s jakymi konkrétnimi
druhy pravé pracuji. DNA barcoding je metoda identifikace druhd pomoci kratkych useka
sekvence DNA, co nejvice podobnych ujedinci stejného druhu, anaopak co nejvice
odlisSnych mezi druhy, aby bylo moZné spolehlivé zatadit nezndmy vzorek ke znamému
druhu. Ackoliv pfiprvnim pohledu se muze zdat, ze DNA barcoding je pouze odnoz
molekularni taxonomie vyuzivajici molekularni markery, neni tomu tak. Pfi hlub§im pohledu
se odhali mnohem ambiciéznéjsi cile tohoto piistupu. DNA barcoding siklade za cil
pfedev§im usnadnit rutinni identifikace druh@i, inventarizaci a katalogizaci celosvétoveé
biodiverzity. Podle Heberta et al. (2003) je potieba zavést do taxonomie DNA barcoding také
proto, Ze tradi¢ni taxonomie, zaloZzena na determinaci podle morfologickych znakl, ma sva
zfejma omezeni. Ta vychazi z toho, Ze je nutno vyhledavat a porovnavat urcitd Zivotni stadia,
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piitom neni pouzitelna v ptipad¢ degradovaného materidlu a prehlizi kryptické druhy. Dalsi



problém je, Ze hrozi vysoké riziko chybné determinace vzhledem k wvelice naro¢nym
expertizadm. N&kteti taxonomové véri, ze vSechny tyto problémy by mély byt pomoci DNA
barcodingu vyieSeny. V této praci bych rdda shrnula, zda DNA barcoding je schopny
splnovat, co si piredsezval, aobjasnila vyvoj DNA barcodingu do soucasnoti, zejména
moznost jeho pouziti u protist, ktera jsou pfedmeétem mého zajmu.

Protoze pro vyraz ,,DNA barcoding* dosud nebyl stanoven formalni ¢esky ekvivalnet,

rozhodla jsem se tento pojem pouzivat v anglické podob¢ s ¢eskym sklofiovanim.

2. Diivody vzniku DNA barcodingu
2.1. DNA barcoding

DNA barcoding je metoda vyvinuta za ucelem identifikace druhi pomoci sekvence kratkych
usektit DNA, které by se m¢ly co nejvice lisit mezi jednotlivymi druhy a zéroven by se mély
v rdmci stejného druhu co nejvice podobat. Podle téchto rozdilnosti se pak daji jednotlivé
druhy urcovat. Klicovym prvkem, diky kterému by tento pfistup mohl byt uskutecnén,
je vytvoreni databaze téchto sekvenci u vSech eukaryotickych organismui (optimalné u vSech
zivych organismt) tak, aby nezndmé vzorky mohly byt posléze porovnavany se sekvencemi
Jiz pfifazenymi ke konkrétnim zndmym druhtim. Spolehliva identifikace druhil je zdkladnim
kamenem pro taxonomii, jelikoZz druhy ptredstavuji jeji zékladni jednotky (Mallet, 2006).
Idedln¢ by k identifikacim podle konceptu DNA barcodingu méla slouzit jedna
univerzalni sekvence, ktera by se liSila u vSech znamych 1 dosud neobjevenych druhli zivych
organismil. To se vSak jiz v prvopocatku DNA barcodingu ukazalo byt nemozné, ambice tedy
klesly na hledani univerzalniho barcodu alesponl pro jednotlivé skupiny organisml (Hebert

et al., 2003).

2.2. Stav soucasné taxonomie a problém druhovych konceptii
Taxonomie je jedna z nejdilezitéjSich biologickych disciplin, kterd tvofi zaklad pro mnoho
dalSich oblasti biologie. Pfesto je mélo rozvijena v porovnani s jinymi obory, pfedev§im vinou
nedostatku financi (Wilson, 2003). i pfes urputné snahy taxonoml zmapovat diverzitu vSech
zivych organismil se odhaduje, ze vétsina druhti dosud nebyla objevena. Odhady poctu vsech
druhii organismil na Zemi znaéné lisi, od 3,6 milionu, az po mozné stamiliony (Wilson, 2003).
Cile taxonomie jsou od pocatku komplikovany problémem definice druhu. Druhovych
konceptt je v souc¢asné dobé pres dvé desitky (Mayden, 1997). Z mnoha druhovych konceptii

(tato prace se jednotlivymi druhovymi koncepty nebude pro nedostatek mista zabyvat) jsou



pro DNA barcoding pouzitelné koncept fylogenetického druhu (Phylogenetic Species
Concept, zkracené¢ PSC) ¢i geneticky druhovy koncept (Genetic Species Concept, zkracené
GSC). PSC zjednodusen¢ ftik4, zedruh jenejmensi monofyletickd linie organismd,
diagnostikovatelnd pomoci porovnavani unikatni kombinace znaki (Cracraft, 1983; Nixon
& Wheeler, 1990). Do 60. let 20. stoleti tyto znaky ptedstavovaly morfologické
charakteristiky, ovSem s vyvojem molekularni biologie se jako urcujici znaky zacaly vyuzivat
isekvence DNA. Ztoho vyplyvd moznost aplikace dalSitho druhového konceptu, jenz
se v riznych podobach objevoval jiz od pocatku 20. stoleti. GSC definuje druh jako skupinu
kiizicich se populaci (Baker & Bradley, 2006). Oba tyto koncepty se v mnohém shoduji.
Druhy zde pfedstavuji konecné taxony, které mohou byt vyuzity ve fylogenetickych
a biogeografickych analyzach a mély by odrazet historické informace. Oba vicemén¢ piijimaji
vnitrodruhovy genovy tok a reprodukéni izolaci jednotlivych druhl. Lisi se zejména
v uznavani poddruht, zatimco GSC uznéva alopatrické populace jako geneticky definované

podruhy, pro PSC poddruhy nejsou relevantni (Baker & Bradley, 2006).

2.3. Aplikace druhovych konceptli na protista
O fad¢ skupin protist mdme jen velmi madlo informaci, nebot’ jejim (narozdil tfeba
od zivocCichil ¢i rostlin) vénovana mnohem mens$i pozornost. Protoze ale mezi protista patii
drtiva vétSina eukaryotickych linii, je hledani jejich univerzalniho druhového konceptu velice
obtizné. Dodnes neexistuje druhovy koncept, ktery by vyhovoval v§em jejich skupinam.
Druhy protist jsou tradi¢né rozeznavany pomoci morfologie, rozmnozovacich typl
a v poslednich desetiletich také molekuldrnimi markery. Tyto taxonomické metody mnohdy
dochazeji k vzdjemné rozporuplnym vysledkim. DalSim faktem, ktery komplikuje
identifikace druhil protist, je jejich Casto slozity Zivotni cyklus, ktery miZe byt pro taxonomy
mnohdy matouci. V né€kterych ptipadech navic nejsou morfologické znaky jednotlivych druhti
natolik stabilni, aby dostacovaly ke spolehlivému urceni. Velikost protist je pro taxonomii
zaloZzenou na morfologickych znacich také velmi omezujici, pozorovani a hledani takovych
znakl lze uskuteciiovat pouze za pouziti zvlaStnich technik svételné nebo elektronové
mikroskopie. Molekuldrni metody urCovani druhii tedy protistologové zacali vyuZzivat hned,

jak se objevily.



2.4. Problémy tradi¢ni taxonomie

Metody blizké DNA barcodingu byly zkouSeny na vice mikroskopickych organismech
zkratka z nutnosti objevit pfesnéjSi taxonomické piistupy. Morfologickd taxonomie totiz,
a to nejen u mikroorganismui, podléhd nejriznéjSim omezenim. Moznost urcit druh podle
morfologickych znakti vyzaduje hluboké znalosti a mnohdy i pouziti narocnych technik.
1 pokud vyzkumnik disponuje potiebnymi znalostmi, nikdy nebude schopen urcit kryptické
druhy s identickou morfologii. To tedy muze vést identifikacnim chybam, které jsou
ale tou samou metodou neodhalitelné. Postupem casu setento aspekt ukazuje jako
nejvyznamngjsi, jelikoz pocet kryptickych druhl je zfejmé mnohonasobné vétsi, nez
se predpokladalo (Bickford et al., 2007). Rozeznat lze navic pouze ur¢itd Zivotni stadia
(Hebert et al., 2003).

DalSim problémem, ktery v soucasné taxonomii vyvstdvd, je udrzeni stale
se zvétSujictho mnozstvi informaci o biodiverzité kompaktni a zdrovenl snadno piistupné
podobé. Vzorky konkrétnich druhii jsou prechovavany v muzeich, soukromych sbirkach ¢i
na univerzitach. Tento postup ovSem znevyhodiiuje taxonomii téch organismii, které nejsou
pro vetejnost atraktivni (Tautz et al., 2003).

Neméla by byt opomenuta také finan¢ni situace soucasné taxonomie. Financni
tok pro taxonomicky vyzkum se stidle zeslabuje. Taxonomie jako obor sama o sobé
nepiitahuje pozornost grantovych agentur a vlad, jelikoZ nema vyty¢ené jednorazové cile,
které by po splnéni mohly byt ovéfeny a slibovaly by pfevratné objevy (Godfray, 2002).
Taxonomie navic ztraci prestiz skutecnosti, ze ¢lanky o objevech konkrétnich druhti se ¢asto
necituji ve vSech pozdé¢jSich publikacich zmifujicich dany druh (Agnarsson & Kuntner,

2007).

2.5. Reseni taxonomickych problémii pomoci DNA barcodingu

DNA barcoding se sméle nabizi jako feSeni nékterych téchto obtizi taxonomie. Svymi
velkymi ambicemi a potencidlnim vyuzitim v mnoha oblastech (v&deckych i1komer¢nich)
pfitahuje nemalou pozornost a finan¢ni zdroje. Taxonomové se nejprve na financovani DNA
barcodingu divali spiSe kriticky. Ukdzalo se ale, ze DNA barcoding mize ptfindset finan¢ni
prostiedky, které lze vyuzit prorozvoj taxonomie jako takové. Jeho velkou vyhodou
je moznost snadné identifikace druhli ze vSech Zivotnich stadii a iznacn€ degradovaného
materidlu (Taylor & Harris, 2012). Diskutabilni je jeho potencialni vyuziti k odhalovéani

kryptickych druhti, které nazakladé morfologickych znakli nelze odlisSit. Jeho cilem



je vytvorit celosvétovou databazi, ktera pojme DNA barcody vSech druhli organismil
a dohromady polozi zéklad pro globalni identifikacni systém (GBS), ktery by byl alternativou
k databazi GenBank. DNA barcode sekvence v této databazi jsou pak pfifazeny k informacim
o daném druhu, atim vznikd snadno a vetfejné dostupnd kompletni informace, potiebna

k identifikacim jednotlivych druhti (Hebert et al., 2003).

3. Co je to DNA barcode? Hledani vhodné sekvence

3.1. Univerzalni barcode

Idea univerzalniho DNA barcodu pro identifikace druhti se zrodila v hlavé Paula Heberta,
ktery ptisobi na kanadské univerzitd v Guelphu'. Mitochondrialnimi DNA markery se zacal
zabyvat jiz nazacatku devadesatych let. Jako prvni je aplikoval narybach, konkrétné
na candatu americkém (Billington & Hebert, 1990). Vyraz ,,DNA barcode* byl pouzit
az vroce 2003 v clanku Biological identifications through DNA barcodes (Hebert et al.,
2003), ktery se stal jednim z nejcitovangjSich v oblasti biologie. V dobé psani této prace?, byl
tento ¢lanek citovan podle Web of Science 1696krat. Pouziti unikéatnich sekvenci DNA jako
identifikatoru druhti Paula Heberta napadlo pfi pohledu na UPC (Universal Product Code),
carového kodu u produkti v supermarketech, podle kterych je, piipouziti deseti Cislic
v jedenécti pozicich, mozno vytvofit az 100 miliard unikatnich identifikatordt. DNA ma sice
pouze Ctyfi razné nukleotidy, i tak ale kombinacemi naptiklad pouze 15 nukleotidovych pozic
lze vytvofit az jednu miliardu unikatnich koda, coz prevySuje i1ty nejvelkorysejsi odhady
poctu druhti zivych organisma (Hebert et al., 2003). V praxi se ovSem nelze omezit na tak
kratké sekvence, jelikoz je potfeba, aby byl usek dostatecné dlouhy za tcfelem snadné
amplifikace a sekvenovani.

Jako ptivodni univerzalni DNA barcode méla byt vybrana sekvence, kterd by byla
natolik variabilni, aby umozZnila rozliSeni iblizce ptibuznych druhii (Hebert et al., 2003).
Evoluce genti kédovanych v jadie je u Zivocichl pfili§ pomald, nez aby se podle nich mohly
odliSit blizce ptibuzné druhy. Pozornost se zaméfila na mitochondridlni DNA, vzhledem
k vysoké rychlosti evoluce mitochondridlnich geni u zivodich. Ta vyplyva z Castych
substituci bazi na tfeti nukleotidové pozici v kodénu. Rychlost evoluce setu zda byt
dostate¢na k tomu, aby se podle ni daly odlisit i blizce ptibuzné druhy zivocicht. DalSimi

fakty, pro¢ byla mitochondridlni DNA vybrana jako vhodna pro ucely DNA barcodingu, jsou

'Prevzato z zivotopisu Paula Heberta, dostupného na www.dnabarcoding.ca/CCDB_DOCS/CV/CV-
PaulHebert.pdf.



ty, ze Casto postrada introny, neni piili§ vystavena rekombinaci a md haploidni dédi¢nost
(Saccone etal.,, 1999). VSechny mitochondridlné¢ koédované proteiny u zivoCichli figuruji
ve ¢tyfech z péti komplexti ucastnicich se dychaciho fetézce. Cytochrom c¢ oxidaza
je terminalni enzymovy komplex, ktery je (u savcl) tvofen tfemi podjednotkami kédovanymi
mitochondridlni DNA a deseti podjednotkami kdédovanymi jadernou DNA (Schmidt et al.,
2001).

Z téchto mitochondridlnich protein-kédujicich gend byl vybran gen kodujici
podjednotku i enzymu cytochrom ¢ oxidazy. Jako barcode pak byla ur¢ena sekvence dlouha
648 bp z useku 58 — 705 z 5" konce tohoto genu, dale jen COI (Hajibabaei et al., 2005). Byla
vybrana diky vyhovujicim vysledktim ptedchozich studii COI, z kterych vyplyvaji jeji vhodné
vlastnosti pro DNA barcoding, a také diky faktu, ze byly Gispé$né navrzeny primery, pomoci
kterych lze spolehlivé amplifikovat tento sek u fady ZivociSnych linii (Schmidt et al., 2001;
Saccone et al., 1999; Folmer et al., 1994).

Alternativou byl mimo jiné tzv. minibarcode. Za jeho vznikem stoji to, ze celou délku
COI sekvence mnohdy neni mozné ziskat z degradované¢ho materialu, naptiklad z muzejnich
vzorkil starSiho data. Délka sekvence byla snizena aznacca 100bp, pfesto identifikovala
bez problému amplifikovat (Hajibabaei et al., 2006; Meusnier et al., 2008).

Pro urcovani blizce ptibuznych druhl néas zajimé variabilita nukleotidovych sekvenci
COI. Pokud bychom se podivali na aminokyselinové sekvence COI, jejich vnitrodruhova
variabilita jeniZz$i nezu ostatnich mitochondridlnich geni, coZ by mohlo slouZit
k ptredbéznému zatazeni neidentifikovanych vzorkii do vysSich taxonomickych skupin, jako
je kmen ¢i tad, jesté pred uréenim druhu pomoci nukleotidovych sekvenci COI (Hebert et al.,
2003).

Klicové pro identifikace druhii je ur¢it minimalni mnoZstvi rozdili v sekvencich,
podle kterého Ize spolehlivé odlisit vSechny druhy zvolené skupiny, tedy prahovou hodnotu
(,,threshold*) rozdilh mezi vnitrodruhovou variabilitou a mezidruhovou divergenci.
Predpokladem je, Ze vnitrodruhova genetickd variabilita ma byt mens$i, neZ mezidruhova
genetickd divergence (Hebert et al., 2003). Ve vétSin€é pocatecnich studii se ukdzalo, Ze tato
prahovéa hodnota by mohla byt u Zivocichl 3%, jelikoz hodnoty divergenci mezi druhy byly
obvykle vétsi. Vedla ke spravnym identifikacim vSech, ¢i naprosté vétSiny urCovanych druhti
(Hebert et al., 2003).

Prahovou hodnotu 3 % zkouseli aplikovat nejprve u motyll a spravné zaradili 96 %

druht. V pfipadech, kde zatazeni nebylo mozné, se obvykle jednalo o druhové pary, které
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se od sebe ziejm¢ oddélily nedavno (Hebert et al., 2003). U ptaki byla prahovd hodnota
uspésné odliSujici druhy nepatrné nizsi, asice 2,7% (Hebert et al. 2004b). V jiné studii
zamétené na ptaky se ovSem vysledky diametralné lisily, prahovova hodnota byla pouze
1,9%, coz znamenalo, Ze vice nez dv¢ tfetiny druhii nebyly odliSeny (Johnson & Cicero,

2004).

3.2. Barcoding gap

Pokud mezidruhovéa divergence ptevySuje vnitrodruhovou genetickou variabilitu, vznika
mezera, kterd se nazyva ,,barcode gap“ (Meyer & Paulay 2005; Meier et al., 2008). Podle
velikosti této mezery, respektive podle rozsahu rozdilti mezi vnitrodruhovou a mezidruhovou
variabilitou se d4 urc€it, zda vzorky ptedstavuji jeden nebo vice druhli. Prvni studie DNA
barcodingu prezentovala vyrazny ,,barcoding gap* u naprosté vétSiny analyzovanych vzorka
ptaka (Hebert et al., 2004b). V dalsi studii zabyvajici se ptaky byla prahova hodnota nizsi
(Wiemers & Fiedler, 2007). ,,Barcoding gap* vSak objeven nebyl. Pouziti prahovych hodnot
ziejm¢ zatim nebude mozné aplikovat v piipadech, kdy nebude nalezen jednoznacny
,barcoding gap“. Prahova hodnota zfejm¢ neni uzite€na ani pfi rozliSovani blizce ptibuznych
druhti ve skupinach s nizkou mirou ,,prosekvenovani (Meyer & Paulay, 2005).

Hodnoty vnitrodruhovych a mezidruhovych divergenci v prvotnich studiich byly
ovSem odhadovany z nedostate¢ného poctu vzorku. i pokud byl odbér vzorkl rozsahlejsi, byl
omezen na malou ¢ast aredlu druhu (Meyer & Paulay, 2005). V piipadech, kdy bylo
prozkoumano vétsi mnozstvi vzorki, se ,,barcoding gap* ¢asto viibec neobjevil a naopak byl
odhalen ptekryv mezi vnitrodruhovou a mezidruhovou variabilitou (Meyer & Paulay, 2005).
Tento piekryv se navic zvétSoval pii zahrnuti vét§siho poctu blizce ptibuznych druhl (Moritz
& Cicero, 2004). U skupin s malo dostupnymi sekvencemi jsou piekryvy také vyrazné
(Meyer & Paulay, 2005). Piekryvy se pak opét zmenSuji ve studiich, kde byl analyzovan maly
pocet vzorki (Wiemers & Fiedler, 2007).

Nékteti vyzkumnici uvadéji, Ze ,barcoding gap*“ ve skuteCnosti vibec neexistuje
a je pouze artefaktem zptsobenym nedostate¢nym poctem vzorki (Wiemers & Fiedler, 2007).
To by bylo pro DNA barcoding a ptistup identifikaci podle prahovych hodnot fatdlni, jelikoz
bez existence ,barcoding gapu“ bynebylo mozné odhalit, zda je vzorek pfifazen
ke spravnému druhu. Barcodova sekvence druhu, ke kterému vzorek patii, totiz jesté
nemusela byt zjisténa, shoda by se tudiz najit ani nemohla (Wiemers & Fiedler, 2007).

Vysledky analyzy vnitrodruhové a mezidruhové sekvencni variability u modraskovitych
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(Lycaenidae) sice odhalily horni limit pro vnitrodruhovou sekvenéni divergenci,
pro mezidruhovou variabilitu ov§em zadné minimalni hodnoty stanoveny nebyly, a neobjevil
setedy ani,barcoding gap“. Primérmd mezidruhova sekvenéni divergence byla
u modraskovitych v ramci jednoho rodu jen nepatrné nizsi nez u ostatnich motyli, zatimco
u jinych Clenovctl, pavoukovctl, primérna mezidruhova sekvencéni divergence dosdhla tiikrat
vétSich hodnot nez u motylt (Barrett & Hebert, 2005). Vnitrodruhova variabilita byla ov§em
jen nepatrné vyssi, takze vznikl vyrazny ,,barcoding gap“. Wiemers & Fiedler (2007) tvrdi,
ze divodem téchto rozporii muze byt nedostateCny pocet vzorkid pavoukovcl (Barrett
& Hebert, 2005) a zjistény ,,barcoding gap* je podle nich opét artefaktem.

Podle dalsich (Meier etal.,, 2008) je mira ,barcoding gapu® navic stanovovana
nespravnym zpusobem a jeji hodnoty jsou mnohdy zavadéjici. ,,Barcoding gap* je standardné
chépan jako rozdil mezi vnitrodruhovou a primérnou mezidruhovou vzdalenosti v ramci
rodu. Spolehlivéjsi vysledky ale ziejmé pfinasi pouziti minimalni mezidruhové vzdalenosti,
protoze uspéch ureni druhti zéalezi natom, jak moc sezkoumana sekvence lisi
od nejpodobnéjsich sekvenci, patficich jinym druhim, kdezto jeji vzdalenost od primérnych
hodnot vramci rodu nehraje vyznamnou roli. Proto bylo navrZzeno, aby se pouZivala
minimélni mezidruhova vzdalenost. K potvrzeni tohoto navrhu bylo tfeba provést studii, kterd
by porovnavala vysledky obou zpusobli. Tou se zjistilo, ze,barcoding gap“ zalozeny

na primérné mezidruhové vzdalenosti je uméle navysen (Meier et al., 2008).

3.3. Odhalovani kryptickych druhii
»Barcoding gap* a prahové hodnoty vyznamné ovliviiuji efektivitu DNA barcodingu, pokud
se zamétime na jejich vyuZiti v jeho druhé potencidlni sféte, a sice odhalovani novych druht.
Pokud je genetickd vzdalenost neznamého vzorku od urcitého charakterizovaného druhu vétsi,
nez stanovena prahova hodnota, mize byt podle konceptu DNA barcodingu stanoven jako
zvlastni druh. Zde bylo stanoveno pravidlo, Ze mezidruhova variabilita musi byt desetkrat
vyss§i neZ ta vnitrodruhova (Hebert et al., 2004b). Piitomto postupu vSak hrozi, Ze budou
nespravné ,,odhalovany* ,nové druhy®, které ve skuteCnosti patii do jiz zndmych druht,
jejichz vnitrodruhova sekvencéni variabilita prevysuje prahovou hodnotu. Rovnéz hrozi Spatna
identifikace taxonii s menSimi mezidruhovymi divergencemi, nez doporucena prahova
hodnota (Meyer & Paulay, 2005).

To nejsou jedind rizika uziti DNA barcodingu jako metody k rozpoznavani novych

druht. Jaderné mitochondridlni pseudogeny (,,numts®), coz jsou nefunkéni kopie
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mitochondrialni DNA v jadfe, jsou unéckterych skupin zivoCichti casto velmi odlisné
od ortolognich mitochondridlnich sekvenci atim analyzy komplikuji. i pfesto, ze Hebert
et al. (2003) pfianalyzdch zadné pseudogeny v sekvenci COI neobjevili, vyskytuji
se u mnoha eukaryotickych skupin, napiiklad urak asarancat (Song etal., 2008).
To zplisobuje chybné a nadsazené pocty druhii v analyzach. Pfijejich odstranéni se pocet
potencialnich druht rapidné snizi (Song et al., 2008).

Pokud by se,barcoding gap*“ urcoval podle minimdlni mezidruhové vzdalenosti
vramci rodu, ma DNA barcoding jist¢ Sance na tspéch jako pomicka pro odhalovani
kryptickych druhii. V nejznaméjSim ptipadu odhaleni kryptickych druhii pomoci barcodingu,
aplikace u motyla druhu Astrapes fulgerator, bylo ovSem vyuzito primérné mezidruhové
vzdalenosti. Tento motyl byl popsan jiz roku 1775, proto bylo nesmirnym piekvapenim, kdyz
bylo odhaleno, Ze je to ve skute¢nosti komplex minimalné deseti kryptickych druh (Hebert
et al,, 2004a). Tento zavér byl indukovan analyzou COI sekvenci, jejichz variabilita byla
mnohem vys$s§i nez stanovend prahova hodnota. O dva roky pozd¢ji byl vsak tento objev
zpochybnén (Brower, 2006). Hebert et al. (2004a) totiz své analyzy nepodpofili predbéznou
hypotézou vzdélenosti domnélych skupin, vytvofenou napiiklad podle ekologickych C¢i
morfologickych metod, kterd by méla byt az nasledné podpofena vysledky analyzy COI
sekvenci. Pozdéji byly objeveny dalsi kryptické druhy motylt (Hajibabaei et al., 2006),
jmenovité¢ napiiklad u druhu Perichares philetes, ktery byl rozdélen na minimalné Ctyti
samostatné druhy (Burns et al., 2008). Tyto objevy zatim zpochybnény nebyly.

Omezeni DNA barcodingu pro objevovani novych druhi jsou vSeobecné uznavana
jeho zastanci 1 protivniky. Spocivaji v mozné fixaci ancestralniho polymorfismu (Mallet
& Willmott, 2003), a vyskytujicich se paralogiich vinou genového transferu mitochondridlni
DNA do jadra (Hebert et al., 2004a; Moritz & Cicero, 2004). Pfi pouZziti DNA barcodingu
jako hlavni metody k odhalovani druhii by byly ptfehlizeny mladé druhy, ¢i druhy vzniklé
radiaci (Moritz & Cicero, 2004). Velkou vyzvou jsou tropické druhy, kde analyzy podle
sekvenci COI zfejmé ucinné nebudou, jelikoz tyto druhy jsou Casto pfili§ mladé, nez aby Sly
uréovat podle mitochondridlni DNA. V tropech je predpokladdn nejvétsi svétovy vyskyt
kryptickych druhtt (Moritz & Cicero, 2004; Hebert et al., 2003).

4. Kritika DNA barcodingu

Hned s prvnimi publikacemi o DNA barcodingu se objevilo mnoho kritik této metody.

Nekteti se obavaji, Ze DNA barcoding bude odebirat vétSinu financi vkladanych
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do taxonomie, které jsou jiz tak nedostatecné (Will et al., 2005). Odhady celkovych nakladt
na analyzu sekvenci u vSech druh v minulosti prevysily patndct miliard dolarti (Cameron
et al., 2006), 1kdyz Hebertovy odhady jest¢ v roce 2003 se pohybovaly jen okolo dvou
miliard dolard (Whitfied, 2003). Se soucasnou snizujici se finan¢ni narocnosti nové generace
sekvenovani (NGS) snad budou skutecné ndklady hluboce pod témito odhady. Objevily
se ovSem nazory, ze DNA barcoding finance taxonomii ubirat nebude, jelikoZz neni
financovan spolec¢nostmi, které by jinak podporovaly taxonomii, a je konkurentem spise
genomice ¢i mediciné (Gregory, 2005).

Will & Wheeler (2005) uvadéji, ze ,,uznani barcodingu jako zplsob pro objevovani
novych druh@ by byl zpatecnicky krok zpét k typologii“. Tim mysli, ze tato metoda
se napadn¢ blizi fenetice, ktera klasifikuje druhy na zdkladé matematickych podobnosti
znakl. Podle nich je nejvétsi tiskali DNA barcodingu shodné s tim, na kterém v minulosti
ztroskotala fenetika, a sice Ze by taxonomii zjednoduSoval az pfili§, a jeho vyhradni pouZiti
by mélo za nésledek ztratu nadhledu a objektivniho pfistupu k taxonomii.

Will & Rubinoff (2004) se domnivaji, Ze od taxonomt se oCekava, Zze budou
navrhnovat taxonomické hypotézy a vyvinou identifikacni pomucky zakladni pro vSechny
ostatni biology, a nikoliv Ze sami budou provadét rutinni sekvenace genti. Uvadéji toto jako
kritiku DNA barcodingu, podle mého nazoru je ovSem tato kritika pon¢kud zcestna, vzhledem
k tomu, ze DNA barcoding je stdle ve fazi nutné tvorby databaze, a az posléze se stane
identifika¢ni pomilickou usnadnujici praci vSem biologiim vyuZivajicim taxonomii.

Hlavnim ter€em kritik je vyuzivani této metody k objevovani novych druht.
Vymezovani druhli pouze pomoci DNA sekvenci by bylo zavadégjici, stejn€ jako vymezovani
druhti pouze pomoci morfologické metody vzhledem k jejim obCasnym nedostatkim.
Obé& by mély byt pouzivany v souladu a vysledky jedné mohou byt ovéfovany tou druhou
(DeSalle, 2006).

DNA barcoding ovSem mulzZze napotencidlné nové druhy upozornit. Pokud
pii identifikacich nékteré vzorky nebudou pfifazeny ke zndmému druhu, respektive jejich
odchylka bude vétsi nez 3%, pak i v ptipadé, Ze databaze referencnich sekvenci je dostatecna,
jejich studium by mélo byt prevzato tradi¢nimi taxonomickymi metodami a objev nového
druhu by jimi mohl byt bud potvrzen, ¢i vyvracen. Pro takové ptipady je ovSem nutné
eliminovat chyby, nakteré néktefi vyzkumnici poukazuji. Kiritici totiz naznacuji,
ze DNA barcoding ptehlédne druhy, které jsou ipfes znacnou celkovou genetickou
vzdalenost v barcodovych sekvencich jen nepatrné divergentni (Meyer & Paulay, 2005).

DalSim problémem je, Ze evoluce mitochondridlni DNA nemusi korelovat s evoluci jaderné
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DNA, protoze mitochondridlni genom je obvykle dédén maternalné. Vysledky analyz
se pak mohou lisit (Rubinoff, 2006; Wiemers et al., 2007). Diskutabilni je také stanoveni
pevné prahové hodnoty divergenci 3%, jelikoz se zd4, ze i pokud k izolaci dvou druhti doslo
velmi davnou dobou, napiiklad pfed vice nez ¢tyimi miliony lety, stale bude chybovost
v objevovani novych druhii vétsi nez 10%. Tento prah totiz bude ukazovat jako nové i druhy,
které nejsou izolované reprodukcéné (Hickerson et al., 2006). Naopak budou prehlizeny mladé
druhy (Kerr et al., 2006). DNA barcoding tedy neni vhodna metoda k odhalovani novych
druhti, mize ovSem poukazovat na kryptické druhy ajejich komplexy. Pred potvrzenim
novych druhti je ovS§em vzdy tfeba provadét dalsi analyzy, jinak budou nespravné identifikace
odhalovany az s prodlevou, jako v ptipadé motyla Astrapes fulgerator (Hebert et al., 2004b;
Brower, 2006), v hor§Sim ptipadé¢ nebudou objeveny vubec. Ironické je, ze kladem DNA
barcodingu méla byt pfesnost a eliminace chyb v taxonomii. Soucasné je DNA barcodingu
vyc€itano zejména to, Ze studie se soustfedi jen na nékteré skupiny organismi, a tim je potiran
puvodni zamér této metody mapovat veskerou biodiverzitu eukaryotického zivota na planeté
(Taylor & Harris, 2012). Vzhledem k tomu, ze projekty dosud nebyly ukonceny, véime,
ze tato kritika bude vyvracena a DNA barcoding se v budoucnu zaméfi 1 na dosud opomenuté
skupiny.

Nejnovejsi nedostatky DNA barcodingu vyvstaly s vyvinutim sekvenovani nové
generace (NGS), diky kterému bude mozné velice rychle ziskdvat obrovskd mnozstvi
genomickych dat, tedy vyfeSit problém taxonomie, ktery byl jednim z hlavnich divodi
pro vznik DNA barcodingu. je bezpodmineéné¢ nutné, aby se postupy DNA barcodingu
vyvijely, pfijimaly nové inovativni metody a naleZité je vyuZzivaly. Standardizace neznamena,
7ze metoda musi setrvat v rigidni podobé, v jaké vznikla, dokonce by to zde bylo velice
nezadouci. Diky NGS nebude nutné omezovat délku barcode sekvence a v blizké budoucnosti
by mély byt tyto postupy finanéné snadno dostupné (Taylor & Harris, 2012). Pokud DNA
barcoding neupravi sviij pfistup k inovacim, hrozi, Ze se v budoucnu stane zastaralym
ade facto zbyteCnym, jelikoz bude nahrazen vhodnégj$imi a pfesnéjSim metodami, doufejme,

ze 1 finanén€ méné naronymi, nez jsou ty soucasneé.

5. Projekty a studie s COI barcodem, mimo protista

5.1. CBOL a BOLD

V kvétnu roku 2004 bylo zalozeno konsorcium CBOL (,,The Consortium for the Barcode
of Life*), aby se pomohlo rozvoji DNA barcodingu. od roku 2004 se k CBOL pfidalo vice
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nez 200 organizaci z50 zemi a6 kontinenti. Mezi Cleny patii pfirodovédna muzea,
biologické sbirky, vladni agentury spolupracujici s akademickymi ikomer¢nimi experty
v oblastech biotechnologie, informatiky, genomiky, taxonomie a pocitacové védy. CBOL
ajeho cClenské organizace se zavazaly k vytvofeni vefejné a volné dostupné nekomercni
knihovny dat ziskanych DNA barcodingem a patiicich k uréitym biologickym vzorkim
ulozenym bezpecné v ulozistich. Cilem CBOL je vyvinout nové metody, ataké primery,
k ziskéani dalSich barcodovych zdznamt a uplatnit tyto metody ve vetejnych sférach.

Tyto postupy chce CBOL propagovat stanovenim mezinarodnich standarda
pro laboratote a protokoly dat tak, aby byly piesné, jednotné a diisledné, a spolehlivé urCovaly
druhy. Rovnéz je nutné podpofit vyvoj novych a inovativnich technologii, produkti a sluzeb
ke zrychleni, zlevnéni a zmobilnéni DNA barcodingu do celého svéta. Také chce prispét
k dosazeni cili Svétové taxonomické iniciativy (Global Taxonomy Initiative), jeZ s pomoci
Umluvy o biologické rozmanitosti (Convention on Biological Diversity) usiluje, podobné
jako DNA barcoding, o sjednoceni taxonomie a zpfistupnéni jejich dat”.

Databdzi pro vSechny barcodové sekvence se stal BOLD (Barcode of Life Data
Systém). Predstavuje ,,pracovni prostor, kam vSechny barcodingové projekty mohou vkladat
barcodové sekvence ze svych analyz, spolu s informacemi o daném druhu, a zdroven
z n¢j Cerpat podklady k dalsim studiim (Ratnasingham & Hebert, 2007). Za tim ucelem byla
vytvofena webova databanka (http://www.barcodinglife.com/), ktera je stale vyviji, nyni
je k dispozici jiz tteti verze (BOLD 3). Jsou zde k dispozici vefejné zdznamy barcodovych
sekvenci, soucasné je jich zde 1,3 milionu a zarovenl kompletni seznam primerd pouZivanych
k amplifikacim DNA barcodi. Nalézt zde mizeme také vSechny zveiejnéné publikace tykajici
se DNA barcodingu, které byly pfimo zapojeny v CBOI, v dob& psani této prace jich bylo
2901.

5.2. Konference

Prvni konferenci tykajici se DNA barcodingu byla konference ,,Taxonomy and DNA®,
konand v bieznu roku 2003 v newyorské CSHL (Cold Spring Harbor Laboratory). Specialisté
v oborech systematické zoologie, mikrobiologie a botaniky tam diskutovali spolu s pfednimi
molekularnimi biology a bioinformatiky o potencialni uzitecnosti DNA barcodingu. Ten byl
piedstaven jakozto usili osekvenovat usek jednoho genu uvSech zndmych druht

eukaryotickych organisma (Stoeckle, 2003). V zaii téhoz roku se pak konala konference

*Informace lze nalézt na webové adrese www.cbd.int/doc/publications/cbd-ts-30.pdf.
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Taxonomy, DNA, and the Barcode of Life, na které se vyzkumnici snazili zodpoveédét otazky
vznesené béhem prvni konference. Na téchto konferencich se probiraly pilotni projekty
zahrnujici pouze zivoc€ichy (Stoeckle et al., 2003).

Protoze nasledoval nespocet dalSich konferenci zaméifenych na DNA barcoding,
zminim se zde jen o téch nejvyznamnéjsich, které urCovaly smér hlavnich projektii. V tinoru
roku 2005 rozvitila vody DNA barcodingu First International Conference on DNA Barcoding
v National Museum of History v Londyné, kterou navstivilo vice nez 230 vyzkumnikd,
a jeZ byla organizovana skrze CBOL (viz déle)’. V roce 2007 se zdjem o DNA barcoding jeste
zvysil a  naThe Second International Barcode Conference v Taipeji
(http://www.dnabarcodes2007.org/, http://staging.enilsson.com/cbol taipei/) se dostavilo pies
400 vyzkumnikt. Tieti mezinarodni konference ,,Barcode of Life* (Third International
Barcode of Life Conference) v Mexiku probéhla v listopadu o dva roky pozdé&ji
(http://dnabarcodes2009.org/). Na zatim posledni, Fourth International Barcode of Life
Conference, http://www.dnabarcodes2011.org/documents/index.php), konané v australském
meésté Adelaide v listopadu roku 2011, se probiraly hlavné nové zpisoby statistickych analyz,

pouziti NGS (Next Generation Sequencing), a vyuZziti DNA barcodingu k ochran¢ druhf.

5.3. Projekty DNA barcodingu s COI u Zivoc€ichti

Protoze ZzivoCichové jsou nejstudovangj$imi organismy, na pocatku se DNA barcoding
zamé&fil nané. Mezi jednu zprvnich studii, kde Slo hlavné¢ o vyzkouSeni této metody
a odhaleni jeji efektivity u zivocichli, patfi rozsdhla analyza COI sekvenci celkem 13 320
kongenerickych dvojic zivoc¢isnych druhti. Tato studie byla zacilena zejména na hmyz a jiné
bezobratlé, strunatci bylo pouzito jen 964 kongenerickych dvojic. Naproti tomu 10 683
dvojic tvofili ¢lenovcei, 84 plosténci, 49 hlistice, 1155 mékkysi a 86 ostnokozci (Hebert et al,
2003). Vysledky byly velice slibné a DNA barcoding se ukédzal jako efektivni pomtcka
pro identifikaci druht.

Jediny zadrhel této studie se ukdzal o par let pozdéji. Hebert et al. (2003b) uvedli,
ze u Zzahavcel se DNA barcoding s pomoci COI aplikovat nedd, coZ ale vyvodil z analyzy
pouze 17 druhti, z cehoz vSechny tfi analyzované rody (Corallium, Narella, Utrictina) jsou
koralnatci. Huang et al. (2008) ukézali, Ze medtzovci, a méné 1 polypovci, méli ve skutecnosti

mezidruhovou variabilitu COI sekvenci vysokou, obdobn¢ jako ostatni linie Zivocichi, a jsou

*Ptevzato z dokumentu dostupného na webové adrese www.barcodeoflife.org/sites/default/files/legacy/pdf/
BarcodeofLife- pressreleaseFinal.pdf.
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tedy pro barcodingové analyzy s pouzitim COI vhodné. Jedinou tfidou Zahavcti, kde DNA
barcoding selhava, zlistavaji koralnatci (Huang et al., 2008).

V roce 2004 vznikla dalsi studie, tentokrat zamétena na DNA barcoding chvostoskokt
(Hogg & Hebert, 2004). Do této studie bylo zahrnuto 19 druhi a vSechny byly identifikovany
uspésné, snizkou vnitrodruhovou odchylkou avyssi mezidruhovou odchylkou, ktera
se ujediného rodu (Folsomia) vysSplhala mimo primérné hodnoty, coz ukazuje,
ze ve vzorcich se mozna vyskytovaly dosud nepopsané kryptické druhy.

Dalsi studie byly Casto soucasti projekti vzniklych na popud organizace CBOL.
Zminuji se o téch nejobsahlejsich, projekty, které jsou teprve v pocatcich, jen vyjmenuji,
jelikoz k nim Casto nejsou publikované informace, ani funkéni webové stranky.

Projekt, ktery rozhodné stoji za zminku, je Lepidoptera Barcode of Life a je zacileny
na analyzu sekvenci COI u vSech druhtt motyli. Ti byli mezi prvnimi modelovymi organismy,
na kterych se tato metoda zkouSela, vybrani byli diky své bohaté druhové rozmanitosti
(Hebert et al., 2004a). V dob¢ psani této prace bylo na webové adrese projektu Lepidoptera
Barcode of Life (http://www.lepbarcoding.org/) uvedeno, Ze pocet ,,obarcodovanych® druha
motyli doséhl 76 072, coz by mélo znamenat pokryti 46 % druhti z celkového poctu 165 000
znamych druhii motyll. Analyzy COI sekvence se zdaji byt u motyli vSeobecné Uspé&sné,
jelikoz mezidruhové odchylky jsou vyrazné veétsi nez vnitrodruhové. Pies obavy,
ze pti analyzach vétSich geografickych oblasti bude DNA barcoding méné¢ efektivni,
se uspésnost identifikaci druhl nesnizila ani pfijeho aplikaci na velice rozsdhlou oblast
Stfedni Asie (Lukhtanov et al., 2009).

Dalsim velkym projektem je ABBI (All Birds Barcoding Iniciative), jenz je zaméteny
na ptaky, ktefi jsou také velice vhodnym modelem pro DNA barcoding, protoze studie
o nich jsou rozsahlé abyli podrobeni velice intenzivni taxonomické analyze (Kerr et al.,
2007). V srpnu roku 2012 mélo barcodové sekvence zatim 4019 druht ptakd z celého svéta
(podle www.barcodingbirds.org). Prvni studie identifikaci druhii ptakd podle COI sekvenci
se zamé&fila na druhy rozmnoZzujici se v Severni Americe, a vSechny z nich mély odlisné
COlI sekvence, naopak u jedinct stejnych druhli byly sekvence témét stejné, coz znamenalo
obrovsky uspéch. Pouze u ¢tyf druhii byly nalezeny vyrazné vnitrodruhové odchylky, druhy
byly ale oznaceny za polytypické, tedy obsahujici poddruhy (Hebert et al., 2004b). Tato studie
byla po ¢tyfech letech jesté rozSitena o dalsi druhy, ¢imz vzniké pokryti 93 % znamych druha
v USA aKanad¢. Pivodni ,,polytypické® druhy z prvni studie, které vykazovaly rozdilné
sekvence 1 mezi jedinci stejného druhu, byly v roce 2007 uznany jako komplexy kryptickych
druht (Kerr et al., 2007).
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Mezi prvotnimi objekty zajmu DNA barcodingovych projekt byly také ryby, jelikoz
ptredstavuji piiblizn€ polovinu vSech znamych druhi soucasnych obratlovct. Cilem projektu
Fish Barcode of Life Campaign (FISH-BOL) je vytvofit co nejvétsi databazi sekvenci COI,
pokud mozno uvSech druhii ryb aparyb. V dobé zpracovavani této prace byly (podle
http://www.fishbol.org/index.php) osekvenovany barcodové useky COI u 8986 druhii ryb
a paryb, z ¢ehoz nejvic zastupcti bylo mezi paprskoploutvymi, nejvétsi pokryv druhti ovsem
nalezneme u mihuli, chimér a pfi¢noustych. Zbyva ziejm¢e jesté priblizné¢ 23 000 druha
bez barcodu. Jakmile bude databaze hotova, bude mozné ryby piesné a rychle identifikovat,
coz je velice dilezit¢ pro mnoho oborl, zejména v potravindistvi arybafstvi (viz Sestd
kapitola), ale i pro samotné studium biodiverzity ryb. DNA barcoding u nich zatim probiha
velice uspésné. Ryby vykazuji pii analyzach COI sekvenci jest¢ mnohem vétsi odchylky
nez vyse zminéni ptaci (Ward, 2009).

V prvni studii COI u ryb z roku 2005 probéhly identifikace nadmiru uspésné. Pouze
u péti druhti byl problém s amplifikaci COI, coz mohlo byt zptisobeno bud nevhodnymi
primery ¢i degradaci DNA ve vzorku (Ward et al., 2005). O dva roky pozd¢ji byla COI
studovana podrobnéji s cilem vyvinout proryby lepSi primery (Ivanova etal., 2007).
Analyzovéany byly australské paprskoploutvé ryby, z paryb pak chiméry, rejnoci i zraloci.
U ryb bylo provedeno mnoho dalSich uspésnych studii, jednou z poslednich byl napftiklad
barcoding ryb Indického ocednu (Lakra et al., 2011).

Po ptacich arybach se zrodila snaha aplikovat DNA barcoding i na savce. Podle
webovych stranek projektu Mammalia Barcode of Life (http://www.mammaliabol.org/) bylo
analyzovano jen 858 druhid. Cilem je ovSem ,,obarcodovat™ pouze 5426 druhd, tzn. nynéjsi
pocet tvoii jiz 16 % z cilového poctu druhil. Mezi fady s nejvice analyzovanymi druhy patii
letouni (389 druhti, 35 % z cilového poctu) a hlodavci (282 druht, coz je 12 % z celkového
poétu druhii tohoto ¥adu). Uspésné analyzovany byly napiiklad druhy letounii z Guyany,
u n¢kolika bylo dokonce odhaleno, ze zifejmé predstavuji komplexy vice druhti (Clare
et al., 2006). Zatim nejrozsahlejsi studii suchozemskych obratlovcl zalozené na analyze COI
sekvence je pouze rok stara studie, taktéZ o letounech. Potvrdila odhalené a odkryla i nové
komplexy kryptickych druht (Clare et al., 2011). Dalsi analyza savct se tykala opét letount,
ale i hlodavcil a vacic. 1 pfes pocatecni potize s amplifikacemi COI sekvenci vzniklé barcody
nakonec spolehlivé zaradily analyzované jedince do druhti (Borisenko et al., 2008).

Mezi dalsi projekty DNA barcodingu patii Sponge Barcoding Project
(http://www.spongebarcoding.org/), jenz je zaméteny nahoubovce (Porifera), Marine

Barcode of Life (http://www.marinebarcoding.org/), ktery ma za cil osekvenovat COI u vSech

18


http://www.fishbol.org/index.php
http://www.mammaliabol.org/
http://www.marinebarcoding.org/

motskych druhli zivo€ichd, zatim ma barcody 6199 druhii. VétSimi projekty jsou také
Formicidae Barcode of Life projekt (http://www.formicidaebol.org/), béhem néhoz bylo
dosud osekvenovano COI u 1283 druhti mravencti, nebo Trichoptera Barcode of Life
(http://trichopterabol.org/), prezentujici barcody 2636 druhli chrostikli. Zajimavy je také
projekt analyzy COI sekvenci u karanténnich organismi, nazvany Quarantine Barcode of Life
(http://www.gbol.org/UK/), ktery se soustfedi na barcoding za ucelem globalni kontroly
roz$ifovani vyskytu potencialné nebezpecnych organismt.

K dalsim projektim, jako Bee Barcode of Life Initiative (Bee-BOL), Coral Reef
Barcode of Life, HealthBOL, Mosquito Barcode Initiative (MBI), Polar Barcode of Life
(PolarBOL), Shark Barcode of Life (SharkBOL), Tephritid Barcode Initiative (TBI), bohuzel
nebylo mozné najit informace, ani webové stranky. Ani pro tuto praci velice vyznamny
projekt barcodingu protist, nazvany CBOL Protist Working Group (ProWG), nema dosud
za4dné zvetejnéné informace. Informace o barcodingu protist jsem tedy ziskdvala pouze

z jednotlivych dostupnych studii.

6. DalSi vyuziti DNA barcodingu

DNA barcoding se rychle osvédcil v oblasti potravindiského primyslu. Analyzy sekvenci
genu pro cytochrom b se zkouSely u riznych druhii potravin, naptiklad u veptrové pastiky,
konzervované makrely, uzené¢ho lososa, nebo i u oslich a losich klobas, vatfenych klokant
(Teletchea et al., 2008). Cytochrom b sice neni oficialnim barcodem, zde se ale potvrdilo,
ze u zkoumanych obratlovcl podle jeho sekvenci lze spolehlivé rozeznat druhy.

Sekvence COI byla vyuzita pfimo vurovani druhd zivocicht v jidlech
konzumovanych v né€kolika americkych restauracich. Jednalo se o ur€eni druht v tundkovém
sushi. Nekteré druhy tundkl (Thunnus obesus, T. maccoyii, T. orientalis, T. thynnus) totiZ
podle nejnovéjSich informaci WHO (World Health Organization) ptekracuji povolena
mnozstvi obsahu rtuti. Konzumovéani téchto druhti predstavuje velké zdravotni riziko
(Lowenstein et al., 2010).

Sekvence COI dokonce =zachraniovala Zivoty. Vroce 2007 byli v Chicagu
hospitalizovani dva lidé s prudkou otravou po konzumaci ryby z mistniho trhu, kterou koupili
jako d’asa motského. Diky velice rychlé analyze COI sekvenci ze zbytkll ryby se zjistilo,
ze se ve skute€nosti jednalo o nebezpecnou rybu fugu. 1 kdyz jesté doslo k nékolika ptipadiim
otrav ze stejného zdroje v dalSich americkych statech, velice rychle byla celd dodavka téchto

ryb oznaCenych pliivodné jako motsky d’as stazena z trhu a byl nalezen jejich dodavatel. FDA
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(Food and Drug Administration) diky COI identifikacim dosahla zablokovéni dovozu
¢ehokoliv oznac¢eného jako motsky d’as od tohoto dodavatele do celych USA (Grant, 2007).

Vyuziti DNA barcodingu pii kontrolach v potravindiském primyslu se za¢ina
vyuzivat plosné, aplikovat se da iu vyrobkil rostlinného ptivodu. Barcode sekvence totiz
snadno urci, zda se v potravinach a napojich doopravdy vyskytuji slozky uvedené na obalu.
Barcode rbcL. byl naptiklad uspésné vyuzit pfi identifikacich slozek oblibeného ¢inského
bylinkového népoje (Liangcha). Potteba ovétit, z ceho presné se napoje skladaji, vznikla kvili
rostouci spotfebé tohoto napoje a obaveé, ze se pfijeho vyrobé zacnou pouzivat levnéjsi
nahrazky, které ovSem nemaji slibované zdravi prospésné ucinky. Obava se potvrdila, diky
uspéSnym identifikacim pomoci rbcL ovSem je mozné slozeni népoje kontrolovat a pouzivani
nahrazek predchazet (Li et al., 2011).

Perspektivu mé& vyuziti DNA barcodingu ve forenzni genetice. DNA identifikace
zalozené na sekvencich mitochondridlni DNA ve forenzni genetice se provadély i v minulosti,
zajimavym piikladem je vyuziti sekvenci DNA psu pii urovani pachateli vrazd a jinych
kriminalnich ¢inti, kde v kradenych autech ¢i na obleceni podezielého byly nalezeny chlupy,
které mohly patfit pstiim obéti (Savolainen & Lundeberg, 1999). Ve forenzni entomologii byla
COI sekvence pouzita k identifikacim druh@ bzuc¢ivkovitych, jejichZ samicky kladou vajicka
na mrtva téla a podle stadia vyvoje larev se d& urcit ptiblizna doba umrti. (Chen et al., 2004).

DNA barcoding se jevi také jako velmi mocnd pomucka pro ochranu biodiverzity,
jelikoz lze pomoci ng rozezndvat, zjakych druhli Zivocichid pochdzeji rGzné produkty,
a zda neobsahuji DNA chranénych druht (Hebert etal., 2004a). Sekvence genu
pro cytochrom b byla vyuzita v indickém piipadé zabiti (a konzumace) pava druhu Pavo
cristatus, ktefi jsou v Indii ohrozeni. Pomoci analyzy vzorku z dfevného prkénka pouZzitého
pfi pfipravé masa, byl identifikovan druh pava a pachatelé mohli byt souzeni (Gupta et al.,
2005). Stejnd sekvence byla vyuzita ik identifikaci dalS§iho ohroZené¢ho druhu, tygra
ussurijského. Diivodem jeho ohrozeni je ¢asteCné 1 pouzivani jeho kosti k vyrob¢ tradicnich
¢inskych 1ékt (Wetton et al., 2002). Bylo prokazano, ze sekvence COI, tedy oficidlni barcode

pro zZivoc€ichy, jsou a nadale budou pro tuto oblast velice prospésné (Dawnay et al., 2007).

7. Projekty DNA barcodingu s alternativnimi DNA barcody
Vyuziti sekvenci COI jako DNA barcodu umnoha skupin nefungovalo, at’ uz proto,
7e sekvence byly imezi druhy shodné, nebo kvuli pfili§ pomalé evoluci tohoto genu,

¢i protoze nékteré skupiny organisml gen pro cytochrom ¢ oxidazu v genomu ani nemaji.
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K tomu, aby byl urc¢ity usek DNA organizaci CBOL uznén jako barcode, musi spliiovat
nejrizn&jii kritéria®. Musi byt dokazano, ze COI byla neefektivni, alternativni sekvence musi
byt dikladné prostudovany a porovnany a musi byt schopné spolehlivé rozeznavat sesterské
druhy z celé cilové skupiny. Soucasné¢ musi byt dany usek snadno amplifikovatelny a musi
existovat vhodné primery. Problematickymi skupinami organismti, kde COI barcoding mozny
nebyl, jsou zejména houby arostliny. Naptiklad u kordlnatcii ovSem pouziti sekvence
COl také selhalo (viz vySe). Uziti COI sekvence se zdd problematické i u nékterych skupin
hmyzu. Konkrétné¢ u druhti, které byly infikovany bakterii Wolbachia. Byl totiz odhalen jeji
vliv na variabilitu mitochondridlni DNA mezi infikovanymi druhy naptiklad u bzucivek, kde
byla uspésnost identifikaci druhli pouze u40% z 12 zkoumanych druht (Whitworth et al.,
2007). U druhtt bzucivkovitych, které infekcim bakterii Wolbachia nepodléhaji, byly
identifikace pomoci COI sekvence uspesné (Chen et al., 2004).

7.1. Pouziti DNA barcodingu u hub

V taxonomii hub se zacalo, hned jak to bylo mozné, k identifikacim vyuzivat mikroskopie
a pozdéji 1 molekuldrni fylogenetiky, jelikoz vétSina druhli je mikroskopickych, a iutéch
makroskopickych se vyskytuji mikroskopické zivotni fdze, navic mnoho druhG hub
je morfologicky podobnych a péstovani v laboratornich podminkéch je ¢asto obtizné (Seifert,
2009).

Vzhledem k témto taxonomickym komplikacim se DNA barcoding zda byt jako velice
vhodna identifikacni pomiucka, Seifert (2009) sidokonce mysli, ze by jednou mohl
byt pouzivan jako hlavni zptsob identifikaci druhti hub. Bylo ov§em nutné provést dikladné
analyzy, aby se zjistilo, kterd sekvence by mohla byt pro houby nejlepSim barcodem. Mezi
kandidaty patfily jaderné geny pro ribosomalni RNA, jako SSU rDNA a LSU rDNA (jeji
D1-D2 podjednotky) a ITS region, nebo geny kodujici proteiny jako B-tubulin A, nejveétsi
a druha nejvétsi podjednotka RNA polymerdzy II. Testovany jako potencidlni barcody byly
u mnoha skupin hub, zejména u riznych zéastupct vieckovytrusnych hub a stopkovytrusnych
hub (Dentinger et al., 2011; Schocha et al., 2012).

Protein-kodujici geny, jako podjednotky RNA polymerazy II, byly zavrzeny kvili
jejich ztizené amplifikaci. Sekvence LSU se zda byt uspésna u starSich linii a u kvasinek,
u ostatnich skupin ale jeji pouziti selhalo, navic ani nevykazovala jasn¢ definovatelny

,barcoding gap“. Podobné¢ natom jesekvence genu pro SSU rDNA, kterd rovnéz

*Non-COI Barcode Regions — Guidelines for CBOL Approval, 14 May 2007, dostupné z http://www.ecbol.org/
docs/Guidelines%20for%20non-CO1%20selection%20-%204%20June.pdf.
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nevykazovala barcoding gap, ale navic jako barcode v identifikacich druhti absolutn¢ selhala.
Byla tedy z kandidatnich sekvenci vyfazena (Dentinger et al., 2011; Schocha et al., 2012).
Sekvence COI, tolik Gspé$na u zivocichi, byla u hub uspé$na pouze pii zkoumani malych
skupin. Naptiklad u druht rodu Penicillium nebylo pomoci COI mozné odlisit druhy, jakmile
se zabér zahrnutych taxont zvétsil. Jeji sekvence pak byly velice malo divergentni a navic
se zde objevilo mnoho intront, které dosahovaly délek az 1500 bp a vyznamné ztézovaly
amplifikace i tam, kde by jinak COI snad byla Gspé$na (Dentinger et al., 2011). Nepfitomnost
konzervativnich Usekl v sekvencich navic vyrazné ztézuje uspesné navrzeni univerzalnich
primera (Seifert, 2009). Navic nékteré skupiny hub, jako rod Neocallimastix, COI sekvence
ani nemaji, protoze jsou anaerobni ajeho zastupci ztratili dychaci fetézec (Schocha et al.,
2012). U téch skupin, kde se pomoci COI sekvence podafilo druhy identifikovat, byly stejné
uspésné sekvence ITS regionu, které slavily tspéch 1 u vétSiny dalSich skupin hub. ITS region
je totiz snadnéji amplifikovatelny a vykazuje u hub vyraznéjsi ,barcoding gap®. Jedinym
problémem v pouziti ITS regionu jako barcodu u hub je snad jen slozitd tvorba alignmentti
pfi zahrnuti vice skupin, tomu se ale 1ze vyhnout tak, ze se alignmenty tvofi po jednotlivych
skupinach (Dentinger et al., 2011). Jen u n¢kolika malo skupin, napt. u rodu 4spergillus, byly
sekvence identick¢ v komplexech druhii a je tfeba dalSich analyz k nalezeni vhodnégjSiho
barcodu pro tyto skupiny (Geiser et al., 2007). Dal§i moznosti je vyuziti dvou-lokusového
systému barcodingu, kombinaci sekvenci ITS a LSU, zejména u kvasinek, ikdyz uspéch
se tim zvysil spiSe nepatrné, takZe se o jeho uzite¢nosti stale diskutuje (Schocha et al., 2012).
Jako oficialni barcode pro houby byl tedy v projektu zaméfeném na houby (CBOL
Fungal Working Group’) navrzen ITS region, ikdyZ pro nékteré askomycety je primérna
délka ITS mensi nez 500bp, coz nesplituje standardizovana pravidla pro uznani barcodu,
a podléha 1dalsim komplikacim (viz vySe), celkové sealeze vSech sekvenci zdd byt

pro houby obecné nejvhodnéjsim (Seifert, 2009).

7.2. Pouziti DNA barcodingu u rostlin

U rostlin se nukleotidy v sekvenci COI méni jen velmi malo, jelikoz evoluce tohoto genu
je unich mnohem pomalej$i nez u zivo€ichti. U rostlin tedy bylo potieba zvolit jiny DNA
barcode (Kress et al., 2005). Jako prvni potencialni markery byly vyzkouSeny ITS region,
mezernik mezi geny trnH a psbA (trnH-psbA) u krytosemennych rostlin. Sekvence trnH-psbA

jedlouhd jen 450 bp, ale je nejvariabilngjsSim usekem v celém plastidovém genomu

*Informace o projektu dostupné na webové adrese http://www.fungalbarcoding.org/.
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krytosemennych rostlin. Pfi identifikacich jednotlivych druht byl tedy jako DNA barcode
pomérné uspésny, potize byly jen s jeho amplifikaci (Hollingsworth et al, 2009).

ITS region mé fadu vyhod, mezi nimi to, Ze Ize amplifikovat i po dvou menSich
usecich (ITS1, ITS2), ma vysokou urovent mezidruhové divergence, a jiz se pouzival v jinych
fylogenetickych studiich rostlin, takze je k dispozici mnozstvi sekvenci k porovnani. Jeho
omezeni spoc¢ivaji v nizké druhové variabilité¢ u neddvno vzniklych linii ¢i ostrovnich druhti.
ITS region ma sice silny fylogeneticky signdl, ten ale nesaha az do urovné¢ druhti, na které
je barcoding zaméften, je patrny spise u vysSich taxoni (Kress et al, 2005). ITS2 usek byl
nedavno vyzkouSen v uzsi skupiné krytosemennych rostlin, v ¢eledi bobovitych (Fabaceae).
Odchylky v sekvencich mezi druhy byly dostatecné, ba zna¢né, a mezi jedinci stejnych druhii
byly velice malé. ITS2 byl tedy stanoven jako uspésny barcode pro rozliSovani druhti v ¢eledi
bobovitych (Gao et al., 2010).

CBOL zformovalo pracovni skupinu vyzkumnikl, ktefi by vyzkousSeli co nejvice
skupin a oblasti. Jejim cilem je navrhnout jeden univerzalni barcode pro rostliny, pfipadné
dvoj-lokusovy barcode, jehoZz mozné kombinace se (bezvysledn€) probiraly jiz na druhé
mezinarodni konferenci Barcode of Life v Taipeji (Hollingsworth et al., 2011). Jako barcode
byla nejprve analyzovana i samotné sekvence rbcL, coz plastidovy gen kdodujici ribuldza-1,5-
bisfosfat-karboxylazu/oxygenazu, kterd se zda byt vhodnym markerem spise pro identifikace
fadl a vysSich taxond, navic jeji délka 1428 bp je piili§ dlouhd. LepSi moznosti je sekvence
rbcLa, coZ je krat$i usek plivodni sekvence, majici podle zdznamii v GenBank délku jen mezi
526 az 619 bp, coz uz je mnohem vhodnéjSi pro barcode sekvenci, ktera se snadno
amplifikuje. RbcLa ale stale neni dostate¢n¢ variabilni tak, aby se pomoci ni daly spolehlivé
uréovat druhy (Kress et al., 2005; Hollingsworth et al., 2009).

Resenim by snad mohla byt kombinace rbcLa spolu se sekvenci matK v dvou-
lokusovém systému. MatK je nejrychleji se vyvijejicim plastidovym genem, vykazuje
vysokou uspéSnost pii identifikaci druhti zejména krytosemennych rostlin (Hollingsworth
etal,, 2009), jeovSem obtizn¢ amplifikovatelnd. Spolecnym vyuzitim rbcL a matK by
se jejich nevyhody eliminovaly (Hollingsworth etal.,, 2011). Jinymi diskutovanymi
a studovanymi kombinacemi sekvenci byly troj-lokusové rpoCl1 srpoB amatK, rpoCl
s matK a trnH-psbA, ¢i atpF-H s psbK-1 a matK, a dvou-lokusové rbcL s trnH-psbA, jako
nejvhodnéjsi se ale stale zda rbcLa s matK (Hollingsworth et al., 2011). Sekvence atpF-H,

pfipadné irpoCl arpoB, vrozliSovani druhti selhaly, atoiv kombinaci s dalSi sekvenci.
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PsbK-I tsek sice druhy odliSoval pomérné uspésné, jejich sekvenace byla ovSem pfilis
naro¢na (Hollingsworth et al., 2009).

DNA barcoding je tedy u rostlin stale ve fazi objevovani vhodnych markert. Zda se,
ze hlavnim problémem je, ze rizné sekvence, které se zdaji byti potencidlnimi barcody,
neurcuji spolehlivé pifimo druhy rostlin, ale spiSe skupiny blizce ptibuznych druhti. Vypada
to, ze pokud jsou vzorky z uzké geografické oblasti, bude pravdépodobné pocet rozlisenych
druht vysoky, pokud nejsou druhy ve vzorku blizce ptibuzné, a ¢im zabér vzorkt budeme
rozsifovat, zdanlivy pocet druhti bude nartistat pomaleji, nez ve skute¢nosti, protoze barcody
budou castéji identické. Je také tfeba jest¢ provést rozsahlejsi studie u nahosemennych
a vytrusnych rostlin, jelikoz utéch byla uspéSnost identifikaci niz§i is pouzitim dvoj-

lokusového barcodu rbcLa a matK (Hollingsworth et al., 2011).

8. Pouziti DNA barcodingu ve fykologii

Pfestoze se mezi fasy fadi i mnoho skupin protist, uvadim je ve zvlastni kapitole, jelikoz
barcoding u nich byl aplikovan hlavné na mnohobunécéné linie. Saunders roku 2005
ptedpovédél, ze ,,DNA barcoding neznaci konec fykologické taxonomie, ale iniciuje revoluci
molekularné asistované taxonomie, ktera obrovsky zméni pocet a rozlozeni druhti v téchto
liniich.” Nicméné tento néstroj by podle néj nemél byt pouzivan samostatné, zejména nyni,
stale ve fazi vyvoje. Usp&né byl vyzkousen u ruduch (Rhodophyta), fotosyntetizujicich fas ze
superskupiny Archaeplastida. u komplext druh Mazzaella linearis, Mazzaella splendens,
druhti rodu Dilsea a Neodilsea ztadu Gigartinales (tfida Florideophyceae), a druhu
Asteromenia peltata z fadu Rhodymeniales (tfida Rhodophyceae) byly analyzovany sekvence
COI azarovenn jim byly navrZzeny odpovidajici primery. Podle vysledkii porovnanych
s ptedchozimi analyzami byly identifikace pomoci COI tspésné (Saunders, 2005). U dalSich
radti ruduch, vcetn¢ jednoho predesle zminéného (Bangiales, Ceramiales, Corallinales,
Gigartinales, Gracilariales a Rhodymeniales), bylo pouziti COI sekvence v porovnani s rbcL.

také tispésné a dokonce byly odhaleny kryptické druhy (Robba et al., 2006).

9. Pouziti DNA barcodingu u protist
Studii, kde byly vyuzity molekuldrni markery k identifikacim druhdi ¢i rozkryvani jejich
fylogenetickych vztahii byl u protist proveden nespocet, zaméfuji se nyni proto piimo

na takové studie protist, které se ptimo prezentuji jako DNA barcoding.
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9.1. Pilotni studie

Vétsina prvnich studii zabyvajicich se DNA barcodingem protist byly porovnavaci, kde
se testovaly rizné barcody a vyhodnocovalo se, ktery barcode bude pro konkrétni skupinu
protist nejvhodnéjsi, respektive ktery se mize stat jejich ,,oficidlnim barcodem* (Waugh,
2007). Stale je vsak mnoho skupin (ve skutecnosti jich je vétSina), u kterych ani tato ,,pilotni*
studie provedena nebyla. iu téch skupin, kde potenciondlni UspéSny barcode vybran byl,
je nutné stale ziskavat dalsi sekvence barcodi.

V pivodnim konceptu barcodingu byla jednim zhlavnich bodd univerzalita
a standardizace. Zrovna u protist se ale uspé$nost riznych barcodt skupinu od skupiny a tym
od tymu lisi a ustanovit jeden oficidlni barcode pro cela protista zatim nelze. Nejen, Ze tento
fakt znesnadiiuje analyzy a vyhodnocovani studii, jelikoz je tfeba vysledky srovnavat,
ale navic tato komplikace snizuje hodnotu metody DNA barcodingu u protist. U nékterych
velkych skupin se ovSem podaftilo stanovit barcody, které funguji Gspé$né u vétSiny jejich
zastupci. Vzhledem k diverzité¢ a prfedpokladanému stafi jednotlivych skupin protist protist
je toto ale vecelku predvidatelné (Saunders, 2005).

Hlavnimi skupinami protist, na kterych se podle BOLD provadél DNA barcoding, jsou
Alveolata, zejména obrnénky a nalevnici, Stramenopiles, a skupina chlorarachniofyt pattici do
linie Rhizaria. Zajimavé je, ze ani u blizce ptibuznych skupin nebylo mozné ustanovit jeden

spole¢ny DNA barcode. COI sekvence se tispé$né dala vyuzit pouze u né€kolika skupin.

9.2. Obrnénky

Prvni analyza COI sekvence u obrnének méla ovéfit platnost dosavadniho vétveni Sesti vEétvi
ve dvou hlavnich skupindch rodu Symbionidium. Vysledky jejich platnost potvrdily,
az na vyjimku jedné vétve. COI byla tedy uznana jako potencionalni barcode pro obrnénky
(Santos et al., 2002; Takabayashi et al., 2004). COI sekvence byla pozd¢ji pouzita u mnoha
dalsich skupin obrnének, kde odhalila neo¢ekavanou druhovou diverzitu (Stern et al., 2010).
po prvni barcodingové studii byly u obrnének testovany i dalsi potencionalni barcody. Litaker
etal. (2007) hledali barcode, ktery by pomahal rozliSovat druhy volné zijicich obrnének
a zam¢til se na ITS sekvenci, kterd byla u obrnének sekvenovana v té¢ dobé v rozsahlejsi miie
avysledky setedy daly porovnavat s ostatnimi ITS sekvencemi v databazi GenBank.
Vnitrodruhové genetické distance mezi ITS kopiemi byly niZ§i nez mezidruhové distance,
a ITS se tedy zdal byt vhodnym barcodem pro obrnénky. U neddvno vzniklych druhi mohou

byt genetické distance pfili§ malé, a proto byl ITS pro obrnénky stanoven jen jako dopliujici
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barcode k COI sekvenci ¢i jako barcode pro monoeukaryotické kultury (Litaker et al., 2007).
COI 1 ITSbyly rovnéz vyuzity kodhaleni dvou linii uobrnénky Oxyrrhis marina,
ptredstavujicich pravdépodobné dva odd¢lené druhy (Lowe et al., 2010). Alternativou k COI
barcodu u obrnének je také COB (cytochrom b) sekvence. COB jeu nich dostatecné
sekven¢né variabilni k rozliSovani druhti, jeho kratka délka, ktera usnadnuje amplifikace
a sekvenovani, je ovSem kratka pfili§ k rozliSovani vysSSich taxonii u obrnének (Lin et al.,

2009).

9.3. Nalevnici

Mezi cilové skupiny DNA barcodingu u protist patii nalevnici, kteti patii spolu s obrnénkami
a apikomplexy do vétve Alveolata (Adl. et al., 2005). Nalevnici (narozdil od mnoha jinych
skupin protist) disponuji nesmirnou morfologickou diverzitou a obyvaji mnoho ruznych typt
prostiedi pocelém svété (Lynn, 2008). Studie jejich diverzity jsou komplikovany
metodologickymi obtizemi, spojenymi se zdlouhavym ovéfovanim pravosti/platnosti druht
a naro¢nou stavbou databaze, navic jejich morfologicka diverzita v mnoha ptipadech neodrazi
tu genetickou, coz naznacuje, ze pocCet kryptickych druhl je unalevnikd velice vysoky
(Striider-Kypke & Lynn, 2010).

Prahové hodnoty genetické variability se obvykle daji stanovit pro celou
taxonomickou skupinu (kmen) organismu, nicméné u nalevnika se tyto hodnoty lisi u kazdé
ttidy a n€kdy 1 mezi skupinami (fady a rody) v téchto tfidach. Vysledky analyz se navic lisi
i u jednotlivych markeri (Gentekaki & Lynn, 2009; Striider-Kypke & Lynn, 2010). Ve tiidé
Oligohymenophorea jaderné sekvence (SSU rDNA) naptiklad u druhu Carchesium polypinum
vibec vysokou vnitrodruhovou odchylku nevykazovaly, zatimco analyzy odchylek
u mitochondridlni sekvence (COI) izolatt C. polypinum naopak odhalily vysokou genetickou
diverzitu, ¢imz naznacuji, Ze jde o komplex kryptickych druhl (Gentekaki & Lynn, 2009).
Pti nasledném zahrnuti vzorkt C. polypinium z vice oblasti COI sekvence pomohly odhalit
jeste vetsi genetickou diverzitu nez v pivodni studii, pfestoze sami autofi uvedli, ze studie
muize mit slabd mista vzhledem k nedodrzeni striktnich postupti odbéru vzorkli a tomu,
ze ipres odbér vzorki zvice oblasti stdle pfevazovala jedna oblast. Dalsi studie tohoto
nalevnika z tfidy Peritricha jsou k objasnéni jeho diverzity nezbytné (Gentekaki & Lynn,
2012).

Podobné u druhtt rodu Paramecium, a zejména v druhovém komplexu Paramecium

aurelia, které setaké shodovaly v SSU rDNA, v nékterych ptipadech 1 ITS sekvencich
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(udruht P. caudatum a P. multimacronucleatum), COl vykazovaly vysoké vnitrodruhové
odchylky, znacici existenci vice druhti. (Gentekaki & Lynn, 2009; Barth et al., 2006; Striider-
Kypke & Lynn, 2010). U druhu Tetrahymena thermophila byly sekvence COI shodné u vSech
izolatl z jedné geografické oblasti, pouze u dvou izolati z jiné oblasti byly COI sekvence
odlisné. Dalsi druhy rodu Tetrahymena, které COI sekvence identifikovaly jako oddélené,
se v prechozich studiich pomoci SSU rDNA rozeznat nedaly (Lynn & Striider-Kypke, 2006;
Kher et al., 2011).

U Cyclidium glaucoma, dalSiho nalevnika tfidy Oligohymenophora, byly testovany
SSU rDNA, ITS-1, 5,8S alITS-2 aCOI sekvence. Podle analyz SSU rDNA vyslo,
ze C. glaucoma je pravdépodobné komplex kryptickych druhti (Guggiari & Peck, 2007).
Vzhledem k tomu, Ze sekvence COI a ITS autofi nemohli porovnat v databazi se sekvencemi
dal$ich izolat, nemohli vyvodit, nakolik jsou COI ¢i ITS pro druh C. glaucoma vhodné jako
barcode markery. Nicméné usoudili, Zeipodle analyzy COI existuje v komplexu druht
C. glaucoma skupina kryptickych druhti. Ke spolehlivym zavérim jsou vSak nutné dalsi
analyzy. Aplikace DNA barcodingu s pouzitim COI sekvenci byla tedy ve vSech téchto
ptipadech tspésnd (Barth et al., 2006; Gentekaki & Lynn, 2009; Lynn & Striider-Kypke,
2006; Striider-Kypke & Lynn, 2010). Pfestoze sekvence SSU rDNA se u vétSiny druht
skupiny Oligohymenophorea zna¢né¢ shoduji, v ostatnich tfidach nalevnikti byva jejich
odchylka vysoka (Striider-Kypke & Lynn, 2010). COI byl tedy pro nalevniky uznan jako
vhodnégjsi a citlivéjsi DNA marker nezZ ITS, ptipadné u tfidy Oligohymenophora i nez SSU
rDNA.

U nalevnikd z jinych tfid byly hodnoceny 1 dalsi sekvence, useky V4 a V9 z SSU
rDNA a LSU rDNA. utfidy Spirotrichea byl studovan tad Tintinnida, jehoz druhy jsou
morfologicky pomérné snadno rozeznatelné, a nejvétsi uspéch v ur€ovani druhii méla analyza
sekvence LSU rDNA, protoZze vysledky se shodovaly s poznatky ziskanymi tradi¢nimi
morfologickymi identifikacemi podle tvaru loriky. V4 a V9 tiseky mély jen nizkou uspéSnost
(Santoferrara et al., 2012).

Jelikoz mnohdy opravdu neni mozné k urovani vyuzit pouze jeden druh sekvence,
zkousi se u protist dual-locus barcodingu ¢i také multi-locus barcoding, ktery pomoci analyz
vice druhti sekvenci odhali vztahy pfesné€ji, nez by bylo mozné pouze s jednim druhem
sekvence. Mezi navrhované sekvence, které by mohly byt vyuzivany k multi-locus
barcodingu, patii piedeSle zminéné useky ribozomalnich gent (ITS1-5,8S, ITS2, LSU),
mitochondrialni COI, ale 1 Giseky histonovych gent, konkrétné H4. Spolu s ostatnimi byly H4

sekvence pouzity k vyjasiiovani fylogenetickych vztahii mezi syngeny Paramecium bursaria
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a k prozkouméni urovné vnitrodruhovych odchylek izolatd ze vzdalenych geografickych
oblasti (Greczek-Stachura et al., 2012).

DNA barcoding dokonce zpochybnioval druhy zrodu Tetrahymena (T. nanneyi
a T. nipissingi), které podle vysledkil z analyz isozymu a podle rozmnozovaci kompatibility
urcil Simon et al. (1985) jako samostatné druhy. Chantangsimu et al. (2007) totiz v jejich
molekularnich analyzach sekvenci COI a SSU rDNA vykazovaly tyto dva druhy pfili$ blizkou
pribuznost a shodu sekvenci. Nicméné diky jejich reprodukéni izolaci jejich status oddélenych

druht nezavrhli.

9.4. DNA barcoding protistnich parazita

DNA barcoding by mohl mit velky vyznam také u jednobunéénych paraziti, jelikoz
jejich spolehliva identifikace je obzvlast¢ dilezitd. V rozsahlém objemu vzorkl z parazitl
skupiny Piroplasmida (Apicomplexa) porovnavali uspésnost nékolika sekvenci, 18S rRNA,
28S rRNA, ITS1, ITS2 a COL ITS2 mél tentokrat nejvyssi uspésnost v identifikacich druhi
a byl tedy zvolen jako nejvhodnéjsi (Gou et al., 2012).

U jiné skupiny protist, stramenopilii, byla provedena analyza jadernych ribozomalnich
sekvenci u parazitdrniho rodu Blastocystis. Vzhledem k tomu, Zze Blastocystis je striktné
anaerobni, jeho modifikované mitochondrie nekoduji gen pro COI, a tudiz bylo nutné stanovit
jako barcode jinou sekvenci. Vybrdna byla jaderna sekvence SSU rDNA (Scicluna et al.,
2006). K detekci subtypti a jejich spojeni s vyskytem infekci byla vyuZita analyza velké ¢asti
SSU rDNA. Tyto genetické varianty nelze snadno urcit epidemiologicky, morfologicky ani
podle preference hostitele, jelikoz rizné skupiny hostiteld jsou infikovany stejnymi
variantami a naopak. Pomoci barcode useku sekvence SSU rDNA byly jednotlivé subtypy

detekovany uspésné. (Scicluna et al., 2006).

9.5. Autotrofni Stramenopiles

U rozsivek byly spolu s COI zkouSeny i dal§i markery, jako rbcL, 18S rDNA a ITS (Hamsher
et al., 2011). Jako prvni potencidlni barcode byl analyzovan tsek 18S rDNA, ktery je Casto
pouzivan pro fylogenetické studie a vysledky analyzy mohly tedy byt spolehlivé porovnany
s dalSimi sekvencemi z databaze GenBank. S vysledky morfologickych metod urcovani
rozsivek se v pilotni studii shodovala pouze tietina vysledkti analyz molekuldrniho barcodu
18SrDNA, zbylé druhy byly podpoteny bud’ jen molekularné, nebo jen morfologicky. U rodu
Sellaphora, ktery pravdépodobné obsahuje komplexy kryptickych druhd, byla vnitrodruhova
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variabilita COI vzdy stejna ¢i vétsi, nez u 18S rDNA i rbcL, zatimco mezidruhova variabilita
byla vzdy vétsi u COlL u dalSich rodd rozsivek (Pinnularia, Eunotia a Tabularia.) byly
sekvence COI vhodnéj$im barcodingovym markerem. ITS byl jako barcode u nékterych
taxonil rozsivek zavrhnut vzhledem k jeho vnitrogenomové variabilité. (Jahn et al., 2007,
Evans etal., 2007) Sekvence ITS2 méla ovSem tuspéch u barcodingu tiid Mediophyceae
a Bacillariophyceae, kde byl dostatecn¢ variabilni k oddéleni vétSiny druht. (Moniz et al.,
2010) Vyhody rbcL spocivaji v nepravdépodobnosti kontaminaci jinym DNA, protoze rbcL
je plastidovy gen, a nedavno byl jeho 3P tsek navrzen Hamsherem et al. (2011) jako hlavni
barcode pro rozsivky. Jako pomocny barcode u environmentalnich studii by mohl slouzit LSU
D2/D3, pro ktery byly vyvinuty univerzalni PCR primery, ale neda se vyuzit k rozliSovani
blizce ptibuznych druht rozsivek (Hamsher et al., 2011). Dal§i moznosti dosazeni piesnéjsich
vysledkll je vyuzivani barcodu rbcL ve spojeni s ITS regionem, jako dual-locus marker,
protoze u analyz Mediophyceae a Bacillariophyceae tbcL barcode nebyl dostatecné citlivy
(Macgllivary & Kaczmarska, 2011), ale je snadno amplifikovatelny a sekvenovatelny, jeho
vyuziti je tedy stale na misté.

Oomycety (Perenosporomycota) druhotné =ztratily plastidy apouzit rbcL
by u nich moZné nebylo. Barcoding usekti sekvenci COI, ITS2 a LSU rDNA u nich byl
aplikovéan s cilem zlepsit podminky pro kontrolu vyskytu jejich patogennich zastupct (z roda
Phytophthora a Pythium). Vysledky analyz s COI a ITS2 se pomérné shodovaly, oba byly
v identifikacich druhii oomycet uspé$né, vnitrodruhova variabilita COI a ITS se shodovala,
mezidruhova variabilita byla ov§em vétsi u ITS (Robideau et al., 2011). COI byla ale uznana
jako vhodngjsi barcode vzhledem k tomu, Ze se snadno sekvenuje a 1 amplifikuje, protoZze ma
navrzené primery univerzalni pro oomycety. U nékolika dalSich rodt ITS2 sekvence ani
nemohly byt analyzovany, protoZe se u nich vyskytovaly inzerce, jeZ tyto useky protahly do
délek, které jiz nebyly snadno amplifikovatelné. Sekvence LSU rDNA byla, vzhledem k jeji

cv v

(Robideau et al., 2011).

9.6. Amoebozoa

S velkym zpozdénim za vySe zminénymi protisty se zaCal vyslovny barcoding aplikovat
u améb. Prvni studii, kde byly sekvence analyzovany s cilem vyiesit, které z nich by mohly
byt potenciondlnimi barcody pro identifikace druhii, byla studie lobosnich améb rodu Vanella

simplex. Nassonova et al. (2010) u nich porovnavali efektivitu riznych barcodt (SSU rDNA,
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ITS1, ITS2, COI). ITS a SSU rDNA sekvence mély nejmensi tspésnost v identifikaci druht,
nckteré druhy rodu Vanella (V. arabica, V. bursella, V. simplex) se pomoci nich viibec nedaly
rozlisit kviali vysokému polymorfismu. SSU rDNA mé navic ulobosnich améb nizkou
evolucni rychlost. Naproti tomu pomoci COI s nizkou urovni polymorfismu vykazuje vysoké
fylogenetické rozliSeni a vSechny druhy, nerozliSitelné pomoci ITS a SSU rDNA, se pomoci
ni daly spolehlivé rozeznat. Jediny problém je u COI s navrhovanim primerti (Nassonova
et al., 2010). Efektivita COI jako barcodu se osvédcila také u jinych amoebozoi, arcellinid,
nejen jako pomticka k identifikaci zndmych druhti rodu Nebella, aleijako moznost, jak
odhalit kryptické druhy, jejichZz mnozstvi se u amoebozoi podcenuje. U jinych zéstupct
arcellinid (rod Quadrulella, a druh Hyalosphenia papilio) se vysledky analyzy sekvence COI
shodovaly s vysledky morfologickych studii (Kosakyan et al., 2012).

9.7. Rhizaria
COI barcode je efektivni i u améb ze skupiny Cercozoa, rod Cyphoderia (ftdd Euglyphida).

U druht@i rodu Cyphoderia a u druhu Pseudocorythion acutum ze vzdalenych oblasti svéta byly
porovnadny sekvence COI a SSU rDNA. COI sekvence se ukazala jako dostate¢né variabilni,
dokonce trojnasobné vii¢i SSU rDNA, a tim padem jako vhodnéjsi marker pro urcovani blizce
ptibuznych izolatd z téchto skupin. Pomoci COI sekvence byly rovnéz odhaleny kryptické
druhy v populaci Cyphoderia ampulla, které byly nerozliSitelné pomoci svételné i skenovaci
elektronové mikroskopie (Heger et al., 2011). Lara et al. (2011) ukézal, Ze je u tii druhii améb
rodu Assulina vnitrodruhové odchylka COI vyrazné pod standardni prahovovou hodnotou
(Hebert etal., 2003). Zaroven jetato sekvence mezidruhové pétinasobné variabilngjsi
nez SSU rDNA sekvence (Lara et al., 2011).

Ne u vSech cercozoi oviem COI byla zvolena jako nejvhodnéjsi, u malé fotosyntetické
skupiny mofiskych protist, tfidy Chlorarachniophyta, kter& mé& sekundarni plastidy
s redukovanym jadrem (nukleomorf), bylo vhodné;jsi aplikovat nukleomorfové sekvence ITS,
které jsou utéto tfidy k rozliSovani druht dostatecné variabilni (Gile et al., 2010). V této
skupiné bylo dosud popsano jen nékolik druhfi, kvali jejich drobné velikosti se daji
morfologicky identifikovat pouze za pouziti elektronové mikroskopie, a ito jejich slozité
zivotni cykly ztézuji. VéEtSina analyzovanych izolatd byla zafazena k jiz zndmym druhm,
ale byly objeveny i kryptické druhy (Gile et al., 2010). U jinych cercozoi byly ovSem jako
vhodné markery uznany i SSU rDNA sekvence, podle jejichz fylogenetickych analyz bylo

dokonce popsano 8 novych rodt (Thaumatomonas, Reckertia, Spongomonas, Rhogostoma,
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Agitata, Neoheteromita a Paracercomonas). V této studii Slo ovSem spiSe o environmentalni
studii fylogenetickych vztahli mezi vyS$imi taxonomickymi stupnémi u Cercozoi, nez o DNA
barcoding v pravém slova smyslu, piesto mi jeji vysledky pfiSly v této praci hodné zminky,
jelikoz odhalily 1 kryptické druhy (Howe etal., 2011). Analyza s pouzitim genu pro RNA
velké ribozomalni podjednotky (LSU rDNA), respektive jejich domén D1-D5, byla u cercozoi
provadéna také, pficemz se podobala vysledkiim analyz s SSU rDNA, ale u nékterych druht
(Cercomonas sp., Bodomorpha sp., Metromonas simplex, Thaumatomonas sp., Gyromitus sp.,
Paracercomonas marina, Paracercomonas metabolica a Gromia oviformis) se zdala jako
vhodnéjsi DNA barcode (Wylezich et al., 2010).

Jako jediny minibarcode u protist byl stanoven 36 bp dlouhy usek SSU rDNA
(37f helix), ktery byl pouzit ve fylogenetickych analyzach vztahi mezi dirkonosci. Pouziti
tohoto minibarcodu je u nich mozné diky wvelice rychlé evoluci ribozomalnich gend.
Vzhledem ke své nepatrné délce s nim Ize urcovat jen do urovné rodi, a to i jen s polovi¢nim
uspéchem. Ten je ale mozna snizen tim, Ze u foraminifer dosud neni vytvofena rozsahla

databaze sekvenci (Lecroq et al., 2011; Pawlowski & Lecroq, 2010).

10. Zavér

Celkove se tedy da fici, ze u dosavadnich studii DNA barcodingu u protist se daji najit vhodné
barcody, i kdyz ne jeden univerzdlni pro vSechny skupiny. Pouzitelnost rtiznych barcoda
kolisd mezi riznymi skupinami od urovné fadl k celému kmeni. Zdokonaleni této metody
bude u protist mozné, pokud poroste pocet sekvenci v databdzich, aby se vysledky daly
spolehlivé porovnavat, apokud budou navrZzeny vhodnéjSi auniverzalngj§i primery
pro jednotlivé vétsi skupiny mezi protisty. Pfestoze se neda urcit jeden univerzalni barcode
pro vSechna protista, je u nich tato metoda perspektivni. U mnoha skupin protist, zejména
u exkavat €1 linii chromalveolat, archaeplastid, rhizarii 1 amébozoi barcodingové studie chybi,
a je tedy tieba je doplnit, aby byl pohled na DNA barcoding u protist kompletni.

Pivodni ambice DNA barcodingu stat se novym zdkladem moderni taxonomie
postupné vybledly apokorn¢ senazvaly taxonomickou pomiickou. Vzhledem k tomu,
ze DNA barcoding je zkratka metoda identifikace druhti, nejde ji ani porovnavat s klasickou
taxonomii jako takovou, ale pouze s jeji metodikou.

Uspéch DNA barcodingu spo¢iva v jeho ,perfekcionismu®, jenZ umoziiuje jeho
metodika, kde pfesny standardizovany a hlavné€ globalni postup, spojeny s mnohondsobnymi

kontrolami minimalizuje chyby dnes nejdokonalejSim moZznym zptisobem. DNA barcoding
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muze byt perfektné ladici souhrou velkych vizi, smélych népada, presnych metod a fungovani
softwarovych programii nevyvinutych pfimo pro néj, ale vyvinutych s velmi vhodnou
nacasovanosti tak, aby DNA barcoding viibec mohl vzniknout.

Je jiz jasné, ze DNA barcoding se nemuze stat hlavni metodou taxonomie, protoze
morfologické postupy maji v mnoha oblastech ilepSi vyuziti, ale budoucnost je oteviena
apokud se DNA barcoding pfizptisobi pokroku v sekvenovani, mohl by u nékterych
organismil zaujmout pozici vyznamné taxonomické metody uréovani druhi.

Kritiky DNA barcodingu (Will & Rubinoff, 2004), které¢ zavrhuji tlak na taxonomy
provadét rutinni identifikace druhti, podle mého nézoru nespatiuji spravné konecny cil tohoto
projektu, a sice vytvofit databazi barcodi, podle kterych bude mozné provadét identifikace
spolehlivé, rychle, levné a rutinné i ,,netaxonomy*. Pro taxonomy by tedy tato metoda méla
v zaveéru znamenat uzitenou pomucku jejich oboru, kterd jim praci usnadni a nepopird
soucasné vyuzivani klasickych metod, pokud jsou G¢inné. Nyni samoziejmé jesté v dostatecné
mife praci taxonomul neusnadiiuje, protoze soucasna faze je stale poc¢ate¢nim krokem stavby
této databaze. Aby bylo mozné ji vyuzivat plnohodnotné, je tieba ji nejdiive dotvotit. Nelze
ovSem samoziejmé pfedem odhadnout, kdy a zda viibec n€kdy bude tato databaze ,.hotova®,
jelikoz jsou neustale objevovany nové druhy organismil, tuto databazi bude tedy potteba vzdy
upravovat a prizpisobovat souCasné situaci a dobé. To je ovSem pochopitelné a nijak to
nesnizuje jeji hodnotu. Délat zavéry o této metod¢ jako celku je tedy predcasné a jde pouze
hovofit o jednotlivych uspésich €i selhanich v jejim prabchu. Jeji skutecny vyznam se ukaze
az v budoucnu. Zavrhovat néco proto, zeto nemd jasnou apiredem danou Sanci

na stoprocentni uspéch je ovSem, obzvlast’ ve véde, nesmysiné.
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