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1. Obecny uvod

Vsechna arkticka jezera se svym vznikem, zemépisnou polohou, a predevsim stafim 1isi.
To jsou zékladni abiotické charakteristiky, od kterych se odviji dalsi jako trofie, promrzani,
a pfitomnost pfitoku. Jednotlivé rozdily mezi jezery maji obecné dopad na vyskytujici
se spoleCenstva zivych organismu. Ta se ale daji relativné dobfe pozorovat v jezerech
arktickych oblasti, jelikoz jsou zde abiotické 1 biotické podminky do zna¢né miry redukované
a neni komplikované z nich vyvodit obecné trendy. Tato prace se zabyva druhovou distribuci
perloo¢ek rodu Daphnia pravé v téchto jezerech, ktera navic nejsou zasazena jakoukoli lidskou
¢innosti.

I pfed plnym vyvojem analyz DNA bylo znamo, ze komplex druhG Daphnia pulex
ma Siroké geografické rozsifeni. Po provedeni analyz se komplex rozpadl na 3 hlavni skupiny
(pulex, pulicaria, tenebrosa) (Colbourne & Hebert, 1996). Je tudiz divod se domnivat,
ze specificky druh bude mit do urcité miry preference na konkrétni podminky jezera.

Literarni reSerse si klade za cil charakterizovat arktickou krajinu a jezera v ni se zaméerenim
na Svalbard, odkud pochézi vzorky pro navazujici studium. Dale se zabyva obecnym popisem
perloocek, jejich ekologii predevsim v arktickych oblastech a fylogenezi komplexu druhd
Daphnia pulex.

Navazujici geneticka analyza vlastnich vzorka ze Svalbardu by méla potvrdit ¢i vyvratit

hypotézy o preferencich urcitych biotopt specifickymi druhy z distribuce Daphnia pulex.

1.1. Arktida

Podle neménné zemépisné definice je Arktida souhrnny nazev pro region kolem
severniho polu nad 66° rovnobézkou. UrCeni hranice na zakladé primérné letni teploty
nepiesahujici 10 °C, hranice tajgy a tundry, nebo moiského zalednéni je pro ekologické studie
presnéjsi, v Case se ale neustale proménuje. Arktidu rozdélujeme na 5 bioklimatickych subzon

na ptechodu od relativné produktivniho biomu tundry az po polarni pousté (Jonsdottir, 2005).

Biom tundra, charakteristicky pro arktické oblasti, je jeden z nejrecentnéjSich
na planeté, jelikoz vznikl az béhem posledni doby ledové zhruba pted 10000 Ilety.
Suchozemskéa vegetace zahrnuje pfedevsim traviny, byliny, malé kefe, mechy a liSejniky,
ale zcela postrada stromy. Ve vodach tvoii primarni produkci fasy a sinice. Druhova diverzita

fauny je také velmi nizka, z obratlovct zcela chybi skupina plazi a obojzivelnikii. Mizeme



narazit ale na fadu endemickych druht. Pravé diky témto biotickym podminkam je studium

ekologickych vztahli mezi organismy do znacné miry zjednodusené.

K rozkli¢ovani preferenci druhu urCitého prostredi prispivaji extrémni abiotické
podminky jako nedostatek zivin, pfisun slunecni energie a extrémné nizké teploty. Nekteré
Casti Arktidy jsou trvale pod moifskym nebo pevninskym ledovcem, jiné pouze prechodné.
To je jednim z divodu, pro€ se v arktickych oblastech vyskytuje velké mnozstvi jezer. Dal§im
divodem je dynamika permafrostu. Za permafrost se oznaCuje horni vrstva pudy,
ktera do urCité miry zustava trvale zamrzla. S prichodem léta zaCne permafrost odshora
povolovat, a na povrchu se prechodné utvaii jezera a mokiady poskytujici ptiznivejsi podminky
pro Zivot. Clenitost krajiny, kde nejsou ledovce, je siln& ovlivnéna pravé timto odtavanim
a zamrzanim permafrostu, jehoz mocnost Cini stovky metri az jeden kilometr (Stonehouse,

1989).

1.1.1. Arktické regiony a jejich klima

V Arktid€ jsou dlouhé mrazivé zimy s polarnimi nocemi, které stfidaji kratkd letni
obdobi, trvajici maximalné 4 mésice v roce, a polarni dny, kdy naopak slunce nezapada.
Atmosféricka cirkulace v arktickych pasmech je siln€ ovlivnéna systémy nizkého a vysokého
tlaku ve stfednich zemépisnych Sitkach, které fidi transport tepla a vlhkosti a vyrazné zde
ovliviluji zimni teploty (Hanssen-Bauer et al., 2019). Srazkovy uhrn je nizky, pfevazné
v podobé snéhu, v nékterych oblastech mizeme mluviti o polarnich poustich. Z dlouhodobych
meteorologickych meéfeni vyplyva, ze arktické oblasti patfi za posledni 3 dekady
mezi nejrychleji oteplujici se na planeté (Abbasi, 2006; Salomon et al., 2007) a celkové klima
se zde znatelné proménuje (Morison et al., 2000). Nasleduje kratky popis hlavnich faktort
ovlivilyjicich klima ¢asti Arktidy napfi¢ zemémi, ve kterych neékdy byl veden planktonni
vyzkum. Konkrétni primérné teploty jsou relevantni srovnavat pouze pro urcita mista, a ne

obecné pro jednotlivé zemé&, napiiklad ve stejné zeméepisné poloze, proto nejsou uvadeny.

Svalbard

Souostrovi Svalbard je pod vlivem Islandského systému nizkého tlaku. Jeho pobfiezi
navic omyva Zapadni Spicbersky proud coz ma za disledek mirn&jsi, az o 20 °C vys§i zimni
teploty, a vlhéi klima, nez je tomu ve stejnych zemépisnych Sitkach jinde
(Walczowski & Piechura, 2011; Hanssen-Bauer et al., 2019). Nejnizsi teploty jsou méfeny v

zimé v horskych a ledovcovych oblastech na severu Svalbardu a na severo-vychodnim pobftezi



(Ostby et al., 2017). V téchto oblastech je mnohem vétsi koncentrace ledu na mofi i pevniné
(Przybylak, 2012), coz je ovlivnéno druhym oceanskym proudem — Arktickym vychodnim
(Slubowska et al., 2005). Naopak k teplejsim oblastem Svalbardu patii jihozapadni &asti
souostrovi, kde je vliv zminéného Spicberského proudu nejvétsi (Dstby et al., 2017). Praimérné
rocni teploty se ale i tak pohybuji nizko kolem —4.4 °C, letni dosahuji 5 °C (Ingolfsson, 2004).
Hydrologické poméry ve vztahu k sezonnim srazkam jsou nejslabsi na pocatku 1éta a nejsilnéjsi

na podzim (Dobler et al., 2019). Od 60.let minulého stoleti je pozorovan strmy narust
1
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prumérnych teplot 0 0.5 °C za dekadu™
(Forland et al., 2011).

coz jej Cini nejrychlej§im oteplovanim v Evropé

Severni Amerika

V Severni Americe nalezneme arktické oblasti na severu Aljasky a ve velké Casti
Kanady. Oblasti jsou pod vlivem Beaufortského systému vysokého tlaku ze stfednich
zemépisnych Sifek, ktery silné ovliviiuje teplotu nizky pfisun srazek v zimé (Hanssen-

Bauer et al., 2019).

Sibif

Kontinentalni oblast Sibife je ovliviiovana Sibifskym systémem vysokého tlaku, ktery
v zimé piinasi nizké teploty a malé mnozstvi srazek (Hanssen-Bauer ez al., 2019). Subarktické
klima na Sibifi je v dusledku kontinentality velmi variabilni v porovnani se Svalbardem.
Polami 1éto zde muze trvat pouze jeden mésic v roce, smérem na jih v obydlen¢jSich Castech
maximaln¢ Ctyfi mésice. Pramérna ro¢ni teplota se pohybuje podobné jako v dalSich oblastech
tundry, letni a zimni maxima maji ale mnohem vétsi teplotni rozsah. Nejvy§si namétené teploty
v 1ét€ dosahuji 30 °C, zimni pak mohou klesnout az na rekordnich —69.8 °C. Ro¢ni srazkovy

uhrn je nizky, nepfesahujici S00 ml ro¢né.

Gronsko

Nejvétsi ostrov na svété, Gronsko, se nachazi v arktickém pasu mezi 59° a 83° severni
Sitky. Je omyvan ze severu Arktickym oceanem, na vychodé Gronskym motem s chladnymi
proudy, jihovychodu Atlantickym oceanem steplym Golfskym proudem, jihozapadé
Davisovou uzinou, zapadé Baffinovym zalivem a na severozdpadu Lincolnovym motfem.
Na jihu a v pribfezi Atlantského oceanu je klima mirnéjsi, postupem na sever, ktery ovlada
polarni den a noc, se stava klima typicky arktickym. Pfiblizné 80% plochy pokryva ledovec.
Teploty dosahuji v zavislosti na sezone —69,6 °C az 10 °C (Cappelen, 2001).
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1.1.2. Arktické sladké vody

Na severni polokouli zastalo po poslednim velkém zalednéni mnozstvi jezer.
Tato jezera a dalsi typy stojatych vod na do€asnych moktadnich planich jsou klicovou slozkou
tundry. Moktady vznikaji saturaci vody z tajiciho ledovce a snéhu do horni aktivni vrstvy
permafrostu. Tok podzemni vody je ovlivnén geologickym podlozim, vrstvou pudy

a pfedevsim permafrostu (Vincent & Laybourn-Parry, 2008).

Mezi hlavni primarni producenty biomasy arktickych jezer patfi fasy a sinice,
makrofyta se vyskytuji ojedinéle. Casto to jsou hn&dé fasy rozsivky, zlativky Chrysophyceae
a zelené fasy skryténky Cryptophyceae (Sheath, 1986). Nad nimi jsou v potravni siti planktonni
konzumenti — dravci a filtratori, jako buchanky (Copepoda) nebo perloocky (Cladocera)
avirnici (Rotifera). Nejvice v arktickych jezerech dominuji pravé perlooc¢ky rodu Daphnia

(Hebert & Hann, 1986).

1.1.2.1. Typy arktickych jezer

Mezi jednotlivymi jezery jsou velmi znatelné rozdily ovlivnéné geologickym podlozim,
mikroklimatem a dal§imi faktory. Vétsina arktickych jezer jsou ledovcového puvodu, anebo
ta mlads$i vznikaji tdnim hornich vrstev permafrostu (Vincent & Laybourn-Parry, 2008).

Specificky zpusob, jakym vznikla jednotliva jezera, se ale vzdy lisi.

Kalff (2002) v knizce Limnology uvadi, ze v dusledku ledovcové aktivity vznikaji
4 zékladni typy jezer. Prvni typ je formovany ledovou bariérou. Jedna se o mensi jezera znama
jako proglacialni (Obr.1 Ice-proximal lake), ktera vzniknula pted celem ledovce, jenz vétSinou
pfimo vytvari cast bfehové linie a zamezuje prirozenému odtoku. Druhy typ jezer vznikl
formovanim krajiny ledovcem pfi zalednéni a na konci doby ledové, kdyz ustupoval (Obr. 1
Alpine lake). Tteti typ jezer tvoii pozistatky bloki ledovce po tstupu (Obr. 1 Ice-scoured
lakes), zarovenl byvaji hlubsi, jejich povodi neni rozsahlé. Jezera druhého a tretiho typu
dominuji byvalym zalednénym planim Severni Ameriky a Eurasie. Ctvrty typ vznika
kombinaci ledovcové aktivity s dal§imi procesy (Kalff, 2002). Kniha se zabyva ale pouze

hlavnimi typy sladkych vod na planeté a na arkticka jezera se nezameértuje.

Oproti tomu o néco noveési kniha vydanda vroce 2008 ve spolupraci
Vincent & Laybourn-Parry se pfimo zabyva polarnimi jezery a fekami a uvadi mnohem vice

typu jezer dle vzniku (viz Obr. 1). Uvadi naptiklad i jezera ktera vznikla nedavnym roztatim
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ledovce (Obr. 1 Ice distal lake). Takova jezera nemaji plné€ vyvinuty systém pritoku a odtoku

a Casto opét zanikaji, pokud nejsou kontinualn€ napajeny ledovcem.

Mensi jezera pii pobifezi mofe maji vyssi salinitu a ¢asto jsou obyvany migrujicim
ptactvem. Tato eutrofizovana jezera bohata na ziviny miZzeme nazyvat i jako guanotrofni.
Dal§imi stanovi§ti mohou byt mélka jezirka v tundfe kterd vzniknula na povrchu tanim
permafrostu (Obr. 1 Thermokarst lakes) a morénova jezirka pted ledovcem, kterd nepiesahuji

hloubku 50 cm (Hessen, 2002).

Ice-proximal lake \
(glacial)

Obr. 1 Schematické shrnuti moznosti vzniku jezer v ledovcovych oblastech podle Vincent &

Laybourn-Parry (2008). Legenda: Ice-proximal lake (glacial) = proglacialni jezero;
Ice-scoured lakes = pozustatky blokt ledovce;

Maar lake = formované vulkanickou explozi a naplnéné srazkami nebo podzemni vodou;

Thermokarst lakes = jezera vznikla tanim permafrostu;
Isolation lake = terasovité, pozustatek na byvalé hladin€ urovné more;
Ice distal lake = vznik nedavnym roztatim ledovce;

Alpine lake = formované pfedchozi ledovcovou aktivitou a dalsimi geologickymi procesy;



Ice-dammed lake = velké mnozstvi stojaté vody v, na, pod nebo na okraji ledovce vlivem

jeho tani.

1.2. Popis fadu Cladocera se zamétenim na rod Daphnia

Cladocera, Diplostraca neboli perloocky jsou fad téméf vyhradné sladkovodnich korysa
drobné&jsiho vzrustu, patiici do tfidy Branchiopoda (lupenonozci). Perloocky jsou kli¢ovymi

organismy v potravni siti sladkovodnich jezer a nadrzi nejen v mirném pasu, ale 1 Arktide.
1.2.1. Morfologie a anatomie

Lupenonozce obecné morfologicky charakterizuje vice ¢i méné ¢lankované télo kryté
exoskeletem — chitin6znim §titem na jedné stran€, nebo dvouchloptiovou skotfapkou. Na hlave
maji dospélci vyvinuté slozené oci, k tomu jedno oko naupliové zvané ocellus, antenully,
antény a tfi pary ustnich okoncin, vyvinuta jsou pouze jednoducha kusadla bez makadel.
Na trupu se vyskytuje variabilni pocet parti nozek, minimalné vsak Ctyfi, bez pravych kloubt

s zabernimi piivésky a setami.

Zakladni casti t€la jsou u riznych rada lupenonozct rizné odliseny. U perloo¢ek rodu
Daphnia, kterymi se tato prace zabyva, je volna pouze hlava, trup s Sesti pary listovitych nozek
je ukryt v dlouchlopriové skotapce inkrustované uhlic¢itanem vapenatym, ¢lankovani neni dost
dobrte zietelné. Na téle se vyskytuje fada pokozkovych utvari jako naptiklad hroty na skofapce
(odtud pochazi ceska nomenklatura pro Daphnia — hrotnatky), trny, drapky a ostny
(na postabdomenu dtileZité pro druhové rozliseni), nebo hatky na anténach sameckd (Sramek-
Husek et al., 1962). Velikost dospélct perloocek rodu Daphnia je podminéna fyziologickymi

a predevsim ekologickymi charakteristikami (Havel, 2009), rozsah je ale od 0,2 do 6mm.

Jejich vnejsi morfologie se muze vlivem riznych faktord, napfiklad pfitomnosti
predatora, zasadné ménit. Tento jev je studovan jiz od konce 19.st, kdy Zacharias (1894) popsal
zmény jako protazeni helmy a abdominalniho hrotu u Daphnia cucullata. Rizné projevy
fenotypové plasticity v reakci na podminky wvnéj§iho prostfedi jsou dany genotypem

(Bradshaw, 1965).

Endoskelet je vazivovy, vyluCovany svalstvem. Nejdulezitéjsi je biisni lamela tahnouci
se podél osy téla a slouzici k uponu dorsoventralniho svalstva, mimo-to maji i svalstvo hlavy,

koncetin a svalstvo utrobni. Travici soustavu tvoii jednoduché trubice prochézejici télem
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s hepatopankreatickymi  pfivésky, ale bez pravého zaludku, ktera usti fiti (anus)
na postabdomenu. Vylucovaci soustava ma vyusténi na hlavé u larev i dospélci. U obou
se ale lehce 1i§i. Soustava cévni je lakunarni — oteviena se srdcem s ostiemi
na hibeté a hemolymfou. Vyménu dychacich plynt zajistuji zabry na bocich nozek,
alternativné vyuzivaji 1 dychani stfevni nebo povrchem téla. Pti hypoxii €ili nedostatku kysliku
ve vodé se aktivuji globinové geny produkujici hemoglobin, aby se vazalo vice. Vysledkem

je ruzové az Cervené zbarveni jedinca.

Typ nervové soustavy je zebfiCkovy, slozeny z velké mozkové zauzliny s vybézky
k o¢im a tykadélkim, a dvou bfisnich pruht s ganglii propojenych komisurami v jednotlivych
clancich. Slozené oko je konkrétné u rodu Daphnia slozeno z 22 omatidii (Wagler, 1927).
Chemoreceptorické ustroji perloocek pro chut’ a Cich je ve formé svazku dutych smyslovych
tyCinek na konci tykadélek a jejich pocet je druhové specificky. Samce odliSuji od samic
sekundarni pohlavni znaky — zldzy a organy lezici po stranach travici trubice. Samci
jsou mensi, zato ale s delSimi antenulami a modifikovanym postabdomenem,
na kterém vyuastuji chamovody. Samicky maji tzv. komurku, umisténou na dorsalni strané

pod karapaxem, ve které maji chranéna vajicka (Sramek-Huek er al, 1962).

1.2.2. Rozmnozovani a zivotni cyklus Daphnia

Perloocky rodu Daphnia jsou specifické pro svou schopnost nepohlavniho
rozmnozovani — obligatni nebo také cyklickou partenogenezi, kterou stfidaji s rozmnozovanim
pohlavnim. Tento zplsob stfidani strategii rozmnoZovani se nazyva heterogonie.
Pfi partenogenetickém rozmnozovani, probihajicim za optimalnich abiotickych podminek,
vznikaji ve velkych poctech pouze samicky, klony svych matek (Hebert & Ward, 1972).
Za zhorSenych podminek — nedostatku potravy, snizenych teplotach, znecisténi, zkraceni
fotoperiody atd., se z vaji¢ek zacnou lihnout i samci, ktefi se pak pafi se samickami. Pohlavi

je u nich ur€eno prostfedim (Banta & Brown, 1929).

Pohlavné vznika jeden par trvalych vajicek, uschovanych v tlustosténném chitin6znim
utvaru na dorzalni strané pod karapaxem, zvané efipium. Samicka, tento Casto i vice
pigmentovany utvar, svléka spolecné s karapaxem. Takto dokazi vajicka pfeckat i nepfizniva
sucha a chladna obdobi v sedimentu vodnich utvart az do lihnuti. Cely tento proces umoziiuje
perloockam  kolonizaci novych stanovist a zaroven vytvofit silnou populaci

(Hiruta & Tochinai, 2014). Ve vysSich zemépisnych S§itkach anadmotskych vyskach



ale obvykle pohlavni rozmnozovani ustupuje a populace mohou byt vyhradné partenogenetické
(Schrader, 1925; Zaffagnini & Sabelli, 1972; Hebert & Crease, 1980). Vyvoj je vzdy piimy,
juvenilové se podobaji dospélym perloockam. Délka zivota perloocky muze byt od 10 az
do 100 dni, pokud se vyskytuji ve vod¢ s pfiznivymi podminkami a bez predatorti. Za tu dobu
projdou 10 az 20 fazemi instart, kdy karapax shazuji a doriista jim novy uz pod tim starym

a jejich velikost se zvétSuje skokove.

1.2.3. Ekologie

Zastupce tadu Cladocera nalézame ve vnitrozemskych povrchovych eutrofnich
a oligotrofnich sladkych vodach rtizné hlubokych jezer, velkych fek ale i do¢asnych vodnich
utvarech na vSech kontinentech kromé& Antarktidy. Tedy v pelagialu, litoralu i bentickych
zonach, kde se zivi filtraci nanoplanktonu souhrnné nazyvaného seston (Crowley, 1973).
Seston tvorti disociované organické Castice ve vodé jako fasy, organicky detrit, bakterie a dalsi
mikrozooplankton (Moss, 1970). Konkrétné druhy D. pulex, D. longispina, D. middendorfiana,
které se bézné vyskytuji v arktickych sladkovodnich jezerech, dokazou byt relativné efektivni
ve filtraci bakterii (Monakov & Sorokin, 1961; Lampert, 1974; Peterson et al., 1978).
Proto je oznaCeni perloocek jako herbivornich zivo¢ichi nepfesné, jelikoz filtrace
neni selektivni pouze na fasy (Lampert, 2006). U vySe zminénych druhl z distribuce rodu
Daphnia, ktery prodélal rychlou evoluci (Colbourne et al., 1998) mize jit o jednu z jejich
adaptaci na podminky prostfedi jako mize byti v Arktidé, kde neni dostatek potravy.

Perloocky tvofi tak vyznamnou slozku potravni sit¢ ve sladkych vodach,
7e jsou oznadovany jako kli¢ové druhy. Casto patii mezi nejhojn&jsi organismy ve vodnim
sloupci jezer a rybnikd. Ve vodnim prostiedi se pohybuji za pomoci antén, avsak jejich pohyb
je spiSe pasivni, nebot jsou unaseny. Alternativné jsou adaptovany na bentické prostiedi. Proto
se moc nevyskytuji ve vodach s rychlym proudem. Zastupci fadu Daphnia obyvaji predev§im
pelagial, svrchni prosvétlenéjsi Cast vodniho sloupce, ktery je bohatsi na fytoplankton, kde tvori
jedny z hlavnich filtratorti celého ekosystému. Mizou byt natolik efektivni filtratofi za ur€itych
podminek, ze v temperatnich jezerech na konci jara vznika obdobi cCiré vody témér
bez fytoplanktonu. Abundance fytoplantonu pozdéji stoupa az s rostouci predaci perloocek
rybami nebo bezobratlymi predatory. Unik pied predaci znakoplavkami (Notonecta) nebo
komafimi larvami (Chaoborus) mize byt v Case vytvorenim trvalych vajicek, vertikalni

migraci v zavislosti na denni dobé nebo zménou morfologie schranek (Kalff, 2002).



Rod Daphnia se sklada ale z velkého poc¢tu druht a odpovidaji tomu i mirné odlisné
zivotni strategie a rozdily obyvaného vodniho prostredi, proto se u nich jednotlivé adaptace

daji dobfe studovat a porovnavat (Lampert, 2011).

1.2.4. Taxonomie rodu Daphnia

Rad Cladocera celkové zahrnuje asi 620 druhtl. V soudasnosti se ale odhaduje, Ze je jich
2 — 4x vice, jelikoz se do nedavna urCovali pouze na zakladé morfologickych charakteristik.
Ukazuje se ale, ze fada druhi je krypticka (Forro et al., 2008). To, Ze je druh krypticky
znamena, ze jsou v ném zahrnuty 2, €asto i vice, blizce pfibuznych druhd, protoze jsou praveé

pouze na zakladé morfologickych znaka témér nerozlisitelné.

Perloocky rodu Daphnia pochéazeji z celedi Daphniidae, do které spada
i Daphnia pulex, Siroky komplex morfologicky podobnych druhii s rozSifenim po celé
holoarktidé. Tento komplex byl predmétem jiz mnoha fylogenetickych studii
(Colbourne & Hebert, 1996; Dufresne & Hebert, 1997; Colbourne er al., 1998;
Weider et al., 1999a; Mergeay et al. 2008; Adamowicz et al., 2009; Vergilino et al. 2011;
Crease et al., 2012; Markova et al., 2013; Miner et al., 2013, Alfnes et al., 2016;
Ye et al., 2022), které se ve svych zavérech o druhové distribuci a divergenci mimé lisi,
coz je zapri€inéno pouzitim rtuznych metodik, datovych soubort, nebo studiem populaci
z odlisnych jezer a s riznymi muta¢nimi rychlostmi. Bylo dokazano, ze komplex vznikl
alopatrickou speciaci (Cristescu et al. 2012; Markova et al., 2013). Alopatrickd speciace
probiha, v okamziku, kdy se ptivodni populace stanou zemépisné izolované a kazda se zaCne
vyvijet oddélene bez jakéhokoli genetického toku mezi nimi. Tyto hypotézy poukazuji na to,
ze predevsim geograficka izolace je hlavni silou mitochondrialni diverzifikace (Ye et al,

2022).

Dodnes se souhrnné pouziva nazev D. pulex ve studiich nezabyvajicich se podrobnou
fylogenezi téchto druht, piesto ze obsahuje nejméné 3 hlavni skupiny: pulex, pulicaria,
tenebrosa, a 12 linii (jedna ve skupiné pulex, devét ve skupin€ pulicaria a 2 ve skupiné
tenebrosa (Colbourne & Hebert 1996; Petrusek et al., 2009; Crease et al., 2012). Recentné&jsi
mitochondrialni fylogeneticky strom studovanych populaci napii¢ tfemi kontinenty
podle Ye et al. (2022) potvrzuje nejméné tii linie: severoamerickd D. pulex a D. pulicaria,
evropskd D. pulex, a Asijska D. pulex. asijskd D. pulex je nezavisla skupina v porovnani

s ostatnimi D. pulex. Nasleduje popis druhti nej¢astéji se vyskytujicich v arktickém pasu.
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Obr. 2 Fylogeneticky strom Crease et al. (2012)

Vychozi fylogeneticky strom komplexu Daphnia pulex, ptevzato ze studie od Crease et al.

z roku 2012, ktera se zabyvala jeho distribuci napfi¢ kontinenty.

Skupiny Daphnia pulex a Daphnia pulicaria

Morfologicky nelze jedince téchto druht témér vibec odlisit, obzvlasté ty z populaci
na Svalbardu. Obrazky 3 a 4 zalozené na stfedoevropskych vzorcich jsou uvedeny pouze
pro bliz§i predstavu dokazujici jejich podobnost a pro¢ jsou potieba genetické analyzy.
Dichotomicky kli¢ Kofinek (2005, uprava 2011, nepublikovano) urcujici Ceské druhy
perloocek také shodné s Rybak & Btedzki (2010) uvadi, ze Daphnia pulex se vyznacuje
polickovanim hlavy mezi naupliovym okem a koncem rostra stejnoosymi polygony, zatimco
druhy z komplexu D. Pulicaria protahlymi. Celkové byva tvar rostra u D. pulicaria vice
protahly a zaSpicatély, na redlnych zafixovanych vzorcich ale rozdily nejsou vzdy znatelné.
D. pulex nikdy neni pigmentovana, u pulicaria a dalSich druht je pigmentovani mozné,

ale nevyskytuje se vzdy.
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Obr. 3 Evropska linie Daphnia pulicaria podle Forbes (1893), ptevzato z urCovaciho klice

Rybak & Bledzki (2010).

Obr. 4 Daphnia pulex podle Leydig (1860), prevzato z uréovaciho klice Rybak & Bledzki
(2010).

Komplexy Daphnia pulex s.1. a D. pulicaria s.1. jsou Casto zastoupeny prave ve vyssich
zemépisnych Sitkach. Predpoklada se, ze se vyvinuli od spolecného piedka sympatrickou
speciaci (Markova et al., 2013). To znamena, ze se nové druhy vyvinuly v ramci ptivodniho,
ale specializovaly se ve stejné geografické lokalit¢ na mirn€ odliSna prostiedi.

Oba jsou ekologicky odlisné druhy (Omilian & Lynch, 2009; Cristescu et al., 2012).

Teorii podporuje fakt, ze D. pulex se vyskytuje spiSe v mélkych docasnych vodnich
utvarech bez ryb a D.pulicaria v hlubSich jezerech a ptrehradach (Cristescu et al., 2012;
Dudycha & Tessier, 1999; Dudycha, 2004). Mezi adaptace na odli§na prostredi patfi tolerance

vysSich teplot, rychlejsi rast a pohlavni dospélost D. pulex. D. pulicaria ma naopak
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delsi zivotni cyklus, pomalejsi metabolismus a je méné naro¢na na ziviny (Dudycha & Tessier,

1999; Hrbackova-Esslova, 1963; Hrbacek, 1977; Dudycha, 2003).

Evropskd D. pulex je sesterskou linii pro vSechny severoamerické D. pulicaria
i D. pulex (Colbourne et al., 1998; Crease et al., 2012). Severoamericka D. pulex a D. pulicaria
jsou sesterské linie na jaderné urovni (Ye et al., 2021), mitochondrialni haplotypy
jsou ale propletené, coz vysvétluje nesoulad s fylogenetickymi stromy zalozenymi
na mitochondrialnich genech (Markova et al., 2013; Ye et al., 2021). Uroveti toku genu
mezi severoamerickymi D. pulex a pulicaria dosahuje dokonce 42 % v ramci jaderného

genomu D. pulex (Ye et al., 2022).

Na zakladé vztahi mtDNA se povazuje evropska D. pulicaria za odlisny druh
od pfibuzného amerického protéjsSku. Presto sdili stejnou alelu F pro laktat dehydrogenazu
(Ldh), ktera, jak se predpoklada, hraje roli pii adaptaci na jezera v Severni Americe. Stejnou
alelu si nese ale 1 holoarktickd D. tenebrosa (Markova et al., 2013). Jak je vidét problematika
s témito komplexy druhil je znacné slozita a rizné morfologické a fyziologické vlastnosti

se mohou prolinat.
Druh Daphnia middendorfiana a skupina Daphnia tenebrosa

Tyto druhy jsou povazovany za endemické pro Arktidu (Beaton & Hebert, 1988). Dalsi
zajimavosti je, ze spolecné s nékterymi liniemi z komplext D. pulex a pulicaria jsou jediné
se schopnosti rozmnozovat se vyhradné asexualné (Colbourne et al., 1998). Daphnia
middendorfiana také nelze zcela jednoznac¢né odlisit od jiz zminénych druht, drobné znaky
jako ne tak pravidelné obly tvar dorsalni strany karapaxu, vyrustky na zadni strané
postabdomenu viz (Obr. 5) a pigmentace nemusi byt vzdy spolehlivé znaky, obzvlasté
u juvenilnich jedinct (Hebert & McWalter, 1983). D. tenebrosa také byva Casto pigmentovana,
je to adaptace na prostredi mélkych jezer, kde je radiace vyssi (Dufresne & Hebert, 1995).
Pigmentace jedince chrani pted UV zafenim (Hebert & McWalter, 1983).
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Obr. 5 Daphnia middendorfiana podle Fisher (1851), pfevzato z urCovaciho kli¢e Rybak &
Bledzki (2010).

Komplex Daphnia longispina

Rozeznatelna je jiz ale Daphnia longispina, ktera se vyznacuje furkalnim drapkem
zcela bez Stétinek a protazenym trnem na karapaxu. Kofinek (2005, uprava 2011,
nepublikovano) uvadi jako dalsi znaky nizkou hlavu s vrcholem nad slozenym okem, opticky
vacek dotykajici se vrcholu, ploché prvni antenuly. Mimo jiné Ze jsou ¢asto nalézany i hybridni
druhy s D. cucullata a galeata. D. longispina se ve vysoké Arktidé vyskytuje pouze ve vétsich
a hlubSich jezerech, na mensSi jezirka sproménujicimi se tézkymi podminkami

neni pravdépodobné dost dobie adaptovana (Hessen, 2002).

Obr. 6 Daphnia longispina, ptevzato z urCovaciho klice Rybak & Btedzki (2010).
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Obr. 7 Alfnes et al. 2015

Obrazek je prevzaty ze studie od Alfnes er al. zroku 2015, ktera se zabyvala druhovou
distribuci z komplexu Daphnia pulex ptimo na Svalbardu v severnéjSich oblastech, nez ze

kterych pochazi vzorky z této bakalarské prace.

1.3. Ekologie perloocek rodu Daphnia v Arktickych jezerech

Neprtiznivé klimatické podminky Arktidy, kratka vegetacni doba a zejména nedostatek zivin
maji dopad na potravni sité tim, ze jsou znacéné redukované a zjednodusSené, jak jiz bylo
zminéno. V polarnich oblastech tundry se setkdme pouze somezenym poctem druhd
perlooCek, protoze se zvySujici se nadmoiskou vyskou obecné klesa druhova diverzita
organismu (Fischer, 1960; MacArthur, 1972; Schall & Pianka, 1978).
PerlooCky z rodu Daphnia jsou oportunistické druhy, flexibilné reagujici na zmeény
environmentalnich podminek (Lampert, 2011), pochopitelné ale vzdy s urcitym zpozdénim
(Kalff, 2002), a se schopnosti obyvat i noveé vzniklé efemerni utvary diky trvalym vajickim
a dal$im prizpisobenim.

Nicméné nizké teploty a dalsi ztizené podminky pro zivot v Arktidé s sebou pfinasi

hned nékolik omezeni pro vyvoj jedinci, které perloocky efektivné prekonaly. Druhova
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diverzita sice neni velka, ale skryva v sobé mnoho ekotypi a genetické diverzity, jenz jim
pomaha kompenzovat v§echna omezeni (Jonsdottir, 2005). Pti nizkych teplotach maji obecné
bunky zhorSenou schopnost proteosyntézy, perloocky se ale piizpuasobily polyploidizaci —
jejich buriky obsahuji vice nez jeden chromozomalni par. To jim zajistilo zvySeny obsah RNA,
diky které mohou kumulovat své zasoby fosforu a efektivné je ukladat pro pozdéjsi potreby
(Van Geest et al., 2010). Diky tomu se paradoxné 1 vyviji a dospivaji rychleji
nez jejich diploidni protéjsky z mirného pasu (Dufresne & Hebert, 1998). Je to i dalsi faktor
pro¢ pravé v téchto nehostinnych krajinach perloocky r. Daphnia dorGstaji v praméru
do vétsich velikosti. Pravdépodobné polyploidie u arktickych perloocek z komplexu D. pulex
vznikla po vzajemnych kiizenich mezi geneticky odliSnymi populacemi (Dufresne & Hebert,
1995).

Mimo jiné si arktické perlooCky vyvinuly schopnost tvorby trvalych vajicek bez toho,

aniz by se sexualné rozmnozovaly. Muzou byt vyhradné partenogenetické, poCet potomka
je ale mensi nez u perloocek v mirném pasu (Hebert & Crease, 1980;
Hebert & McWalter, 1983; Weider et al., 1987). Alozymova variace asexualnich perloocek D.
pulex v nizké Arktidé ma okolo 1-3 klont na jezero (Hebert, 1987). Oproti tomu v temperatu
je prumérn€ 2—4 klonti na jezero (Hebert & Crease, 1983). Alozymova neboli také proteinova
variace se bézné vyuziva prave k popisu genetické variability mezi jedinci v dané populaci,
vedle modernéjsich analyz DNA (Martiny, 2001).

Jelikoz jsou mlada arkticka jezera ve vétSiné piipadu bez ryb, stava se nejvetSim
predatorem perloocek v mélkych jezerech pravé listonoh Lepidurus arcticus. Listonozi
jsou primarné benticti korysi, zivici se sedimentem, ve vodnim sloupci se dokazi pohybovat
alovit kofist jako jsou buchanky a perloocky pouze omezené. Nedokazi byt
efektivnim predatorem v celém vodnim sloupci, proto se v hlubSich jezerech nevyskytuji.
V takovych jezerech perloocky dorustaji az do velikosti az 1,5 cm. Bylo dokazano, ze listonozi
preferuji mensi kofist (Arnold, 1966). Duvod pro toto predacni chovani listonoht je pomalejsi
rychlost pohybu menSich perloocek a jejich snadnéjsi zpracovani (Miller & Hobbie, 1980).
Reak¢ni odpovédi v prostredich, kde se sice listonoh vyskytuje, ale jeho predacni tlak neni tak
velky, ze by zlikvidoval populaci perloocek je skokovy rust perlooCek (Arnold, 1966).

Pokud je predacni tlak zapficinén rybami, fenotypova odpoveéd’ je opacna. Potvrzujicim
je pokus provadeény v alpinskych jezerech bez ryb v Sierra Nevada v USA, kdy do vody
byly vysazeny mistni druhy lososovitych ryb a pozdéji byly pozorovany fenotypové zmény

zmenSenim velikosti a snizenim poctu vajicek D. melanica (Latta et al., 2007).
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Dalsim potencionalnim predatorem druhu Daphnia pulex v arktickych jezerech muze
byt dravy druh buchanky (Copepoda) Heterocope septenrionalis. ACkoli vliv tohoto predatora
neni jednoznacény, protoze naptiklad D. middendorffiana kolonizovala jezera bez vyskytu
H. septentrionalis htife nebo viibec, coz naznacuje existenci nepopsanych interakci mezi témito
druhy. Ale 1 odpovéd’ D. pulex na predacni tlak se odviji od druhu predatora, ktery je pfitomen
apredacni tlak vyviji. V jezerech, kde se bezobratli predatofi nevyskytuji jednoznacné prevlada

D. pulex nad D. middendorffiana (Dzialowskik & O’Brien, 2004; O’Brien & Luecke 2011).

1.3.1. Druhova distribuce Daphnia v polarnim pasu
Svalbard

Studie provadéna na souostrovi Svalbard (Spicberky) z roku 2016 zabyvajici se druhovou
distribuci §irokého komplexu D. pulex uvadi slozeni zde nej¢astéjSich linii v pfiblizném
pomeéru: D. tenebrosa 75 %, evropska D. pulicaria 14 %, D. middendorfiana 11 % a v malém
mnozstvi panarktickd D. pulex, D. melanica, polarni D. pulicaria a vychodni i zapadni
nepolarni D. pulicaria (viz obr. 7) (Alfsnes et al., 2016). Vyskyt nepolarni D. pulicaria studie
dava do souvislosti s migracnimi trasami ptakul, ktefi je mohou prenaset (Figuerola, 2005;
Alfsnes et al., 2016). Daphnia middendorffiana a polarni D. pulicaria byly v minulosti
pozorovany na Svalbardu, obé linie maji vyskyt i na zapadu v Kanadé a Gronsku. Pouze polarni

D. pulicaria byla pozorovana vyhradné v Norsku (Alfsnes et al., 2016).

Vyzkum byl provadén se vzorky z jezer, ktera se liila obsahem zivin ve vod¢€, pocetnosti
a druhovou diverzitou migrujicich ptakd. Vodni ptactvo, nejCastéji husa kratkozoba (Anser
brachyrhynchus Baillon) a berneska bélolici (Branta leucopsis Bechstein), svym vylu€ovanim
obohacovalo vodu o dusik a fosfor, a tim ji mirné eutrofizovalo. Jezera v blizkosti motské
zatoky Hudson Bay, ze kterych se vzorky odebiraly, méla salinitu vy$si nez vnitrozemska.

Jezera méla spolecné to, ze byla melka, hloubka neptesahovala 2 m, a v zimée promrzala cela.

Severni Amerika

Mapovani planktonu v 49 jezerech na jiho-vychodé Kanady v pifimoiské provincii Nova
Scotia v Kanadé ukazalo, ze se zde obecné vyskytuji spiSe mensi druhy Eubosmina longispina
a vetsi druhy perloocek Daphnia nejsou tak Casté. Predpokladanou pficinou je predacni tlak

dalsich bezobratlych zivocicha a ryb (Korosi & Smol, 2011). O néco star§i a rozsahlejsi
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pruzkum 121 jezer provadény Weider & Hobaek (2003), zabyvajici se klonalni diverzitou
z komplexu Daphnia pulex v arktickych ostrovnich castech Kanady cital stejné skupiny jako
na Svalbardu: Daphnia pulicaria, D. middendorfiana a D. tenebrosa. Pricemz druhové
zastoupeni potvrzovalo to samé, co Weider et al., (1999). Skupina D. pulicaria zahrnovala 3
odli$né linie severoamerické D. pulicaria, panarkticky druh D. pulex. Do skupiny D. tenebrosa
byl zatazen druh D. tenebrosa a jeho linie a evropska D. pulicaria. Jezera ptimo ve studii
specifikovana nebyla, ale autofi davaji druhovou distribuci do souvislosti s glacialnimi refugii
a poukazuji na mozny vliv klimatickych faktorti na jako je kratsi sezona vhodna k ristu a
rozmnozovani a chladnéjsi praimérné ro¢ni teploty. Ledovec ostrovy odkryl pied 10 000 lety,
to znamena, ze zadné jezero zde nebude vétsiho stafi a jsou také relativné mlada (Steig ef al.,

1998).

Ve studii vedené O’Brien & Luecke v jezerni oblasti Toolik na severu Aljasky
byly zminovany druhy D. middendorfiana a D. pulex (O’Brien & Luecke 2011). Jezera v této
oblasti vznikla po ustupujicim ledovci v Pleistocénu. Pfimo jezero Toolik je hluboké az 23 m

a staré mezi 11 az 13 tisici lety (Hamilton 2003).

Groénsko

Vroce 2001 vysla studie zabyvajici se distribuci perloo¢ek v Gronsku, vzorky
zahrnujici 14 druhta perloocek byly sbirany v 56 oligotrofnich arktickych jezerech. Komplex
Daphnia pulex, nalézdn na severo-vychodni 1 zépadni Casti ostrova prevazne v pelagialu

hlubokych 1 mélkych jezer vzdy bez ryb, byl ale pokladan za 1 druh (Lauridsen et al., 2001).

Jezera ze studie se nachazela v severo-vychodni a zapadni piibfezni Casti ostrova
a byla rozdélena do 4 skupin dle hloubky pod a nad 7 m, s rybami a bez nich. V jezerech
se vyskytovaly 2 druhy bezobratlych predatort — dravy potapnik (Colymbetes dolobratus)
v nékterych jezernich lokalitach na zapad¢ a listonoh (Lepidurus arcticus) ve vSech severo-
vychodnich lokalitach bez ryb. Pouze v 21 jezerech rostla makrofyta, podle studie
ale na distribuci perlooCek vliv neméla (Lauridsen et al., 2001). Studie Christoffersen 2001
zabyvajici se predaci listonohl, nerozliSovala mezi konkrétnimi druhy perloocek
Daphnia pulex, zminuji ale, Ze perloocky byly vzdy pigmentovany. To znamena, ze pfimo druh

D. pulex to pravdépodobné nebyl.
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Sibit
Jako na jinych uzemich, 1 na Sibifi je pozorovana vysoka diverzita v ramci druhu Daphnia
pulex (Weider & Hobak, 1997). V zapadni ¢asti Ruska se stejné jako v Kanadé€ vyskytuji

prevazné 2 skupiny — D. pulicaria a tenebrosa téméf totozného druhového slozeni (Weider et

al., 1999).

Mimo druhy z komplexu Daphnia pulex se ve vysoké Arktidé nachézi 1 dalsi druhy
perloocek jako je Macrothrix hirsuticornis, Chydorus spaericus,
Acroperus harpae nebo Alona guttata (Husmann et al., 1978). Tyto druhy jsou spiSe bentické
a tim ze nejsou tak Casto ve vzorcich z planktonni sit€ vhodné pro pelagidlni Casti jezer,

neni jim vénovana velka pozornost.

2. Jezera studovanych vzorki

Tab. 1: Prehled jezer studovanych vzorka ze Svalbardu a jejich charakteristiky

P

TYP STARI PROMRZA HLUBOKE SEZONNi KOMPLEX LEPIDURUS
JEZERA ARCTICUS

HORBY 1 100 asi ano ne ne D. pulex pulicaria ne

MORENA morénové

BRU KAR 1 morénové 100 asi ano ne ne D. pulex pulicaria ne

BRU KAR 2 morénové 100 asi ano Ne ne D. pulex pulicaria ne

EBBA 1 morska 1000 ano ne ano D. pulex pulicaria ano
terasa

SCOTTEHYTA | moiska 1000 ano ne ano D. pulex pulicaria ano
terasa

PYR DOL ledovcové 10000 ne ano ne ano

BLUE LAKE ledovcové 10000 ne ano ne D. pulex pulicaria; D. ano

longispina
HUSIi morska 1000 ano ne ano D. pulex pulicaria ano
OSTROVY terasa
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Tab. 1. uvadi zékladni informace o studovanych jezerech, které jsou stézejni pro porovnavani

druhové distribuce perloocek rodu Daphnia.
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Na obrazku &islo 8 a 9 je mapa souostrovi Svalbard (Spicberk) s piiblizenim na zatoku

Petuniabukta z oficialni stranky https://toposvalbard.npolar.no [21.3.2023].

Vsechna jezera, ze kterych vzorky zooplanktonu pochazi, se nachazi v okoli zatoky
Petuniabukta. Zajimava jsou tim, ze jsou v ruznych fazich geologické sukcese
(Zwolinski et al., 2007), maji rizné zdroje vody, podlozi, intenzitu biogennich procest,
chemismus (Stankowska, 1989) a jsou ruzné€ daleko od more. Také je rozdil v hloubce
promrzani jezer, vétSina zaCind zamrzat v zafi. Hladina vody se méni vlivem evaporace,

pfidanim se k podzemni vodé nebo prosakovanim (Zwolinski et al., 2007).

Jezera a mokfiny tak mladé jako Scottehytta, vznikaji rychlym tanim ledu v posledni
dobé pod vlivem oteplovani (Woo & Young, 2006). Takova jezera jsou velmi mélka a také
rychle zanikaji odtokem nebo vsakem do tajiciho permafrostu. Vliv mé 1 sezénnost, spoustu
jezer na vyvysenych motskych terasach se objevuji pouze na 3—4 meésice v roce v obdobi od

Cervna do zafi (Zwolinski et al., 2007).

Na vychodnim pobiezi zatoky Petuniabukta v usti udoli Ebbadalen se formuji motska
terasovita jezirka jako samotné Ebba uz od pozdniho Pleistocénu (Salvigsen, 1984;
Ladvik et al., 1987), z toho vyplyva, ze néktera mohou byt 10 000 let stara. Obecné jsou mélka,
dno tvori permafrost a raselinny sediment, misty zacina se utvaret i ptida (Zwolinski et al.,

2007).
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3. Vlastni experiment

3.1. Cil

Prace si klade za cil porovnani pfitomnosti druht rodu Daphnia uréenych pomoci DNA
barcodingu s environmentalnimi vlastnostmi jezer. Arkticka jezera, jak jiz bylo zminéno

jsou historicky mlada a vzdy Cista, ve svych charakteristikach se ale zna¢né lisi (viz tab. 1).

Hlavni otazka

Jsou mira predace, trofie, morfologie jezera a dalsi faktory urcujici pro ptitomnost konkrétnich

druht Daphnia v arktickém jezefe?

Hypotézy

» Druhové slozeni perloocek rodu Daphnia se v zavislosti na stafi jezera lisi;
predacni tlak pasobi na druhové slozeni perloocek rodu Daphnia;
druhové slozeni perloocek rodu Daphnia se 1i8i v jezerech oligotrofnich a eutrofnich;

druhové slozeni se lisi podle toho, jestli jezero promrza zcela nebo jen Castecné;

Y V VYV V

druhové slozeni se lisi v zavislosti na tom, zda jezero vznika pouze sezoénng.

3.2. Vzorkovani

Analyza stavi na vzorcich odebranych v letech 2014-2019 z jezer na Spicberkach (viz
tab. 1), které byly zakonzervované v ethanolu. Dle morfologickych znaki byli jedinci
roztfidéni a taxonomicky zarazeni pod zvétSenim 40—100x% na stereomikroskopu a mikroskopu.
Urcovalo se piedevsim dle morfologickych znakd na postabdomenu. Po urceni byl kazdy
jedinec vlozen do Eppendorfovy zkumavky s ethanolovym roztokem a zamrazen pro pozdéjsi
geneticky rozbor na Ustavu Zivocisné fyziologie a genetiky Akademie véd CR (IAPG) v

Libéchové.
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Obr. 10 Vlastni fotografie, ptedpoklad Daphnia pulicaria

3.3. Metodika analyzy DNA
3.3.1. Izolace, PCR

Rozmrazené vzorky v roztoku ethanolu se v otevienych Eppendorfovych zkumavkach
vlozily do specializované centrifugy (Biotech — Speed vac), kde se pod mrazem a tlakem
tekutina odpafila po 2 hodinach. Vzorky se nasledné susily v termobloku ptl hodiny pfi 55 °C.
Pti Izolaci DNA z tkané perloocek se pouzivala souprava Dnase Blood Tissue Kit. Do kazdého
z vysu$enych vzorka bylo ptidano 180 pl pufru ATL a 20 pl proteinazy K. Po promichani
na vortexu se vzorky inkubovaly pii 55 °C do druhého dne. K rozpusténym vzorkim
bylo pfidano 200 pl pufru AL a po promichani byly inkubovany 10 minut pii 70 °C. Poté
bylo pfidano do kazdé zkumavky 200 pl 100 % ethanolu a opét promichano. Nasledné
se pripravily kolonky s Eppendorfovymi zkumavkami, pro odstfedéni vedlejSich produktd,
vzorky do nich byly pfepipetovany a vlozeny do centrifugy nastavené na 8000 otacek a 22 °C
na 1 minutu. Kolonky s produktem byly pfemistény do nové Eppendorfovy zkumavky.
Ke vSem vzorkiim bylo pfidano 500 pl, pufru AW 1, znova se vlozily do jiz nastavené
centrifugy na 1 minutu. Do kolonek v opét nové odpadni zkumavce bylo napipetovano 500 pl
pufru AW 2. Centrifuga byla nastavena na 13000 otacek, 22 °C, a 3 minuty se vzorky
v kolonkéach centrifugovaly pted prenesenim do 1,5 ml klasické Eppendorfovy zkumavky.

Do kolonek bylo pfidano 120 ul pufru AE pifedehtatého na 70 °C ve 2 krocich v Casovém
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rozmezi 20 min. pro lep§i rozpustnost. Po dalSich 20 minutach rozpusténi byly kolonky
zasazené v Eppendorfovych zkumavkach stocené, tak ze vyizolovana DNA zistala
ve zkumavce pro dalsi uziti. Finalni produkt jiz nebylo tieba Cistit a mohlo se piejit k PCR.
Mimo samotné vzorky byl vzdy pfipaven jeden Cisty (blank — gizolace) vzorek bez DNA.

Pfed PCR byl namichan zékladni mix PPP, H20 pr.L a pr.H a byl rozpipetovan
do stripu po 22 ul. Poté byly do oznaCenych kolonek na stripu napipetovany 3 ul
odpovidajiciho vzorku DNA a 3 pl ¢istého vzorku gizolace. Soucasné byl vytvoren Cisty (blank
— BPCR) vzorek. Takto ptipravené vzorky byly vlozeny na 2,5 hodiny do pfistroje na PCR
(Biorad — cykler).

Kontrolni elektroforéza se provadéla az nasledné po PCR aby koncentrace DNA
byla vyssi a viditelnost usektt DNA pozadované délky, byla lepsi. 5 ul zkazdého PCR produktu
bylo pipetovano pfimo na piipraveny gel, barvivo v sobé jiz z predchozi ptipravy obsahovalo.

Vedle do drazek bylo napipetovano také 5 pl kontrolniho ladderu.

3.3.2. DNA barcoding (COI)

Pro bioidentifikaci jednotlivych druha v prostfedi se mimo klasické morfologické
pristupy vyuziva sekvenovani DNA. DNA barcoding je nizkonakladovy a spolehlivy zpisob
urcovani diky analyze DNA. K rozpoznavani slouzi kratké standardizované genové regiony,
pro zivoCichy konkrétn€¢ mitochondridlni gen cytochrom ¢ oxidaza 1 (COI).
(Hebert et al., 2003; Savolainen et al., 2005). Tyto sekvence specifické pro kazdy druh jsou
pak ukladany v elektronickych databazich barcodi jako tieba The Barcode od Life Data System
(BOLD), kde jsou voln¢ poskytovany védcim napfic¢ svétem (Ratnasingham & Hebert, 2006).
Vyhodou mtDNA barcodingu oproti klasickému morfologickému pfistupu je presné urceni
jedinc do druhu navzdory rliznému stafi, pohlavi a stupni vyvoje, nebo rozpoznani
i kryptickych druht, které maji na prvni pohled nerozlisitelny fenotyp (Hebert et al., 2004),
jako je to pravé u komplexu druhti Daphnia pulex. Vyuziti mtDNA jako markeru ma dalsi
vyuziti ve fylogeografii, fylogenetice a populacni genetice (Avise et al., 1987; Moritz et al.,
1987; Avise, 2004).

3.3.3. mtDNA

Napfi¢ populacemi i mezi jedinci jednotlivych druht se lisi Zivocichové predevsim
svou mitochondrialni DNA (mtDNA) (Ye et al., 2022). Mitochondrialni geny pfitomné v kazdé

bunce téla jsou dédény materndlné (Ankel-Simons, 1996). Jeji zkoumani obecné u zvirat
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je vyhodné z hlediska malého poc¢tu rekombinaci (Berlin ef al., 2004), coz ma za duasledek
konzervaci gent specifickych pro kazdy druh. Navic nam mtDNA poskytuje vhled
do bunécnych i evolu¢nich procesu, nejenom perloocek rodu Daphnia. Ale vsak bylo zjisténo,
Ze 1 na urovni mitochondrialni DNA jsou rekombinace i u zivo€iSnych druhti jako Daphnia
(Ye etal., 2022). Cely genom rodu Daphnia sice byl publikovan jiz v roce 2011
(Colbourne et al., 2011), nicméné i v soucasnosti je stale nedostatek dat které by vysvétlovaly

evolu¢ni vyvoj a proces hybridizace a témto déjum nerozumime dostatecné (Ye et al., 2022).

34. Vysledky

Z divodu nastalych problému pii provadéni namnozeni DNA pomoci PCR jednotlivych
uréenych jedinct perlooCek Daphnia nebylo, bohuzel, mozné provést sekvenaci stézejni
pro ziskani dat pro analyzy, na relevantnimi vysledky tudiz bude potfeba vice casu.
Na experiment byl ziskan grant ve vysi 28 000 K¢ od Studentské grantové agentury (SGA) PiF
JU, na jehoz obhajobé& v prosinci 2023 - lednu 2024 budou vysledky prezentovany. Poznatky

nasledné budou pouzity jako vychozi pro podrobnéjsi navazujici magisterskou praci.

4. Diskuse

Pomala rychlost morfologické evoluce v porovnani s rychlosti genetickych adaptaci
narazna prostiedi u Celedi perloocek Daphniidae zpusobil zna¢ny chaos v taxonomii
(Colbourne et al., 1998), ktera se v poslednich dekadach intenzivné€ za pomoci genetickych
analyz studuje. Genom rodu Daphnia byl sice jiz publikovan v roce 2011
(Colbourne ef al., 2011), nicméné stale neni dostatek dat nejenom z arktickych regiont
s vyskytem komplexu Daphnia pulex, a procesy diversifikace stdle nejsou dostateCné
objasnény (Ye et al., 2022). Identifikace haplotypi mtDNA nebo alozymové variace poskytuji
pouze omezené informace o klonalni diverzit€, a vyuziti dalSich molekularnich mikrosatelitt

by stale mohlo odhalit jesté vétsi diverzitu (Alfnes et al., 2016).

Zatim se témér zadnd studie se nezabyva komplexnim definovanim abiotickych
i biotickych podminek vodnich prostiedi, ve kterych se jednotlivé formy druhu Daphnia pulex
vyskytuji, coz by poskytlo vysvétleni riznych adaptaci konkrétnich druht a jejich preferenci

urcitych prostiedi.
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Na existyjici trendy v druhové distribuci v arktickych jezerech poukazovaly predevsim
studie zabyvajici se vztahem predator — perlootka. Ze ma predator pfimy vliv na planktonni
spolecenstvo, které reguluje je nezpochybnitelné. Dopady se ale v zavislosti na druhu predatora
vyrazné li§i. Bylo pozorovano, ze v jezerech s rybi obsadkou je planktonni skladba odlisna,
perloocky rodu Daphnia se zde témér nevyskytuji. Misto nich jsou pozorovany mensi druhy,
napftiklad z rodu Bosmina (Korosi & Smol, 2011). Divodem je vétsi primérna velikost nez
ostatnich druht perlooCek, jenz Daphnie Cini vyhodnou kofisti pro planktivorni ryby
(Brooks & Dodson, 1965). Dal§im duvodem je, Ze perloocky z linie Daphnia pulicaria,
tenebrosa a middendorfiana maji Casto karapax pigmentovany melaninem, ktery je sice chrani

pred UV zéfenim, pro predatory se stavaji ale viditelnési (Hebert & McWalter, 1983).

Antipreda¢ni odpoveéd’ v jezerech s vyskytem listonoha se vSak zcela li§i — perloocky
dorustaji naopak do mnohem vétsich rozmeért (Arnold, 1966). V roce 2011 byl v jezerni oblasti
Toolik na AljaSce proveden manipulacni experiment sbeézné vyskytujicimi se druhy
D. middendorfiana a D. pulex. Ze zavéru vyplyvalo, ze D. middendorfiana se nevyskytuje
v hojném poctu v jezirkach spoleéné s D. pulex, pokud neni pfitomen predator, ktery by
populace D. pulex reguloval (Dzialowskik & O’Brien, 2004; O’Brien & Luecke, 2011). Z toho
vyplyva ze i konkrétni druh bezobratlého predatora ma specificky vliv na druhové slozeni

perloocek z §irokého komplexu D. pulex.

O rozdilu v planktonnim slozeni mezi jezery, ktera promrzaji a ktera ne, nemizeme s jistotou
nic fici, stejné€ tak o tom, jestli se druhové slozeni lisi v zavislosti na tom, zda jezero vznika
pouze sezonng, jelikoz zatim nejsou provedené zadné studie. Zcela promrzaji vétsinou jezera
melka, kde je pozorovan Cetn€jsi vyskyt druhu Daphnia pulex oproti D. middendorfiana.
(Dzialowskik & O’Brien, 2004). Na druhou stranu, Alfsnes et al. (2016) zaznamenal vSechny
druhy bézné se vyskytujici na Svalbardu, prestoze jim pozorovana jezera kompletné promrzala.
Proto nejspiSe promrzani vliv na distribuci perlooCek mit nebude. VSechny druhy preckavaji

zimy v podobé trvalych vaji¢ek v sedimentu pravdépodobné s podobnou Sanci na vylihnuti.

Zato slozeni populaci v oligotrofnich a eutrofnich jezerech je dost odlisné. Vétsina
arktickych jezer je oligotrofni — zivinoveé chuda. Eutrofni jezera byvaji vétSinou ta starSiho
ptvodu. Dusik, fosfor a dalsi latky nahromadéné splachem opadu a odumfelé organické hmoty
v sedimentu se v jezefe postupné ¢asem hromadi. V arktickych podminkach mohou byt jezera
eutrofizovana také produkci exkrementd velkymi hejny hnizdiciho ptactva. Dalsi zptsob

nemusi byt na prvni pohled tak zifejmy, ale 1 arkticka jezera, kterd se nachazi v krajinach
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nedotCenych lidskou aktivitou jsou obohacovany o ziviny z atmosférické depozice, které
ptinasi drazky. Dostavame se tak k dalsimu globalnimu problému, jakym je dopad lidskych
aktivit nejen na oteplovani ale i zivinové pomery v prirode (Schindler et al., 1974; Ayala-Borda
et al., 2021). Zavislost distribuce druhit Daphnia pulex na zivinovych pomérech neni zatim
v literatufe doloZena, ale u jinych druht jsou odlisné zivinové preference znamé. Pro piiklad,
druhy perloocek preferujici nizky obsah zivin jsou Daphnia pulicaria, D. dentifera, Acroperus
harpae, Alonella nana, A. excisa, Chydorus piger a Eubosmina. Naopak Chydorus brevilabris,
Daphnia ambigua, D. pulex a Graptoleberis testudinaria preferujyi eutrofni lokality
(Bos & Cumming, 2003). Na zaklad¢ toho mizeme ocekavat urcitou variabilitu v trofickych

preferencich i u komplexu ekologickych druha D. pulex v Sir§im pojeti.

Dopady globalni zmé&ny klimatu jsou v polarnich oblastech, a zvlasté na Spicberkach
vyrazné€jsi nez v jinych zemépisnych Sitkach (Morison et al., 2000; Walsh et al., 2011).
V dusledku téchto zmén se daji predpokladat i zmény v druhové distribuci rodu Daphnia
(Walsh et al., 2011). Kvuli vyssim teplotam se bude pravdépodobné ménit hloubka promrzani
jezer (Lougheed et al., 2011), a invazivni druhy budou lépe prezivat, napiiklad komafi z Celedi
Chironomidae nebo rizna makrofyta (Smol ef al., 2005; Lougheed et al., 2011), které mohou
pozmenit strukturu prostfedi 1 chod potravnich siti. Zménami malého i velkého hydrologického
cyklu se bude ménit vysychavost jezer (Loaiciga et al., 1996), pticemz nekteré druhy jsou
svymi adaptacemi pfizpusobeny na vysychajici jezera, zatimco jiné na trvale zavodnéla
prostfedi. Slozeni populaci v jezerech v blizkosti pobtezi, ktera maji pfirozené vyssi salinitu
nez vnitrozemska, se mize vyrazné zmeénit v disledku rostouci koncentrace soli. Podobné je

tomu s koncentracemi i jinych zivin, které se budou zvySovat (Lougheed et al., 2011).
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5. Zaveér

Jelikoz je rod perloocek Daphnia povazovan za jeden z modelovych organismu, zda se byt
v porovnani s jinymi relativné dobfe prostudovany. Ve studiich z poslednich let zabyvajicich
se predevsim jejich genetickou diverzitou v Arktidé€ ale chybi souvislost s informacemi o jejich
prostfedi. Vzhledem k rychlosti oteplovani v arktickych oblastech se stavaji mistni ekosystémy
dobrym modelem pro vyzkum dopadi globalnich zmén na ekosystémové struktury. Proto je
stézejni propojit soucasné poznatky biotickymi i abiotickymi podminkami a prohloubit je za
ucelem ziskani kompletnich dat pro relevantni porovnavani zmén do budoucna. Tato prace se
zabyvala zakladnim shrnutim téchto podminek a stézejni literatury k tématu tak, aby na

vyzkum mohla byt navazana experimentalni ¢ast provadéjici mtDNA barcoding.
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