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Abstrakt

Perloocky (Crustacea, Branchipoda) jsou bohatou skupinou planktonnich korysu. Vyskytuje se
v nich mnoho kryptickych druht, které jsou zafazovany do druhovych komplexi. Tato prace se zabyva
zéstupci Celedi Daphniidae a Chydoridae, kteti obyvaji vodni Gtvary po celém svéte, ale nemaji dodnes
uplné objasnéné vSechny taxonomické vztahy. Pro rozpoznavani druht se vyuzivaji morfologické i
genetické analyzy. Jelikoz ale u nich dochézi k hybridizaci, je v nékterych ptipadech lepsi studovat
jejich genetické vzdalenosti. Pro genetickou analyzu daného taxonu se vyuzivaji genetické markery, coz
jsou useky DNA, kter¢ jsou pro kazdy druh jedine¢né. Vyuzivaji se i jaderné geny, nicméné na urovni
druhti poskytuji lepsi vysledky geny mitochondrialni. Nejvice se vyuziva prvni podjednotka cytochrom
¢ oxidazy (COI), dale 12S a 16S rDNA. Tyto geny casto poskytuji dobife podporované fylogenetické
stromy, nicméné¢ situace je u Daphniidae i Chydoridae natolik komplikovana, ze urceni pravidel pro
hranice druhd neni v tuto chvili mozné. Budouci studie by se mély (pokud to lze) vice zabyvat i
datovanim udalosti a vytvaret molekularni hodiny, zejména pro ¢eled’ Chydoridae, ktera i pres své

druhové bohatstvi zlistava ¢asto opomijena.

Kli¢ova slova: Daphniidae, Chydoridae, genetické markery, COI 12S rDNA, 16S rDNA

Abstract

Cladocera (Crustacea, Branchipoda) are a diverse group of planktonic crustaceans. There are
many cryptic species which form species complexes. Families Daphniidae and Chydoridae who live in
water bodies around the whole world, have not completely resolved taxonomy so far. Mophological and
genetic analyses are used for identifying species. It is often preferable to study their genetic distances,
because they frequently hybridize. The genetic markers (DNA sequences that are unique to each species)
are used for the genetic analysis of taxa. Although mitochondrial genes provide better results on a
species level, nuclear genes may also be used. Cytochom c oxidase subunit I (COI), 128 and 16S rDNA
are the most used mitochondrial genes. However, the situation in families Daphniidae and Chydoridae
is complicated and assigning precise genetic distance for delineation of the species is not easy, although
these genes allow well-supported phylogenetic trees. The future studies should examine more closely
the dating events and create molecular clocks, especially for the family Chydoridae, which is often

neglected despite its species diversity.
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1. UVOD

Perloocky jsou planktonni korysi zijici pievazné ve sladkovodnim prostredi. Obyvaji doCasné i
trvalé vodni nadrze. Jednad se o mikroskopické organismy, které¢ jsou ¢asto mensi nez 1 mm. Jsou
morfologicky i geneticky velmi variabilni a dodnes je jejich taxonomie nejasnd. Mezi druhy mohou
vznikat i hybridi, ktefi jsou morfologicky téZce rozeznatelni. Vysoka geneticka odlisnost se u perloocek
vyskytuje jak mezidruhova, tak v ramci druhti (Elias-Gutiérrez et al., 2008; Fryer, 1991; Korhola &
Rautio, 2001; Korovchinsky, 1997; Spears & Abele, 2000).

Pfi ur€ovani morfologicky obtizné identifikovatelnych druhti a pii sestavovani fylogenetickych
stromi nAm mohou pomoci molekularni analyzy, pii kterych se vyuzivaji genetické markery. Tyto
markery jsou kratké useky genetické informace, které¢ se mezidruhove i vnitrodruhové 1isi. Na zakladé
téchto rozdili mizeme stanovit pfibuznosti analyzovanych druhti nebo odhalit kryptickou diverzitu
(Patwardhan et al., 2014; Petrusek et al., 2008a; Xu et al., 2018). Vzacnéji se genetickd vzdalenost meti
pomoci variability poctu chromozomt, kterd vznika duplikaci celého genomu a/nebo hybridizaci

(Dufresne & Jeffery, 2011).

K molekularni analyze se vyuzivaji jaderné i mitochondrialni iseky DNA. Mitochondridlni
geny se vyviji rychleji nez jaderné, coz pomaha identifikaci blizce ptibuznych druhi (Hebert et al., 2003,
2004; Xu et al., 2018), nicméné¢ pro analyzy hlubsich fylogenetickych vztaht je pouziti jadernych geni
vyrazng uspésn€jsi. Vzhledem k tomu, Ze se mitochondridlni geny dédi po matetfské linii, neni vzdy

mozné identifikovat hybridy (Saccone et al., 1999).

Jako molekularni markery jaderné DNA se Casto vyuzivaji 18S rDNA, 28S rDNA a ITS (vnitini
transkribované spacery). Z mitochondridlnich gend se nejvice vyuziva prvni podjednotka protein

kédujiciho genu cytochrom ¢ oxidazy (COI), 12S a 16S rDNA.

Cilem této prace je zjistit, jaké genetické markery se nejvice vyuzivaji pro identifikaci
pribuzenskych vztahti mezi perloockami, konkrétn€¢ u celedi Daphniidae a Chydoridae, a popsat
genetickou variabilitu v téchto ¢eledich. Déle je cilem urcit, jaké genetické vzdalenosti se objevuji mezi
druhy a v ramci druhd, a zda lze tyto rozdily u vybranych gent zobecnit, at’ uz v ramci druht nebo mezi
jinymi taxonomickymi urovnémi. Na zéklad¢ zjisténych udaji se chcei také pokusit navrhnout dalsi

moznosti, jak tuto problematiku fesit v budoucnu.



2. CHARAKTERISTIKA SKUPINY CLADOCERA

2.1 Taxonomie

Perloocky jsou skupinou planktonnich zivoc€ichi, patficich do podkmene koryst (Crustacea).
Pro lepsi ptehlednost je mizeme delit do dalSich skupin — Anomopoda, Ctenopoda, Haplopoda a
Onychopoda, jedna se ale jen o jeden mozny pohled na jejich taxonomii. Cely fad Cladocera je
monofyleticky, stejné jako skupiny Anomopoda, Onychopoda a Haplopoda (Richter et al., 2007;
Sacherova & Hebert, 2003; Spears & Abele, 2000; deWaard et al., 2006). Ctenopoda jsou sesterskou
skupinou ke vSem ostatnim podiadim a zaroven podiad Anomopoda je sestersky k podiadiim
Haplopoda a Onychopoda (Martin & Cash-Clark, 1995). Zastupci skupin Anomopoda a Ctenopoda jsou
primarng filtratofi, zatimco Onychopoda a Haplopoda jsou predatoii (Spears & Abele, 2000). Skutecna
diverzita perloocek je mnohokrat vyssi, nez se predpokladalo a ve skupiné se vyskytuje mnoho
kryptickych druhti. Zastupci perloo¢ek se mohou tiidit do druhovych komplexli, mezi kterymi dochazi
ke kfizeni druhti (Forr6 et al., 2008; Huang et al., 2014).

Perloocky jsou starobylou skupinou. Pfedek perloocek pravdépodobné Zil jiz v prvohorach a
pfiblizné pied 300 miliony lety (v permu) se ze spolecného predka oddélily tfi linie vedouci k dne$nim
perloockdm (z prvni linie Ctenopoda, ze druhé Anomopoda a ze tfeti Onychopoda) (Negrea et al., 1999).
Linie, ze které pochazi zastupci ¢eledi Chydoridae se pravdépodobné objevila jiz pred 400 miliony lety
na zacatku prvohor (Sacherova & Hebert, 2003). Fosilni zdznam, ze kterého je patrné, Ze se jist¢ jedna
o predka perlooCek lze datovat do druhohor. V tomto obdobi nejspi§ dochazelo k velkému Sifeni
perloocek. Po rozpadu Pangey (pied 200 miliony lety) se od sebe zacaly nové vzniklé kontinenty
vzdalovat, stejné jako populace starobylych perloo¢ek (Korovchinsky, 2006; Kotov & Taylor, 2010).
Na pocatku tietihor postihlo perloocky, stejné jako ostatni druhy, vymirani kvili zménam klimatu.
Nicmén¢ mnoho druhii prezilo jak masivni vymirani na konci kiidy, tak i obdobi stfidani dob ledovych
ve Ctvrtohorach, zejména diky refugiim, ve kterych se zastupci perloo¢ek dale specializovali
(Korovchinsky, 2006). Na trovni rodt a druhovych komplexi dochazelo k diverzifikaci ptiblizné pred
180 miliony lety, vétSina dnesSnich druhii perloocek se diverzifikovalo pfiblizné pied 20 az 3 miliony

lety (Colbourne & Hebert, 1996; Cox & Hebert, 2001; Cristescu & Hebert, 2002).

2.2 Anatomie a morfologie

Perloocky jsou velké 0,3 - 6 mm (Olesen, 2014). T¢€lo je kryté schrankou a déli se na hlavovy
Stit a karapax, ktery je u dravych perloocek redukovany. Hlavovy §tit vybiha v rostrum, které je vyrazné

zejména u zastupct Celedi Chydoridae. K pohybu slouzi antény, coz jsou velka tykadla prvniho paru.



Mal¢ antenuly, tykadla druhého paru, funguji jako smyslovy orgén. Hrud’ nese pét az Sest pard

nesegmentovanych koncetin (Fryer, 1968).

2.2.1 RozmnoZovani a disperze

Perloocky se rozmnozuji tzv. cyklickou partenogenezi, v nékterych pfipadech se mize
objevovat obligatni partenogeneze. Partenogenetické samice rodi zivé juvenilni jedince, ktefi jsou
podobni dospélctim. Pokud se podminky prostiedi méni, jak abioticky (zména teploty, vysychani vody,
zména délky dne), tak bioticky (Ubytek potravy), zatnou samice klast haploidni vajicka, ze kterych se
lihnou samci (Fryer & Frey, 1981). Dochazi k oplodnéni samic a ze zygoty vznikaji odolna vajicka
schopna diapauzy, ktera jsou ulozena v efipiu, jenz se nachazi na hibeté¢ perloocky (kromé rodu
Leptodora, ktery je ma na abdomenu; Rossi, 1980). Efipium se uvolni bud’ svleCenim karapaxu
perloocky pfi ristu nebo po uhynu perloocky. V efipiu zlstavaji rezistentni vajicka, kterd vyckavaji na
vhodné podminky prostfedi (Caceres & Schwalbach, 2001). Z nich se pak lihnou partenogenetické
samice. Pfi zlepSeni podminek se ale nemusi vylihnout vSechna diapauzni vajicka, néktera zistavaji
neaktivni. Jedna se o tzv. bet-hedging strategii, ktera uchovava ¢ast vaji¢ek pro budoucnost pro ptipad,
ze se z ditvodu predCasného vyschnuti lokality nepodaii prvni viné potomkd dosdhnout dospélosti a
rozmnozit se (Céaceres & Tessier, 2003). Tato vajicka jsou Zivotaschopna po velmi dlouhou dobu, az po
nékolik stoleti (Caceres, 1998; Hairston et al., 1995). Vajicka se navic mohou §ifit pomoci zoochorie (v
petinebo v trusu vodnich ptakl, u Daphnia magna napt. v trusu kachen) nebo vétrem (Céceres & Soluk,
2002; Frisch et al., 2007), ptipadné vlivem lidské Cinnosti. Vajicka v né€kterych piipadech tvori
v nadrzich mnohem vét$i druhovou a genetickou diverzitu, nez aktivni obyvatelé téchto stanovist
(Brendonck & De Meester, 2003). Partenogeneticky cyklus s kratkou genera¢ni dobou je vyhodny

v podminkach, ve kterych neni mozné obnovovat populaci béhem celého roku (Fryer, 1991).

2.3 Ekologie

Daphniidae jsou primarné filtratofi ve sladkovodnim prostiedi (Olesen, 2014; Spears & Abele,
2000). Obyvaji riizné typy stanovist — od malych, ¢asto efemernich vod po velka jezera (Fryer, 1991),

vétSinou jsou to obyvatelé volné vody (pelagialu).

Zastupci skupiny Chydoridae jsou litoralné bentiéti Zivo¢ichové, svym zpisobem obzivy jsou
vazani k povrchim vodnich rostlin, kameni nebo sedimentu, ze kterych seSkrabavaji potravu,
ovsem néktefi Chydoridae mohou byt 1 fakultativnimi filtratory (Adamczuk, 2014). K drceni potravy
maji pfizptisobené mandibuly, které jsou velmi silné (Dole-Olivier et al., 2000). Druhova bohatost i §ite

habitatti je u Chydoridae vyrazné vétsi nez u Daphniidae.



3. GENETICKE MARKERY

Genetické markery jsou useky DNA, které predstavuji pro dané organismy jedinecné sekvence
DNA, diky kterym mizeme sestavovat fylogenetické stromy. Genetické markery jsou vyuzivany
k identifikaci druhd, v systematice, ve forenznich védach a podobné¢ (Yang et al., 2017). Pomahaji nam
zejména pii identifikaci blizce piibuznych druhti, které je slozité rozpoznavat pomoci morfologie
(Xu et al., 2018). Sekvence markert mohou byt u riznych druhti riizné dlouhé, jelikoz mira molekularni
evoluce se mezi riznymi Useky genomu a napti¢ taxony lisi (Hebert et al., 2003; Kabir et al., 2018). Pro
vyuziti genetickych markert je dilezita jejich odlisnost, ktera je dostate¢na pro rozliSeni samostatnych
druht, ale zaroven nesmi byt odli§na ptili§, abychom mohli dobte urcit pozici dané¢ho taxonu na zvolené
taxonomické trovni. Aby byl urcity geneticky marker vhodny pro praktické vyuziti, nesmi byt pfilis

dlouhy a musi byt relativné dobfte izolovatelny (Yang et al., 2017).

V praxi se vyuzivaji rizné genetické markery. V soucasné dobé se nejvice vyuziva sekvence
podjednotky I cytochrom ¢ oxidazy, ktera je soucasti mitochondridlniho genomu, a proto je velmi
vhodna pro zkoumani genetické variability na irovni druhll. Zaroven je ale jasné, ze pro $irSi vyuziti a
spravnost identifikace druhti musime vyuzivat vice markerti zaroven. Pokud totiz analyzujeme pouze
jednu sekvenci, vysledné fylogenetické stromy se mohou lisit v zavislosti na tom, jestli pochazeji
z jaderné ¢i mitochondrialni DNA. Dalsi z vyuzivanych mitochondrialnich genetickych markert je gen

12S rDNA nebo 16S rDNA (napft. Taylor et al., 1998; Thielsch et al., 2017; Zuykova et al., 2013a).

Nejenom pro zkoumani hlubsich fylogenetickych vztahil se Casto vyuzivaji genetické markery
z jadernych genii. PouZivanym markerem z jadernych gent i u perloocek jsou geny 18S rDNA,
28S rDNA nebo vnitini transkribované spacery (ITS); napt. Spears & Abele, 2000; Taylor et al. 2002).
U jinych skupin Zivo€ichli (napf. Anthozoa, Monogenea nebo Arachnida) se muze pouzivat i gen
5,8S rDNA (naptf. Hansen et al., 2020; de Matos et al., 2014; Thomas & Hedin, 2008), ovSem u

perloocek se témer nevyuziva.

3.1 Markery jaderné DNA

3.1.1 18S rDNA

18S rDNA je ve studiich vyuzivana zejména pro vztahy vysSich taxonomickych celkli od
podceledi k tfidam (pro Branchiopoda napiiklad Sacherova & Hebert, 2003; Spears & Abele, 2000;
deWaard et al., 2006), jelikoz se vyviji pomaleji (Hillis & Dixon, 1991).



3.1.2 28S rDNA
Ve studiich se tento geneticky marker osvéd¢il jako vhodny pro zkoumani vysSich
fylogenetickych vztahti, n€kdy i na trovni druht, ale vétSinou v kombinaci s jinym, napiiklad

mitochondridlnim genem (Decker, 2016; Domel et al., 2015; Mukha et al., 2002).

3.1.31TS-1,ITS-2

U eukaryotickych organismil se nachazi jaderné rRNA geny, které jsou organizovany do klastrii.
Tyto klastry obsahuji podjednotky genil 18S, 5,8S a 28S. Mezi témito podjednotkami se nachdzi vnitini
traskribované spacery (ITS), které jednotlivé geny oddeluji. Gen 18S a 5,8S oddé&luje ITS-1, geny 5,8S
a 28S oddéluje ITS-2 (Belyaeva & Taylor, 2008; Fritz et al., 1994; Gomez-Zurita et al, 2000). S pomoci
téchto  markeri  mizeme  zjiStovat  fylogenetické  vztahy na  mnoha  Urovnich
(Hershkovitz & Lewis, 1996; Vierna et al., 2010). V téchto jadernych markerech se vyskytuje mnoho
inzerci a deleci, které mohou obsahovat substituce nebo dochazi ke zméné délek repetici (Mukha et al.,

2002; Schwenk et al., 2000).

5.88
188 ITS1 ITs2 288 NTS 188 IS4 sz 288

DAMS 18 DAMS 28

Obr. 3: Schéma eukaryotickych tandemicky se opakujicich usekti rDNA; 18S, 5.8S, 28S-ptislusné
ribosomalni RNA geny; ITS1 a ITS2-ptislu$né vnitini transkribované spacery; NTS-netranskribovany

spacer. Upraveno a pfevzato z Mukha et. al., 2002.

3.2 Markery mitochondrialni DNA

Mitochondrialni genom je v mnoha znacich pro urCovani nizSich taxond lepsi nez jaderny,
jelikoZ neobsahuje introny a v buiikach se nachdzi ve vét§im poctu kopii. U mitochondridlnich genomi
ale dochazi k dédi¢nosti po matefské linii, coz mize zkomplikovat identifikaci hybridnich populaci
(Saccone et al., 1999). Perloocky se nicméne rozmnozuji cyklickou partenogenezi a prevazuje dédi¢nost
po mateiské linii. Mitochondrialni genom se vyuziva vice nez jaderny, jelikoz se rychleji vyviji (Hillis

& Dixon, 1991). Rychlejsi vyvoj genu vede k hromadéni variaci mezi blizce ptibuznymi druhy.

3.2.1 Cytochrom c oxidaza podjednotka 1 (COI)

Cytochrom c oxidaza podjednotka I (dale jen COI) je gen kodujici protein v mitochondrialnim
genomu. Nukleotidy COI vykazuji ve tfeti pozici vysoky vyskyt substituci bazi, coz naznacuje
dostatecné rychly vyvoj, ktery umoziniuje rozliSeni nejen piibuznych druhti, ale také fylogenetickych
skupin v ramci jednoho druhu. To zajistuje pomérné dobré urceni fylogenetickych vztahti (Hebert et al.,

2003). Tento usek DNA byl také navrzen pro tzv. barcoding, tedy vyuziti u Sirokého spektra



bezobratlych tak, aby bylo mozné srovnani i mezi taxonomicky vzdalen¢jsimi skupinami (Hebert et al.,
2003). Jejim pfinosem pro taxonomické studie je mozné odhaleni kryptickych druhti (Elias-Gutiérrez

et al., 2008).

COI tak jiz v minulosti byla uspésné pouzita k identifikaci mnoha druhti zivocichti, naptiklad
ptakd (Hebert et al., 2004), pavoukti (Barret & Hebert, 2005), korysi (Costa et al., 2007; Elias-
Gutiérrez et al., 2008), ryb (deWard et al., 2006) a hmyzu (Hebert et al., 2003), ale i perloocek (Cox &
Hebert, 2001). COI miize byt vhodng&jsim markerem pro uréovani druhii, nez markery 12S a 16S rDNA,

jak se ukazalo ve studii perlooc¢ek rodu Daphnia (Colbourne et al., 2006).

COI ma dvé vyhody, zaprvé ma vétsi rozsah fylogenetického signalu nez jiny mitochondrialni
gen a zadruhé mizeme vyuZzivat univerzalni primery, které umoznuji jeji amplifikaci (Hebert et al.,
2003). COI vétsinou neobsahuje indely, coz jsou inzerce i delece bazi v genomu, které Casto vedou
k posunu ve c¢tecim ramci (vyjimka napf. u 5 fadt pavoukovci-Mesostigmata, Opiliones,
Pseudoscorpiones, Sarcoptiformes, Trombidiformes [Young & Hebert, 2015]). VétSinou se vyuziva
usek dlouhy ~650 bp v blizkosti 5” konce COI (Costa et al., 2007). Jeji nevyhodou je vSak jeji podstata
— jedna se o mitochondridlni gen, ktery se podle pravidel dédi po matefské linii. To miize zptisobovat
nejasnosti u hybridizace, kdy potencialni hybrid ziska alelu mitochondridlniho genu pouze od matky a
na prvni pohled se tedy v mitochondrialni DNA jevi jako jeden druh. Kvuli tomu vznikaji zmatky v

taxonomii a systematice, coz mizeme pozorovat i u perloocek (deWard et al., 2006).

Vyuzivani sekvence COI bylo navrzeno, kromé Zivocichil, i pro molekularni analyzu skupin
Fungi nebo Protista (Inagaki et al., 1998), naopak jako nevhodna se ukdzala v ptipadé rozpozndvani
druht rostlin. U rostlin je totiz divergence sekvenci mitochondrialni DNA mnohem niz$i (Kress et al.,

2005)

3.2.2 12S rDNA

Gen 12S rDNA se vyviji az 1,5 krat rychleji nez gen 16S rDNA, z tohoto diivodu byl v nékterych
pripadech pfi sestavovani fylogenetickych stromtl pfinosnéjsi nez gen 16S rDNA (Taylor et al., 1998;
Zuykova et al., 2013a).

3.2.316S rDNA

Fragment genu 16S rDNA se vyviji az 1,5 krat pomaleji nez 12S rDNA (Taylor et al., 1996;
Zuykova et al., 2013a). U rodu Daphnia gen 16S rDNA l1épe identifikuje druhy a skupiny blizce
pribuznych druhti nez hluboké evoluéni vétve, jakymi jsou naptiklad vztahy mezi podrody Daphnia a
Ctenodaphnia (Zuykova et al., 2016). Podobna zjisténi i pti analyze Chydoridae (Sacherova & Hebert,
2003). V n¢kterych piipadech se gen 16S rDNA projevil jako velice uzite¢ny. V ptipadé, kdy gen COI
vykazoval malé fylogenetické signaly, u genu 16S rDNA tomu bylo naopak. U krabli rodu Austinica se

stal uZite¢nym pro identifikaci fylogenetickych vztahti na Grovni druhii (Harrison, 2004).



3.3. Faktory ovliviiujici genetické vzdalenosti

vvvvvv

stanovist, moznost pienosu mezi témito stanovisti (disperze), a evoluc¢ni historie dané skupiny, tedy
vyvoj daného taxonu v Case. Velikou roli hraje téz zplisob rozmnoZovani a tim i dédi¢nost pouzitych

gent, jak je zminéno vyse.

Pti zkoumani genetickych vzdalenosti ma na miru odlisnosti vliv izolace stanovist. Populace
nemusi byt ptili§ geograficky vzdalené, aby vykazovaly vyssi rozdily ve zkoumanych genech. (napf.
populace z Argentiny; Adamowicz et al., 2004). Zkoumani jedinci z téchto druhti obyvali vodni nadrze
ve stfedni a jizni Casti Argentiny. Je tedy mozné, ze takto vysoké rozdily v genu COI mohou byt

v

pomoci vektori, anebo jim to trva delsi dobu.

Vektory pro své Sifeni vyuzivaji rizni clenové zooplanktonu, véetné perloocek. Mtize jim byt
vitr nebo dést, ale vyuzivaji i vektory zvifeci, zejména vodnich ptaku. Efipia se mohou dostat napt. na
ptaci pefi (tzv. epizoochorie), ve kterém jsou pfenesena na jina stanoviste. Dalsi dilezity zpasob, jak se
mohou perlooc¢ky §ifit pomoci zoochorie je endozoochorie, kdy se efipia mohou dostat do jinych oblasti
trusem ptakd. Tento ptipad Sifeni byl pozorovan naptiklad u druhu Daphnia magna, ktera byla schopna
se vylihnout z trusu kachen (Frisch et al., 2007). Pfenos pomoci ptacich vektori se povazuje za
vysvétleni v ptipadech, kdy je nalezena geneticka podobnost populaci z mist, ktera lezi na migra¢nich

trasach ptakt (naptiklad Adamowicz et al., 2009).

Dalsim zptuisobem, jak se mohou perlooc¢ky dostat na nova stanovisté je lidskou ¢innosti. Tento
priklad invazi byl n¢kolikrat v historii pozorovan v Australii a vyjimkou nejsou ani perlooc¢ky. Byl zde
totiz objeven druh rodu Chydorus, ktery v Australii nevykazoval zadné genetické rozdily v genu COL.
Pti porovnani se zastupcem druhu Chydorus sphaericus z Némecka byl objeven rozdil v genu COI 3 %.
Je tedy mozné, ze se n&jaky jedinec z evropské populace mohl dostat do Australie, kde se rozsitil. Na
takovou vzdalenost je vysoce pravdépodobné, Ze to bylo s lidskym pti¢inénim (Hebert & Cristescu,

2002, Sharma & Kotov, 2014).

Neopomenutelnou soucasti posuzovani vyznamu genetickych vzdalenosti je evoluéni historie
daného taxonu, tedy jeho staii a oddéleni od dalsich vyvojovych linii. Casovou osu ndm mohou pomoci
odhadnout tzv. molecular clocks, které jsou ale nejpiesnéjsi tam, kde zndme néjakou udalost, ktera dané
linie od sebe oddélila (fosilni nalezy, oddéleni kontinentu, zdvih pohofi atd.) (napf. Cristescu & Hebert,
2002; Van Damme & Kotov, 2016). Diky molecular clocks naptiklad vime, ze skupina Chydoridae se
diverzifikovala diive, nez skupina Daphniidae (pfed 400 miliony lety) (Negrea et al., 1999; Sacherova
& Hebert, 2003).



3.4. Vyuziti genetickych markerii u jinych skupin kmene Arthropoda

I'u jinych skupin kmene Arthropoda se hojné vyuziva COI jako geneticky marker (napt. Bennet
et al., 2016; Decker, 2016; Knox et al., 2011). U kazdé skupiny je mira genetickych vzdalenosti odli$na,
nicmén¢ v ramci druhtl je pomérné nizka (az na vyjimky se pohybuje v rozmezi do 5 %, u vyssich
rozdilli se mize jednat o kryptické druhy - napt. rod sekact Fumontana nebo nékteré linie druhu
pavouka Pallenopsis patagonica (Harder et al., 2016; Raschmanova et al., 2017; Thomas & Hedin,
2008).

Podobné vyrovnané hodnoty rozmezi genetické variability u genu COI miizeme pozorovat i pfi
porovnani rozdilnych druhii. U riznych druhti pavoukovcii se mezidruhové rozdily pohybuji pro gen
COI mezi 11-20 % (Domel et al., 2015; Harder et al., 2016; Weis et al., 2014). Obdobné vyrovnané
hodnoty pro gen COI (i kdyz fadové odlisné) mizeme pozorovat mezi druhy chvostoskokt (19,2 —
24 %) nebo stonozek (5,30 - 8,20 %) (Decker, 2016; Raschmanova et al., 2017). V porovnani se zcela
carinata x D. nivalis az po jednu z nejvyssich u D. curvirostris x D. hrbaceki, ktera dosahuje odliSnosti
az 23 %; Burns et al., 2017; Juracka et al., 2010) se zdaji byt taxonomické vztahy u jinych skupin
Arthropoda jasnéjsi. Tyto genetické rozdily u perloocek ale mohou byt zptisobeny vysokym vyskytem
kryptickych druhd nebo velmi kratké generacni doby (Jeffery et al., 2011; Patwardhan et al., 2014;
Xu et al., 2018).



4. POUZITI GENETICKYCH MARKERU U CELEDI
DAPHNIIDAE

Ve své praci se chci zaméfit na genetické vzdalenosti u perloocek. Nejvice prostudovanou
skupinou ze vSech perloocek jsou pravé Daphniidae. Ackoli se v této skupin€ nachazi vice podrodi,
nejlépe prostudovani jsou zastupci podrodu Daphnia, ktery je monofyleticky (Coulbourne & Hebert,
1996). Pomoci genetickych markerti byly nalezeny a popsany nové druhy (napt. Juracka et al., 2010),
fada kryptickych druhti ale na své popsani zatim ¢ekd. Rod Daphnia se sklada z n€kolika podrodd,
z nichz piedstavim ty nejlépe prostudované. U podrodu Daphnia se zaméfim i na nékolik vyznamnych

druhovych komplexd.

4.1 Podrod Daphnia

Podrod Daphnia je nejvétsi skupinou perloocek ¢eledi Daphniidae, vykazuje nejvétsi druhovou
diverzitu. Druhy fadime do celkem Sesti komplex, které se zacaly diversifikovat pfiblizné pied 180
miliony lety (Coulbourne & Hebert, 1996). U zastupctd se hojné vyskytuje hybridizace, kterd mize byt
zpusobena pomalejSim vyvojem reprodukéni izolace, nez je rychlost vyvoje u izolace genetické

(Schwenk et al., 2000).

4.1.1 Druhovy komplex Daphnia longispina

Tento druhovy komplex je jeden z nejbézné&jsich v holarktické oblasti. Do tohoto komplexu
fadime druhy D. longispina, D. galeata, D. dentifera, D. lacustris, D. cucullata, D. hyalina, D. rosea,
D. thorata a D. umbra. NejCast€ji pouzivanymi markery ve fylogenetickych studiich byly
mitochondridlni geny 12S rDNA, 16S rDNA a COI (napt. Zuykova et al., 2013b, 2016, Schwenk et al.,
2000 a dalsi). Druhy z komplexu Daphnia longispina jsou si morfologicky velmi podobné a ¢asto mezi
nimi dochazi k hybridizaci (Petrusek et al., 2008a). Vnitrodruhova hybridizace a introgrese maji velky
vliv na zmény fenotypu, proto je naro¢né zaradit jedince ke spravnému druhu pomoci morfologie.
K vyfeseni tohoto problému nam mohou pomoci genetické studie (Dlouha et al., 2010; Taylor et al.
1998; Xu et al., 2018). U populaci ze severni ¢asti Palearktidy (asijska ¢ast Ruska) vytvotila Daphnia

longispina spolecné s druhy D. galeata, D. cucullata, D. dentifera a D. umbra monofyletickou skupinu

(Zuykova et al., 2013a, 2013b, 2018b).

Daphnia longispina je velmi variabilni druh, u kterého se vyskytuje vysoky vnitrodruhovy
polymorfismus. Tento vysoky polymorfismus by mohl byt zptisoben kombinaci introgrese a hybridizace
mezi blizce pfibuznymi druhy, mezi kterymi se dostate¢né nevyvinula reprodukéni izolace. Tyto jevy
muzeme pozorovat napiiklad u druhu Daphnia longispina s druhy D. galeata (Coulbourne & Hebert,
1996; GeBler & Englbrecht, 2009; Markova et al., 2017; Nilssen et al., 2007; Schwenk et al. 2000;
Zuykova et al., 2013b, 2016;).



Zuykova a kolektiv (2013a, 2016) zkoumali ptibuznost populaci druhu D. longispina
v horskych jezerech pohoti Altaj a Sajany. Zjistili, Ze na trovni genu 16S rDNA se vnitrodruhové
rozdily pohybuji kolem 0,6 %. Podobné tomu bylo i na urovni genu 12S rDNA, kde byly rozdily
ponekud vyssi, a kdyz byly ke zkoumanym populacim pfidany sekvence ziskané z GenBank (Némecko,
Nizozemi, Ceské republika), zvysily se vnitrodruhové rozdily na 1,3 %. Autofi z téchto zjisténi
vyvozuji, ze rozdily jsou pomérné velké a zkoumané populace v sobé skryvaji i kryptické druhy nebo

se jedna o pocatecni fazi speciace (Zuykova et al., 2013a, 2016).

Pokud se vratime k jiz zminovanym ruskym populacim druhu D. longispina, a porovname jejich
genetické vzdalenosti od druhu D. galeata ze stejné oblasti, pozorujeme pro gen 16S rDNA rozdily
v rozmezi od 7,8 do 9,9 %. Pii zkoumani dal§iho genu, konkrétn¢ genu 12S rDNA, byl mezidruhovy
rozdil velmi podobny, a to 8,1 % (Zuykova et al., 2013a, 2013b). Pfi studiu nové rozpoznanych
kryptickych linii (I, IV, V, VI) Daphnia longispina s jedinci D. galeata ze sttedni a severni ¢asti Evropy
(Petrusek et al., 2012) byly ale objeveny vyss$i hodnoty mezidruhovych rozdili pro gen 12S rDNA -
10,8 az 17,6 %. Ve stejné studii byla zkoumana i odlisnost genu COI, ktera dosahovala hodnoty 12,4 %.
Populace zahrnuté v této studii oviem pochazi z geograficky velmi odlignych oblasti od Spanélska, Italie
a Recka na jihu po Skandinavii a deltu feky Pedory na severu. V ramci zkoumanych populaci v této
praci tak byla pozorovana bohatd kryptickd rozmanitost (zejména v oblasti delty feky Pecora), ktera
mohla byt zpiisobena absenci ledovce na této lokalité béhem vétSiny posledni doby ledové a mohlo se
tak jednat o vyznamné refugium. U téchto populaci je ale nutné provést dalsi studie, vcetné

morfologickych, aby bylo mozné s jistotou urcit, o jaké druhy se jedna (Petrusek et al., 2012).

Podobnych hodnot genetickych vzdalenosti jako pti srovnani D. longispina a D. galeata v genu
12S rDNA vykazovala i analyza mezidruhovych rozdili 12S rDNA u D. longispina a D. umbra, ktera
byla ve studii riznych populaci (Evropa a Severni Amerika) 12 % (Schwenk et al., 2000).

Dal$im druhem, ktery spada do komplexu D. longispina a tvofi s druhem D. longispina
monofyletickou skupinu je druh Daphnia dentifera. Jedna se o druh, ktery v mirnych oblastech obyva
sesterskou skupinou, D. thorata, které se v genu 12S rDNA lisily o pouhych 0,23 %. Tyto dva sesterské
druhy (populace ze Severni Ameriky) se od svych protéjski z Evropy (populace D. rosea a D. hyalina)
lisily 0 4,2 % pro gen 12S rDNA a o0 8,3 % pro gen COI (Schwenk et al., 2000; Zuykova et al., 2018a).

Rozsitenym druhem z komplexu Daphnia longispina je 1 jiz zmihovany druh D. galeata,
ktery tvofi spole¢né s D. longispina monofyletickou skupinu. D. galeata vykazuje v genu 16S rDNA
nizky vnitrodruhovy rozdil (0,4 %). Podobnou genetickou vnitrodruhovou variabilitu vykazoval druh
D. galeata i na urovni genu COI, ktera byla v priméru 0,8 % (Zuykova et al., 2013a, 2013b, 2016).
Podobné nizkou vnitrodruhovou variabilitu pfineslo srovnani klont D. galeata z riznych oblasti Evropy

(Spanélsko, Italie, Norsko a Island), ktera byla v pruméru 0,79 % (Schwenk et al., 2000).
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Jak jsem jiz zminila vySe, mezidruhovy rozdil v genu COI byl mezi druhy D.galeata a D.
longispina 12,4 % (Petrusek et al., 2012). Podobné hodnoty vykazovalo i srovnani mezidruhové
variability v genu 12S rDNA, ktera byla u druht D. galeata a D. cucullata 10 %. Tuto hodnotu vSak
nepiekrocila. Podstatné niz§i mezidruhovou variabilitu najdeme mezi druhy D. galeata a D. mendotae,
kterd u genti 125 rDNA a COI nepiekrocila hranici 1 %. Pokud se ale vySe zminéné evropské klony
D. galeata porovnaly s jedinci D. dentifera ze Severni Ameriky, vzrostl mezidruhovy rozdil na 1,25 %.
V této studii byly mimo jiné zkoumdany i jaderné geny ITS-1 a ITS-2, které odhalily mezidruhové
odlisnosti u D. galeata a D. cucullata (0,3 %) a mezi D. galeata a D. umbra (2,6 %) (Schwenk et al,
2000).

Taxonomické postaveni druhu Daphnia umbra neni dodnes zcela jasné. Morfologicky je velmi
podobna D. longispina, diive byla pfifazovana k riznym druhtim (napt. k D. longispina nebo k
D. dentifera). Mozna se jedna o sestersky druh Daphnia lacustris a tvori spolu vétev v komplexu
D. longispina (Nilssen et al., 2007), jiné analyzy toto seskupeni pfili§ nepodporovaly (Petrusek et al.,
2008a). Rozsah vnitrodruhovych rozdilt je u D. umbra velmi variabilni. Pro gen 16S rDNA nebyly
z4dné odlisnosti v ramci druhu nalezeny, v dané studii se ale analyzovalo pouze pét sekvenci z relativné
malého uzemi (Zuykova et al., 2016). Pti porovnani sekvenci 12S rDNA byly mezi populacemi tohoto

druhu rozdily v rozmezi 1,2-3,1 % (Schwenk et al., 2000; Zuykova et al., 2013a, 2018a).

Blizkou ptibuznost D. umbra a D. lacustris potvrdila analyza genu COI, kde byl rozdil mezi
druhy 2,6 % a zaroven byl potvrzen monofyleticky vztah D. umbra a D. lacustris. Sibitské linie druhu
D. umbra tvori odd€lené mitochondrialni vétve od evropskych populaci, nicméné v jiné studii (Nilssen
et al., 2007) byla objevena geneticka vzdalenost mezi D. umbra a D. lacustris, ktera dosahovala hodnot
az 18 % pro gen 12S rDNA. Tyto genetické rozdily mohou byt zplsobeny dlouhodobou geografickou
izolaci (Nilssen et al., 2007; Zuykova et al., 2018a).

Vnitrodruhové vzdalenosti u druhu Daphnia lacustris byly pro gen 12S rDNA velmi nizké (0-
1,0 %). Populace se lisily pouze jednobodovymi nebo dvoubodovymi mutacemi, pfestoZze srovnavané
populace byly z geograficky rozsahlé oblasti zejména z Norska a Finska s jednou populaci z Polska

(Nilssen et al., 2007).

Dal§im zkoumanym druhem je Daphnia hyalina. Vnitrodruhové rozdily genu 12S rDNA mezi
evropskymi a africkymi populacemi D. hyalina byly 0,7 %. Blizce pfibuznym druhem D. hyalina je
D. rosea, mezi nimiz jsou pozorovany morfologické odlisnosti. Nicméné rozdily na urovni genu 12S
rDNA a COI mezi témito druhy neptekroCily 1 %. Je tedy mozné, Ze se morfologické znaky méni
v zavislosti na lokalnich ptirodnich podminkach a ve skutecnosti se miize jednat o jeden druh, ktery je

morfologicky velmi plasticky (GeiBler et al. 1999; Petrusek et al., 2008a; Schwenk et al., 2000).

V nékterych studiich jsou porovnavany i rozdily mezi druhy z riiznych druhovych komplext.
Takovym prikladem je napiiklad D. longispina s D. pulex. Vysoké hodnoty mezidruhovych genetickych
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vzdalenosti na Grovni genu 16S rDNA byly nalezeny mezi sibifskymi populacemi D. longispina a
D. pulex, konkrétné 19 %. Mnohem vyssi hodnoty byly popsdny mezi severoamerickymi populacemi
D. longispina a D. pulex na Grovni genu 12S rDNA, které byly v rozsahu 26,8-29 %. Kromé toho, Ze
D. pulex patii do jiného druhového komplexu, jednalo se také o geograficky vzdalené populace

(Colbourne & Hebert, 1996; Zuykova et al., 2013a).

Zcela nejvyssich hodnot pfi porovnani mezidruhovych genetickych vzdalenosti dosahla analyza
genu 12S rDNA mezi D. longispina a podrodu Ctenodaphnia, ktera dosahovala hodnot 30,8 %, coz ale
potvrzuje piislusnost D. longispina k podrodu Daphnia (Colbourne & Hebert, 1996).

Da se tedy fici, Ze pokud jsou druhy komplexu D. longispina geograficky blizké, rozdily jsou
v ramci druhu i mezi druhy nizké. Se zvysujici se geografickou vzdalenosti se genetické rozdily
v genech také zvySuji. Vnitrodruhové rozdily jsou mezi druhy komplexu D. longispina v rozmezi 0-
3,1 % u mitochondridlnich gent. Toto rozmezi je i v souladu s navrhem N. W. Jefferyho a kol. (2011),
ze zastupci jednoho druhu nevykazuji vice nez 3 % genetické vzdalenosti. Mezidruhové rozdily byly
vice variabilni, hodnoty se velmi ¢asto pohybovaly pro mitochondrialni geny okolo 10 % (napf. Zuykova
et al., 2013a, 2013b), ovSem byly nalezeny i vyrazné¢ vetsi odchylky (az do 29 %) (napt. Colbourne &
Hebert, 1996; Petrusek et al., 2012; Zuykova et al., 2013b). Velmi nizké rozdily byly objeveny pii
porovnani druht D. dentifera x D. thorata a D. galeata x D. mendrotae, které neptekroCily 1,25 %
v genu 12S rDNA (Schwenk et al., 2000). Tyto skupiny by jisté bylo dobré znovu zanalyzovat a zjistit
genetické vzdalenosti i pro ostatni geny. Pro jaderné genetické markery ITS-1 a ITS-2 byly rozdily mezi
druhy v rozmezi 0,3-2,6 % (Schwenk et al., 2000). Pro jaderné markery to ale neni ptili§ nizka odlisnost,
jelikoz se jaderny genom vyviji pomaleji nez mitochondrialni (Hillis & Dixon, 1991). Zvlastni pozornost
by se v budoucnosti mohla vénovat druhu Daphnia umbra, ktera vykazovala vysokou vnitrodruhovou
variabilitu v genu 12S rDNA az 3 % (Zuykova et al., 2018a), ale od D. lacustris ji délil rozdil v genu
12S rDNA pouze 0,5 % a v genu COI jen 0,9 % (Zuykova et al., 2018a). V jiné studii byly ale genetické
vzdalenosti mnohem vyssi (az 18 % v genu 12S rDNA; Nilssen et al., 2007). Je tedy opravdu mozné, ze
se jedna o sesterské taxony (Nilssen et al., 2007), v pfipad¢ nizkych odliSnosti se mize jednat o

hybridizaci nebo o kryptické druhy nebo mohlo dojit k zaméné druhi.

4.1.2 Druhovy komplex Daphnia pulex

Jedna se o jeden znejvice riznorodych druhovych komplexid, nachazi se zde druhy jak
s cyklickou, tak obligatni partenogenezi (Crease et al., 1990; Hebert, 1981). Do této skupiny fadime D.
pulex, D. pulicaria, D. tenebrosa, D. melanica, D. middendorffiana a dalsi. Komplex se déli do tii
hlavnich vétvi: - D. pulex, D. pulicaria a D. tenebrosa (Colbourne et al., 1998). Ve vyvoji komplexu
hraly velkou roli hybridizace a introgrese (Vergilino et al., 2011). Nejvice zkoumanym markerem byly

mitochondridlni geny COI, 12S rDNA a 16S rDNA, z jadernych genti 18S rDNA.
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Mezi lokalnimi populacemi Daphnia pulex byla zaznamenéna nizka diverzita, ktera se pro gen
16S rDNA u populaci v Cin& pohybovala v rozmezi 0-1 % (Wang et al., 2016), u jiné populace (jezero
Cany v Rusku) byla vnitrodruhova divergence az 3 % (Zuykova et al., 2013b). Pokud se regiondlni
populace z Ciny analyzovaly s geograficky vzdalenymi oblastmi (Kanada, Rusko), hodnoty pro gen 16S
rDNA vystoupaly z rozmezi 0-1 % aZ na hodnotu 9,8 % (Wang et al., 2016). Zcela jinym piikladem
byla studie z Mongolska, kde se u druhu D. pulex ze jednoho jezera jedinci lisili v genu 16S rDNA az o
8,6 % (Zuykova et al., 2016). Takto vysoké hodnoty mohou byt znamkou ptitomnosti komplexu druhti
nebo kryptickych druhti (Zuykova et al., 2013a)

I v ramci genu 12S rDNA byly u D. pulex objeveny vysoké vnitrodruhové rozdily, které se
pohybovaly okolo 8 %. Vysoké mezidruhové rozdily pro genu 12S rDNA byly objeveny mezi D. pulex,
D. longispina a D. curvirostris, které se od D. pulex lisily az 0 29 %, respektive 0 26,9 % (Colbourne &
Hebert, 1996; Zuykova et al., 2016).

Pro gen COI byly objeveny lokalné nizké rozdily mezi ¢inskymi populacemi (0-1,5 %), ale jako
v ptipadé genu 16S rDNA se pfi srovnani s geograficky vzdalenymi populacemi (Kanada) stejného

druhu tyto hodnoty zvysily az na 10,5 % (Wang et al, 2016).

Jaderny gen 18S rDNA také vykazoval nizkou vnitrodruhovou diverzitu v ramci jedné lokality
(0-2 %). Na rozdil od genti 16S rDNA a COlI, - se rozdily na urovni genu 18S rDNA -, pfi srovnani se
vzdalenymi populacemi z Kanady nezvysila. Naopak, rozdily se mezi geograficky vzdalenymi

populacemi pohybovaly v rozmezi 0,45-0,64 % (Wang et al., 2016).

Druhové bariéra mezi druhy Daphnia pulex a D. pulicaria, je velmi nizkd. Jsou si navzajem
morfologicky velmi podobné, situaci navic komplikuje Casta hybridizace mezi t€mito ptibuznymi druhy
(Crease et al., 2012). I kdyZ se dfive uvazovalo o moznosti, Ze se jedna o sesterské taxony, tento nazor
byl vyvracen. Tyto dva druhy se ziejmé odd¢lily pred 82 tisici lety (Omilian & Lynch, 2009). Hybridi
D. pulex a D. pulicaria se v ptirodé rozmnozuji obligatni partenogenezi, avSak bylo pozorovano i
potomstvo vyprodukované pohlavnim rozmnozovanim, ale jen v laboratornich podminkach (Heier &
Dudycha, 2009). Tyto druhy se také 1isi svoji ekologii - D. pulex se obvykle vyskytuje v efemernich

vodach bez pfitomnosti ryb, zatimco D. pulicaria obyva ptedevs§im jezera (Omilian & Lynch, 2009).

O tomto druhovém komplexu je celkové méné dostupnych informaci, vnitrodruhové rozdily se
opét pohybovaly v rozmezi 0-3 % (Wang et al., 2016; Zuykova et al., 2013b), v n¢kterych piipadech
tuto hranici rozdily ptekroc€ily (napt. Zuykova et al., 2016). Opét mlizeme pozorovat tendenci, kdy se
geograficky vzdalené populace (z jinych kontinentl) odliSuji vice (napf. Wang et al., 2016). Nejvyssi
mezidruhova variabilita byla pozorovana u D. pulex s D. longispina (az 29 % pro gen 128 rDNA), coz
ale mize potvrzovat pfisluSnost téchto druht k jinym druhovym komplextim (Colbourne & Hebert et

al., 1996). Co se tyka jaderného genu 18S rDNA, navrhuji dalsi genetické analyzy, jelikoZ se v jednom
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ptipadé¢ az 2% odchylky u geograficky blizkych populaci pfi srovnani s populacemi z jiného kontinentu

snizily pod 1 % (Wang et al., 2016).

4.1.3 Druhovy komplex Daphnia obtusa

Daphnia obtusa se dnes vyskytuje na vSech kontinentech krom¢ Antarktidy, pfed vice nez
dvaceti lety byla pravdépodobné zavleCena do Australie (Benzie & Hodges, 1996). Podle
Adamowiczové a kol. (2009) se komplex skladda z dvanacti druht, které tvoii na jednotlivych
kontinentech monofyletické skupiny, pro Severni Ameriku jsou to naptiklad druhy: Daphnia obtusa, D.
pileata, D. prolata, D. izpovdala, D. neoobtusa a D.cheraphila (Adamowicz et al., 2009). Pti analyze

genetickych vzdalenosti byl nejvice pouzivan gen COL.

Na urovni tohoto genu byl mezi populacemi z Argentiny u druhu Daphnia obtusa poméerné
velky rozdil, hodnoty dosahovaly 4,3 % (Adamowicz et al., 2004). Podobny rozdil byl mezi dvéma
geograficky oddélenymi populacemi D. neo-obtusa ze severoamerickych stati Oregon a Kalifornie,
ktery dosahoval hodnoty 5,2 %. Autofi z tohoto rozdilu vyvozuji, Ze se jedna o geograficky dobie
oddélen¢ fylogenetické linie (Penton et al., 2004).

Dal$imi druhy, pro které jsem v literatuie nasla udaje, jsou Daphnia izpovdala a D. pileata.
Vnitrodruhové rozdily u prvniho druhu byly na Grovni genu COI v rozmezi 0,4-0,7 %. Pii porovnani
sekvenci COl mezi D. izpovdala a jeho nejblize ptibuzného druhu D. pileata byly zaznamendny vysoké

genetické vzdalenosti - 17,9 %. Jedna se tedy o dobfe odd¢lené druhy (Kotov & Taylor, 2010).

Tento druhovy komplex ziejmé na svou revizi ¢eka. I kdyz se u D. izpovdala vnitrodruhové
rozdily pro gen COI pohybovaly v rozmezi 0,4-0,7 % (Kotov & Taylor, 2010), vnitrodruhové rozdily u
D. obtusa a D. neo-obtusa dosahovaly hodnoty az 5,2 % (Adamowicz et al., 2004; Penton et al., 2004).
Muze se tedy jednat o hybridizaci nebo o kryptické druhy, jelikoz zkoumané populace nerozdélovala
velka geograficka vzdalenost (stfed az jih Argentiny). Je ale mozné, Ze pohoti Andy tyto populace dobie

geograficky odd¢€luje po dlouhou dobu.

4.1.4 Druhovy komplex Daphnia laevis

Do tohoto amerického komplexu druhti fadime nejméné pet morfologicky kryptickych druhi -
D. laevis laevis, D. laevis gessneri, D. magniceps, D. magniceps pacifica a D. dubia. Mezidruhovy
rozdil na trovni genu 16S rDNA se v tomto komplexu pohybuje v rozmezi 5-8 %. Vzhledem k jejich
relativné nizké odliSnosti mezi geograficky vzdalenymi populacemi (zapad az vychod Severni Ameriky)
je velmi pravdépodobné, ze se jedinci mohou velmi rychle rozptylit z jedné zdrojové lokality (Taylor,
1998). Mezidruhové vzdalenosti genu 12S rDNA byly mezi D. laevis a D. curvirostris (podrod
Hyalodaphnia) 22 % (Schwenk et al., 2000). BohuZzel pro podrobné;si shrnuti tohoto komplexu chybi
dostatek dostupné literatury.
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4.2 Podrod Hyalodaphnia

U podrodu Hyalodaphnia neni dodnes zcela jasné, jestli se jedna o parafyleticky nebo
monofyleticky taxon. Zatimco Colbourne & Hebert (1996) navrhuji, ze se jedna pravé o taxon
parafyleticky, naopak Schwenk et al. (2000) dospél s kolegy k zavéru, ze je tento taxon monofyleticky
a je sestersky k podrodu Daphnia. Zastupci tohoto podrodu preferuji stanovisté trvalych sladkych vod,
ve slanych, zakalenych a v efemernich vodach se téméf nevyskytuji. Vétsina druhi je omezena na jeden
kontinent. K rozd€leni podrodit Daphnia a Hyalodaphnia doslo ptiblizné ptred 100 miliony lety a
nejstarsi linii podrodu Hyalodapnia je Daphnia curvirostris, ktera se diverzifikovala pted vice nez 64
miliony lety. Mnoho druhi podrodu Hyalodaphnia spolu v ptirodé hybridizuje (Coulbourne & Hebert,
1996; Schwenk et al., 2000). JelikoZ nejsou zndma data ze vSech druhovych komplexd (napiiklad

komplex D. longiremis), zamétim se pouze na komplex Daphnia curvirostris.

4.2.1 Druhovy komplex Daphnia curvirostris

Novy druh Daphnia hrbaceki sp. nov., nalezena v roce 2010 ve stfedni Evrop¢€, vykazuje
u genu ND2. Presto pravdépodobné tvofti sesterské taxony. Od jinych druhti z komplexu se lisil dokonce
0 46,8 % pro gen ND2. Ve srovnani s D. obtusa, ktera se nachazi na podobnych stanovistich, byla

divergence genu ND2 dokonce vétsi nez 62 %. (Juracka et al., 2010).

Ackoli je podrod Hyalodaphnia na druhy relativn€ bohaty, v literatuie chybi dostatek studii
zaméfujicich se na genetické vzdalenosti u jednotlivych druhti. Situaci navic ztéZuje fakt, ze se studie
nedokazou shodnout na fylogenetickych vztazich mezi ostatnimi podrody (viz. Colbourne & Hebert,
1996; Schwenk et al., 2000). A podobnou situaci Ize vidét i u druhli podrodu Hyalodaphnia (napt. patii
Daphnia thorata do podrodu Daphnia nebo do podrodu Hyalodaphnia?). Proto by si skupina

Hyalodaphnia jisté zaslouzila revizi genetickych, ale i morfologickych vlastnosti a vztaht.

4.3 Podrod Ctenodaphnia

Jedna se o podrod, ktery je velmi pravdépodobné odvozen od ostatnich dvou podrodi-Daphnia
a Hyalodaphnia a ma nejnizsi taxonomickou diverzitu (Coulbourne & Hebert, 1996). Do tohoto podrodu
fadime mimo jiné vyznamny modelovy druh Daphnia magna. Mezi dalsi zastupce patii D. carinata, D.
similis, D.similoides, D. tibetana, D. nivalis, D. cephalata, D. efemeralis, D. gibba, D. ornithocephalata,
D. spinulata, D. sinensis a dalsi. Nejcastéji studovanymi markery byly COI a 12S rDNA. Nejvyssi rozdil
mezi sekvencemi u genu 125 rDNA se mezi podrody Ctenodaphnia a Daphnia pohyboval v rozmezi

18,8-22 % (Colbourne & Hebert, 1996).
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Naptiklad u druhit Daphnia similoides nebo D. ornithocephala byly pro gen COI nalezeny
velmi nizké vnitrodruhové rozdily. Pro populace druhu D. similoides z Ciny byly tyto variace v ramci
druhu pro gen COI v rozmezi 0,2-0,9 % (Ma et al., 2016), u druhu D. ornithocephala byla hodnota velmi
podobna - 0,3 % (Adamowicz et al., 2004). Zatimco u téchto druhti pozorujeme malé odchylky, v rdmci

druhu D. spinulata byl rozdil pro gen COI vyssi, konkrétné 3,9 % (Adamowicz et al., 2004).

4.3.1 Druhovy komplex Daphnia carinata

Druhovy komplex D. carinata je velmi morfologicky variabilni. Jeho taxonomické zatazeni
bylo v minulosti nejasné, n¢ktefi autoii se domnivali, Ze se jedna o poddruhy jinych skupin. Nejvice byl
studovan gen COI. Do komplexu fadime druhy, jako jsou D. carinata, D. thomsoni, D. projecta, D.

tewaipounamu a dalsi.

Vnitrodruhova variabilita lokdlnich populaci D. carinata se pro gen COI pohybovala okolo
1,7 % s maximalni hodnotou 3 %, nicméné, tyto populace se se vzorky geograficky vzdalenych populaci
z GenBank lisily az o 15,7 % (Burns et al., 2017). Jina analyza prokazala vnitrodruhové rozdily 7 %.
Pti takto vysokych hodnotach vnitrodruhové genetické vzdalenosti se mohou ve vzorcich vyskytovat

kryptické druhy (Sharma et al., 2014).

Mezidruhové rozdily mezi D. carinata a D. tewaipounamu sp. nov. byly pro gen COI vétsi nez
15 %. Nejnizs$i mezidruhové vzdalenosti D. carinata pro gen COI byly zaznamenany s druhy D. nivalis
a D. thomsoni (3,5 %, respektive 4,9 %). Podstatné vétsi genetické vzdalenosti mezi druhy D.
tewaipounamu sp. nov., D. cephalata a D. projecta, se pohybovaly pro gen COI v rozmezi 15,4-16 %.

(Burns et al., 2017).

I kdyz je dostupné literatury pro tento komplex druhti malo, mizeme alesponi u druhu
D. carinata, pozorovat zvysujici se genetické rozdily se zvétSujici se geografickou vzdalenosti. Vysoké
rozdily v genu COI dosahujicich 7 % mizeme vysvétlit kryptickymi druhy (Sharma et al., 2014). Tento
druhovy komplex si jisté zaslouzi revizi, abychom o ném ziskali vice informaci, zejména v oblasti

fylogenetickych vztahd ur¢enych pomoci genetickych markera.
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Tab. 1. Genetické rozdily v ramci ¢eledi Daphniidae pro geny COI, 128, 16S a ITS rDNA. Data jsou rozdélena podle taxonomické jednotky
a vzdalenosti studovanych populaci. Zdroje: 1. Adamowicz et al., 2004, 2. Burns et al., 2017, 3. Colbourne & Hebert, 1996, 4. Juracka et al., 2010,
5. Kotov & Taylor, 2010, 6. Ma et al. 2016, 7. Nilssen et al., 2007, 8. Penton et al., 2004, 9. Petrusek et al., 2012, 10. Sharma et al., 2014, 11.
Schwenk etal., 2000, 12. Wang et al., 2016, 13. Zuykova et al., 2013a, 14. Zuykova et al., 2013b, 15. Zuykova et al., 2016

uvniti taxonomické jednotky/ uvnitf taxonomické jednotky/ uvniti taxonomické jednotky/
geografickd vzdalenost druh gen hodnota (v %) zdroj |geografickd vzddlenost druh gen hodnota (v %) zdroj [geografickd vzdalenost druh gen hodnota (v %) zdroj
stredni (v ramci kontinentd)
mala (do 500 km) D. longispina 165 0,6 15 ~1000 km D. obtusa COl 0-25,4 L8 velka (mezi kontinenty) D. longispina 125 1,3 13
D. galeata 165 0,4 15 D. lacustris 125 0-1 7 >1000 km D. pulex 165 0-9,8 12
D. galeata col 038 13 D. ambigua caol 0.9 1 D. pulex col 10,5 12
D. pulex 165 0-8,3 15 D. of. carinata col <2,9 2 D. umbra 125 1,1-1,6 11,13
D. pulex COl 0-11,3 5,12 D. obtusa COl 2,3 1
D. pulex 125 472 14 D. carinata COl 6 10
D. pulex 185 0-2 12 D. ambigua 125 0,9 11
D. umbra 165 0 15 D. parvula 125 0,2 1
D. pulicaria col 0,3 1 D. hyalina 125 0,7 1
D. obtusa (2) col 13 1 D. lumholtzi col 9--15 10
D. izpovdala sp. COl 04 5
D. similides sinensis col 0,2-0,9 6
D. cornuta col 0-1 10
D. thomsoni col 1,7 2
druhovy komplex gen hodnota (v %) zdroj druhovy komplex gen hodnota (v %) zdroj druhovy komplex gen hodnota (v %) zdroj
malé (do 500 km) D. longispina x D. galeata 165 7,899 13,14,15 |stfedni (v rémci kontinent{) D. longispina x D. galeata caol 12,4 9 velkd (mezi kontinenty) D. longispina x D. umbra 125 12 11
D. longispina x D. galeata 125 8,1 12 |~1000 km D. longispina x D. galeata 125 10,8-17,6 3 >1000 km D. galeata x D. umbra ITS 2,6 1
D. curvirostris x D. hrbaceki COl 23 4 D. galeata x D. cucullata 125 9,8 11 D. obtusa x D. pileata COl 17,9 5
D. curvirostris x D. hrbaceki 125 13 4 D. galeata x D. cucullata ITS 0,3 11 D. ¢f. carinata x D. nivalis COl 3,5 2
D. tewaipounamu x
D. curvirostris x D. hrbaceki ND2 41 a D. galeata x D. mendotae Ccol <1 1 D. carinata col 15,4 2
D. tewaipounamu x
D. galeata x D. mendotae 125 <1 11 D. projecta col 35 2
D. dentifera+D. thorata x
D. dentifera x D. thorata 125 0,23 1 D. rosea+D. hyalina col 8,3 1
D. dentifera+D. thorata x
D. hyalina x D. rosea caol <1 11 D. rosea+D. hyalina 125 4,2 11
D. hyalina x D. rosea 125 <1 11
D. lacustris x D. umbra 125 12--18 7
D. ¢f. carinata x D. thomsoni COl 49 2
rod gen hodnota (v %) zdroj rod gen hodnota (v %) zdroj rod gen hodnota (v %) zdroj
mala (do 500 km) D. longispina x D. pulex 165 19 14 |stredni (v ramci kontinentd) | D. longispina x D. pulex 125 26,8-29 3,14 |velka (mezi kontinenty) D. galeata x D. cristata 125 184 13
D. obtusa x D. hrbaceki ND2 63 4 ~1000 km D. longispina x D. magna 125 25,9 14 >1000 km
D. pulex x D. galeata 125 24,9 14
D. galeata x D. magna 125 258 14
D. pulex x D. magna 125 247 14
D. obtusa x D. ambigua col 21,2-22,7 1
D. obtusa x D. pulicaria COl 20,3-23,8 1
D. pulicaria x D. ambigua caol 253 1
D. curvirostris x D. cristata 165 13,6 13
D. curvirostris x D. cristata 125 19,9 13
Celed gen hodnota (v %) zdroj geled gen hodnota (v %) zdroj teled gen hodnota (v %) zdroj
malé (do 500 km) D. longispina x Ci daphni 125 30,8 3 stfedni (v rdmci kontinentd) D. curvirestris x D. longispina] 125 18,1 14 velké (mezi kontinenty)
~1000 km D. curvirostris x D. galeata 125 189 14
D. curvirostris x D. pulex 125 26,9 12
D. curvirostris x D. magna 125 24,9 14
D. curvirostris x D. laevis 125 22 1
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5. POUZITI GENETICKYCH MARKERU U CELEDI
CHYDORIDAE

Celed Chydoridae zahrnuje celkem &tyii skupiny, diive identifikované jako podéeledi
Chydorinae, Aloninae, Eurycercinae a Saycinae. Zastupci podceledi Eurycercinae a Saycinae se ale od
prvnich dvou vyznamné li§i nejen morfologicky, ale i na trovni genetickych markert, a proto je
v soucasné dobé& povazujeme za &eledi. Celed Chydoridae tak nyni zahrnuje dvé podéeledi: Chydorinae
a Aloninae. I pies své druhové bohatstvi je ¢eled’ Chydoridae v oblasti genetickych vztahti velmi malo
prostudovana. Rada druhti vykazuje kryptickou diverzitu (Jeffery et al., 2011). Do této skupiny fadime
rody Chydorus, Pseudochydorus, Alona, Pleuroxus, Acroperus, Disparalona, Parvalona a dalsi. Pro
analyzy rozpoznavani druhid byl nejvice vyuzivan gen COI. Autofi se u ¢eledi Chydoridae zamétuji
zejména na morfologické analyzy a genetické studie jsou ve vyrazné mensiné. Proto v nasledujicich
kapitolach predstavim nejlépe prostudované rody celedi Chydoridae, pfipadné dobfe znamé druhové

komplexy.

5.1 Rod Chydorus

5.1.1 Druhovy komplex Chydorus sphaericus

U tohoto druhového komplexu byla nalezena vysoka morfologicka i genetickd rozmanitost.
Podle fylogenetické analyzy genu COI se miZze jednat o monofyleticky komplex, nicméné do této
analyzy nebyly zahrnuty vSechny druhy zkomplexu, navic pro presvédCivéjsi vysledky by bylo
zapotiebi zanalyzovat i néktery z jadernych genl. Tento druhovy komplex se vyskytuje zejména
v holarktické oblasti, pravdépodobné se diverzifikoval v terciéru, nejmladsi linie se mohly
diverzifikovat pied 2 miliony lety (Belyaeva & Taylor, 2008). Do tohoto druhového komplexu lze
spolehlivé zatadit druhy C. sphaericus s. str, (palearkticky), Chydorus biovatus (severni ¢ast nearktické
oblasti), a Chydorus brevilabris (jizni ¢ast nearktické oblasti). DalSich nékolik druhti ma nejasné

taxonomické postaveni a fada z nich je povazovana za synonyma jinych (Frey, 1980, 1985).

Genetické rozdily mezi rznymi holarktickymi populacemi (Severni Amerika, Evropa, Sibif)
Chydorus sphaericus byly v genu COI v rozmezi 0-22,8 %. Podobné vysledky pfinesla i analyza genu
ITS-2, u kterého se maximalni rozdil mezi liniemi vysplhal az na 26,2 % (Belyaeva & Taylor, 2008).
Vnitrodruhové rozdily v genu COI byly druhu C. brevilabris niz$i, nez u C. sphaericus (2,9 %).
(Belyaeva & Taylor, 2008).

Genetické rozdily genu COI mezi australskymi populacemi Chydorus sp. byly nulové, zatimco

mezidruhova variabilita s Chydorus sphaericus byla 3 % (Sharma & Kotov, 2014). Vysoka mezidruhova
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geneticka vzdalenost byla objevena mezi druhy Chydorus sphaericus a Chydorus brevilabris, ktera u
genu COI pfekrocila hodnotu 17 % (17,6 %). Zde se ale jedna o jednozna¢né oddé€lené druhy odliSitelné
morfologicky a obyvajici rizné kontinenty — jejich oddéleni je tedy dano oddélenim Evropy od Severni

Ameriky (Elias-Gutiérrez et al., 2008).

Vysoké rozdily v genu COI u holarktickych populaci C. sphaericus (az 22,8 %; Belyaeva &
Taylor, 2008) mizeme vysvétlit velkou geografickou vzdalenosti, jelikoz se jednalo o populace z oblasti
zapadu Severni Ameriky, pfes Gronsko, Némecko, Skandinavii az po zépadni oblast Sibite (Belyaeva
& Taylor, 2008). Pokud porovname takhle vysoké rozdily v ramci jednoho druhu (az 22,8 % v genu
COI) s nizkymi odchylkami mezi druhy Chydorus sp. a C. sphaericus (3 % v genu COI; Sharma &
Kotov, 2014), vidime velky nepomér. V obou piipadech se jedna o velkou geografickou vzdalenost (v
ramci druhu C. sphaericus ze zapadu Severni Ameriky az po Sibif, mezi druhy Chydorus sp. z Australie
a C. sphaericus z Némecka), nicméng takto nizkou mezidruhovou variabilitu 1ze snad vysvétlit zejména

zapojenim lidskych ¢innosti.

5.2 Rod Pleuroxus

Druhy v ramci tohoto rodu jsou geneticky velmi variabilni, podle nékterych nazord se ve
skutecnosti v rod€ Pleuroxus vyskytuje vice rodil, a proto by se mél rod rozdélit. Tato hypotéza byla
potvrzena i porovnanim genetickych rozdild v genu COI, kterd byla mezi druhy P. varidentatus a
P. denticulatus vys$$i nez 20 % (Elias-Gutiérrez et al., 2008; Sacherova & Hebert, 2003;
Smirnov, 1996). OvSsem ne vSechny studie s timto nazorem souhlasily. Chiambeng & Dumont (2004)
nepodpoftili navrh, aby se podrod Pircipleuroxus stal rodem v Celedi Chydoridae (Chiambeng &
Dumont, 2004).

5.3 Rod Alona

Jedna se o jednu z nejvétsich skupin Chydoridae, ktera je pravdépodobné parafyleticka (Elias-
Gutiérrez et al., 2008; Kattel & Augustinus, 2010; Sacherova & Hebert, 2003; Silva et al., 2014). Vztahy
v ramci tohoto rodu jsou velmi zmatené, Casto dochazi k zaménovani druht. (Silva et al., 2014).
Naptiklad druh Alona iheringula byl diive chybné zatazovan ke komplexu Alona rustica. Dnes vime,
ze patii do komplexu Alona costata. A. iheringula se v genu COI odliSovala az o 23,1 % oproti jinym
druhtim rodu Alona (Silva et al., 2014). Rodu Alona se autofi vénuji zejména po strance morfologické
(napt. Alonso & Sinev, 2017, Van Damme et al., 2010), ale jisté by si zaslouzila vétSi pozornost i na

urovni genetické.
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5.4 Rod Leberis

Rozdily v genu COI mezi druhy Leberis davidi a L. chihuahuensis sp. nov. byla minimaln¢
14,3 %, odlisnost mezi L. davidi a Alona glabra byla mezi 19,3-20,8 %. Diky tomu mlizeme fict, Ze se
zcela jist€ jedna o rtizné druhy. Tyto molekularni rozdily podporily i morfologické analyzy. Genetické
rozdily mezi populacemi L. davidi vzdalenych méné nez 300 kilometrti nebyly ziejmé (Elias-Gutiérrez

& Valdez-Moreno, 2008).

5.5 Rod Oxyurella

Vnitrodruhové rozdily u druhu Oxyurella longicaudis byly pro gen COI u regionalnich populaci
0-0,2 %, zatimco mezi geograficky vzdalenymi populacemi v rozmezi 7-7,2 %. Zkoumané populace
byly z oblasti Stfedni a Jizni Ameriky (Castilho et al., 2015). U tohoto druhu tedy pozorujeme, Ze ¢im
vetsi geografickd vzdalenost, tim vétsi vzdalenost genetickd. Mezidruhové rozdily pro gen COI byly
mezi O. longicaudis a ostatnimi druhy celedi Chydoridae (Alona setulosa, Alona sp., Oxyurella sp. a

Karualona penuelasi) v rozmezi od 16,8 do 20,1 % (Castilho et al., 2015).

20



Tab. 2. Genetické rozdily v ramci ¢eledi Chydoridae pro gen COI rDNA. Data jsou rozdélena podle taxonomické jednotky a vzdalenosti studovanych

populaci. Zdroje: 1. Belyaeva & Taylor, 2008, 2. Castilho et al., 2015, 3. Elias-Gutiérrez et al., 2008, 4. Elias-Gutiérrez & Valdez-Moreno, 2008, 5. Silva et

al., 2014

uvnitf t ické jednotky/geograficka vzdalenost

druh

mezi popul.

druhovy k

rod

geled

mala (do 500 km)

Leberis davidi, COI, do 300km

. Lo .4
nejsou ziejmé

P. varidentatus x P. denticulatus, COI, 20 %’
Leberis davidi x L. chihuahuensis, COI, 14,3 %"

stredni (v rdmci kontinentd,~1000 km)

L. davidi a Alona glabra, COI, 18,3-20,8 %’

velka (vice nez 1000 km)

Chydorus sphaericus A1,C0O1,4,1 o%*
C. brevilabris C7,c01, 2,9 %"
Oxyurella longicaudis, COI, 7-7,2 %’

Chydorus sphaericus x C. brevilabris, COI, 17,6 %>

Alona iheringulax A. dentifera, COI, 18, 5%"

A. iheringula x A. glabra, COI, 21,1 %"

A. lheringula x Leberis davidi, COI, 20 %"
A. iheringula x L. chihuahuensis, COI, 22,3 %"
0. longicaudis x Kauralona penuelasi, COI, 18,8 o%?

0. longicaudis x A. setulosa, COI, 20,1 %?
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6. Je urceni genetické hranice (ne)mozné?

Z dostupnych zdroju je t€¢zké urcit n¢jaka pravidla, jak bychom mohli rozeznavat druhy pouze
pomoci genetickych markerti. Tyto zakonitosti jist¢ existuji, ale vzhledem k malému poctu genetickych
studii pro mnou zkoumané skupiny perloocek (zejména u ¢eledi Chydoridae) neni mozné v tuto chvili
dana pravidla pfesné stanovit. Nektefi autofi (napi. Jeffery et al., 2011) zastavaji nazor, ze pokud se u
druhu vyskytuje geneticka vzdalenost vyssi nez 3 % (pro COI), jedna se jiz o jiny druh. Tato hranice ale
u perloo¢ek neplati vzdy. I kdyZ jsou genetické rozdily v ramci druhii velmi Casto okolo 3% hranice,
existuje zde vice vyjimek. Napiiklad obrovska vnitrodruhova variabilita v genu COI pozorovana u
druhu Chydorus sphaericus, ktera dosahovala hodnot az 22,8 %. Vzorky byly sbirdny napfi¢ celou
holarktickou oblasti (Belyaeva & Taylor, 2008). Takto vysoké rozdily Ize ptisoudit velké geografické

vzdalenosti nebo se mlize jednat o kryptické druhy.

V praci jsem také shrnula literarni tidaje o genetickych vzdalenostech do tabulek, které mi mély
pomoci dané idaje zobecnit (Tabulka 1 a Tabulka 2). Ze shromazdénych udaji je ale vidét, ze ackoli
existuji urcité trendy a genetické vzdalenosti se se vzristajici vzdalenosti geografickou i taxonomickou
zvetsuji, je vzdy nutné soucasné vyhodnotit i faktory, které je ovliviuji, tedy izolaci, disperzi a historii
taxonu. Mezidruhové rozdily jsou u vSech druhd velmi variabilni. MiZeme se setkat s velmi nizkymi
odlisnostmi (<1 %; napi. Schwenk et al., 2000), v takovych ptipadech je to vétSinou v ramci jednoho
druhového komplexu (napt. D. galeata x D. mendotae). Vyjimku tvoti naptiklad D. longispina a D.
galeata, u kterych byla pozorovana vysoka variabilita v genu 12S rDNA - 8,1 % a v genu 16S rDNA az
9,9 % (Zuykova et al., 2013a, 2013b). Muze se také jednat o moznou zaménu druhti, kdy jsou druhy
chybné rozpoznany a ve skutecnosti se jedna o jeden druh, ktery je morfologicky plasticky (napt. D.
hyalina x D. rosea) (Petrusek et al., 2008a). U ¢lent jinych druhovych komplexi jsou mezidruhové
rozdily vétSinou vyrazné€ vyssi (napt. D. longispina x D. pulex, pro 16S rDNA 19 %, pro gen 12S rDNA
az 29 %; Colbourne & Hebert, 1996; Zuykova et al., 2013a). Vysoké rozdily pozorujeme samoziejme i
pfi porovnani druht z jinych rodd, coz je vidét zejména u Celedi Chydoridae (napt. rody Oxyurella x
Alona-16,8-20,1 % pro COI nebo Leberis x Alona - 19,3-20,8 % pro COI; Castilho et al., 2015, Elias-
Gutiérrez & Valdez-Moreno, 2008).
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7. Zavér
V této bakalarské praci jsem se zaméfila na genetickou variabilitu perloocek, konkrétné u celedi

Daphniidae a Chydoridae, a pokusila se zjistit, jestli je mozné pomoci genetickych markerti urcit hranice

druhti a jaké hranice ptipadné pro vybrané genetické markery u danych skupin plati.

Nejvice vyuzivanym markerem u perloocek je mitochondridlni gen cytochrom c oxidéza a jeji

podjednotka I (COI), dale jsou Casto vyuzivany 1285, 16S a ITS rDNA.

Na zakladé mnou ziskanych informaci neni mozné zjistit a urcit obecna pravidla pro genetické
hranice druhti u perloocek, nicméné to neznamena, Ze neexistuji. Pokud zadna pravidla nenachazime,
spiSe nezname dtvody, pro¢ tomu tak je (naptiklad historie kolonizace daného tizemi nebo geografické
bariéry). Proto by bylo vhodné se v budoucnosti vice zabyvat i datovanim uddlosti a vytvarenim
molekularnich hodin (pokud to lze). Pokud ale nezhodnotime Cas a kontakt populaci, nelze ani zadny
geneticky rozdil hodnotit. Jestlize bychom ur¢ili €as a disperzi, mohli bychom hranice pro dané skupiny

1épe definovat.

Rozdilny musi byt i pohled na genetické vzdalenosti u Daphniidae a Chydoridae. Chydoridae
se totiz zacali diverzifikovat dfive nez Daphniidae a jiné pelagické perloocky, konkrétné v devonu
priblizné pied 400 miliony lety. U skupiny Chydoridae mizeme tedy ocekavat vétsi akumulaci mutaci,

a tedy 1 vétsi rozdily na genetické trovni, jelikoz jsou starsi.

Je zcela jisté, Ze nam chybi jeSt¢ mnoho informaci o genetickych vzdélenostech u celedi
Daphniidae a Chydoridae. Gen COI se osvedcil jako dobry geneticky marker. To plati i pro ostatni
nejcastéji vyuzivané mitochondridlni geny 12S rDNA a 16S rDNA. V nékterych studiich se ale
nevyuzival zadny jaderny gen, i kdyZ jsou pro urcovani fylogenetickych vztahti také diilezité — zejména
pro vyssi taxonomické jednotky. Nelze samoziejmé opomenout vyznam morfologickych studii, protoze

nejlepsim zptisobem, jak rozpoznat druhy je kombinace morfologickych a genetickych studii.
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