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1. Uvod

1.1 Ekosystém oceanu

Moie a oceany pokryvaji vic nez 70% povrchu Zemé (Mora et al., 2011),
jsou nejvétsim zemskym biomem, ktery ma velky vliv na globalni ekosystém (Sigman
a Hain, 2012). Ocean je soucasti uhlikového cyklu. Biologicky zprostiedkované casti
uhlikového cyklu zahrnuji produkci i1 obrat organickych latek. Fotosyntézou a biosyntézou

organickych latek vznikd primarni produkce, kterd je klicovym regulatorem ekologickych

procesti. Primarni produkci ocednu dominuje fytoplankton (Field et al., 1998).

Svrchni vrstva oceanu funguje jako biogeochemickd membrana mezi prostiedim oceanu
a atmosférou. V této vrstvé se vyskytuji planktonni organismy fixujici oxid uhlicity

do biologické hmoty, ktera nasledné vstupuje do potravnich siti (de Vargas et al., 2015).
Hluboky ocean piedstavuje nejvétsi zasobarnu rozpusténého organického uhliku (Edgcomb,
2016).

Ocean je také povazovan za dllezitou soucast klimatického systému. Mezi oceanem
a atmosférou dochazi k vyméné velkého mnozstvi, tepla a vody. Je také dilezitou soucasti
redistribuce tepla z tropti do polarnich oblasti. Dochazi zde k vymén¢, absorbci a emitaci
fady radiac¢né dilezitych plynt. Je to hlavni pfirodni zdroj atmosférickych aerosoli (Bigg et

al., 2003).

1.2 Efekty prostiredi podminujici vyskyt a biologii planktonu

Mikroskopické planktonni organismy tvofi vétSinu oceanské biomasy a druhové
bohatosti (de Vargas et al., 2015).

Efekt prostiedi je pravdépodobné nejlépe prostudovany pro koncentraci kysliku.
Strmé gradienty kysliku jsou bézné ve vodnim prostiedi. Téméf vsechna Eukaryota
jsou zavisla na dychani kysliku. Na druhou stranu je kyslik toxicky, protoze redukce jeho
molekul vede ke vzniku reaktivnich forem kysliku, napiiklad peroxidu (Fenchel a Finlay,

2008). Posloupnost organismi podél gradientu kysliku je zdokumentovana pro Prokaryota
a heterotrofni prvoky (Chen et al., 2017; Fenchel a Bernard, 1996). Gooday et al. (2000)

ve své praci zjistil, ze koncentrace kysliku silné ovlivituje strukturu bentickych dirkonosci.



Dalsim efektem ovliviiujicim distribuci organismi v oceanu je teplota. Teplota
je faktor, ktery extrémné ovlivituje biologické procesy mikrobialnich organismi (Solié et al.,
2018). Podle Righettiho et al. (2019) je nejdulezitéjSim faktorem druhového bohatstvi
povrchova teplota moie, kterd je nejsilngj$im prediktorem diverzity Vv pozorovanych
oblastech. Zhao et al. (2017) zjistil, Ze teplota spole¢né s koncentraci chlorofylu A
ma nejveétsi vliv na slozeni komunit nalevniki v oceanu. Teplota ma také vliv na velikost
bunék. Atkinson et al. (2003) vycislil inverzni vztah mezi objemem buinky a teplotou
u velkého mnozstvi vodnich prvoku. Zjistil, Ze pfi zvySeni teploty z 15 °C na 16 °C dojde
ke zmensSeni bunék asi o 2,5%. To mutze byt adaptaci na podminky, které naznacuji rostouci
rychlost rstu populace. Ale také bylo zjisténo, Ze ve sladké vodé u Cylindrospermopsis
raciborskii hraje teplota zanedbatelnou roli pfi urceni jejiho rozsifeni (Ryan et al., 2017).
Oteplovani povrchu oceanu mize vést K tropikalizaci diverzity vétSiny planktonnich skupin
V mirnych a polarnich oblastech, coz mize mit rozsahlé dasledky pro fungovani motského
ekosystému, naptiklad na uhlikovy cyklus (Ibarbalz et al., 2019).

Zem¢pisna Sitka ovliviiuje vétSinu taxonomickych skupin a projevuje se ubyvajicim
poctem druhii od tropit k polim (Brayard et al., 2005). Tento pokles druhového bohatstvi
byl pozorovan v suchozemském i vodnim prostiedi, nicméné nékolik taxonli vykazuje
reverzni nebo zadny gradient zemépisné Sitky (Hildebrand a Azovsky, 2001). Vysledky
Hildebranda a Azovského (2001) ukazuji, Ze rozsivky a pravdépodobné i dalsi jednobunééné
a malé mnohobunééné organismy nevykazuji rozdéleni druhové bohatosti podle gradientu
zemépisné §itky. Dale zjistili, Ze velké organismy maji nejvétsi pokles druhové bohatosti
od tropu k pélim a to diky své velikosti. Podle Brayarda et al. (2005) ovliviuje gradient
zemepisné Sitky teplota povrchu mote. K jedné zméné sklonu grafického modelu dochazi
pii teploté 10 °C, ke druhé dochazi pti 22 °C az 24 °C. To znamena, Ze pii 10 °C je nejnizsi
druhova bohatost a pti 22 °C az 24 °C naopak nejvyssi.

Podle Ibarbalze et al. (2019) poklesla diverzita moiskych planktonnich organismi
se zvysujicim se mnozstvim chlorofylu A, ptfi¢emz nejsilngjsi efekt je patrny pro Metazoa.
Logares et al. (2020) ve své studii zjistil, Ze koncentrace chlorofylu A vysvétluje odchylku

mezi komunitami prokaryot, ale neni signifikantni pro pikoeukaryota. Také Gimmler et
al. (2016) pozorovala signifikantni korelaci mezi bohatosti operacnich taxonomickych

jednotek (OTU) nalevnikii a chlorofylem A. Zadny jiny z méfenych environmentalnich

parametr nekoreloval signifikantné s jejich OTU bohatosti.



V oceanu klesa bohatstvi druhl s hloubkou. Mista s nejvétsi druhovou bohatosti
se vyskytuji v hloubce do sta metrd, kvuli vyssi teplot¢ vody a produktivité. V hloubce

mezi nula az sto metry bylo nalezeno téméf Ctyfikrat vice druhi, nez v hloubce mezi sto

a dvéma sty metry (Costello et al, 2017).

1.3 DNA Metabarkodovani

Nejbéznéjsi klasickou metodou pro pozorovani planktonnich organismu je svételna
mikroskopie, kterd je ovSem Casové naro¢nd a vyzaduje vysokou uroven taxonomickych
znalosti (Sze et al., 2018). Ke zkoumani mikrobialni druhové diverzity se také vyuziva
analyz DNA. Zékladni myslenkou tohoto principu je, Ze jedinci daného druhu nesou unikatni
sekvenci vhodného genetického markeru (pro vétSinu prvokt je to SSU rRNA), kterd mize
byt pii porovndni s ostatnimi sekvencemi v databazi pouzita jako identifikator.
Dalsi pouzivanou metodou je FISH, ktera se pouziva pro podrobny pruzkum. Metoda FISH
pouziva sondy cilené na rRNA v ribozomech. To umoziuje fluorescen¢né zna¢enym sondam
vazat se na buiiku s komplementarni sekvenci DNA/RNA. Rozsahla databaze SSU rRNA
umoziiuje vyvoj sond specifickych pro Sirokou Skdlu taxonti. TRFLP mutze poskytnout
rychly ndhled do mikrobidlni komunity, ale ¢asto ma omezené fylogenetické rozliSeni.
Proto musi byt vybrdno vysoce konzervované restrikéni misto, jinak miZe
na elektroforeogramu dojit ke shlukovani vzdalenych taxont a Spatné interpretaci vysledkd.
K provedeni analyz u viri ve vodnim prostiedi je nutné pouziti pulzni gelové elektroforézy,
ktera dokaze rozlisit specifické typy virli. Tato metoda vyuZziva toho, Ze kazdy virus ma
specifickou velikost genomu. Rozdéli jednotlivé genomy podle velikosti a dokaze
tak poskytnout obraz o slozeni dané komunity (Fuhrman et al., 2002).

Dnes se kanalyzam diverzity planktonu vyuziva environmentalni DNA (eDNA),
coz je DNA pfitomné ve vodnim ¢i suchozemském prostfedi. eDNA je ndstroj pro detekci
druhi pfitomnych v daném prostfedi. Pouziti eDNA je neinvazivni, na rozdil
od konven¢nich vyzkumnych metod. Navic také vykazuje vyS$Si detekéni schopnost
a efektivitu nakladi. Mozné zplisoby vyuziti eDNA jsou napiiklad eDNA barkodovani
a eDNA metabarkodovani. Cilem eDNA barkodovani je identifikace jednoho druhu v daném
prostfedi s vyuzitim specifickych primerii (Valentini et al., 2016) a Sangerova sekvenovani.
Cilem eDNA metabarkodovani je identifikovat nékolik druht najednou. Pro tento ucel musi
byt pouzity univerzalni primery a metody sekvenovani nové generace (NGS) (Taberlet et al.,
2012). Jednim z limitujicich faktord pouziti eDNA metabarkodovani je PCR, béhem které

mohou vzniknout chyby, jako substituce, inzerce ¢i delece bazi (Taberlet et al., 2012).
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Problémem je také selektivita oligonukleotidd, pfipadné inhibitory PCR, které mohou snizit
senzitivitu PCR reakce nebo diky nim muze dojit k ziskani falesné pozitivnich
vysledku (Schrader et al., 2012). Pouziti eDNA metabarkédovani v motfském prostiedi
je Casto popisovano jako problematické, kvili nafedéni eDNA ve velkém objemu vody
a kvili abiotickym faktorim, jako je napfiklad salinita, které mohou ovlivnit jeji transport
a degradaci. Nicmén¢ vyzkum moftskych ryb z pobifeznich vod ukéazal, ze eDNA odhalila
vetsi taxonomickou diverzitu nez klasické metody (Deiner et al., 2017). Malé a symbiotické
druhy dlouhou dobu unikaly tradi¢ni mikroskopické detekci, ale dnes mohou byt pomoci
metabarkodingu identifikovany (Sze at al., 2018).

Ficetola et al. (2008) studoval, zda muze byt eDNA spohlivé pouzita k uréeni
pfitomnosti urcitéhu druhu, konkrétné v tomto ptipad€ pulcti zab. Ukazal, Ze tato technika
lze pouzit ke zjiStovani druhii v mokiadu a Ze je schopnéd rozli§it mezi pfitomnosti
a neptitomnosti druhi i pii nizké hustoté. Sze et al. (2018) studoval diverzitu planktonnich

vvvvvv

studiim zaloZenych na mikroskopickém pozorovani.

1.3.1 Poznatky o planktonu na zikladé DNA metabarkédovani

V poslednich letech je snaha o prozkoumani role oceanu v biogeochemickych
cyklech a vlivu klimatickych zmén na procesy Voceanu a motskou biodiverzitu.
Mezi vyznamné expedice patii Sorcerer II (2003-2010), Malaspina (2010-2011)
nebo expedice Tara Oceans (2009-2013). Expedice Sorcerer Il a Malaspina zajistily
prizkum prokaryotickych metagenomt zhladiny oceanu a bathypelagické vrstvy.
Expedice Tara Oceans doplnila tyto vyzkumy o vzorky planktonnich organismu z hladiny
oceanti a mezopelagické vrstvy (Pesant et al., 2015). Byly tak ziskdny vzorky od virt
po maly zooplankton o velikosti 0.02 pum az nékolik milimetri (Bork et al., 2015).

Zvysend pozornost se vénuje predevs§im heterotrofnim motskym prvokiim, kteti jsou
zakladni soucéasti motského planktonu, spoctem druhli vyrazné prevysujicim pocet
vSech fotosyntetickych eukaryot (de Vargas et al., 2015; Pernice et al., 2015).
Moftsky plankton podporuje biologické a geochemické procesy v oceanech (de Vargas et al.,
2015). Prvoci jsou povazovani za diilezitou soucast mikrobialniho spolecenstvi v uhlikovém
cyklu (Aristegui et al., 2009). Dale jsou v moii také nedilnou soucasti potravnich siti
a vykazuji komplexni vztahy s mikrobialnimi skupinami (Edgcomb, 2016). Podle Fenchela
(1988) maji fototrofni a heterotrofni organismy dulezitou roli v cyklovani latek v mofi,

potravni fetézce planktonu maji vice trofickych trovni a primarni produkce neni pifimo



konzumovéna herbivory, ale dostava se skrz bakterialni produkci k fagotrofnim organismtim.
Nejcastéjsi pri¢inou tthynu eukaryotnich a prokaryotnich mikroorganismt v oceanu jsou lyze
viru, fagotrofie prvoki a parazitismus (Edgcomb, 2016).

de Vargas et al. (2015) se ve své praci zabyva diverzitou eukaryot z planktonnich
komunit fotické zony ze vzorkll ziskanych béhem expedice Tara Oceans v tropickém
amirném oceanu. Podle této studie bylo odhaleno asi 75% z celkové eukaryotické
ribozomalni diverzity Vv globalné distribuované vodni mase oceanu.
Bezpochybné nejpiekvapivejsi slozkou noveé objevené diverzity byly sekvence diplonem.
Vysoce diverzifikované a hojné jsou Vv této zoné¢ skupiny Alveolata a Rhizaria. Bylo
odhaleno, ze na shlukovani komunit ma vliv pfedev§im velikost organismu,
pticemz pikoplankton ma lep$i soudrznost nez vétsi organismy.

Mezopelagickd vrstva neni homogenni a obsahuje silné gradienty, které ovliviiuji
mikrobialni a zivociSnou biotu (Robinson et al., 2010). Je to oblast, kde dochazi ro¢né
k pfeméné 90% organického uhliku na oxid uhli¢ity (Robinson et al., 2010). V této vrstvé
se vyskytuje vysoce diverzifikovand a aktivni komunita vird, bakterii, archei, prvok,
zooplanktonu a nektonu (Koppelmann a Frost, 2008).

Pernice et al. (2015) se ve své studii zabyva diverzitou bathypelagickych
mikrobidlnich eukaryot o velikosti 0.8-20 um. Vzorky byly ziskdny béhem expedice
Malaspina v roce 2010. SloZeni eukaryot v bathypelagické vrstvé vykazuje velkou variabilitu
mezi jednotlivymi vzorky, kterou lze Spatné vysvétlit pomoci geografické vzdalenosti,
ale Iépe pomoci slozeni vodni masy a pomérem v hojnosti bunék mezi proakryoty
a mikrobialnimi  eukaryoty. Nejdualezit¢jsi slozkou bathypelegického mikrobidlniho
spoleCenstvi jsou po prokaryotech nejvyznamnéjsi heterotrofni mikrobidlni eukaryota,
ktera jsou povazovana za poziraCe bakterii (bacterial grazers). V bathypelagické vrstveé
dominuje pouze nékolik skupin mikrobialnich eukaryot: Collodaria, Basidiomycota,
Chrysophyceae, MALV-I11 a Dinophyceae.

Podle Flegontovy et al. (2016) jsou nejhojnéjsimi skupinami planktonnich organismu
Vv oceanu Metazoa, Dinozoa (obrnénky), Rhizaria, Diatoma (rozsivky), Stramenopila

a Diplonemida (viz Obr. 1).
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Obr. 1: Kolacovy graf ukazujici bohatost a hojnost planktonnich eukaryot, které jsou nejvice

diverzifikované v datasetu z expedice Tara Oceans (Flegontova et al., 2016).
1.4 Nejhojnéjsi planktonni organismy v oceanu

1.4.1 Metazoa

Nejhojnéjsim druhem skupiny Metazoa jsou Copepoda (klanonozci). Mali moisti
planktonni klanonoZzci jsou nejhojnéjsi skupinou metazoi na Zemi. Nevime moc o potravé
téchto zivocichl, predpoklada se, Ze planktonni klanonozci se zivi bunkami fytoplanktonu.
Jasné je to, Ze se jimi zivi mnoho zivocichii z vyssich trofickych trovni. Napftiklad naupliova

larva je kofisti pro larvy ryb a jiné planktonozravé organismy (Turner, 2004).

1.4.2 Dinozoa

Moi'ské obrnénky jsou kosmopolitni (Jeong, 1999). I podle fosilnich zdznama byly
obrnénky vSudypfitomné. Obrnénky maji tii mozné zpisoby potravni strategie: autotrofie,
mixotrofie a heterotrofie. Mixotofni a heterotrofni obrnénky jsou schopné se Zivit na rizné
kotisti, naptiklad na pikoeukaryotech, jinych obrnénkdch, heterotrofnich prvocich
nebo metazoach. Na druhou stranu jsou dobrou kofisti pro mixotofni a heterotrofni prvoky

a Metazoa (Jeong et al., 2010).

1.4.3 Rhizaria
Rhizaria patii do superskupiny Eukaryota, jsou piibuzné liniim Stramenopila
a Alveolata. Rhizaria jsou pozira¢i bakterii, proto maji klicovou pozici v mikrobialnich

potravnich sitich. Je také znamo nékolik fotosynteticky aktivnich druhd a parazitujicich



druhti skupiny Rhizaria. V soucasné dobé je znamo vice informaci o fosilnich druzich
nez 0 biologii soucasnych zastupci. Mezi v soucasné dobé znamé skupiny patii

napiiklad Cercozoa, Radiolaria, Haplosporidia nebo Acantharea (Burki a Keeling, 2014).

1.4.4 Diatoma

Rozsivky jsou fasy spadajici do infrafiSe Stramenopila (Chepurnov et al., 2008). Jsou
to jednobunééné eukaryotické organismy, pro které jsou typické jejich kfemicité bunécné
stény a zlutohnéda pigmentace. Buiilka rozsivky se sklada ze dvou vice ¢i méné identickych
thék, z nichz jedna je o trochu vétsi nez druha. Buiiky jsou vétSinou samostatné, ale nckteré
taxony vytvarfi kolonie. Jsou povazovany za identifikatory znecisténé vody (Battarbee et al,
2002). Rozsivky jsou ekologicky velmi vyznamnou skupinou, vytvaii asi 20% primarni
produkce Zemé (Chepurnov et al., 2008). Spoleéné¢ s obrnénkami jsou hlavnimi
fotosyntetizujicimi druhy v motfi (Marshall a Orr, 1928). Prvni evidence rozsivek
z geologickych zaznamd je z Jury. Prvni rod rozsivek byl popsan v roce 1791 jako Bacillaria
Gmelin (Battarbee et al, 2002).

1.4.5 Stramenopila

Moftskd  stramenopila jsou diverzifikované eukaryotni  mikroorganismy.
Ptredpoklada se, Ze n€kolik linii MAST obsahuje heterotrofni nanoflagelaty. MAST se sklada
ze dvanacti nezavislych fylogenetickych klastri (MAST-1 az MAST-12), pfi¢emz Zadny
Z nich neni pfitomny v izolovanych kulturach. Neni znama troficka role u vSech klastri
MAST. Zda se, Ze MAST-3 obsahuje parazitické druhy. Nékteré MAST jsou aktivnimi
predatory bakterii a/nebo pikoplanktonu (Lin et al.,2012), patfi sem také fototrofni,

fagotrofni, osmotofni nebo voln€ zijici organismy. Fototrofnimi zastupci moftskych

stramenopil jsou napiiklad rozsivky (Massana et al., 2004).

1.4.6 Diplonemida

Diplonemy jsou heterotrofni, dvoubi¢ikati prvoci. Radime je do fise Excavata,
kmene Euglenozoa, kam patii naptiklad také Leishmania, Trypanosoma, Phytomonas
nebo Euglena (Lukes$ et al., 2015; Adl et al., 2019). Rozeznavame ctyfi linie diplonem:
Diplonemidae, Hemistasiidae, Eupelagonemidae a DSPD Il (deep-sea pelagic diplonemids
I1) (viz Obr.2) (Tashyreva et al., 2018), pficemz Eupelagonemidae a DSPD Il se nevyskytuji
V kulturach (Lara et al.,, 2009; Tashyreva et al.,, 2018). Diplonemy maji velky
mitochondrialni genom, slozeny ztisich kruhovych molekul DNA, které jsou

bud’ relaxované a propojené v jednu sit’ nebo volné a nadsroubicovité (Lukes et al., 2015).



Podle Lary et al. (2009) jsou fylotypy moiskych diplonem kosmopolitni se stratifikovanou
distribuci ve vodnim sloupci. Jsou velmi vzacné v povrchovych vodach, jejich oblibenym
prostiedim je hluboky ocean (Lara etal., 2009; Lukes et al., 2015). To maze byt divod, pro¢
byly dlouho dobu piehlizeny (Gawryluk et al., 2016), pfestoze prvni zminka o nich
se objevila pied téméf dvaceti lety (Lopez-Garcia et al., 2001). To se zménilo po expedici

Tara Oceans, ktera odhalila velkou diverzitu diplonemid v ocednu (Lukes et al., 2015).
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Obr. 2: Fylogeneze diplonemidi typu maximum likelihood, zalozen4 na datasetu 18S rRNA.
Kinetoplastida jsou pouzita jako outgroup (Tashyreva et al., 2018).
Ackoli jsou diplonemy V oceanu tak hojné, nezndme jejich roli v ekologii ekosystému

oceanu. Z moznych zivotnich strategii mizeme vyloucit pouze fototrofii a myxotrofii,



protoze se vyskytuji vzacné ve fotické vrstvé (Flegontova et al., 2016). Vysledky de Vargase
et al. (2015) naznacuji, ze druhové bohaté skupiny planktonnich organismi maji prevazné
paraziticky zpusob Zivota. Proti parazitickému zptsobu Zivota u diplonem je to, Ze jejich
abundance roste s hloubkou a je signifikantni i v hloubce kolem 5000 metrd, kde neni pfilis
velka Skéla jejich moznych hostitelti (Lukes et al., 2015). Tashyreva et al. (2018) objevila
endosymbiézu u diplonemid. Jejich endosymbiontem je bakterie rodu Holospora.
Oba endosymbionti sidli v cytoplazmé a mitochondriich, coZ je extrémné vzacny piipad.

Vysledky Flegontovy et al. (2020) ukazuji, Zze diplonemida jsou citlivé na koncentraci
kysliku ve vod¢. Preferuji nizké az sttedni hodnoty (do 7,5 mg/l) a vyhybaji se oblastem
s jeho vys§8imi koncentracemi. Dale byly pozorovany dva piky bohatstvi diplonem ve vztahu
k teploté. Doslo tak k rozliSeni fotické a mesopelagické skupiny diplonem. Nejlepsi model
byl vtéto studii vytvofen pro bohatstvi diplonem versus koncentrace chlorofylu A.
Byla pozorovana negativni zavislost. To naznaCuje, Ze vétSina diplonemid se vyhyba
prostiedi preferovaném fasami, tedy fotické vrstve.

Diplonemy se nevyskytuji pouze v oceanech, ale byly nalezeny i ve sladkovodnim
prostiedi. Ackoli se zde nevyskytuji v tak vysokém poctu jako v oceanu, jsou 1 v nejstar§im
a nejhlubSim jezete svéta, v jezefe Bajkal, a to v hlub§im vodnim sloupci (Yi et al., 2017).
Diplonemy byly také objeveny v péti hlubokych sladkovodnich jezerech v Japonsku: Biwa,
Ikeda, Motosu, Sai a Chuzenji (Mukherjee et al., 2019). Do své dalsi studie zahrnul
Mukherjee et al. (2020) i pét evropskych jezer: Rimov, Medard, Zurich, Constance
a Lugano. Bé&hem této studie bylo zjiSténo, ze sekvence ziskané z geograficky vzdalenych
sladkovodnich jezer si byly velmi podobné a zdaji se byt sesterskou skupinou k nékolika

moiskym izolatim.



2. Cile prace

V této praci se budu zabyvat vlivy prostfedi (teplota vody, koncentrace kysliku,
hloubka, fluorescence, salinita, zemé&pisna Sitka a délka) na planktonni organismy polarnich
oblasti. K tomuto ucelu bude pouzito DNA metabarkodovani a nasledné bude provedena
bioinformaticka analyza v programu RStudio (Boston, MA, USA).

Hypotézy této prace jsou:

1. Arktické a antarktické komunity diplonem si budou podobné, protoze ziji ve stejném
prostiedi.

2. Antarktické planktonni komunity reaguji na environmentalnimi vlivy a na zaklad¢
téchto vlivil vytvareji funkéni skupiny.

Z téchto hypotéz vychazi cile této prace:

1. Na ptikladu diplonem porovnat strukturu arktickych a antarktickych planktonnich
spolecenstev a posoudit vliv izolace vzdalenosti.
2. Zjistit, jakym zpusobem reaguji jednotlivé nejpocetnéjsi skupiny planktonu

na zékladni parametry prostiedi a na zaklad¢ toho urcit funkcni skupiny planktonu.
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3. Metodika

3.1 Vzorky a izolace

Vzorky pouzité v této praci byly sbirany Olgou Flegontovou od tinora do dubna 2019
ve Weddellové moii béhem expedice PS118 vyzkumného plavidla Polarstern. Vzorky vody
byly odebirany pomoci 10 litrovych Niskinovych lahvi pfipojenych na vzorkovac
vybaveny CTD. U jednotlivych vzorkti byly zaznamendny informace o hloubce,
zemépisnych soufadnicich, intenzité fluorescence, koncentraci kysliku, salinit¢ a teploté
vody. Filtrace a uchovani vzorku pied filtraci bylo pii +4 °C v temnu. Filtrace 10 litrti vody
trvala dvé az ¢tyfi hodiny a byla provedena pomoci stolni peristaltické pumpy Cole-Palmer
Masterflex pies systém tii filtri. Byl tak ziskan moisky piko-nano plankton o velikosti
0,8 um -20 um, ktery byl na filtrech uchovan v 1 ml lyza¢niho pufru PW1 z izola¢niho kitu
PowerWater DNA Isolation Kit (MO BIO, USA) pii -20 °C. DNA byla vyizolovana z filtr
pomoci kitu PowerWater DNA Isolation Kit (MO BIO, USA), postupovalo se podle
prilozeného néavodu. Koncentrace ziskané DNA byla zméfena piistrojem Qubit 2.0

(Invitrogen).

3.2 Polymerazova retézova reakce

VO oblast 18S rRNA byla namnoZena pomoci polymerazové tfetézové reakce (PCR)
za pouziti univerzalnich eukaryotickych primera (5-TTGTACACACCGCCC-3', 5'-
CCTTCYGCAGGTTCACCTAC-3"). Celkovy objem vsech reakci byl 50 ul. Rozpis pro
jednu amplifikaci byl: 25 pl 2X Master Mix (New England BioLabs), 1 pl forward primeru
(5-TTGTACACACCGCCC-3"), 1 ul reverse primeru (5'-CTTCYGCAGGTTCACCTAC-
3"), 5 ul DNA a 18ul dH2O. Protokol PCR reakce byl nasledujici: 94°C / 15 s, 62°C / 30 s,
68°C /30 s, 30 cyklu.

3.3 Gelova elektroforéza a izolace PCR produkti

Pribéh PCR reakci byl ovéfen pomoci gelové elektroforézy. Vzorky byly naneseny
na 1,5% agar6zovy gel. Pro pfipravu gelu bylo pouzito 1,2 g agardzy (ThermoFisher),
80 ml TAE (Merck) a 8 ul GelRed (Biotium) fluorescentniho barviva pro vizualizaci DNA.
Na gel bylo naneseno 5 pl vzorku. Elektroforéza probihala pfiblizné¢ 30 minut pii 100 V.

Po dokonceni elektroforézy byl gel osvicen pod UV svétlem pro vizualizaci fragmentl
DNA.
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Obr. 3: Snimek agar6zového gelu s antarktickymi vzorky. Velikost ziskaného produktu
je 200 bp.

Produkty ziskané pii PCR reakci byly vyizolovany pomoci Expin Combo GP
izola¢niho kitu (GeneAll, Germany).

3.4 Sekvenace a Giprava sekvenci

Amplikony V9 byly sekvenovany pomoci Illumina HiSeq v Genome
Quebec (Montreal, Canada) a byly ziskany pomoci 150 bp pair-end ¢teni. K témto
antarktickym sekvencim byly pfidany sekvence arktické z expedice Tara Oceans.
Sekvence primert byly odstranény pouzitim cutadapt v. 1.15 s nasledujicim nastavenim: --
no-indels, --discard-untrimmed, --minimumlength 50, --overlap 4, -e 0.2, -—a
TTGTACACACCGCCC GTAGGTGAACCTGCRGAAGG, -A
CCTTCYGCAGGTTCACCTAC ... GGGCGGTGTGTACAA. Nasledné byla cteni spojena
pomoci bbmerge ve vychozim nastaveni. Pomoci bbduk byly z ¢teni odstranény neurcené
baze (Ns) a byla odfiltrovana cteni s kvalitou ¢teni mens$i nez 20. Takto pfipravena ¢teni byla
spojena do barkodi pomoci vsearch v. 2.7.1 s vychozim nastavenim. Barkody byly
seskupeny do operacnich taxonomickych skupin (OTUs), tzv. swarmi pomoci
swarmv. 2.2.2 (Mah¢ et al., 2015) s nasledujicim nastavenim: —d 1, —f, —z. Celkem bylo

vygenerovano 46560 eukaryotickych swarmt, které reprezentuji 153 miliont readt.
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3.5 Bioinformaticka analyza

Swarmy byly taxonomicky anotovany nastrojem ggsearch36. Jako reference pro
anotaci byly pouzity sekvence z databaze PR2 (https://github.com/pr2database/pr2database)
doplnéné aktualizovanymi sekvencemi pro Discoba a Metamonada (Kolisko et al. 2020)
prevzatych z databaze EukRef (https://github.com/eukref/curation). Pfed taxonomickym
piifazenim byla vyextrahovana oblast V9.

Vsechny statistické analyzy byly provedeny v programu RStudio (Boston, MA,
USA).

Pro analyzu diplonem byly vybrany swarmy jejichz hojnost byla >= 100 ¢teni
a podobnost k referenci >=80%. Takto bylo vybrano 983 swarmi, které predstavuji
21,4 milionu readd. Abychom ziskali piehled o rozdilech ve zkoumané komunité pouzili
jsme techniky redukce dimenzionality, bylo provedeno nonmetrické vicerozmérné skalovani
(NMDS) (vegan, ggplot2) a analyza redundance (RDA) (vegan, ggplot2), berouci v uvahu
proménné prostiedi. Pro zjiSténi jak proménné prostfedi ovliviiuji relativni hojnost
a druhovou bohatost diplonem, byly vytvofeny grafy distribuce biologickych proménnych
(relativni hojnost a bohatost) v porovnani s proménnymi prostiedi (teplota, koncentrace
kysliku, salinita, zemé&pisna Sitka a délka) (bali¢ek ggplot2). Byl vytvoren hloubkovy profil
(balicek ggplot2). K porovnani arktickych a antarktickych diplonem byly swarmy rozdéleny
pomoci balicku indicspecies na fotické a afotické a podle oblasti vyskytu na arktické
a antarktické (polarni) a nepolarni. Poté byly vytvofeny Vennovy diagramy (balicek
VennDiagram). Dale bylo pro porovnani arktickych, antarktickych a nepolarnich diplonem
provedeno nonmetrické vicerozmérné skalovani NMDS (vegan, ggplot2).

Pro analyzu eukaryot byly vylouCeny z nasledujici analyzy swarmy, které mély
hojnost <100 ¢teni a podobnost <90% k nejpodobnéjsi sekvenci v referenéni databazi.
Timto zptisobem bylo k analyze vybrano 20 eukaryotickych skupin (definovanych podle Adl
et al., 2019) reprezentovanych alespoit 300000 ctenimi. Abychom zjistili, jak je relativni
hojnost vybranych skupin Eukaryot ovlivnéna proménnymi prostedi, byl vypocitdn parovy
Spearmantiv korelacni koeficient pro relativni hojnost vSech vybranych eukaryotickych
skupin, ktery odhaluje monotonni zavislosti mezi vybranymi skupinami Eukaryot. Pro tuto
matici bylo pouziti hierarchické klastrovani a byl vytvofen dendogram (balicek hclust R,
metoda complete). Byl vytvoien graf éteni versus swarmy (balicky ggplot2, scales),
ktery zobrazuje skupiny s velkym mnozstvim vzacnych operacnich taxonomickych

skupin (OTUs). Abychom poznali linie trendd jednotlivych skupin, byly vytvofeny grafy
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distribuce relativni hojnosti ve srovnani s proménnymi prostfedi (hloubka, koncentrace
kysliku, teplota vody) pomoci generalizovanych aditivnich modeld (GAM)
implementovanych v balicku mgev R. GAM (y ~ s (X)) bylo nastaveno na zakladé
gamma distribuce, kterd je vhodna pro pozitivni spojité proménné (bohatost). Bylo pouzito
nastaveni ,link = identity”. Pro kazdou skupinu byl také vytvotren graf zavislosti druhové

bohatosti na vzdalenosti ode dna (balicek ggplot2).
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4.Vysledky

4.1 Diplonemy

4.1.1Vliv prostiedi na distribuci diplonem

Data Flegontovy et al. (2020) ukazuji, Zze diplonemy jsou citlivé na koncentraci
kysliku ve vod€. Pro zjisténi, ktera proménna prostiedi nejvice ovlivituje distribuci
antarktickych diplonem jsme provedli nonmetrické vicerozmérné Skalovani NMDS (viz

Obr. 4) a analyzu redundance (RDA) (viz Obr. 5).
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Obr. 4: Nonmetrické vicerozmérné Skalovani antarktickych diplonem podle a) hloubky,
b) koncentrace kysliku, c) teploty vody.

NMDs ukazuje, Ze nejvice je distribuce diplonem ovlivnéna koncentraci kysliku.
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Obr. 5: Redundantni analyza antarktickych diplonem.

RDA ukazuje, stejn¢ jako NMDS, Ze na distribuci diplonem ma nejvétsi vliv
koncentrace kysliku.

Nasledné byly vytvofeny grafy distribuce relativni hojnosti a druhové bohatosti
v zavislosti na jednotlivych proménnych prostiedi. Vysledky jsou zaméfeny na relativni
hojnost, protoze ta je z hlediska ekosystému dulezitéj$i nez druhové bohatstvi. Tyto grafy
ukazuji, ze diplonemy preferuji niz§i koncentrace kysliku (viz Obr.6a) a Ze jejich hojnost
roste s teplotou vody (viz Obr. 6b).

Na rozdil od vySe uvedenych parametrt, fluorescence (viz Obr.6¢), salinita (viz
Obr. 6d), zemépisné délka (viz Obr. 6¢) ani Sitka (viz Obr. 6f) nemaji na diplonemy zfejmy

viiv.
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Obr.6: Relativni hojnost antarktickych diplonem v zavislosti na a) koncentraci kysliku,

v

b) teploté vody, c) fluorescenci, d) salinité, ¢) zemépisné délce, f) zemépisné Sifce.

4.1.2 Hloubkovy profil

Pfedchozi data ukazuji, ze diplonemy preferuji spiSe hlubsi vrstvy oceanu
(Flegontova et al., 2016). Podrobné&jsi data jsou vSak k dispozici pouze pro dvé lokality
Vv Jaderském motfi (Flegontova et al., 2020). Vzorky prezentované v této praci nam umoziuji

podobné srovnani i pro vody kolem Antarktidy.
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Obr. 7: Hloubkovy profil antarktickych diplonem. Vzorky se ze stejné lokality
JSOu propojeny ¢arami.
Hloubkovy profil (viz Obr. 7) ukazuje, ze relativni hojnost antarktickych diplonem

vwr

do 200 m, ve fotické zoné.

4.1.3 Porovnani arktickych a antarktickych diplonem

Podle vysledk Flegontovy et al. (2016) jsou diplonemy vzacné ve fotické vrstve,
coz ukazuje i Obr. 7. Proto byl vytvoifen Vennuv diagram porovnavajici mnozstvi fotickych
a afotickych swarmti v datasetu. Ten ukazuje, Ze vétSi zastoupeni maji afotické nez fotické
swarmy, ovSem nejvetsi mnozstvi je téch, které se vyskytuji jak ve fotické tak i afotické zo6né
(viz Obr. 8a).

Nasledné jsme vytvorili Venniv diagram pro fotické swarmy (viz Obr. 8b). Tento
diagram ukazuje, Ze nejvice swarmu je znepoldrni oblasti (343), naopak nejméné je
antarktickych (12). Stejné vypadd i diagram pro afotické swarmy (viz Obr. 8cC),

nejvice swarmi je nepolarnich (293) a nejméné antarktickych (28).
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Obr. 8: Vennovy diagramy a) porovnani poctu fotickyc a afotickych swarmi v datasetu,
b) rozd¢lujici fotické swarmy na antarktické, arktické a nepolarni, c¢) rozdélujici afotické
swarmy na antarktické, arktické a nepolarni.

Pfi porovnani téchto diagramt vidime, Ze rozdé€leni diverzity diplonem je stejné
ve fotické i afotické zong, ale celkové je vétsi diverzita diplonem v afotické zoné.
Rozdéleni fotickych a  afotickych swarmi  ukazuje minimalni sdileni swarmu
mezi arktickymi a antarktickymi diplonemami. Vypada to, Ze ob& oblasti jsou U¢inné
oddé¢leny ,,nepoladrnim ocednem®. Nicméné tento vysledek je na trovni jednotlivych swarmii,

pro porovnani celych komunit jsme vytvotili NMDS (viz Obr. 9).
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Obr. 9: Nonmetrické vicerozmérné skalovani arktickych, antarktickych a nepolarnich
diplonem.

NMDS arktickych, antarktickych a nepolarnich diplonem ukazuje, Ze tyto komunity

jsou si podobné i ptes vzdalenost mezi nimi, coZ neodpovida ptfedchozimu vysledku.

4.2 Eukaryota

Pro nasledujici analyzu byla kritéria nastavena tak, Ze relativni hojnost musela byt
alespon >= 100 cteni a podobnost k referenci >=90%, finaln¢ bylo vybrano 20 skupin
salespon 300000 ctenimi. Konkrétné byly vybrany taxonomické skupiny Acantharea,
Bacillariophytina (rozsivky), Bigyra, Cercozoa, Ciliophora (nalevnici), Cnidaria (zahavci),
Copepoda (klanonozci), Cryptista (skryténky), Ctenophora (Zebernatky), Dinophyceae,
Diplonemea, Haptophyta, Chlorophyta, Choanoflagellata, Chrysista, MAST-1, Picozoa,
Polycystinea, Syndiniales a Tunicata (plasténci).

Pro zjisténi vzajemného vztahu (korelace) relativnich hojnosti jednotlivych skupin
byl vypocitdn Spearmantv korelacni koeficient a byl vytvofen dendogram seskupujici
dohromady skupiny s podobnou relativni hojnosti (viz Obr. 10). Tento dendogram ukazuje,

ze relativni hojnost je vysoce korelovana mezi Picozoa a Bigyra, Haptophyta a Cryptista,
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Syndiniales a Diplonemea. Parovy Spearmaniv korela¢ni koeficient je pro tyto
skupiny >0,75, to znamena Ze je mezi témito skupina uzka korelace. Organismy

s korelovanou relativni hojnosti mohou zaviset stejné na méfenych proménnych prostiedi.
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Obr. 10: Dendogram relativni hojnosti 20 vybranych eukaryotickych skupin.

Nasledné jsme vytvofili graf zavislosti po€tu ¢teni na poctu. swarmu, ktery ukazuje
skupiny obsahujici velké mnoZstvi vzacnych operacnich taxonomickych skupin (OTUs) (viz
Obr. 11). Tento graf ukazuje, ze nejvice vzacnych OTUs ma skupina Diplonemea,

naopak nejmén¢ vzacnych OTUs ma skupina Acantharea.

21



@~Acantharea

.Dmo;)hyn;eac
.Cteno:wora .Cmdana
.Choanoﬂagel\aia
< @MAST 1
56 Tunicata _‘P‘COZUP’
c Polycystinea@@ @ Haptophyta
S
Cryptista
" ryplista@ Chrysista@ @ Bacillariophytina Eukaryota@
~
‘E @ Copepoda
Q
O
- @sigyra @ Syndiniales
cC
=5 @ Cercozoa
.Clliophora
@ Chlorophyta
4- 'D\g,]lo'we'nea
In (swarmy)

Obr. 11: Graf zobrazujici pocet Cteni vs. pocet swarmd.

4.2.1 Vliv prostiedi na Eukaryota

Vysledky Ibarbalze et al. (2019) ukazuji, Ze teplota se jevi jako nejlepsi prediktor
diverzity planktonu. My jsme pro zjisténi, jak jednotlivé skupiny reaguji na parametry
prostiedi, vytvoftili grafy relativnich hojnosti jednotlivych skupin v zavislosti na hloubce,
vzdalenosti ode dna, koncentraci kysliku a teploté vody.

Vliv hloubky rozdélil vybrana Eukaryota do Sesti skupin. Rasy jsou nejhojngjsi
ve fotické zoné. Do této skupiny spadaji Bacillariophytina, Bigyra, Cryptista, Dinophyceae,
Haptophyta, Chlorophyta. Jejich relativni hojnost se S hloubkou snizuje. Druha skupina
ma stejny trend jako diplonemy, do urcité hloubky jejich hojnost roste a poté zacne klesat.
Do této skupiny patii Acantharea, Diplonemea a Syndiniales. Tteti skupinou jsou Eukaryota,
u kterych neni patrny zadny trend zavislosti hojnosti na hloubce. Patii sem Cercozoa,
Copepoda, Choanoflagellata, Chrysista, Tunicata, Ciliophora, Cnidaria a Ctenophora.
MAST-1, Picozoa a Polycystinea tvoii samostatné skupiny. Relativni hojnost MAST-1

se snizuje s hloubkou. Picozoa ma optimum V hloubce kolem 200 m az 400 m.
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Relativni hojnost Polycystinea nartsta s hloubkou. Relativni hojnosti jednotlivych skupin

v zavislosti na hloubce viz Obr. 12.
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Obr. 12: Relativni hojnosti vybranych taxonomickych skupin v zavislosti na hloubce. Osa y

je zlogaritmovana.
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Vytvorenim grafi zavislosti relativni hojnosti na vzdalenosti ode dna byly nalezeny
skupiny plantkonnich Eukaryot vyskytujicich se pfevazné na oceanském dné nebo tésné

nad nim. Jsou to Cercozoa, Ciliophora, Chrysista a Polycystinea (viz Obr. 13).
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Obr. 13: Relativni hojnosti bentickych druhti Eukaryot v zavislosti na vzdalenosti ode dna
a) Cercozoa, b) Ciliophora, c) Chrysista, d) Polycystinea.

Na zéklad¢ zavislosti relativni hojnosti vybranych skupin Eukaryot na koncentraci
kysliku (viz Obr. 14) a teploté vody (viz Obr. 15) byla Eukaryota rozd¢lena do nasledujicich
skupin. Prvni skupina se vyhyba nizkym teplotdm a vysokym koncentracim kysliku. Do této
skupiny patii Acantharea, Ciliophora, Cnidaria, Ctenophora, Diplonemea, Polycystinea
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a Syndiniales. Druha skupina naopak preferuje nizké teploty a vysoké koncentrace kysliku,

patii sem Cryptista, Haptophyta a Chlorophyta. Dal$i skupina ma optimum pro teplotu vody

i koncentraci kysliku. Do této skupiny spadaji Bacillariophytina, Bigyra, Copepoda,

Dinophycea, Choanoflagellata, MAST-1, Picozoa a Tunicata. Posledni skupinou jsou

bentické druhy, bez zjevného trendu. Do této skupiny patii Cercozoa a Chrysista.
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Obr. 14: Zavislost taxonomickyh skupin na koncentraci kysliku. Osa y je zlogaritmovana.
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Obr. 15: Zavislost taxonomickych skupin na teploté vody. Osa y je zlogaritmovana.

Na zaklad¢ ziskanych vysledkt, vlivu hloubky, kysliku a teploty na relativni hojnost,
I podle Spearmanova korela¢niho koeficientu, mizeme fict, ze Diplonemea se Syndiniales
a Haptophyta s Cryptista spolecné tvoii komunitu, ve které mezi nimi mozna dochazi

k interakcim, jejichz povaha je zatim neznama a musi byt ovéfena experimentalné.
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5. Diskuze

Ocean je domovem velkého mnozstvi planktonnich organismi, které podporuji
fungovani motského ekosystému (Ibarbalz et al., 2019). Je obecné pfijimano, ze komunity
prvokll jsou rozvrstvené podél gradientd biotickych a abiotickych faktort, jako je svétlo,
koncentrace kysliku, teplota, tlak, salinita a ziviny, které ur¢uji jejich distribuci (Diehl, 2002,
Aristegui et al., 2009, Orcutt et al., 2011).

Pro ziskani vysledki této prace byly pouzity statistické metody NMDS, RDA,
Spearmantiv korela¢ni koeficient a GAM. NMDS a RDA jsou metody redukujici
dimenzionalitu. NMDS je standartné¢ pouzivana metoda. RDA je linedrni metoda (Palmer,
2008), uzite¢nd pro detekci adaptivni variace (Capblancq et al., 2018). Spearmaniv
korelacni koeficient je relativné jednoduché technika, kterou lze pouzit pro prizkumnou
analyzu dat (Gauthier, 2001), v této praci byla pouzita pro zjisténi, jak je relativni hojnost
vybranych skupin Eukaryot ovlivnéna proménnymi prostiedi. Abychom poznali linie trendt
jednotlivych skupin, byly vytvoteny GAM. Silnou strankou GAM je to, Ze se dokazi
vyrovnat s nelinearnimi a nemonoténnimi vztahy odpovédi a mnozinou vysvétlujicich
proménnych. Je to proto, Ze data urCuji povahu vztahu mezi odpovédi a mnoZinou
vysvétlujicich proménnych, spiSe nez predpokladaji néjakou formu parametrického
vztahu (Guisan et al., 2002). Metody RDA, Spearmaniv korela¢ni koeficient a GAM pouzila
ve sve praci také Flegontova et al. (2020).

Ve vodnim prosttedi jsou bézné strmé gradienty kysliku. Ty vznikaji tam,
kde produkce nebo spotieba kysliku ptesahuje transportni rychlosti molekularni difuze
(Fenchel a Finlay.,, 2008). Posloupnost organismi podél gradientu kysliku
je zdokumentovana pro Prokaryota a heterotrofni prvoky (Chen et al., 2017; Fenchel
a Bernard, 1996). Distribuci diplonem ve Weddellové mofi nejvice ovliviiuje obsah kysliku.
Diplonemy preferuji prostiedi s niz§imi koncentracemi kysliku. Stejny trend pozorovala
I Flegontova et al. (2020). Zjistila ze diplonemy preferuji nizkou az stiedni koncentraci
kysliku, do 7,5 mg/l, a vyhybaji se oblastem s jeho vyS$imi koncentracemi. To mlze byt
zpusobeno toxicitou kysliku (Fenchel a Finlay, 2008).V anoxickych zonach byla druhova
bohatost diplonemid nejniZsi, ale relativni hojnost diplonemidd nebyla vyjimecné nizka
(Flegontova et al., 2020).

Teplota ocedanu vyrazné ovlivituje biologické procesy mikrobidlnich organisml
(Soli¢ et al., 2018). Povrchové teplota je nejsilngjsim prediktorem druhového bohatstvi
fytoplanktonu v pozorovanych oblastech (Righetti et al., 2019). Teplota vody také ovlivituje

koncentraci kysliku v ni. Manasrah et al. (2006) zjistil ze mezi teplotou vody a koncentraci
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kysliku je pozitivni vztah, ale kdyz teplota vody stoupne nad 25 °C koncentrace kysliku
se mize snizit v disledku jeho nizS§i rozpustnosti vteplé moiské vodé. Teplota
také ovlivituje velikost bun¢k organismi (Atkinson et al.,, 2003). Na strukturovani
prokaryotické komunity ma vyznam teplotné¢ fizend selekce Zda se vsak,
ze na pikoeukaryota nemd teplota vyrazny vliv (Logares et al., 2020). Teplota spole¢n¢
s chlorofylem A jsou nejsilngjsimi faktory, které ovliviuji slozeni komunit nalevnikd
Vv oceanu (Zhao et al., 2017). Relativni hojnost antarktickych diplonem se zvétSuje s rostouci
teplotou vody. V Jaderském mofi byly pozorovany dva piky diplonem v zavislosti na teplot¢,
doslo tak koddéleni diplonem =z fotické a mesopelagické vrstvy, protoze vzorky
z mezopelagické vrstvy byly chladnéjsi nez ty z fotické vrstvy (Flegontova et al., 2020).

Fluorescence jako proxy koncentrace chlorofylu A, ktery je soucdsti bunék
fototrofnich organismt, vysvétluje 31% variace komunity prokaryot, ale neni signifikantni
pro pikoeukaryota (Logares et al., 2020). Diverzita planktonnich organismii poklesla
se zvySujicim se obsahem chlorofylu A. Nejsilnéj$i korelace je patrna mezi koncentraci
chlorofylu A a skupinou Metazoa (Ibarbalz et al., 2019). V této praci nebyl pozorovan vliv
fluorescence na antarktické diplonemy. Flegontova et al. (2020) pozorovala negativni
zavislost mezi relativni hojnosti diplonem a koncentraci chlorofylu A, ale pozitivni zavislost
mezi relativni hojnosti diplonem a fluorescenci. Tyto vysledky naznacuji, ze diplonemy
nepreferuji vyskyt ve fotické zoné.

Hojnost Pseudo-nitzschia vyznamné pozitivné koreluje se salinitou. Pseudo-nitzschia
je druh planktonnich rozsivek pozorovany celosvétoveé od pobieznich vod po otevieny ocedn
(Van Meerssche a Pinckney, 2017). SloZeni bakterialni komunity se postupné méni podél
gradientu salinity a rozdil ve slozeni komunity vyznamné koreluje s rozdilem v salinité (Hu
et al., 2016). Hu et al. (2016) poprvé ukazala vzorec zavislosti slozeni eukaryotického
planktonu na salinité pomoci molekularnich dat. Flegontova et al. (2020) zjistila, Ze salinita
ma vliv na hojnost, druhové bohatstvi a strukturu komunity diplonem. Diplonemy se podle
této studie vyhybaji oblastem s vysokou salinitou. Nase vysledky ukazuji, Ze na antarktické
diplonemy nema salinita zfejmy vliv. Diivody nejsou ziejmé a k objasnéni bude tfeba dalSich
dat a analyz.

Zemépisna Sitka ovliviiuje vétSinu taxonomickych skupin a projevuje se ubyvajicim
poctem druhti od tropti k polim (Brayard et al., 2005). Rozsivky nevykazuji rozdé€leni
druhové bohatosti podle gradientu zemépisné $itky (Hildebrand a Azovsky, 2001). Gradient
zemeépisné Sitky byl u jednobunéénych organismi dlouhou dobu zpochybnovan,
ale vysledky Ibarbalze at al. (2019) ukazuji, Ze postupny pokles druhové rozmanitosti
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je vSudypftitomnym rysem moiského planktonu. V chladnéjsich vyssich zemépisnych $itkach
je pozorovan ubytek relativni hojnosti fototrofnich bakterii, zatimco relativni hojnost
fototrofnich eukaryot, pfedev§im rozsivek, se =zvySila (lbarbalz et al., 2019).
Nebyl pozorovan vliv zemé&pisné Siiky na relativni hojnost diplonem ve Weddellové mofi.
Je mozné, ze se tento vliv v této praci neprojevil kvili malému rozptylu zemépisnych Sitek
mezi jednotlivymi vzorky. Flegontova et al. (2020) pozorovala podstatné snizeni druhového
bohatstvi diplonemid pfi vysokych zemépisnych Sifkach.

Vliv zemépisné délky se ve sttedozemnim moii projevil nartistem diverzity tintinnid,
skupina nalevnikl, od zapadu Kk vychodu (Dolan, 2000). Zemépisna délka neni piilis
vyznamnou proménnou rozliSujici fotické a mezopelagické skupiny diplonem (Flegontova et
al., 2020). Zemépisna délka neovliviiuje distribuci relativni hojnosti  diplonem
ve Weddellové motfi.

Druhovda bohatost klesa s hloubkou. Mista snejvétsi druhovou bohatosti
jsou v hloubce do 100 metrt, kvili vyssi teploté a produktivité¢ (Costello et al., 2017).
Ve fotické zoné jsou vysoce diverzifikované a hojné Alveolata a Rhizaria (de Vargas et
al.,2015). V mezopelagické vrstvé se vyskytuje vysoce diverzifikovana a aktivni komunita
vird, bakterii, archei, prvokl, zooplanktonu a nektonu (Koppelmann a Frost, 2008).
V bathypelagické vrstvé dominuje pouze nékolik skupin mikrobidlnich eukaryot:
Collodaria, Basidiomycota, Chrysophyceae, Syndiniales a Dinophyceae (Pernice et al.,
2015). Relativni hojnost antarktickych diplonem je nejvétsi v hloubce kolem 1000 m a poté
zacne klesat. Stejny trend byl pozorovan i v Jaderském mofi. Mlze to byt zplsobeno
negativni zavislosti druhové bohatosti diplonem na koncentraci chlorofylu A ve vodnim
sloupci (Flegontova et al., 2020), nebo preferovanim vétSich hloubek, kde se organismy
obsahujici chlorofyl A vyskytuji jen malo.

Vennovy diagramy ukazuji, ze diverzita antarktickych diplonem je vétsi v afotické
zoné. Tento vysledek se dal ptfedpokladat, protoze diplonemy se vyskytuji piedevSim
V hlubsich vrstvach oceanu (Lukes et al., 2015, Flegontova et al., 2016), coz ukazuji
I vysledky ziskané v této praci. Z diagrami je také patrné, Ze v nasem datasetu bylo vice
arktickych nez antarktickych swarmi. Podle Flegontovy et al. (2016) jsou diplonemy
kosmopolitni bez zjevného biogeografického vzoru, ale Flegontova et al. (2020) pozorovala
zavislost diplonem na zemépisné Sifce. Z Vennovych diagramti se zda, ze arktické
a antarktické diplonemy si nejsou piili§ podobné mezi sebou. Protoze pocet swarmi
sdilenych mezi arktickymi a antarktickymi diplonemami je men$i nez mezi arktickymi

anepolarnimi nebo mezi antarktickymi a nepolarnimi. Protoze Vennovy diagramy
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porovnavaji komunity pouze na Urovni swarmu, bylo pouzito NMDS, z jehoz vysledkt
je patrné, ze slozeni antarktickych a arktickych spolecenstev diplonem podobné je. NMDS
na rozdil od Vennovych diagraml porovnava celé¢ komunity, takze je toto porovnani
ptresnéjsi. Podobné slozeni téchto dvou spolefenstev muzeme vysvétlit modelem disperse
(Finlay, 2002). Podle tohoto modelu je hojnost mikrobidlnich eukaryot tak velka, zZe je jejich
disperze jen ziidka omezena geografickymi prekazkami. Model také piredpovida nizky pocet
globalnich druht a vysokou lokéalni druhovou bohatost (Finlay, 2002). Nicmén¢ de Vargas et
al. (2015) zjistil, ze poCty planktonnich organismu v ocednu jsou podhodnocené a ukazal
signifikantni vztah mezi slozenim eukaryotickych komunit a geografickou vzdalenosti.
Pfi porovnani dirkonosct (Foraminifera) v antarktickych a arktickych vodach byly nalezeny
stejné morfotypy, n€které z nich byli dokonce geneticky identické (Finlay, 2002).

Vybrané linie planktonnich eukaryot byly rozdéleny do skupin a to podle hloubky,
ve které se vyskytuji, teploty vody a koncentrace kysliku. Pti rozdéleni do jednotlivych
skupin, byly vzdy Diplonemea se Syndiniales a Haptophyta s Cryptista ve stejné skupiné
a hodnota Spearmanova korela¢niho koeficientu mezi nimi byla >0,75, coZz naznacuje,
ze spolu vytvati komunitu a Ze mezi nimi mtze dochazet k néjakym interakcim.

Syndiniales jsou diverzifikovanou parazitickou skupinou béznou v moiském
prostiedi (Clarke et al., 2019), VSechny popsané druhy Syndiniales zabijeji své hostitele,
coz jsou prvoci (Dinoflagellata, Cercozoa, Radiolaria) a Metazoa (Copepoda, vaji¢ka ryb)
(Guillou et al., 2008). Diplonemea jsou jednou z nejdiverzifikovanésich skupin eukaryot
V oceanu, jejich Zivotni strategie neni znama (Flegontova et al., 2016). Syndiniales obyvaji
vSechny prozkoumané vrstvy oceanu, od povrchu po sedimenty (Guillou et al., 2008).
Diplonemea jsou velmi vzacné v povrchovych vodach, jejich oblibenym prostiedim
je hluboky ocean (Lukes et al., 2015). Anderson a Harvey (2020) zjistili, Ze relativni hojnost
Syndiniales je ovlivnéna teplotou, nejvyssi relativni hojnosti dosahuji v teplych letnich
mésicich. Z této prace vyplyva, ze obé tyto skupiny maji nejveétsi relativni hojnost
kolem 1000 m, vyhybaji se nizkym teplotam vody a vysokym koncentracim kysliku. Z dat
ziskanych v této praci nemizeme fict zda a pfipadné¢ K jakym interakcim mezi témito
skupinami dochazi. Lima-Mendez et al. (2015) na zaklad¢ dat z expedice Tara Oceans
odhalila spoustu potencidlnich interakci mezi Syndiniales a jejich hostiteli (nejvice
se zooplanktonem), ale u diplonem bylo interakci relativné malo a byly nejednoznaéné.

Haptophyta jsou velmi diverzifikovanou a ekologicky dilezitou skupinou
planktonnich spoleCenstev fotické zény. Maji doplitkkovy fotosynteticky pigment,
ktery se nachazi pouze v bunkach skupiny Haptophyta. Jejich ekologicky a evolu¢ni uspéch,
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pravdépodobné zalozeny na mixotrofii, mohl vyznamné ovlivnit uhlikovy cyklus v oceanu
(Liu et al., 2009). Cryptista (skryténky) jsou jednobunééni eukaryotiéti bicikovci vyskytujici
se ve slané i sladké vodé. Skryténky jsou fotosyntetické druhy (Dunstan et al., 2005).
Vysledky této prace ukazuji, Zze Haptophyta a Cryptista patii podle zavislosti jejich
relativnich hojnosti na hloubce do skupiny fas, jejichz hojnost klesa s hloubkou. Na zakladé
zavislosti relativni hojnosti na teploté¢ vody a koncentraci kysliku, Haptophyta i Cryptista
preferuji nizsi teploty vody a vyssi koncentrace kysliku.

Grafy zavislosti relativni hojnosti na vzdalenosti ode dna oddélily skupiny
plantkonnich Eukaryot vyskytujicich se pfevazné¢ na oceanském dné nebo tésné nad nim.
Jsou to skupiny Cercozoa, Ciliophora, Chrysista a Polycystinea. Je mozné, Zze u skupin
Cercozoa a Polycystinea miize byt tento vysledek zpisoben tim, ze nékteré maji schranky,
které vydrzi neporusené i kdyZ uz nejsou zivé a klesnou na moiské dno. Na oceanském dné
je velky objem zachovanych schranek skupiny Radiolaria, kam patii i Polycystinea (Suzuki
a Oba, 2015). Dv¢ tiidy skupiny Cercozoa také vytvaii schranky: Thecofilosea a Imbricatea.
Jejich schranky jsou tuhé a trvalé a jsou pouzivany jako bioindikatory v paleontologickych

studiich (Dumacka a Siemensma, 2020).
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6. Zavér

Z této prace vyplyva, ze planktonni spolecenstva ve Weddellové mofi jsou ovlivnéna
zejména hloubkou, teplotou vody a koncentraci kysliku. Antarktické diplonemy jsou nejvice
ovlivnény obsahem kysliku, pficemz preferuji jeho niz$i koncentrace. Na jejich distribuci
nema ziejmy vliv fluorescence, salinita, zemépisna Sitka ani délka.

Pti porovnani arktickych a antarktickych diplonem jsme zjistili, Ze na zakladé¢ NMDS
jsou si tyto komunity mezi sebou navzajem podobné i pies vzdalenost, ktera je odd€luje.

Eukaryota byla v zavislosti relativni hojnosti na hloubce rozdélena do Sesti skupin
ana zaklad¢ teploty a koncentrace kysliku do ¢tyt skupin. Diky tomuto rozdéleni
jsme zjistili, ze Diplonemea se Syndiniales a Haptyphyta s Cryptista maji podobné
ekologické naroky a mohou byt funkéné provazané. Povaha jejich potencialni interakce
je v8ak neznama. Vzdalenost ode dna oddélila skupiny plantkonnich Eukaryot vyskytujicich

se prevazné na oceanském dné€ nebo tésn¢ nad nim.
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