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Predmluva

Predlozenou semindrni praci jsem roz¢lenil do dvou samostatnych celkd. V prvé,
teoretick¢ Casti, se zabyvam (1) tvodem do morfologie zelenych kokalnich fas rodu
Pediastrum (Chlorophyceae, Sphaeropleales, Hydrodictyaceae) se zvlastnim zaméfenim na
fenotypickou plasticitu druhu Pediastrum duplex a (2) problematikou landmarkovych metod
geometrické morfometriky, jako potencialniho nastroje studia dynamiky tvaroprostoru

Druh4, prakticka, ¢ast je vénovéna (1) vlastni aplikaci zvolenych metod geometrické
morfometriky pfi studiu meziskupinové tvarové variability pfirodnich subpopulaci
Pediastrum duplex, (2) diversité fytoplanktonu zdrojovych lokalit a (3) problematice isolace a
kultivace vybranych zastupcti rodu Pediastrum.

V priibéhu vypracovani praktické ¢asti jsem obdrzel dovednosti nezbytné pro zdarny
prabeh tematicky navazujici diplomové prace, ve které se zamefim na rozsifeni a prohloubeni
nasich znalosti o morfologické mezipopulacni vnitrodruhové variabilit¢ druhu Pediastrum
duplex. Nabyté zkuSenosti s isolaci a kultivaci téchto fas jsou vstupnim piedpokladem pro
budouci experimenty s monoklonalnimi kulturami, jez, jak doufidm, povedou k alesponi
castenému odhaleni Sife fenotypické plasticity v pfirodé Castych druhti. Pro hodnoceni
vysledkt tvarovych analys ptirodnich populaci Pediastrum duplex bude téz zdrojem piidatné
informace znalost druhového slozeni planktonnich spolecenstev, ktera se opét zaklada na

vysledcich této seminarni prace.

Na tomto misté¢ povazuji za nezbytné vyjadfit upfimné podeékovéani svému skoliteli
Jitimu Neustupovi, nebot’ pravé jemu vdéfim za nepostradatelny tvod do problematiky
predlozené prace, jakoz i spolehlivé vedeni béhem vypracovani, kdy zésluhou jeho bezmezné
trpelivosti a vstiicnosti bylo zavcas podchyceno mnoho zasadnich chyb a omyli. Velmi rad
bych také podékoval vsem kolegiim z algologické laboratote, Pavlovi Skaloudovi, Magdé
Rezadové, Sylvii Novakové, Jané¢ Veselé¢, Lucii Oslejskové a Janovi Stastnému za

nedocenitelnou ochotu nezistné kdykoli pomoci dobrou radou i skutkem.



Uvodem

Nesmirna tvarova diversita planktonnich mikroorganismii je fenomenem véde
znamym jiZz od casi sestrojeni prvniho svételného mikroskopu roku 1635 a tyka se zivych
forem napfic vSemi skupinami recentnich i1 vymfelych eukaryot. K tvarové zdaleka
nejrozmanitéj$im pocitdme spoleCenstva fotoautotrofnich planktonnich mikroorganismi, tzv.
fytoplankton, jehoz nescetni zastupci se stali predmétem cetnych floristickych i
taxonomickych studii, nicmén¢ tthrnem nesrovnatelné mensi kvantum praci bylo vénovano
zodpovézeni otdzky konkrétnéjSiho vymezeni plasticity tvari mikrobidlniho svéta, nebot’, jak
se mnohokrat ukdzalo, hranice morfology definovanych znaki nejsou v cetnych piipadech ani
zdaleka ostré a jejich stanoveni mnohdy bylo a dodnes je zatizeno individudlni subjektivitou.
Uvodnim slovem v pfedmluvé ke skriptim jistého kursu biostatistiky jejich autor
poznamenava, ze (dnesni) biologie je jiz védou kvantitativni (LEPS 1996). Lze tedy pomoci
vhodné zvolenych statistickych technik objektivné postihnout §ifi fenotypické plasticity a
zejména pak smery tvarové varibility vybraného modelového mikroorganismu, kokalni zelené
rasy? Je celkovy rozsah vnitrodruhové morfologické plasticity popsatelny na zékladé studia
jediné subpopoulace tohoto druhu, a jaké je tteba predpokladat lokalni morfologické odchylky
v ramci uzsi, ¢i Sirsi geografické oblasti?

Krom¢ jiného i pro zodpovézeni vyse uveddenych otazek se v moderni biologii zavadi
geometrickd morfometrika, jejiz zna¢nd vypovidaci hodnota je zcela odvisla od pfislusného
aparatu technik mnohorozmérné statistiky, zvlasté ve spojeni s vysoce ilustrativnimi
metodami grafického zobrazeni vystupti statistickych modela.

Prvotnim cilem této seminarni prace je zodpovézeni otazky, zda lze prostiednictvim
zvolenych  geometricko-morfometrickych technik postihnout biologicky relevantni
infraspecifickou morfologickou variabilitu planktonni tasy Pediastrum duplex, ¢ili miru
lokalné specifické fenotypické plasticity v podobé odchylek od pomysiné ,,primérné* formy.
Potencidlné zajimavym vystupem zamysSlené navazujici diplomové prace by mohlo byt
zavérecné zjisténi, lisi-li jednotlivé subpopulace ziskané z lokalit odlisSnych v celé tadé
rozmanitych faktort abiotickych (pH, konduktivita, teplota) i biotickych (sloZeni spoleCenstev

fytoplanktonu s dirazem na hlavni dominanty). Atraktivni je také pfipadna moznost testovani



statistické priikaznosti odliSnosti populaci organismu téhoz systematického zafazeni
v zavislosti na konkrétni geografické poloze a typu zdrojové lokality.

Jako modelovy mikroorganismus jsem si pro ptedlozenou studii zvolil zelenou kokalni
fasu Pediastrum duplex, dnes jednoho z nejhojnéjSich zastupci svého rodu (i celé celedi
Hydrodictyaceae) s takika kosmopolitnim aredlem rozsifeni a Sirokou ekologickou valenci.
Jednd se o obecné abundantni soucéast spoleCenstev fytoplanktonu vétSiny eutrofnich
sladkovodnich nadrzi, rybnikl a jezer. Zaroven (a toto byl zékladni moment pfi uvazeni jejich

vhodnosti) jde o mikroorganismy vyhranénych rodovych a druhovych morfologickych

charakteristik.

1. Teoreticka ¢ast

1.1. Morfologie rodu Pediastrum

1.1.1. Morfologicka variabilita a Zivotni cyklus zastupci rodu Pediastrum

,,Alga planta, radiata, sine thallo proprio, e cellulis (sporangiis) compressis, massa sporacea
viridis coloris farctis in, radios annuli dispositis, formata. “ (MEYEN 1829, ,, Beobachtungen iiber

einige niedere Algenformen*)

Rod Pediastrum MEYEN (1829) je v porovndni s mnohymi ostatnimi planktonnimi
coenobialnimi fasami vymezen souborem pomérné spolehlivé definovanych morfologickych
znaki. Celkovy habitus coenobia vétSiny zastupct rodu Ize popsat jako vice méné kruhovy az
elipticky planarni Utvar, sestaveny z jednotlivych aplanetickych bunc¢k vzijemné pevné
propojenych na stycich hran bunéénych stén, poptipadé¢ jejich vybézka. Neziidka se v ramci
rodu vyskytuji odchylky od planarity, kdy jsou jednotlivé (zejména marginalni) bunky
v raznych uhlech zroviny coenobia do jist¢ miry pravidelné vychyleny (Pediastrum
kawraiskyi), anebo ma piimo celd plocha coenobia tendenci vyklenout se do podoby
zvonovitého habitu (Pediastrum marvillense). Parametry bunék uzivané pro interspecifickou
determinaci predlozené napt. SULKEM (1969) jsou odlisné v piipadé bunék situovanych na

coenobiu vné¢ (marginalni, tj. okrajové builkky) a uvniti (vnitini bunky). Na buikach



marginalnich sledujeme tvar jak samotného téla bunky, tak také jejich vné (popt. dovnitt)
smétujicich vybézki (processi), které mohou byt jednoduché a na buinikdch jednotlivé
(Pediastrum simplex), jednoduché a na buiikkdch vzdy po dvojicich (Pediastrum duplex, P.
boryanum), anebo téz na bunikach po dvojicich avSak termindlné rozvétvené, pak ovSem ne
vice nez do druhého tadu (Pediastrum biradiatum) — pticemz vybeézky 2. fadu mohou byt
rovnocenné ¢i nerovnocenné. Vnéj$i vybézky sestavaji ve vétSin€ piipadl z tzv. laloku (v
angl. lit. lobes) a nasadce hyalinniho koncového vybézku zpravidla bez bunécného obsahu, u
kterych sledujeme nejen Sitku, ale zaroven i miru jejich podélného protazeni (KOMAREK &
JANKOVSKA 2001). DalSim vyznaénym taxonomickym znakem druhd s parovymi vnéjSimi
vybézky je tvar a velikost Ghlu tzv. vyfezu, ktery tyto struktury sviraji. Vyrazné se také lisi
utvareni basélni (tj. do centra coenobia sméfujici) ¢asti margindlnich bunék, kterd v nékterych
pripadech nese vykrojek (Pediastrum duplex), jinde je bez zfetelného vykrojku (Pediastrum
boryanum var. brevicorne), anebo muze byt smérem dovnitf coenobia vydutad (Pediastrum
boryanum var. forcipatum). Vnitini buiikky jsou v porovnani s margindlnimi mén¢ tvarové
rozmanité, coz je pfirozené¢ ddno omezenim jejich morfogenese prostorovou indisposici
spocivajici ve zptisobu usporadani bunék uvniti coenobia. Od morfologie obou typi bunck se
dale odviji skutecnost, je-li coenobium perforované, ¢i nikoli; a pak-li ze ano, v§imame si

(ne)pravidelnosti v rozmisténi perforaci a samoziejme jejich tvaru a predevsim velikosti.

Mnohé zuvedenych znakli se postupem casu ukazaly jako nedostate¢né pro
spolehlivou druhovou determinaci s ohledem na jejich znac¢nou plasticitu, soudé na zaklade
existence mnohych prechodnych forem, které neziidka nalézame ve vzorcich piirodnich
populaci GLENK (1994). Modernéjsi taxonomicka praxe pracuje také s témi morfologickymi
znaky, které odhalila aZz skenovaci elektronova mikroskopie. S jeji pomoci lze studovat
rozmanitou strukturu povrchové skulptury vnitfni vrstvy bunééné stény, vyznacné
charakteristickymi kombinacemi vzort sestavajicich z granuli, bradavek a ryzek rtzného
tvaru a velikosti. Taxonomicka hodnota posledné¢ zminéného znaku vSak nebyla a neni vzdy
zohlediiovéana a nékteii autofi jeji validitu pro determinaci napf. na urovni poddruhii zamitaji.
Z autoru zabyvajicich se v minulosti popisy zastupct rodu Pediastrum jesté pied zavedenim
technik elektronové mikroskopie BRAUN (1855) a RACIBORSKI (1890) jiz pifi deskripci
skulpturu bunécné stény uvazuji, naproti tomu CHODAT (1902) a NITARDY (1914) jeji
taxonomickou hodnotu neptipoustéji. BIGEARD (1933) je nazoru, ze konkrétni podoba
skulptury bunécné stény u Pediastrum je bezprostiedné odvisla od plsobéni faktorti vnéjsiho

prostfedi a v€kové struktury populace. NIELSEN (2002) studuje variabilitu tzv. density



granulace vramci druhu Pediastrum boryanum. Densita granulace uddva jednotlivych
povrchovych Utvard bunécné stény na usecce délky 10 um. Cilem studie bylo posoudit, zda je
uvedeny znak komplementarni k ostatnim morfologickym znakim pifi determinaci
jednotlivych variet daného druhu. Vysledkem bylo uvedeno zjisténi, ze hustotu granulace
nelze samostatné (tj. bez soucasné aplikace klasickych morfologickych znaki uvedenych
vyse) spolehlivé pouzit. Autor zminéné prace povazuje za pravdépodobnou piicinu vysoké
pozorované infraspecifické variability Pediastrum boryanum (1) odiSnosti v kultivacnich
podminkach studovanych variet a (2) pivod jednotlivych klond (ve smyslu odliSnosti

zdrojového genotypu).

Vysledny tvar kazdé buinky v coenobiu je ve vysledku mechanicky determinovan
prib&hem procesu agregace zoospor v ranné fazi ontogenese coenobia W.F. MILLINGTON &
S.R. GAWLIK (1975). Souvisejici déje asexualni a sexudlni reprodukce u Pediastrum je mozno
s ohledem na souc€asny stav poznani téchto procestt uvadi napf. KOMAREK & JANKOVSKA
(2001). Cyklus vegetativniho rozmnozovani pocind uvnitt mnohojaderné (coenocytické)
matefské bunky diferenciaci cytoplasmatického obsahu v urcity pocet dvoubicikatych
morfologicky nerozliSenych zoospor (jednojaderné, nahé, jen s cytoplasmatickou membranou
na povrchu). Takto se nové vytvotivsi shluk zoospor opousti prostor matetské buiiky uzavien
v hyalinnim vacku z materidlu vnitini vrstvy matefské bunécné stény rupturou ve vngjsi
sporopoleninové vrstvé. Motilni zoospory se ve vacku nepohybuji navzdjem nezavisle, nebot’
jsou propojeny prostiednictvim bic¢iki (MILLINGTON & GAWLIK 1975), coz zna¢né¢ omezuje
moznost jejich pfipadného neusporadaného pohybu. V prabéhu asi 10 min. od oddéleni vacku
se zoosporami od matefské buiiky postupné rychlost pohybu zoospor klesda a jednotlivé
planetické buniky vykazuji tendenci tésného shlouceni za tvorby rozSifenych postrannich
kontaktnich ploSek. Vysledny tvar coenobia je tedy jiz od pocatku svého vyvoje zasadné
ovlivnén orientaci a vziajemnym prostorovym usporaddnim Kkonstiuujicich slozek -—
jednotlivych bunék. Vacek z matetské stény, tedy jeho struktura a habitus, pravdépodobné
tvar coenobia neovlivni, nebot je shlukem agregovanych zoospor zahy opustén. Kone¢ny tvar
externich i internich bunék coenobia, a déle i rozmanité povrchové struktury, jsou realisaci
uspotadani cytoskeletdlniho systému mikrotubulll a asociovaného transportu stavebnich
komponent. Nitrobunécnd mikrotubuldrni sit’ hraje také roli i pifi ustanoveni orientace
zoospory vramci coenobia (MILLINGTON & GAWLIK 1970, MARCHANT 1974).
Experimentalni studie morfogenese Pediastrum simplex (MILLINGTON & GAWLIK 1975)

pfinesla zjisténi, Ze pii naruseni vzajemnych spojeni mezi sousedicimi



Obr.1.1.Zivotni cyklus (generativni
faze) Pediastrum (na ptikladu P.
boryanum): 1 — kliceni zygoty a
uvonéni meiospor, 2- zména
aplanetické meiospory v
polyedrickou butiku, 3- uvolnéni

vacku se zoosporami rupturou ve

stén¢ polyedrick¢ bunky, 4 -
formovani nového coenobia ze
shluku zoospor, 5 — vegetativni
builky maturovaného coenobia
davaji (nepohlavni cestou) vznik

dcefinym coenobiim (6-7), 8 a 9 —

uvolnéni isogametd z mateiské
buiiky, nésledna tvorba planozygoty a hypnozygoty, ve které dochézi k diferenciaci Cetnych

motilnich meiospor. (pfevzato z KOMAREK & JANKOVSKA 2001)

zoosporami pied tvorbou coenobia, ztrdci tyto prostorovou orientaci a charakteristické
vybézky (processi), vytvarejici se za standardnich podminek pouze na jednom poélu
maturované vegetativni bunky, se netypicky objevuji ve stejném poctu na obou podlech.
Tvorbou nového coenobia ze shluku zoospor se cyklus nepohlavniho rozmnozovani uzavira.
Cytoplasmaticky obsah kazdé z vegetativnich bun¢k se za pfiznivych podminek miize
diferencovat opét v zoospory a byt tak zdrojem dalSich coenobii. Zatimco asexualni proces je
jevem pozorovanym relativné Casto, sexualni reprodukce je popisovana spise ziidka. Pohlavni
proces u Pediastrum je charakteru homothallické isogamie (KOMAREK & JANKOVSKA 2001).
Z mateiské bunky se uvoliluji dvoubicikaté zoidy, ponckud menSi nez zoospory a bez
jekéhokoli obalného véacku. Isogamety z téze matetské buiiky jsou schopny vzijemné
kopulace za tvorby tlustosténné hypnozygoty, v niz se tvofi pohyblivé haploidni meiospory.
Meiospory se méni na nepohyblivé haploidni polyedrické buiiky, ze kterych se, podobné jako

je tomu v pribéhu nepohlavniho cyklu, uvoliiuji analogické vacky se zoosporami.



Navzdory slozitosti procestt odehravajicich se v pritb¢hu utvaieni kone¢ného tvaru, je
fada morfologickych znakii dosti stalych, piikladem lze uvést kupt. druhové charakteristicky
pocet vybézkili marginalnich bunék, do jisté miry omezeny interval hodnot, kterych mize
nabyvat pocet bunék v coenobiu aj. SULEK (1969) vyhodnocuje morfologickou variabilitu a
vyznam dalSich znaki pro taxonomii. Nezfidka Ize pozorovat na koncich vybézka
marginalnich bunék kulovité, ¢i hyalinni Stétinovité utvary (borsten- und kugelformige
Gebilde), jejichZ pfitomnost je naprosto nepravidelnd, kdy se zfejmé jedna o reakci na néktery
z faktordi vnéjSiho prostfedi. Sdm jsem ojedinéle druhy uvedeny typ téchto utvarii pozoroval
na Pediastrum duplex var. duplex pti analyse prirodniho vzorku z eutrofni rybni¢ni nadrze pii
obci Hamr na Jezefe v Severnich Cechach (Liberecky kraj) a podruhé v monoklonélni kultute
téhoz druhu a variety. Vzhledem k dosud neznamé podminénosti vyskytu téchto struktur
v ramci subpopuace jedinct téhoz druhu, nelze jim piisoudit taxonomickou hodnotu. Jinym
druhové typickym znakem je thel, jejz sviraji dvojice vybézkti marginalnich bunék, ktery je
dle Sulka valmi proménlivy a v extrémnich pfipadech zavisly zejména na naruSeni nékterého
z procesu pii ontogenesi téla marginalni buiiky i samotnych vybezki, za soucasného plisobeni
vnéjSich faktorti. Nelze vyloucit ani vliv celkového poctu bunc¢k v coenobiu a jejich
vzajemného prostorového usporadani. SULEK (1969) shrnuje ztaxonomického hlediska
rozvétveni a orientace vybézkli marginalnich bunck vii¢i roviné coenobia a pocet a tvar

postrannich vybézka bunék vnitinich, (2) pfitomnost a charakter skulptury bunééné stény.

Variabilita morfologickych znakl je pro zastupce rodu Pediastrum ptiznacna.
V literatufe existuji dokonce ptiklady situaci, kdy nebylo na zakladé¢ v bézné praxi
pouzivanych znakli mozné jednoznacné determinovat jisté taxony ani na druhové urovni.
Samoziejmé 1 zde se nabizi otdzka opravnénosti vSech soucasné uznavanych druhovych
kategorii v ramci rodu. Do jaké miry se fenotypicky projev Pediastrum duplex odrazi na
podminkach vné¢jsiho prostiedi neni dosud znamo, nebot’ studie fenotypické plasticity, tak jak
je realisoval napf. TRAINOR (1968) na Scenedesmus dosud chybi. Na morfologicky
ptibuznych druzich rodu Pediastrum vSak mezidruhova variablita a pfedchodnd stadia jiz
studovany byly. Napt. GLENK (1994) pojednava o nalezu prechodnych forem mezi druhy
Pediastrum tetras a Pediastrum biradiatum var. longecornutum (které ovSem KOMAREK &
JANKOVSKA (2001) pojednéava jako samostatny druh Pediastrum longecornutum) v nékterych
franckych vodnich nadrzich. Popisované pifechody oznacuje GLENK (1994) terminem

mezidruhovd morfa (interspezifische Morpha). Nemd k disposici skenovaci elektronovy



mikroskop, ktery by umoznil pozorovat povrchovou skulpturu a proto nemiize své prechodné
formy do zadného z nejblize podobnych druhil zatadit v hodnoté poddruhu. Dle jeho nézoru
neni mozné ani fici, jedna-li se o nékteré z onthogenetickych stadii uvazovanych druht, o
mutanty, variety, poddruhy, ¢i snad dokonce o odlisné druhy. I dal$i mezidruhové—srovnavaci
studie, kterou uskute¢nil CHANG (1981) na kulturach Pediastrum boryanum a Pediastrum

duplex, ovétuje nutnost uvazeni znacné plasticity znakii pouzivanych v taxonomii.

1.1.2. Ekologické naroky a rozsiteni zastupci rodu Pediastrum

Charakteristickym ekosystémem, kde je mozné se zastupci rodu Pediastrum nejcastéji
setkat, jsou sladkovodni nadrze razného stupné trofie. Roli hraje t¢Z zemépisna Sitka, nebot’
nékteré druhy vzhledem ke svému geografickému rozsifeni vykazuji zietelné¢ omezené
biogeografické arealy (Pediastrum kawraiskyi, P. privum). Druhy jsou uhrnem soucasti
spoleCenstev fytoplanktonu tini, fek, jezer a rybnikli a spiSe jen ziidka je nalézame i
v metafytonu (P. duplex, P. boryanum, P.simplex apod.). Vyjimku tvoii ekologicky ostte
vyhranéné druhy vadzané na jiny typ stanovist¢ (P. braunii v mechu vlhkého prostiedi
kapavych skal). Zatimco v globalnim méfitku je geografické rozsifeni druhti ddno zejména
zemepisnou Sitkou, v regiondlnim métitku se uplatnuje spisSe vliv lokality konkrétniho typu.
Kosmopolitni areal je charakteristicky pro druhy P. boryanum, P. duplex, P. tetras a P.
biradiatum, ovSem jen s omezenou platnosti v pfipadé nékterych variet. Nikoli nevyznamné
procento druht ma striktn¢ boreo—alpinsky areal rozsifeni s vyskytem reliktniho charakteru
v mirném pasu (P. braunii, P. kawraiskyi). Uvedené druhy obyvaji zejména chladna cista
jezera severského (skandindvského) typu a jsou dosti citlivé na silici anthropogenni
disturbanci. (KOMAREK & JANKOVSKA 2001) se domnivaji, Ze rod jako celek je v soucasné
dob¢ zfetelné na ustupu. Soudi tak na zakladé zjisténi, ze praveé ty druhy, které dnes
nachdzime relativné vzacné a v ramci dosti geograficky omezeného uzemi, nachézeji se hojné
v sedimentech chronologicky spadajicich do obdobi posledniho zalednéni (Wiirm), kde tvofti
taktka dominanty. Takovym napadné reliktnim aredlem je vyznaény naptiklad druh P.
argentinense, vazany vyhradné na neotropickou oblast Jizni Ameriky (TELL, 2004b). Rod
Pediastrum zahrnuje také pozoruhodnou skupinu druhi endemickych, ¢i nalezenych toliko
jednou (za potizeni vérohodného zdznamu). Ptikladem lze uvést P. marvilliense, endemitni

druh Kerguelenského souostrovi v Indickém ocednu, P. boryanum var. campanulatum



zvonovitého habitu coenobia, ¢i P. tricuspidatum, nalezené ve stiedni Africe, které je v ramci
rodu zcela vyjimecné typem margindlnich bun€k s tfemi externimi vybézky. Studujeme-li
podrobnéji aredly jednotlivych variet jinak obecné kosmopolitn€ rosifenych druhd,
zjistujeme, ze tyto lze rozdélit na spiSe teplomilnéjsi na jedné strané, preferujici tropické

oblasti a variety oslidlujici stenothermni vodni nadrze temperatni zony na stran¢ druhé.

Dal$im aspektem studia zastupcl rodu Pediastrum jsou atraktivni paleoekologické
aplikace (KOMAREK & JANKOVSKA 2001), nebot’ coenobia s rigidni sporopoleninovou vrstvou
bunécnych stén jsou dobtfe zachovana ve fosilnim a subfosilnim sedimentarnim zdznamu, a
proto je neziidka nachazime v palynologickych vzorcich. Nejstarsi dosud objevené a
Pediastrum naléza cenné uplatnéni v usuzovani na nékdejsi klimatické poméry a konkrétni
typy stanovist, coz hraje vyznacnou roli v soucasném vyzkumu proménlivosti zivotniho
prostiedi a dosavadniho vyvoje zemskych ekosystému. Je ovSem tfeba poznamenat, ze diky
snadnému S$ifeni téchto ,,palynomorf* nachdzime zjevné allochtonni spolecenstva druhti
Pediastrum také v sedimentech kontinentdlniho Selfu, popt. i za jeho hranicemi, kam byla
vyplavena vodnimi toky. Dosavadni palynologicky zdznam se ovSem spokojil s determinaci
na urovni toliko rodu, ackoli je dnes jiz zfejmé, ze srovnani jednotlivych fosilnich druhd
s jejich recentnimi protéjsky mize byt vzhledem k nasi soucasné dobré znalosti ekologickych
naroki téchto druhli zdrojem zasadnich informaci o podobé tehdejsiho prostredi. Piikladem
1ze uvést dvojici druhit (Pediastrum kawraiskyi, P. mustersii, TELL 2004a) charakteristickych
pro stenothermni prostiedi chladnych jezer mirného, az chladného mirného pasu, jehoz nalezy
pochazeji , jejichz fosilni ndlezy jsou znamy z obdobi na ptelomu terciéru a kvartéru, kdy, s

ptihlédnutim k dneSnimu stavu, byly tyto taxony daleko Castéjsi.

1.1.3. Morfologicka charakteristika, ekologie a rozSifeni Pediastrum duplex

Pediastrum duplex MEYEN Nova Acta Phys. Med. Acad. Caes. Leop. — Carol. XIV;
772, 1829, Fig. 9

., Cellulae duobus cum radiis“ (MEYEN 1829). Coenobia tohoto druhu jsou vzdy
pravidelné perforovana, kruhového, ziidka eliptického obrysu. Buiiky jsou uspoiadany
vétSinou (symetricky) koncentricky, méné casto téz spirdln¢ anebo bez ziejmé

pravidelnosti. Pocet bunck se pohybuje vrozmezi 8 — 64 (128). Buiky se vyznacuji
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vyraznymi vyiezy tvaru ,,V*, ktery ohranicuji v pfipadé marginalnich bun¢k dva konické
nevétvené laloky delsi nez télo bunky, situované v roviné coenobia a ukoncené kratkymi
cylindrickymi (hyalinnimi) vybézky. Na konci vybézkli pozorujeme obcas ve svazcich
odstavajici jemné, ve svételném mikroskopu stézi patrné, avsak relativn¢ dlouhé stétinovité
paprsky, utvary pravdépodobné bilkovinné povahy, se ziejmé positivnim vlivem na
zvySeni hodnoty tvarového odporu (PADISAK ET AL. 2004). Bunécna sténa je na povrchu
hladka, pfipadné jemné az vyrazn¢ sitovité skulpturovana. Horni hranici velikosti coenobia
udavaji KOMAREK & JANKOVSKA (2001) hodnotou 212 pm. Rozméry marginalnich bunék
se pohybuji v rozmezi 6-28 pum, u vnitinich 4-30 um. Veskeré morfologické znaky jsou
povazovany za variabilni. Na zéklad¢ prostého srovnani obrazové dokumentace nalezii
Pediastrum duplex v publikacich starSich SULEK (1969) a recentnich KOMAREK &
JANKOVSKA (2001), TELL (2004b), lze shrnout, Ze nejmarkantn&j$i rozdily mezi
subpopulacemi (i v jejich ramci) spocivaji v odliSnych pomérech velikosti externich
vybézkl (v€etné lalokll) marginalnich bunck vii¢i rozmérim bunécného téla. Vedle toho je
dosti proménlivy také tihel jejz vnéjsi vybezky sviraji; ten mize byt jak vyrazné ostry, tak i

vétsi nez 100°, ov§emze s kontinuem prechodnych forem.

T L T E T T - f

d

Obr.1.2. Morfologie marginalnich (vlevo) a vnitinich (vpravo) bunék coenobii Pediastrum

duplex. a: hyalinni vybézek, b: externi lalok, c: externi zatez, d: Sitka bunky, e: délka buiiky,

f: interni zafez, g: bo¢ni zatez. (pfevzato z KOMAREK & JANKOVSKA 2001)

Zatimco nov¢jsi publikace (KOMAREK & JANKOVSKA 2001) uvadéji ¢lenéni druhu na

Ctyti variety (P. duplex var. duplex, P. duplex var. gracillimum, P. duplex var. asperum), popft.

tf1 (SULEK 1969), nazory starSich autoril se v tomto bod¢ zna¢né rozchéazeji. Naptiklad prace
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NITARDYHO (1914) uvadi i taxony v pozdéjSich pracich (KOMAREK & JANKOVSKA 2001) se
neobjevujici (P. duplex var. rotundatum). S ohledem na posledné jmenovanou publikaci, 1ze
shrnout diferen¢ni znaky variet na kvantitativni (pocet bun€k v coenobiu, a jejich rozméry) a

kvalitativni (tvar bun¢k a jejich lalokd a vybézki a skulptura bunééné stény).

Z hlediska ekologickych narokt jednd se o druh striktné¢ planktonni, nalézany
prilezitostné téZ v metafytonu eutrofnich vodnich nadrzi temperatni zony. V publikaci
SLADECEK V. & SLADECKOVA A. (1996) P. duplex ptislusi saprobni index roven 1,8 (eutrofni
nadrze) a zaroven stfedné vysoka (=3) bioindika¢ni hodnota, odrdzejici vyskyt druhu nejen
ve vodnim prostiedi f-mesosaprobniho trofického stupné (kde je nejcastéjsi), ale méné také v

oligotrofnich vodach a s minimalni ¢etnosti v nadrzich a-mesosaprobnich.

Pediastrum duplex (zastoupeny varietami duplex a gracillimum) je jednim
z nejcastéjSich druht rodu s aredlem v mirném pésu az po subpolarni oblasti (existuje ovSem i
zminka o nalezu var. gracillimum na Filipinach). V tropech je pravdépodobné hojnéjsi varieta
rugulosum, z Kuby pochazi SULKUV (1996) nalez variety subgranulatum. Geografické

rozSifeni variety asperum je prakticky neznamé.

Pokud se tyce fosilniho a subfosilniho zdznamu, P. duplex je vedle P. boryanum
nejéast&j$im druhem v pylovych diagramech (KOMAREK & JANKOVSKA 2001). Cetné nalezy v
subfosilnich sedimentech jsou datované z obdobi na pocatku holocenu. Komarek v téze
publikaci ovSem uvadi, ze vétsi mnozstvi taxonil identifikovanych jako “Pediastrum sp.” a
pokladanych za P. duplex, bylo determinovano pravdépodobné mylné. Z korektné urcenych a
spolehlivé dokumentovanych variet druhu je v palynologickych vzorcich nejcastéjsi var.

rugulosum znama jiz z pozdniho obdobi posledniho glacialu a samoziejme holocenu.

1.2. Analysa tvaru

1.2.1. Geometricka morfometrika — uvod

Geometrickd morfometrika (dale jen GM) je celym rozsahlym souborem metodickych
postupli, pomoci nichZ se snazime popsat jednu ze zadkladnich charakteristik biologickych
objekti, jejich tvar. GM ve své podstaté reflektuje ideové schema klasické organismalni
morfologie, které tvar (formu) organismu uvazuje jako zakladni podstatnou vlastnost, na

zakladé niz 1ze biologické objekty vzajemné porovnavat, ptipadné seskupovat do hierarchicky
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uspotadanych systémi. Lze tudiz GM v zasad¢ nahlizet jako jisty protipdl metodam cCisté
genetickym a molekuldrné biologickym, jiz nahlizeji Zivotni projevy organismi prismatem
biochemickych analys.

Soucasny trend rostouci preference GM pfistupti v organismalni biologii a
biogeografii je snad mj. 1 odrazem poznani, zZe slozitost d€ji spojenych s genovou expresi a
jeji regulaci je pfili§ vysokd, nez aby za dostupného interpretacniho potencidlu mohla byt
zdrojem poznani o tak komplexni problematice, jako je onthogenese tvaru, jeho dynamika a
tedy celkova fenotypicka plasticita organismu. Znacna vypovidaci hodnota je geometricko-
morfometrickym technikdm proptj¢ena ptredevsim diky celému aparatu sofistikovanych
metod mnohorozmérné statistiky ve spojeni s umoznénim piimé ilustrativni visualisace
vysledkli matematického modelovani a statistickych konstrukci. Opirdme se zde o myslenku,
ze s tvarem organismu, at’ jiz jej postihneme v podobé konfigurace vyzna¢nych bodl, nebo
nékterou z obrysovych metod, je mozno operovat jako s jednotlivou mnohorozmérnou
proménnou, funkénim celkem. Dynamika projevli ve variabilit¢ partikularnich komponent
takto postizené¢ho tvaru se pochopitelné odrazi na vyslednici celkového tvarového trendu,
vn¢jsiho morfologického fenotypu.

Velmi atraktivni aplikace v soucasnosti nalézd GM v oblasti vyzkumu fylogenetickych
vztahll organismu, kupi. umoznénim rekonstrukce podoby spolecnych piedkii na zakladé
analysy tvart a jejich zmén v pribéhu evoluce tak, jak se projevila na tvarech popsanych u
navzajem piibuznych recentnich descendentl. Toho vyuZzivd i moderni paleontologie pfi

hodnoceni taxonomické ptislusnosti fosilnich nalezi.

1.2.3. Geometricko-morfometricka studie Pediastrum duplex

1.2.3.1. Landmarky a tvar

Definici tvaru, kterou podal roku 1977 KENDALL, uvadi ve své ucebnici GM pro
biology ZELDITCH et al. (2004) zhruba vtéto podobé: , Tvarem rozumime veskerou
geometrickou informaci o objektu ktera poziistava po odstranéni vlivu jeho polohy, uzitého
meéritka a konkrétni miry rotace v prostoru kolem nékteré z os jim prochazejicich “.

Vzhledem k charakteru obrysu studovanych objektl, zvolil jsem techniku analysy

tvaru prostiednictvim tzv. vyznacnych bodl, landmarkii. Tento pfistup se odviji od
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skutecnosti, ze tvar marginalnich bunék coenobii Pediastrum duplex je ptili§ komplikovany,
nez aby bylo vhodné pokusit se o vystiZzeni a popis jeho obrysu napi. metodou Fourierovy
eliptické analysy, nebo Eigenshape analysy. Jedna z vice pfednosti landmarkovych metod
vyplyva jiz definice téchto tvarovych charakteristik, ktera uvadi, ze landmarky jsou takové
body na dvou-, ¢i tfirozmérné projekci objektu, které jsou umisténé homologicky na (bez
vyjimky) vSech objektech v rdmcei populace, druhu, ¢i rodu atd. podle preferovaného meéftitka
rozliSeni na jehoz rovni porovnani provadime. Vymezeni landmarki zfejm¢ naprosto nutné
nesouvisi s definici homologie biologické, ackoli v Cetnych ptipadech intuitivné landmarky
vymezujeme prave vtéch bodech, které jsou homologické nejeen geometricky.ale téz
biologicky. Ve smyslu Booksteinem navrzené typologie (BOOKSTEIN 1991) uzil jsem v této
studii landmarky dvou typt, konkrétné tzv. typu III a IV, pfi¢emz landmarky ttetiho typu
vymezuji extremity a jsou tedy v ramci subpopulace umistény vzdy homologicky, zatimco
druhy typ s timto nekoresponduje, naopak, nejenze jeho lokalisace neni presné definovana,
navic se muZze jistym (niZe popsanym) zpusobem pii provadéni nékterych konkrétnich
superposi¢nich technik pohybovat. Pro posledné¢ zminény typ (IV) uZzivd soucasnd GM
terminologie oznaceni semilandmark, ¢ili bod umistény v arbitrarné daném misté na obrysu.
Celym souborem semilandmarkd jsme schopni pfiblizné postihnout kontury na obrysech
objektii jiz maji podoby rozmanitych kiivek. Zminéné moznosti pohybu semilandmarkt
vyuziva nize rozvedend superposi¢ni technika (tzv. prokrustovskd superimposice), v jejimz
pribéhu je t€émto vyznacnym bodim ,,povoleno klouzat* podél piimky paralelni se spojnici
dvou bezprostiedné¢ po obou stranach s ,.klouzajicim™ sousedicich vyzna¢nych boda, at’ jiz
landmarkd, ¢i semilandmarkt. Problematiku nejasnosti kolem uziti semilandmarkt spojenych
s dosud ne zcela vyfeSenou otdzkou se jich uzitim spojené ztraty stupni volnosti diskutuje
ZELDITCH et al. (2004).

Jako nezbytnou soucast ivodu do problematiky zachyceni tvaru prostiednictvim
konfigurace landmark je tfeba uvést zakladni vstupni piedpoklad o chovéani takto
postizeného tvaru objektu, ¢i struktury ve form& funkéniho celku, ¢i operacni jednotlky. Toto
je zcela zasadni rozdil v pfistupu jakym se moderni geometrickd morfometrika odliSuje od
oné tzv. tradi¢ni, kde jednotlivdA morfometrickd méfeni vystupuji jako samostatné tvarové
proménné a v ndvaznosti na tuto skutecnost se pochopitelné postupy interpretace vystup
mnohorozmérnych statistickych analys nasledné 1i§i. Sou€asna, tzv. moderni, tedy
geometrickd, morfometrika v duchu KENDALLOVY (1977) definice tvaru nepojednava
landmarky jako samostatné tvarové proménné, jejichz chovani by bylo mozno studovat

vramci objektu oddélené. Naproti tomu jsou jejich projevy (v podobé zmén polohy)
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navzajem zavislé a jakakoli posi¢ni zména kazdého z nich je bezprostiedné asociovana
s pohybem vSech ostatnich v zavislosti na intensit¢ deformujicitho faktoru a vychozi
konfiguraci landmarki, integralnich soucasti celistvosti tvaru.

Drive, nez pfistoupim k vlastnimu popisu zachyceni tvaru Pediastrum duplex, je
vhodné stru¢né naznacit dimensionalitu vychoziho pomyslného prostoru v némz jsou vSechny
vybérové konfigurace landmarki lokalisovany. Tato je dana skalarnim sou¢inem poctu vSech
uzitych vyznaénych bodi a poctem jejich kartesidnskych soufadnic korespondujicich
s poctem rozmérd, vnichz byly landmarky zachyceny (tedy necastéji 2, v ptipadé
komplexnéjSich studii 3). Vzhledem k vyrazné plandrnimu habitu margindlnich bunék
coenobii Pediastrum duplex, byly tyto pojednany jako piiblizné¢ dvourozmérné utvary a jisté
(zjevné) redlné existujici odchylky od perfektni planarity nebyly dale brany v potaz.. Vedle
otazky vhodnosti aproximace bun¢k do podoby rovinnych objektl, bylo dale nutné feSit
problematiku prace se symetrickymi strukturami, kde je zcela nezbytné vliv pripadné
(fluktuacni) asymetrie na dynamiku tvaru vhodnym zptisobem odstranit. Jelikoz studované
buiikky vykazuji vyraznou bilaterdni symetrii podle vertikalni (anatomické) medidlni osy,
povazoval jsem za vhodné, vénovat symetrisaci a uzité symetrisacni technice nasledujici
stru¢nou kapitolku.

Celkovy pocet na vnéjSim obrysu bun¢k vymezenych bodii jsem stanovil na 28. Z toho
11 ptfipad4d na landmarky typu III a zbyvajicim jsou typu IV (semilandmarky). Landmarky
s poradovym oznacenim 1 a 2 defnuji oba rohové konce hyalinniho zakonceni vybé&zki
(procesi) ,,levé™ poloviny symetrické bunky, analogii jsou landmarky 10 a 11 na ,,pravé puli
(pravoleva orientace je nutné opatiena uvozovkami, nebot” prakticky nelze rozhodnout, kterak
je planarni coenobium na mikrofotografii vzhledem k pozorovateli orientovano, tj. zda
plochou ,,ventralni, anebo ,,dorsalni“, pak-li ze ovSem uvedend polarita vibec existuje).
Potadova cisla 22, 23 a 24 zna¢i landmarky na ,pravé“ puli bunky a vymezuji
charakteristicky triangularni strukturu spodni hrany basalniho vybézku téla buiiky, ktery se
svym ,levym* protéjSkem ohranicuje vyznaény konkavni oblouk situovany v piimé oposici
k vytezu (incision) vymezeném vnéj$imi vybézky. Opét zrcadlovou analogii posledni trojice
landmarkti jsou body s Cisly 16, 17 a 18. Poslednim landmarkem (6) je bod umistény na dné
vnéjSiho zérezu. I ostatni struktury podél obrysu buiky sice obsahuji do znacné miry
homologické body, avsak, jelikoz zde homologi¢nost neplati v rdmci vSech objektli v populaci
bezezbytku a uzité GM programy nedokonale balancovana pozorovani nepodporuji, byla tedy
hodnota vsech zbyvajicich bodu ,,snizena* na hodnotu semilandmarkti. Semilandmarky s Cisly

3, 4, a 5 vystihuji kfivku mezi landmerkem 2 a 6 ,,vlevo®, 7, 8 a 9 jsou jejich zrcadlovym
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obrazem. Podobné 25, 26, 27 a 28 postihuji obrysovou kiivku mezi landmarky 24 a 1, kdy
12, 13, 14 a 15 jsou ,,pravou” analogii. Kone¢né, na basi builky je jedina neparova struktura
kterou je jiz zminény oblouk mezi vnitinimi vybéZky. Podél tohoto jsem situoval

semilandmarky 19, 20 a 21.

1.2.3.2. Symetrie a symetrisace

Jak jiz bylo uvedeno, marginalni bunky Pediastrum duplex jsou objekty vyrazng
bilateralné symetrické. Tato symetrie je typu tzv. objektové symetrie (KLINGENBERG et al
2002), cili takovy piipad, kdy (zde) jedind osa symetrie prochdzi medialné, obé zrcadlové
symetrické piille na sebe bezprostiedné nasedaji a sty¢né body lezi na ose. Z celkového poctu
28 vymezenych vyzna¢nych bodl dva lezi na ose symetrie a postradaji tudiz odpovidajici
zrcadlové protéjsky. Protoze medialni osa objektu je do zna¢né miry polohové invariantni,
neni ziejmeé mozna zména polohy na ni umisténych bodld ve vice néz jednom sméru, totiz
podél této osy. Cela fada publikovanych geometricko-morfometrickych studii, zabyvajicich
se symetrickymi tvary vSak vyznam osy symetrie obdobné symetrickych objekt ignoruje,
operujic s konfiguracemi landmarkti pouze z jedné ze zrcadlové symetrickych polovin. Tento
pristup se ukazal byt nevhodnym s ohledem na vysledek experimentu, kdy byly srovnany
produkty superimposice celistvych objektii symetrisovanych a téchze objektii, definovanych
nez polovi¢ni konfiguraci landmarkt (Neustupa, Ustni sdéleni). Je ziejmé, Ze analysy takto
odlisné ziskanych datovych jsou zdrojem zcela nepodobnych vysledki, kdy odlisSnost spoc¢iva
zejména v ruzné lokalisaci oblasti na obrysu tvaru, kde pozorujeme nejvyssi variabilitu
v odchylkéch soufadnic landmarkti od homologického bodu konsensudlni konfigurace.
Zatimco nejvariabilngjs$i oblasti v rdmci souboru celistvych objektti byly konce hyalinnich
vybézki, nejvyssi variabilita u polovi¢nich objektli byla zaznamendna v misté landmarku ¢.6,
leziciho pfimo na ose symetrie (!), v pfirode zjevné realn€ neexistujici jev.

Zasadnim cilem symetrisace je odstranéni vlivu tzv. fluktuacni asymetrie, projevujici se
v podobé drobnych odchylek od perfektni symetrie, rovhomérné rozlozenych na obou
symetrickych polovinach, jejichz soucet je (v ramci napt. populace jednoho druhu) roven
nule. Tvrzeni o povaze asymetrie bun¢k Pediastrum duplex je zalozeno spise na intuitivnim
predpokladu (a samoziejmé téz na pozorovani piirodniho materiadlu), nebot’” dosud nebyla
provedena piislu$na studie, jejiz vysledek by pfinesl dikaz o asymetri¢nosti jinych typu, tj.

napf. tzv. usmérnéné asymetrie, ¢i antiasymetrie. Vychozi pfedpoklad o neusmérnéosti
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asymetrie, tedy o rovnomérném rozptyl odchylek od symetrie kolem nulové hodnoty, je
zakladem pfiistupu, kdy se lze domnivat, ze tyto odchylky nejsou pro zamyslené studium
rozdili mezi jednotlivymi subpopulacemi cenné a je tedy Zadouci vliv tohoto faktoru
separovat.

Podstatou symetrisace v ndvrhu KLINGENBERGA et al (2002) je dosazeni dokonale podle
medidlni osy bilaterdln¢ symetrického tvaru prostfednictvim zrcadlového pieklopeni obou
mirné asymetrickych pili na své zrcadlové protéjsky a vypocet konfigurace primérného tvaru
z téchto dvou objekti. Vyslednd konfigurace je prosta vlivu byt jen nepatrné fluktuaéni
asymetrie. V praxi se dosud nejjednodussim jevi zplsob provedeni symetrisace pomoci
programt Microsoft Excel, Past a tpsRelw. Sekvence krokl jaké nutno podstoupit, zahrnuje
zrcadlové prevraceni odpovidajicich si soutadnic landmarkli nasledované jejich preznacenim
pofadovym Cislem zdménného protéjsku. Podrobime-li dvojity datovy soubor (kam jsme
spolecné vlozili konfigurace landmarkd objektd ptvodnich s jejich zrcadlovymi obrazy)
prokrustovské superimposici, je posléze mozné takto standardisované konfigurace
zprumeérovat a obdrZet objekty perfektné symetrické, pfipravené takto pro ucely vlastnich GM

analys.

1.2.3.3. Superposice

Je-li naSim zdmérem studovat tvar a dynamiky tvarovych zmén, nezbytna reflexe jeho
kendallovské definice vede na prvém misté k odstinéni vlivu téch faktord, jejichz variabilita
nenese relevantni infomaci. Prvou netvarovou proménnou je lokalisace objektli v dvou-, ¢i
tiirozmérmém prostoru, kjejimz zméndm dochazi vlivem translace, dale se jednd o
nestejnomérnou rotaci objektli kolem dané osy a nakonec je tfeby zminit také rozdily ve
velikostech objekti. V1iv uvedenych faktorti umoziuje vhodné zvolend superposi¢ni technika
odseparovat a jejim vystupem jsou tudiz konfigurace landmarkl nesouci informaci nez o
tvaru a jeho proménlivosti.

S ohledem na tvar studovanych objektll jsem z dostupnych superposicnich technik
zvolil tzv. prokrustovskou superimposici (Procrustes superimposition, generalised orthogonal
least squares Procrustes analysis, GLS). K volb& uvedené metody jsem pfistoupil po uvazeni
predpokladu nepravdépodobnosti existence Pinocchio-efektu, ktery postihuje struktury

s nejméné jednim znacné odlehlym vyznacnym bodem umisténym napt. na vrcholu velmi
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(vici zbytku tvaru) prominujici extremity (feSenim problematiky superposice struktur tohoto
typu se zabyva metoda tzv. resistentniho pfizplisobeni (generalized resistant fit, GRF).

Pted detailnéjSim rozvedenim vlastniho metodického postupu, charakteristického pro
prokrustovskou superimposici, je vhodné napied uvést dva zakladni terminy oznacujici
(centroid size, dale jen CS) a tzv. prokrustovskou vzdalenost (Procrustes distance, D). Prva
zminéna proménna je charakteristikou velikosti objektu a je proto nezbytné ji standardisovat;
obvykle se tak ¢ini polozenim CS = 1 pro vSechny objekty vybérového souboru. CS je déno
hodnotou druhé odmocniny ze souctu ctvercli euklidovskych vzdalenosti jednotlivych
pfipadnych tvarovych zmén odvislych od velikosti. Prokrustovskd vzdalenost je mira
vzajemné podobnosti konfiguraci landmarkt v Kendallové nelinedrnim tvaroprostoru
(Kendall’s shape-space); pocitame ji jako soucet ¢tvercii rozdilti mezi v§emi landmarky obou
porovnavanych konfiguraci a je dvojiho typu, tzv. full-Procrustes distance a partial-Procrustes
distance (ZELDITCH et al. 2004).

Jak jiz bylo zminéno, faktor variability v rozmérech jednotlivych buiiek lze odstranit
korekci CS na jednotkovou velikost. Dale, vliv nestejné lokalisace v prostoru odstranime
Posledni netvarovou proménnou je rotace; tu je mozné oSetfit jiz pred provedenim
superposice, napf. upravou orientace snimkii objektt v grafickych programech.

Koneénym produktem prokrustovské superimposice jsou tzv. prokrustovské residualy,
soufadnice vyznacnych bodl superponovanych konfiguraci, o (pfiblizn€¢) jednotkové
centroidové velikosti. Odchylky téchto konfiguraci od konsensu je mnozné znazornit napf.

prostfednictvim vektort.

1.2.3.4. Thin-plate spline

Thin plate-spline (dale jen TPS) je ufinnym néstrojem geometrické morfometriky
uplatitujicim se zejména ve dvou smeérech, tj. (1) generovdni mnohorozmérnych tvarovych
proménnych a (2) visualisace deformaci souradnicové sité ilustrujici pfechod jednoho tvaru v
druhy. TPS je interpola¢ni funkce umoziujici vyhodnotit vzajemnou vzdalenost konfiguraci
landmarkl v bezrozmérnych jednotkdch minimalisované miry virtudlni deformacni energie

(bending energy), potiebné k lokalné specifickému zprohybéani metaforického, nekonecné
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rozlehlého a nekonecné tenkého kovového platu (BOOKSTEIN 1991). Véc si lze predstavit
zjednoduSen¢ zhruba takto: Mam-li dvojici tvard (konfiguraci landmarkt) a zajima mé jaka je
pomyslnd mira deformacni energie, jiZz nutno vynalozit pro pfevedeni jednoho v druhy, je
treba uvazit skuteCnost, ze tato je zavisla jednak na tom, zda jsou zmény v konkrétnich
oblastech povrchu tvaru lokalisované, a dale pak také na posici jednotlivych landmarka, na
jejich vzajemnych vzdalenostech. Vezmu si tedy pro demonstraci dva papiry na kazdém
z nichZ je zachycena jedna z konfiguraci standardisované velikosti, orientuji je paralelené¢ ve
shodné rotaci a homologické body spojuji pomyslnymi useckami riznych délek s ohledem na
miru vzajemného posunuti odpovidajicich si bodii v dvourozmérném prostoru. Predstavim-li
si na mist¢ usecek jakési Spendliky odpovidajici délky, ve svislé poloze jimi piipichnu jednu
z konfiguraci v mistech landmarkl. SnaZim-li se posléze transformovat planarni konfiguraci
landmark®i do konfigurace landmarkt na opacnych, nestejné vzdalenych koncich Spendliki,
podobné jako bych ekvivalentnim zpisobem ohybal kovovy plat, je snahou po celém
povrchu tvaru rozprostienou deformacni energii minimalisovat. Deformacni energie pfirozené
neni ve vSech oblastech tvaru stejnd, tak jako byly zapotiebi rizn¢ dlouhé usecky
k pospojovani vice a méné vzajemné posunutych homologickych landmarkii. VyuZit je zde i
dalsi poznatek z mechaniky kovovych materialli, totiz Ze energie potiebna k vertikdlnimu
posunu landmarku osamoceného je nizsi, nez k posunu téhoz, pokud je situovan v blizkosti
dalSich landmark (ZELDITCH et al. 2004).

Mame-li cely soubor objektii danych ¢isté tvarovymi proménnymi je vhodné zvolit
jednu vztaznou (referencni) konfiguraci landmarkti, miry jejiz deformace ve smérech
ostatnich objektli budou vhodnou mirou jejich relativni podobnosti. Lze napt. porovnavat
odli$nosti deformacénich mftizek, které jsme obdrzeli pii transformaci referencni konfigurace
do podoby skupinovych konsensudlnich konfiguraci, jiz mohou representovat ,,primérné
bunky* jednotlivych studovanych lokalit.

Zjednodusen¢, ukolem TPS je rozlozeni matice deformacni energie (vypoctem zavislé
pouze na referencni konfiguraci) na soubor tvarovych proménnych, parcidlnich warpt, které
1ze nasledné podrobit béznym analysam pomoci klasickych technik mnohorozmérné statistiky
(kupt. PCA, CVA, nebo shlukova analysa). Vlastni vektory matice (bending energy matrix)
nazyvame hlavni deformace (hlavni warpy, principal warps), které jsou vyjadienim vSech
existujicich moznosti deformace vztazného referenéniho objektu (nejcastéji konsensudlni,
Lprumérné* konfigurace), a vystihuji tedy mnohorozmérny prostor vSech téchto deformaci.
Dalsim krokem je vypocCet vektort, jiz se vztahuji ke skuteénym smérim deformace

referencniho tvaru v redlné tvary z nichz sestava nas vybér. Kazdému z objekti je tedy vlastni
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soubor hodnot (partial warp scores), jichz nabyva projekci svych prokrustovskych residualt
na vektory hlavnich deformaci, kdy odpovidajici castkové deformace jsou uspofadany
tvarovych zmén. V poradi prvé ¢astkové deformace tudiz popisuji tvarové zmény odehravajici
se spiSe ve vétsim meétitku, nebot’ s rostouci hodnotou deformacni energie stoupa mira
lokalisovanosti téchto zmén.

Vyslednd matice skorti (weight matrix) je posléze vstupnim datovym souborem napf.
pro analysu realtivnich warpd, anebo mnohorozmérnou regresi takto postizeného tvaru na

nezavislou proménnou typu velikosti bunék, nebo coenobia apod..

1.2.3.5. Analysa relativnich warpi

Podstatou tzv. relativnich warpt jsou vlastni vektory matice koeficientl korelaci mezi
vSemi parcidlnimi warpy vcetné¢ afinni slozky (BOOKSTEIN 1990). Pied vlastni extrakci
vektorl je nezbytné stanovit hodnotu jistého faktoru o, na zdkladé¢ n¢hoz jsou odlisSnym
zpusobém vazeny ruzné parcidlni warpy (pifi o>0 je vysSi vaha ptisouzena deformacim
projevujicim se ve vétsim méfitku, pfesn€ naopak je tomu v piipadé, kdy o<0). Volime-li
0=0, je analysa relativnich warpii ekvivalentni analyse hlavnich komponent (principal
components analysis, PCA), kdy vstupnim datovym souborem je matice skorti jednotlivych
objektli na parcidlnich warpech (v¢etné uniformniho komponentu, ktery v piipad¢ tito studie
zamérn¢ nebyl separovan a analysovan zvlast). Je tedy ucelem RWA usnadnéni orientace v
rozsdhlém datového souboru o mnoha objektech a proménnych tim zplsobem, kdy
mozno postihnout nékolika méalo vzajemné nekorelovanymi hlavnimi osami. Relativni posice
objektli v ordina¢nim prostoru definovaném relativnimi warpy vzledem k rozmisténi
v pivodnim prostoru znakovém ovSem setrvavaji neménné, nebot rotuje samotnd
orthogondlni soufadna soustava, orientujic se pravé dle ptislusnych smérli jimiz probihaji
gradienty hodnot nejvariabilngjSich znaki. RWA je nedocenitelnou pomtickou pro studium
allometrickych zmén (napt. v onthogenesi), €ili takovych zmén, které riizné ¢asti tvaru béhem

rustu postihuji nestejnomérné.
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1.2.3.6. Testy parovych porovnani

vV

porovnani lokalit, sledovanych ve dvou rocnich obdobi, representovanych subpopulacemi
Pediastrum duplex o (ptedpokladané) nestejné mire fenotypické plasticity. Je tedy poloZena
otazka, zda se dvé, pfi bézném pozorovani ve svételném mikroskopu, prakticky morfologicky
neodlisitelné skupiny statisticky vyznamné odlisuji. Kazda ze subpopulaci je representovana
souborem tvarovych proménnych, napt. skori na parcidlnich warpech, udavajicich které ze
vSech existujicich sméri moznych deformaci referen¢ni konfigurace jsou ,,okupovany*
realnymi objekty . Parova srovnani lze teoreticky provést ze pouziti jak parametrickych, tak i
neparametrickych metod, ovSem protoze pravdépodobné nelze prepokladat mnohorozmérnou
normalitu rozdé€leni dat, byly upfednostnény metody neparametrické, v tomto piipadé tedy
mnohorozmérné permutacni testy.

Model univaridtniho permutac¢niho testu pro testovani signifikantnosti pivodu dvou
vybéri z odliSnych zakladnich souborti je zhruba tento: z dvou realné existujicich vybéra
spoctu stiedni hodnoty a nasledné absolutni hodnotu jejich rozdilu. Poté oba vybéry smicham
a zcela ndhodné z tohoto smiSeného souboru uc¢inim nové dva (nezavislé) vybéry, z nichz opét
spoc¢tu hodnotu rozdilu stfednich hodnot. Permutace opakuji mnohokrat (minimaln¢ 500-
krat). Nakonec vyhodnotim, v kolika ze vSech piipadu stfedni hodnota (testova statistika) byla
rovna, nebo vEtsi nez moje kritickd hodnota (redlny pozorovany rozdil stiednich hodnot) na
pfedem zvolené hlading vyznamnosti (kupt. 0,05). Zjistim-li, Ze méné€ nez pét procent hodnot
rozdili mezi ndhodné nagenerovanymi vybéry piekroci kritickou hodnotu, pak zamitdm
nulovou hypothesu o pivodu mnou sebranych vybéra ze zdkladniho souboru s tymz

prumérem.
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2. Prakticka ¢ast

2.1. Geometricko-morfometricka studie Pediastrum duplex

2.1.1. Uvod

Cilem této kapitoly praktické casti mé seminarni prace bylo odhalit tvarovou
variabilitu Pediastrum duplex na zdkladé¢ morfometrické studie ¢tyt ptirodnich subpopulaci
tohoto druhu. Subpopulace pochazeji z fytoplanktonu dvou isolovanych eutrofnich vodnich
nadrzi ve Stfednich Cechach (Sti¢i a Hluboky rybnik), z kterych jsem planktonni vzorky
odebral celkem dvakrat, poprvé v srpnu 2004 a podruhé koncem fijna 2004. Odbér Zivého
materidlu jsem provedl hydrobiologickou planktonni siti (velikost ok 40 um) a orientacné
zméfil pH, konduktivitu, teplotu vody a ovzdusi, popt. svételnost. Jako representativni
subpopulacni vybér bylo z nativnich preparatii pfipravenych ze vzork vyfotografovano 50
coenobii, s tim, Ze do morfometrické studie bude vloZzena informace o kazdém coenobiu ve
form¢ pramérné konfigurace zdvojice vzdy piimo protilehlych ndhodné vybranych
marginalnich bun€k. Konsensudlni konfigurace spoftena ze vSech primérnych bunck
coenobii jedné subpopulace bude takto zastupovat lokaln¢ charakteristicky tvar.

Vétsina pouzitych geometricko-morfometrickych analys a visualisa¢nich technik je
soucasti programové fady TPS J. Rohlfa z Michiganské university, vyvinutého specidlné pro
landmarkové metody a programu Past @yvinda Hammera, jako freeware dostupné na

http://life.bio.sunysb.edu/morph/ a http://folk.uio.no/ohammer/past/doc1.html, internetovych

strankdch zaméfenych na poskytovani informaci, software a kontaktd tykajicich se
geometrické morfometriky. Vychozi data, digitdlni mikrofotografie bun¢k Pediastrum duplex
jsem zhotovil pomoci fotografického zatfizeni Camedia 5 (na svételném mikroskopu Olympus
BX 51) ovladaném programem Quick Photo. Snimky byly posléze zpracovany v programu
Adobe Photoshop 9.0 (vystiihani a rotace bun¢k). Bézné utilisa¢ni operace s maticemi hodnot
morfometrickych proménnych a obdobnymi datovymi soubory jsem provedl pomoci

programit MS Excel, MS Word Pad a Past.
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2.1.2. Metodika prace

2.1.2.1. Digitalni mikrofotografie a vymezeni vyzna¢nych bodu

Snimky coenobii Pediastrum duplex jsem zhotovil z Cerstvych nativnich preparata
(bezprostiedné po jejich sbéru v terénu) pii 400 nasobného zvétSeni. Fotografie byly pro
zpracovani v grafickém editoru pfevedeny do JPEG formatu, ktery je zarovén kompatibilni s
morfometrickym digitalisacnim programem tpsDig.

Na digitalnich mikrofotografiich jsem vyznacil polohy zvolenych landmarkli pomoci
programu tpsDig 1, pfevadéjici tvarovou informaci ze snimkti do podoby souboru konfiguraci
dvourozmérnych kartesianskych soufadnic ve formatu TPS (pfevoditelni¢ého programem

tpsUtil na format NTS, popt. MATLAB).

2.1.2.2. Symetrisace

Prvy ze symetrisanich kroki, tzv. reflexe zrcadlové symeterickych soutadnic
landmark, byl proveden v programu Past. Pfeznaceni (relabelling) je nejsnazsi uskutecnit v
MS Excel vynasobenim x-ovych soutadnic hodnotou -1. Cely datovy soubor, kam jsem pod
sebe spolecné umistil  konfigurace landmarki plvodnich objekti a jejich zrcadlové
pfevacenych protéjskil bylo nasledné nutno podrobit superimposici (viz dale), kterou umoznil
program tpsRelw. Spoctené prokrustovské residudly byly zprimérovany v MS Excel;
vysledkem jsem obdrzel dokonale bilateralné symetrické konfigurace landmarkt, viz Tab. 3,

obr. c.

2.1.2.3. Superposice

Uzitou superposi¢ni proceduru, mj. soucast vypoctu konsensualni konfigurace, thin-
plate spline, 1 analysy relativnich warpti, provadi vétSina programi fady TPS, napt. tpsRelw
ROHLF (2003b), zobecnénou metodou nejmensich ¢tverct (tzv. generalized orthogonal least-
squares Procrustes analysis). Vysledné prokrustovské residudly, dvourozmérné souradnice

landmarkt superponovanych objektl o (pfiblizn¢) jednotkové centroidové velikosti, program
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uklada ve formatu NTS. Grafické zndzornéni uspé$né superposice zobrazuje Tab. 3, obr. ¢ a
f, ve formé bodovych shlukl (e), resp. vektorl s poc¢atkem v ptislusném bod¢ konsensudlni

konfigurace ve smérech homologickych soutadnic superponovanych objekti.

2.1.3. Vysledky

2.1.3.1. Thin-plate spline — visualisace

Rekonstrukei objektl zachycenych deformovanymi konfiguracemi landmarkd, které
odpovidaji extrémnim hodnotam skort na jednotlivych relativnich warpech umoznil program
tpsSuper ROHLF (2004). Uzitim funkce ,,Estimated image* program na zakladé zadaného
souboru vlozenych digitalnich snimka realnych objekti sestroji podobu cilového objektu
representovaného zvolenou konfiguraci landmarki predikovanou statistickym modelem.
Rekonstruoval jsem takto vSechny extrémni polohy na prvych tfech relativnich warpech a
dale konsensualni konfiguraci. VSechny tyto objekty zobrazuje jako deformace soufadnicové
sit¢ jiz program tpsRelw ROHLF (2003b), ktery byl za timto icelem rovnéz vyuzit.

Program tpsSplin ROHLF (2003d) je urcen k zobrazeni transformace deformacni
miizky pfi pfevedeni jednoho tvaru v druhy. V piipadé, Ze tato transformace neni zdrojem
deformace dostate¢né markantni, je nicméné pro visualisaci existujiciho deformaéniho trendu
vhodné pouzit vyssi tzv. deformacni faktor (scale factor), amplifikujici pravé trend v jehoz
sméru se tvarova transformace odehrava. Porovndnavymi objekty byly konfigurace konsensl
vSech Ctyt subpopulaci Pediastrum duplex, v jejichz sméru byla transformovana konfigurace

predstavujici spole¢ny konsensus. Vysledné podoby deformacni miizky ilustruje Tab. 8.

E d rad
HL 0.03506 0.05198 0.05199
HP 0.00554 0.03108 0.03108
SL 0.01423 0.03672 0.03672
SP 0.00599 0.01793 0.01793

Tabulka 1.1.: Thin-plate spline. HL-konsensuélni konfigurace (KK) pro Hluboky rybnik
(letni odbér), HP-KK Hlub. r. (podzimni odbér), SL (SP)-KK Sti¢i rybnik (letni a pozimni
odbér). E-deformacni energie (bending energy) potiebnd k transformaci spole¢né referencni

konfgurace do podoby konsensudlnich konfiguraci jednotlivych skupin. d-prokrustovska
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vzdalenost skupinovych konsenst od reference v Kendallové tvaroprostoru. Rad - velikost
uhlu (v radidnech), jejz svira reference s piislusSnym objektem na povrchu Kend.

tvaroprostoru.

2.1.3.2. Skupinova srovnani a shlukova analysa

Uzitim interpola¢ni funkce thin-plate spline jsem obdrZel soubor tvarovych
proménnych, skorti objekti na parcidlnich warpech, které byly nésledné podrobeny
mnohorozmérnym permutaénim testim za ucelem parovych porovnani subpopoulaci
Pediastrum duplex z riznych lokalit sledovanych v priabéhu dvou ro¢nich obdobi. Vybrana
data byla dale podrobena shlukové analyse v programu HierClus PODANI (2000) pro zjisténi
celkové (ne)podobnosti Etyt studovanych subpopoulaci.

Rozklad matice deformacnich energii jsem provedl v programu tpsRelw ROHLF (2003b), kdy
vstupnim datovym souborem byly symetrisované konfigurace landmarkl. Program spocita
soutadnice konsensudlni konfigurace a provede prokrustovskou superimposici vSech objektl
na referencni objekt. V dalSim kroku provede rozklad matice deformacni energie. (ZELDITCH
et al. 2004) nasledkem niz je jiz k disposici soubor skorii jednotlivych objektti na parcialnich
warpech (weight matrix, W). Na zvolenych podsouborech jsem provedl parova srovnani za
pomoci mnohorozmérnych permutaénich testi. Pro vypocet testové statistiky
mnohorozmérnych permutacnich testl, Wilksovo lambda (Wilk’s A) jsem zvolil program
tpsRegr ROHLF (2003c), kdy vstupnim datovym souborem byly konfigurace landmarka
objekti dvou porovndvanych skupin v podobé zavislé proménné, kterd byla podrobena
mnohorozmérné regresi na nazavislou jednorozmérnou tzv. faleSnou proménnou (dummy
variable), jiz bylo nutné vytvofit pouze za ucelem vymezeni jednotlivych skupin pro potieby
programu. Testova statistika Wilksovo lambda je mnohorozmérmym  ekvivalentem
jednorozmérného F-testu s nimz pracuje klasicka analysa variance jednoduchého tfidéni,
kterym je testovana (ne)rovnost pruméri dvou soubori na zékladé poméru variability
meziskupinové a residudlni.  Signifikantnost linearniho modelu mnohorozmérné regese
testuje program tpsRegr ROHLF (2003c¢) uzitim statistiky zobecnéného Goodallovo F, které je
analogické klasickému F testu v univariatni analyse variance v tom smyslu, Ze porovnava
varianci postizenou regresnim modelem (odchylky predikovanych hodnot od priméru) s
varianci residudlni (odchylky redlnych hodnot proménné od modelu). Spoctend testova

statistika je porovndna s kritickou hodnotou qm pfi (n-1-q)m stupnich volnosti s F-
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rozdélenim, kde q je rovno poctu nezavislych proménnych (prediktorti) a m je dimensionalita
kendallovského tvaroprostoru (2p-4 bez vylouceni uniformniho komponentu, pii p
vyznac¢nych bodech).

Wilksovo lambda je opét mnohorozmérnou obdobou jednorozmérného F-testu
v analyse variance, ovSem s tim rozdilem, ze jeho hodnota udava podil variability linedrnim
modelem nevysvétlené. Pro usnadnéni vypoctu pfislusné p-hodnoty je mozné hodnotu
Wilksova lamda transformovat do podoby statistiky s rozdélenim blizkym F-rozdéleni.

Porovnavanymi skupinami byly odbéry (1) z rGznych lokalit v rdmci téhoz ro¢niho
obdobi, (2) z téze lokality v riznych ro¢nich obdobich a (3) pro doplnéni z riznych lokalit
v riznych ro¢nich obdobi. Shlukovou analysu jsem provedl v programu HierClus (PODANI
2000) uzitim metody primérné vzdalenosti (UPGMA, Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean). U€elem shlukové analysy (cluster analysis) je hledani hierarchicky
usporddanych skupin (shluktl) operacnich jednotek (objektt, bun€k) popsanych celym
souborem proménnych (MARHOLD & SUDA 2002).

V této praci byla shlukova analysa pouZita s cilem pouze orientaéné ovéfit, zda jsou si
na zakladé¢ porovnavanych morfometrickych proménnych relativné ,bliz§i“ vybérové
subpopulace které byly potizeny ztéze lokality, byt v odlisSnych ro¢nich obdobich. Jako
vstupni datovy soubor pro feSeni problematiky tohoto typu jsem zvolil pouze Ctyitadkovou
matici hodnot skért na parcidlnich warpech (weight matrix, véetné uniformniho komponentu)
(JENSEN et al. (2002), QUERINO et al. (2002)) spoctenou prostiednictvim projekce
konsensualnich konfiguraci charakteristickych pro jednotlivé lokality na vektory (hlavni
warpy), jiz jsem obdrzel rozkladem matice deformacni energie (bending energy) zalozené na
spolecné referenci. Vystup shlukové analysy je spolecné s odpovidajicim zplsobem
deformovanymi mfizkami znazornén na Tab. 8.

Mnohorozmérné permutani testy poukazaly na signifikantni rozdily mezi
subpopulacemi Pediastrum duplex. v ptipad¢ vSech kombinaci faktora, tj. lokality a ro¢niho
obdobi. Hodnoty testovych statistik (Wilk’s 1) a dosaZzenych hladin pravdépodobnosti uvadi
Tabulka 1.2.

Ackoli zfejmé neni vypovidaci hodnota provedené shlukové analysy s ohledem na
jednoduchost experimentalniho designu pfili§ vysoka, jistou orientacni informaci o celkové
podobnosti subpopulaci z téze lokality jeji vysledek ptfindsi. Vysledny shluk, poukazujici na
nejvyssi podobnost konsensudlnich konfiguraci (primérnych objektil) pochazejicich z téze
lokality, sdruzuje objekty, vystizené néapadné podobnym zplsobem deformovanymi

miizkami, jejichz blizkost (v Kendallové tvaroprostoru vyjadiena prokrustovskou
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vzdalenosti) je nejvyssi. Naopak, jak je patrné z Tab. 8., nejvzdalenéjsi objekt (pivodem
z jiné lokality) sleduje docela odlisny tvarovy trend nez vSechny ostatni a je tudiz situovan

mimo hlavni shluk.

Alp Goodall's F/p
H(l) : H(p) 0.360/ 0,001 37.795 /0,001
S(l) : S(p) 0.490/ 0,001 3.626 / 0,027
H(l) : S(I) 0.213 /0,001 54.369 / 0,001
H(p) : S(p) 0.371/0,001 9.779/ 0,002

Tabulka 1.2.: Vysledky mnohorozmérnych permutacnich test. U vSech hodnot testovych

statistik je zaznamenéna piisluSna p-hodnota.

2.1.3.3. Analysa relativnich warpi a mnohorozmérna regrese

Pro posouzeni nejvyraznéjSich trendll tvarové dynamiky marginalnich bunék coenobii
Pediastrum duplex jsem analysoval prvé ti relativni warpy, které dohromady postihly vice
89% variability v datech. Pfi studiu tvarQ odpovidajicich extrémnim hodnotdm skoérti na
téchto warpech, bylo mozno velmi dobie rozlisit deformace vyrazné se tykajici jistych skupin
vyznaénych bodl. Gradient hodnot na prvém relativnim warpu ve sméru od -0 do +oo
vyrazné koresponduje s rozeviranim uhlu sviraného externimi vybézky, tedy rozSifovanim
vnéjsiho zafezu. Zaroven s rozSifenim zafezu a oddéalenim hyalinnich vybézkti se mirné
rozSifuje téz télo buiky; toto je ovSem spiSe jev doprovodny, nasledek prvné popsaného,
nikoli svébytnym fenomenem. Tvar base buiiky neni deformaci téméf ovlivnén. Druhy
relativni warp dle definice postihuje gradient tvard podél nenajvariabilnéjSiho znaku
nepopsan¢ho warpem prvym. Timto znakem je radikalni komprese resp. extense celého
bunécné¢ho téla vcetné vnéjSich vybeézkh; buiky nejrobustnéj$i jsou pii dobfe patrném
zachovani znakl charakteristickych pro druh Pediastrum duplex podobny habitem druhu P.
boryanum (v oblasti kladnych hodnot 2. RW). V opacném ptipad¢, buiiky nejgracilnéjsi se
tvarem vyrazn¢ blizi varieté gracillimum druhu P. duplex, jejiz coenobia vskutku dosahuji ze
vSech dosud popsanych variet nejmensich rozmért (KOMAREK & JANKOVSKA 2001). Podobné

jeko v ptipad¢ prvého relativniho warpu 1 zde setrvava Sife vnitiniho zafezu (konkavniho
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oblouku) na basi bunky konstantni, ackoli jeho vyklenuti pochopitelné néasleduje kompresi
bunécného téla charakteristickou pro druhy relativni warp. Tteti relativni warp tedy postihuje
oblouku na basi buiiky, tj zména tvaru a velikosti vnitiniho zafezu.

Z visualniho vyhodnoceni grafického vystupu programu tpsRegr ROHLF (2003c)
(Tab. 7, obr. a) zobrazujiciho sméry deformace soutadnicové sit€¢ v zdvislosti na zméné
velikosti (allometrii) jasné vyplynulo, Ze stouto proménnou je tésné spjata tvarova
proménlivost zachycend druhym relativnim warpem. Jinak feceno, vyrazna (de)komprese
bunééného téla Pediastrum duplex je linearné zavisla na faktoru velikosti. Konkrétné:
relativné vétsi bunky jsou zaroven robustnéjsi a naopak. Pro otestovani signifikance zavislosti
neparametrickou cestou program nabizi mnohorozmérné permutacni testy; zde hodnoty
testovych statistik (A)=0,432 (p=0,001) a Goodallovo F=33,075 (p=0,001); allometrie je tudiz
signifikantni.

Odhalovani dalSich potencialnich vektort, signifikantné¢ korelujicich se zménami
tvaru, jsem dosud omezil pouze na provedeni regese tvaru na pocet bunc¢k ve zdrojovém
coenobiu a na jeho celkovou velikost. Vyznamné zéavislost byla prokdzana pouze v piipade
velikosti coenobii (A= 0,549, p=0,001, Goodallovo F=14,660, p = 0,001); neni piili§
ptekvapivé, ze také tato proménnd se odraZzi na tvarovych zménach korespondujicich s
druhym relativnim warpem. Mnohorozmérné regrese tvaru na pocet bunék v coenobiu
poukdzala na neexistenci prikazné linearni zavislosti. Zdroje variability na druhém a tfetim

warpu setrvavaji prozatim neznamy.

relativni warp eigenvalue vysvétlena variabilita kumulativni v.v.  landmarky
(%) (%) (porad. ¢.)
1 0,8446 51,16 51,16 1.-5., 7-15
2 0,62729 28,22 79,38 14.-13, 19.-21
3 0,34976 8,77 88,16 16.-19.

Tabulka 1.3.: Analysa relativnich warpl. Tabulka zachycuje podily variability vysvétlené
jednotlivymi relativnimi warpy. V poslednim sloupci jsou zaznamenany skupiny landmarka

vymezujici nejvariabilnéjsi oblasti korespondujici s ptislusnym relativnim warpem.
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2.1.4. Zavér

Cilem této seminarni prace bylo ovétit, zda je morfologickéd variabilita studovanych
subpopulaci Pediastrum duplex takového charakteru, aby ji bylo mozné postihnout zvolenymi
technikami geometrické morfometriky, zahrnujici jednak grafické zndzornéni biologicky
interpretovatelnych vystupi statistickych modelli, jednak moznost provadét meziskupinova
srovnani tvaroveé variabilniho modelového organismu. Vysledky prace naznacuji, ze zminény
pristup opodstatnéni skute¢né naléza. Uzitd technika zachyceni tvaru a popisu jeho zmén
prostfednictvim konfugurace vyznaénych bodi, jevi se byt uzitecnym ndstrojem pro
vnitrodruhové srovndni na subpopulaéni urovni. Soudim tak mj. na zaklad¢ vysledki analysy
relativnich warpt, kterd, jak se zd4, vykazuje znac¢ny interpretacni potencidl pfi odhalovani
zasadnich sméra infraspecifické tvarové varibilty. Toto tvrzeni je podpofeno zjisténim, ze
pouhymi tfemi hlavni komponenami (relativni warpy), je mozné postihnout vice nez 88% z
celkové tvarové proménlivosti margindlnich bun€k coenobii Pediastrum duplex. Dalsi
pfiznivou skutecnosti je biologicka interpretovatelnost alesponn nékterych z téchto
abstraktnich proménnych, byt vyznam ostatnich setrvava dosud nevyjasnén. Jedinou osou
jejiz vyznam se objasnit podafilo, je druhy relativni warp, resp. allometrickd zména tvaru,
ktera velmi dobfe koresponduje s realitou pozorovani ptirodnich vzorkli, kdy fenotypicka
plasticita v utvafeni téla a externich vybézkd marginalnich bunck Pediastrum duplex
odpovidaji skute¢nym rozdilim mezi relativné mensimi a vétSimi varietami druhu (resp. var.
gracillimum vers. napt. var. duplex). Jiny, fenotypicky téz znacné plasticky znak, zminény jiz
v kapitole o morfologii Pediastrum duplex, totiz vzéjemnd poloha externich vybézkl a
velikost uhlu jimi sviraného, pfislusi variabilit¢ popsané prvym relativnim warpem (51%
celkové variability), u né¢hoz se predpokladd, ze se tyka tvarové proménlivosti ve vetSim
meéfitku (ZELDITCH et al. 2004).

Na zaklad¢ vysledkli mnohorozmérnych permutacnich testll pro pdrova porovnani
jednotlivych subpopulaci P. duplex z odlisSnych lokalit a rocnich obdobi bylo mozné
zamitnout nulovou hypotesu o neexistenci statisticky vyznamnych rozdili mezi témito
vybéry, definovanymi pravé prostiednictvim charakteristik tvaru (ve vSech kombinacich
porovnavanych skupin byly rozdily vysoce signifikantni).

Pro zjisténi celkové tvarové podobnosti populacnich vzork z jednotlivych lokalit

jsem provedl shlukovou analysu, ktera do jisté miry také podpoftila vyse uvedené vysledky.
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2.2. Diversita fytoplanktonu sledovanych lokalit

Za ucelem sezndmeni se s biotickym prostfedim studovaného modelového organismu,
vénoval jsem alespofi minoritni ¢ast své semindrni prace determinaci ostatnich planktonnich
fas se zvlaStnim zfetelem na hlavni dominanty. Jen zcela okrajoveé a spiSe orientacné jsem se
pokusil téz o determinaci nékterych nejcastéji se vyskytujicich zooplanktontii a protozoi. Je
ovSem na misté pfedem uznat, zZe informacni hodnota této slozky mé seminarni prace je, s
ohledem na vyrazné uptednostnéni morfometrické ¢asti, zcela minimalni (navic s ohledem na
pocet odbérl), byt’ jsem pii jejim vypracovani obdrzel jisté praktické dovednosti, jiz budou

pravdépodobné nedocenitelné pro zdarny prabeh zamyslené navazujici diplomové prace.

2.2.1. Lokality

Sti¢i a Hluboky (Dubnicky) rybnik

Ob¢ studované lokality se nalézaji ve Stiednich Cechach v jihovychodni &asti
mladoboleslavského okresu. Jedna se o hospodatsky pravdépodobné intensivné nevyuzivané
eutrofni vodni nddrze spadajici pod povodi odlisSnych tokd, navzijem vzdalené cca 3 km
vzdu$nou &arou. Prva (Sti¢i rybnik) lezi v katastralnim uzemi obce Jabkenice v prostoru
Ptirodniho parku Jabkenicka obora jako soucast celé rybni¢ni kaskady v pfevazné zalesnéném
uzemi ohrazeném plotem obory. Ve zminéné kaskadé propojené Jabkenickym potokem lezi
sledovana lokalita mezi nepatrné vysSe situovanym Mlynskym rybnikem (lezi mimo oboru, je
v letnich mésicich vyuzivan jeko pfirodni koupalist¢ a zaznamenal jsem zde vyskyt vodniho
kvétu tvofeného druhem Planktothrix agardhii) a rybnikem Vidldkem nalézajicim se jiz
v prostoru obory kam je v obdobi od podzimu do jara vstup omezen. Pokud se tyka okolni
vegetace, jednd vesmées o chudé lesni spoleCenstva. Plvodnim typem lesa jsou zde jen misty
zachované borové doubravy, dnes vétSinou preménéné na kulturni bory s mensimi plochami
zde neptivodniho smrku. V okolnich udolnich zarezech a nivach jsou vSak porosty pestie;jsi,
nebot’ se zde zachovaly fragmenty habrovych doubrav, respektive podmacenych olSin a
vlhkych nivnich luk. Podkladem oblasti jsou svrchnoturonské sliny, které vystupuji na povrch
jen v udolnich zafezech a pak v niZze polozené bezlesé oblasti. Podlozi celého lesniho celku
tvofi staropleistocenni ficni Stérky Jizery. Zminénd soustava lesnich rybniki ma spolu

s dal§imi v této oblasti vyznam refugia fady mizejicich taxonli vodnich rostlin i zivocicha.
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Druhou lokalitou je Hluboky (téz Dubnicky) rybnik na potoce Bozi voda v katastralnim
uzemi obce Chudif. I tato nadrz je soucasti (mensi) kaskady rybniki, kdy vySe poloZzenym je
Novy rybnik a niZe nasleduje velice mélky Vrbickovy rybnik. Narozdil od prvé lokality, tato
nelezi pfimo obklopena lesnim porostem; z¢asti jej na jedné strané¢ odd€luje tizky travnaty
péas od obhospodafovanych polnosti, pficemz ostatni biehy porostem Phragmites australis
pfechazeji v pobiezni porost s ol$i, topolem a bfizou. Rybnik je z obecné floristického
hlediska pozoruhodny napft. vyskytem Utricularia australis.

Na sledovanych lokalitich jsem méfil teplotu vody pii hladiné nadrze, teplotu

vzduchu, pH, konduktivitu a svételnost. Zaznamenané hodnoty méfeni uvadi Tabulka 2.1.

2.2.2. Metodika odbéru, zpracovani a uchovani vzorki

Zvolené lokality jsem béhem vegetacni sezony 2004 navstivil ze Ucelem odebrani
planktonnich vzorkd celkem Sestkrat, v této seminarni praci ovSem uvadim vysledky
floristického pozorovani pouze ztéch odbéri, znichz byly potizeny vybérové populace
Pediastrum duplex pro geometricko-morfometrické analysy, ¢ili z 31. srpna a 21. fijna 2004,
pro porovnani rozdili ve fenotypickém projevu subpopulaci letnich a podzimnich. Vzorky
jsem odebral hydrobiologickou planktonni siti (o priméru ok 40 um) pokud mozno z celého
profilu vodniho sloupce, vzdy od bfehu, v misté¢ rybni¢nich stavidel. Ve vsech piipadech
jsem jednu ¢ast vzorku nafixoval Lugolovym roztokem a druhou ponechal v zivém stavu pro
bezprostiedni biologické zpracovani v laboratofi. Determinace vétSiny planktonnich
mikroorganismli, vcetné zdznamu jejich semikvantitativnich Ccetnosti, byla provedena
pozorovanim nativnich preparati béhem nejvySe péti dni ode dne jejich obéru v terénu.
Aktualn€ nezpracovavané zivé vzorky byly uchovavany v lednici s prosklenymi dviiky za
konstantni teploty 15,5 °C. Preparaty z Zivych vzorkd jsem pro pozorovani ve svételném
mikroskopu CX 31upravoval centrifugaci pii 3200 ot/min (5 minut).

Ke kazdému z determinovanych taxonti jsem si poznamenal jeho relativni ¢etnost ve
vzorku. Za timto ucCelem byla sestavena vlastni Skdla semikvantitativni Cetnosti, jiz jsem

konsultoval s pfislusnou literaturou (HINDAK 1978, WOLOWSKI 1998):

Sestistupiiova Skala semikvantitativni ¢etnosti

4 — druh se vyskytuje masove; je patrny pii pohledu na sklicko v kterémkoli misté
3 - velmi ¢asto; ne masové

2 — dosti Casto; pomérné snadno nalezitelné
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1 —ojedinéle az dosti ziidka; ne zcela vzacné (>3 (v€.) bun€k v celém vzorku)

O - vzécné; 1-2 bunky a vzorek

N - druh ve vzorku nepfitomen

2.2.3. Vysledky
datum lokalita pH konduktivita svételnost t, t,
(nS*em™) (cm) ('C) (o)
31.VIIIL.0O4 Sti¢i rybnik 7,3 423.0 - 18,8 19,0
Hluboky rybnik 7,9 495,0 - 20,5 19,5
22.X.04 Sti¢i rybnik 7,3 380,0 45,0 13,0 22,0
Hluboky rybnik 7,8 470,0 85,0 13,0 21,0

Tabulka 2.1. Zaznamenané hodnoty fysikalné-chemickych parametrt sledovanych nadrzi.

Taxon

Actinastrum hantzschii
Achnanthes affinis
Achnanthes sp.1

Amphora ovalis
Anabaena cf. circinalis
Anabaena flos-aquae
Anabaena planctonica
Ankistrodesmus bibraianus
Ankistrodesmus fusiformis
Ankistrodesmus gracilis
Asplanchna sp.1
Asterionella formosa
Aulacoseira granulata
Bosmina longirostris
Botryococcus braunii
Brachionus spl.

Caloneis cf- amphisbaena
Caloneis silicula
Centritractus belenophorus
Ceratium hirundinella
Closterium acerosum
Closterium limneticum
Cocconeis pediculus
Codonella craterum
Coelastrum asteroideum
Coelastrum microporum

Hluboky rybnik
1éto podzim
0 1

O = = = O = OO = N =W =IO O O e -
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Taxon

Colatium cyclopicola
Coleps hirtus

Cosmarium laeve
Crucigenia fenestrata
Crucigenia tetrapedia
Crucigeniella neglecta
Crucigeniella rectangularis
Cyclops sp.1

Cyclotella comta
Cyclotella sp.1
Cymatopleura solea
Cymbella prostrata
Cymbella silesiaca
Daphnia sp.1

Diatoma elongata
Dictyosphaerium pulchellum
Dictyosphaerium tetrachotomum
Dictyospharium ehrenbergianum
Dinobryon sertularia
Euglena acus

Euglena ehrenbergii
Euglena hemichromata
Euglena oxyuris

Euglena spirogyra
Euglena tripteris
Fragilaria crotonensis
Fragilaria ulna
Fragilaria capucina
Frustulia rhomboides
Frustulia cf vulgaris
Gloeotila pelagica
Golenkinia radiata
Gomphonema acuminatum
Goniochloris fallax
Goniochloris mutica
Goniochloris spinosa
Gyrosigma acuminatum
Keratella cochlearis
Keratella quadrata
Kirchneriella lunaris
Kirchneriella obesa
Koliella longiseta
Lagerheimia ciliata
Lagerheimia genevensis
Lagerheimia subsalsa
Lagerheimia wratislaviensis
Lepocinclis texta
Mallomonas cf- caudata
Melosira varians
Merismopedia elegans
Micractinium bohemiense
Micractinium pusillum

podzim

Hluboky rybnik
1éto
2 1
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Taxon

Microcystis aeruginosa
Microcystis wesenbergii
Monoraphidium contortum
Monoraphidium griffithii
Navicula cf. cryptocephala
Navicula lanceolata
Navicula cf- oblonga
Nephrochlamys subsolitaria
Nitzschia acicularis
Nitzschia recta

Nitzschia sigmoidea
Oocystis lacustris
Oscillatoria cf- limosa
Pandorina morum
Pediastrum biradiatum
Pediastrum boryanum
Pediastrum duplex
Pediastrum simplex
Pediastrum tetras
Peridinium sp.

Phacotus lenticularis
Phacus acuminatus
Phacus cf. pyrum

Phacus helicoides

Phacus lovgicauda
Phacus orbicularis
Phacus pleuronectes
Phacus tortus

Philodina sp. 1

Pinnularia maior
Pinnularia sp.1

Pinnularia viridis
Planktonema lauterbornii
Planktothrix agardhii
Polyarthra sp.1
Polyedropsis spinosa
Pseudanabaena constricta
Pseudostaurastrum enorme
Pseudostaurastrum hastatum
Rhopalodia gibba
Scenedesmus acuminatus
Scenedesmus acutus
Scenedesmus cf. ovalternus
Scenedesmus obliquus
Scenedesmus qudricauda
Senedesmus alternans
Snowella lacustris
Staurastrum chaetoceras
Stauroneis anceps
Stauroneis phoenicenteron
Stephanodiscus hantzschii
Stephanodiscus sp. 1

Hluboky rybnik
1éto podzim
1
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Hluboky rybnik Sti¢i rybnik
Taxon 1éto podzim 1éto podzim
Surirella ovata 2 0 0 0
Surirella robusta 1 0 0 0
Synedra acus 1 1 0 2
Synura cf. petersenii 1 1 0 0
Synura uvella 0 0 0 1
Tetraédron caudatum 1 0 1 1
Tetraédron incus 1 0 0 1
Tetraédron minimum 0 0 0 0
Trachelomonas hispida 0 1 0 1
Trachelomonas volvocina 0 1 1 1
Woronichinia cf. fusca 1 1 0 1

Tabulka 2.2. Seznam determinovanych taxont na studovanych lokalitach.

2.2.3. Zavér

Druhova diversita fytoplankonu sledovanych lokalit neni vzhledem k patrné
eutrofisaci téchto nadrzi (a zna¢né abundanci zooplanktonu) pfili§ vysokd. V prab&hu prace
jsem zaznamenal pouze vcelku casté druhy, o téméf nulové, anebo nizké bioindikaéni
hodnoté. Zadny z determinovanych taxontl nelze oznadit za vzacny, pouze vyjimeéné se
vyskytly druhy méné casté, napt. Pseudostaurastrum enorme (Eustigmatophyceae) v
Hlubokém rybnice. Masovy vyskyt jednoho druhu byl zjistén pouze v jednou, pfi letnim
odbéru vzorktl ze Sti¢iho rybnika s rozvojem “vodniho kvétu” vlaknité sinice Planktothrix
agardhii. Relativné nizké hodnoty semikvantitativnich ¢etnosti zjisténé u fady jinak obecné
hojnych a rozSifenych druhd, jsou pravdépodobné odrazem skute¢nosti dominance

zooplanktonu, charakteristické pro vS§echny odbéry (vyjma onoho s “vodnim kvétem”™).

2.3. Kultivace vybranych zastupct rodu Pediastrum

2.3.1. Metodika

Za ucelem planovaného budouciho studia pfimého vlivu experimentalné nastavenych

abiotickych faktori na odpovédi organismu v podobé konkrétnich tvarovych zmén, ucinil
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jsem pokus o kultivaci nékterych zastupcu rodu Pediastrum, jmenovité P. duplex var. duplex,
P. duplex var. gracillimum, P. angulosum var. angulosum a P. boyanum var. caribeanum, mj.
1 scilem popsat stabilitu, popt. §ifi variablity morfologickych znakl nékterych castéjSich
ddruht (P. boryanum, P. duplex). Prvé tfi uvedené taxony pochézeji z vlastnich piirodnich
vzorkll (ptivodem vesmeés z eutrofnich vodnich nadrzi rybni¢niho typu), pficemz posledné
jmenovanou varietu P. boryanum vazanou zejména (avSak ne zcela) na tropické oblasti,
laskavé poskytl mij Skolitel, dr. Neustupa, po navratu z malajské expedice, v rdmci niz
exoticky taxon nasbiral v jezirku ¢inské zahrady v Singapuru. Vzhledem k ptedpokladanym
ekologickym a stanovistnim narokiim vSech uzitych experimentalnich organismi, zvolil jsem
kultivacni techniku prostiednictvim tekutého, mirné¢ modifikovaného Boldova zakladniho
media (viz KALINA, 1994) (z 0,05% objemu plidni dekokt, s pfidavkem vitaminu B, a
vitaminového roztoku M3900) ve sklenénych (20 a 30 ml) zkumavkach s hlinikovymi
nezavitovymi viky. Zminény typ kultivatni nadoby Ize suspéchem nahradit 200 ml
Erlenmeyerovymi bankami, zvlast¢ v pripadé¢ pozadavku na rychlejsi pribéh kultivace
(Neustupa, Ustni sdéleni).

Isolaci Pediastrum jsem uskute¢nil pomoci mikropipety (sterilisované horkym
vzduchem pfi teploté 160 °C po dobu cca 45 min.) o kruhovém priifezu Gsti cca 200 pm, &ili
prave tak Sirokym, aby jim bylo mozno pipetovat i coenobia nejvétsich ocekavanych velikosti
a zéroven, pokud mozno, aby nedochézelo k nevitanému nasati okolnich kontaminujicich
objektl. JelikoZ coenobia Pediastrum jsou dostatecné velika, 1ze isolaci provést i pii menSich
zvétsenich béznych svételnych mikroskopti (100x). Z nativniho preparatu mikropipetou
vyjmuté coenobium jsem postupné pienaSel do kapek destilované vody (vysterilisované
v autoklavu), s cilem dosahnout maximalniho ziedéni suspense nezbytné s nim nasaté.

Vlastni kultivace v BBM modifikovaném vySe uvedenym zplsobem probéhla za
primého permanentniho osvétleni zativkovou trubici typu Philips TLD 18W/33 ve vzdalenosti
cca 20 cm od zdroje, pii primérné laboratorni teploté 25°C.

Prvé makroskopicky patrné ndznaky viditelného néristu biomasy v kultivac¢nich
nadobach jsem zaznamenal po uplynuti nejméné 5 tydnti ode dne isolace.

Popsanym postupem jsem obdrzel Ccist¢ kultury vSech vySe uvedenych variet

jmenovanych druht rodu Pediastrum.

2.3.1. Vysledky

Vysledky kultivace shrnuje nasledujici tabulka:
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taxon datum zdrojova lokalita kultivace Kkultivacni

isolace nadoba
P. duplex 26.X11 Lazn¢ Kundratice (LB) - m
P. duplex 23.X11 Chrastensky rybnik (LB) + v
P. duplex 23.XI1I Chrastensky rybnik + v
P. duplex 20.X11 PP Skalsky rybnik (JC) - z
P. duplex 20.X1I PP Skalsky rybnik - z
P. duplex 20.X11I PP Skalsky rybnik + m
P. duplex 23.XI0 Hamr na Jezete (LB) + m
P. duplex 23.XI0 Hamr na Jezeie + m
P. duplex 26.X11 Lazn¢ Kundratice + v
P. boryanum var. caribeanum 7.11 Singapur + v
P. duplex 7.11 PP Skalsky rybnik + m
P. duplex 7.11 PP Skalsky rybnik + m
P. duplex 7.11 PP Skalsky rybnik + m
P. duplex 7.11 PP Skalsky rybnik + m
P. duplex 7.11 PP Skalsky rybnik + v
P. duplex 13.11 PP Skalsky rybnik + m
P. duplex 26.X11 Lazn¢ Kundratice - v
P. angulosum var.angulosum 7.11 Borkovicka blata (JC) + m
P. boryanum var. caribeanum 7.11 Singapur + m
P. boryanum var. caribeanum 7.11 Singapur + m

Tabulka 3.1. Soupis isolovanych druhl. +/- znaci GspéSnou/neuspesnou kultivaci. m, v, z
jsou zkratky odpovidajici pouzitym kultivatnim nddobam (mensi nezavitova sklenéna

zkumavka, vétsi nezavitova sklenéna zkumavka, mala zavitova zkumavka.

2.3.2. Zavér

Zavérem lze shrnout, ze kultivace vybranych druhii rodu Pediastrum neni vcelku
obtizna a pravdépodobné se obejde bez potiteby uziti komplikovanéjsi modifikace zdkladniho
Boldova media. Ve srovnani s Erlenmeyerovymi bankami vSak dochdzi ve sklenénych
zkumavkach k viditelném nartstu biomasy az po relativné dlouh¢ dob¢ (2 tydny/5 tydnt), zda
se tedy ucelné od kultivace v téchto naddobach ve prospéch prvné jmenovanych upustit.
Dal$im nevitanym jevem je pozorovanad desintegrace coenobii n€kterych taxont (napt. P.
duplex var. gracillimum) a rast tdchto organismi ve formé jednotlivych bunék. Resenim
tohoto problému pro budouci kontinualni kultivaci bude pravdépodobné naiedéni tekutého
BBM na piibliznou koncentraci anorganickych ionti 1épe odpovidajici obsahu téchto latek v

ptirodnim prostredi.
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Tab. 1. - a: mapa (1: 50 000) oblasti Pfirodniho parku Jabkenicko a jeho jihozdpadniho
okraje. Cervené Sipky oznaCuji sledované lokality, Sti¢i a Hluboky (Dubnicky) rybnik. — b:
satelitni snimek kaskady lesnich rybnika v Jabkenické obofe s ozna¢enym Sti¢im rybnikem.



Tab. 2. a-1: mikrofotografie coenobii Pediastrum duplex (Hluboky a Stiéi rybnik) . Usecka ve
vSech ptipadech znazoriuje 10 um.
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Tab. 3. Digitalisace vyzna¢nych bodil a superimposice. — a: coenobium Pediastrum duplex. —
b: marginalni bunika coenobia P. duplex. — c: zachyceni obrysu bunky prostiednictvim
konfigurace kartesianskych soufadnic. - d: deformacni miizka. — e-f: znazornéni vysledku
prokrustovské superimposice objektli v podobé bodt (e) a vektori ().
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Tab. 4. Analysa relativnich warpt. a-b: ordina¢ni diagramy s rozlozenim objektt ze Ctyt
skupin. - a: skory objektl na prvém a druhém relativnim warpu. - b: skory objekti na prvém a
tretim relativnim warpu. Bilé symboly znaci subpopulace z Hlubokého rybnika, ¢erné za
Sti¢iho. Kosodtverce znazoriiuji odbéry letni, trojuhelniky zimni.
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Tab. 5. Analysa relativnich warpii (RWA)a-f: deformacni mtizky objekt odpovidajicich
odhadovanym hodnotam skorit na prvych tfech relativnich warpech. - a-b: prvni relativni
warp (RW1), oblast zapornych (a) a kladnych hodnot (b). - c-d: RW2, - (¢), + (d). - e-f: RW3,
- (e), T ().



Tab. 6. Analysa relativnich warpt (RWA). a-f: rekonstrukce objektii odhadnutych
prostiednictvim RWA pomoci programu tpsSuper. Jednotlivé obrazky odpovidaji
deformacnim miizkdm z Tab. 5.
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Tab. 7. Mnohorozmérna regrese a Analysa relativnich warpli. — a: allometrie, zména tvaru
zavisla na velikosti. Zvyraznéné hodnoty odpovidaji realnému rozpéti hodnot centroidové
velikosti bun¢k studované populace, ostatni jsou uzity pro statistickou konstrukci. — b:
znazornéni trendl zmén tvaru postizenych prvymi tfemi relativnimi warpy.



Tab. 8. Thin-plate spline a shlukova analysa. Zjisténi vzajemné podobnosti konsensualnich
konfiguraci uzitim shlukovaci techniky UPGMA. Pod kladogramem jsou deformacni miizky
znazoriujici transformaci referencniho objektu ve smeérech jednotlivych skupinovych
konsenst, odpovidajicich zdrojovym lokalitdm, které jsou vyznaceny na ptilozené mapce.



