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Abstrakt

Ve své bakalarské praci jsem se zabyvala teplotné korelovanou fenotypickou plasticitou.
Teoretickou ¢ast jsem rozdélila do péti zakladnich tématickych celktl. Prvni se zabyva
teplotnim optimem a ristovymi parametry, druhy velikosti bunék a jejim vlivem na fyziologii
a ekologii protist, tfeti vlivem genotypu na velikost a riistovou rychlost, ¢tvrty primarni
produkci v souvislosti s protichtidnymi jevy zvySovani rustové rychlosti a zmensovani bunék
s rostouct teplotou a paty konkrétnimi pfiklady morfologickych zmén, s kterymi se mizeme u

protist setkat.

V praktické ¢asti jsem provedla zékladni analyzu vlastnich dat Micrasterias thomasiana a
Micrasterias rotata. Porovnavala jsem bunky z kvétnovych a fijnovych odbéra

z kru$nohorského pramenistniho raselinis$té. Analyza ukazala, Ze ani u jednoho druhu
pravdépodobné neexistuje sezonné korelovana morfologicka variabilita. Data 0 M. rotata
vSak mohou byt negativné ovlivnéna skutecnosti, ze jsem ji nasla pouze na jednom

odbérovém misté.

Kli¢ova slova: fenotyp, Micrasteris, plasticita, prostista, teplota



Abstract

In my Bc Thesis | focused on temperature-corellated phenotypic plasticity. The theoretical
part is divided into four main thematical units. The first one deals with temperature optimum
and growth parameters. The second one with cell size and its infuence on the physiology and
ecology of protists. The thirt one with genotyp influence on cell size and growth rate. The
fourt one is about primary production and its relation to antagonistic phenomenon of
increasing growth rate and decreasing cell size with increasing temperature. Finally, the fifth

one is about specific examples of morphological changes which we can find in protist group.

In the practical part of the thesis | performed basic analysis of my own data about
Micrasterias thomasiana and Micrasterias rotata. | compared the cells from May and
October samples from the peat-bog in Krusné hory. The result of my analysis is that there is
probably no sezonally-corellted morphological variability in neither of the studied species.
Data on M. rotata may be, however, affected by the fact that | found it at one location only.

Key words: phenotype, Micrasterias, plasticity, protists, temperature
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1. Uvod

Pod pojmem fenotypicka plasticita se skryva schopnost organizmii produkovat v odlisSnych

podminkach prostiedi rizné fenotypy. Jde tedy o velmi dilezitou adaptaci, protoze umoziuje
organizmum vyuzivat odliSnou Zivotni strategii v riznych podminkéch a tim i piezit. Jednim
je i teplota. Lepsi znalosti o teplotné korelovanych fenotypickych zménach nam umozni 1épe

porozumet biogeografii a ekologii protist.

Prvni ¢ast mé bakalaiské prace je literarni reserse, ktera se zabyva fenotypickou reakci
protistnich organizmi na teplotu. Zameéfila jsem se zejména na zménu ristovych parametrt,
velikosti a morfologie, protoZe tato témata piimo navazuji na ¢ast druhou, praktickou, ktera se
zabyva analyzou vlastnich sbéri rodu Micrasterias. Mym cilem bylo zjistit, jestli maji
teplotni zmény vyvolané stiiddnim ro¢nich obdobi vliv na morfologii bun¢k. Tato prace byla
také uvodni studii k mé budouci diplomové praci na stejné téma a méla slouzit (a poslouzila)
pro seznameni se nejen se zékladnimi principy geometrické morfometriky, ale 1 célé védecké

prace



2. Teoreticka Cast

2. 1. Riistové parametry

2. 1. 1. Teplotni optimum a rychlost metabolizmu

V rozmezi teplot, které jsou pro organizmus pifirozené, vzrusta rychlost metabolizmu, coz

s sebou pfinasi zvySené naroky na mnozstvi zivin. Nejvyssi rychlosti metabolizmu
organizmus dosahne pfi teplotach, kdy jeho enzymy pracuji nejucinnéji a kdy vysoka rychlost
fotosyntézy neni limitovana nedostatkem zivin, a rychlost produkce ATP a uhlovodiki je tak
nejvyssi. Tento interval teplot oznacujeme jako teplotni optimum (Obr. 1) (Staehr et al.,
2006).
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Obr. 1: Vztah teploty a metabolické rychlosti (Staehr et al., 2006): Cernobilé prouzky pod
grafem ukazuji dilezitost procesii regulujicich metabolickou rychlost. Cim je barva tmavsi,

tim vice je v dané teploté proces limitujici.

Protista se umi velmi dobie adaptovat na podminky prostiedi a pii jejich zméné dokazi behem
nekolika generaci zménit rozmezi optimalnich teplot (Stachr et al., 2006). Teplotni optimum
ovliviiyje 1 geografickd poloha a klimaticka charakteristika oblasti, ve které organizmus
dlouhodobé¢ preziva. Studie na kosmopolitnim (ale vzacném) nalevnikovi Meseres corlissi je
toho ditkazem. Korelace minimalni tolerované teploty a primérné minimalni teploty habitatu
(Obr. 2) ukazala, ze populace, které byly izolovany v chladné&jSich oblastech, tolerovaly nizsi
teploty nez populace z lokalit teplejsich (Géachter et al., 2006).
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Obr. 2: Vztah tolerované teploty a teploty habitatu (Géchter et al, 2006): Lokality sefazeny od
nejchladnéjsi: AU=Rakousko (1-6 znadi rtizna odbérové mist), AUS=Australie, CHI=Cina,

DR=Dominikanské republika.

2. 1. 2. Ristova rychlost

S metabolickou rychlosti uzce souvisi i rychlost ristova. Ristova rychlost je dilezitym
parametrem ovliviiujicim konkurenceschopnost populaci. Rychlejsi rtistova rychlost vede
k rychlejsi reprodukci. Pokud se populace namnozi diive, vzroste jeji fitness a mize tak
zaujmout vétsi podil v celkové populaci. Adaptace riiznych druhi na odlisné teploty mtize byt
jednou z pficin sezonniho kolisani pocetnosti jednotlivych populaci (Atkinson et al., 2003).
Rustova rychlost se v okoli optimalnich teplot s rostouci teplotou prostiedi zvétSuje az do
dosazeni teplotniho optima. Raven et al. (1988) zjistili, ze ristova rychlost se zdvojnasobi
s prirastkem teploty o 10°C (tzv. Q1o pravidlo), jeji nartst je tedy exponencialni. N&ktefi
autofi tvrdi, ze nardst ristové rychlosti s teplotou je linearni. V literatuie se ovSem Castéji
setkdme s doklady exponencialniho narastu, pfiklady linearniho nartistu se objevuji
vyjimecné. Je tedy pravdépodobné, ze vliv teploty na riistovou rychlost je u jednotlivych
skupin organizmui odlisny (Montagnes et al., 2001).

Druhu, ktery vykazuje exponencialni rist je naptiklad Scenedesmus acutus. Jednotlivé

populace byly kultivovany pfi teplotach 5, 15 a 25°C (Obr 3). Q30 hodnota pak byla vypoctena
jako 1,9 (Staehr et al., 2006).
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Obr 3: Vliv teploty na ristovou rychlost u Scenedesmus acutus (Staehr et al., 2006,

upraveno): Méfeno podle koncentrace chlorofylu a.

Montagnes et al. (2001) provedli studii na mnoha druzich rozsivek, ktera porovnavala ristové
rychlosti z vlastnich méfeni i literarnich udaju. Jejich vysledky naopak ukézaly, ze nartst

ristové rychlosti je u této skupiny linearni (Obr. 4).
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Obr. 4: Vliv vzristajici teploty na ristovou rychlost rozsivek (Montagnes et al., 2001)

Rustova rychlost se pomalu zvySuje az do dosaZeni ristového optima. Pti teplotach vyssich
nasleduje jeji prudky pokles (Lichtman et al., 2010). Rustova optima jsou tedy ve vétsing
pripadil posunuta smérem k teplotam, ve kterych se organizmus bézné nevyskytuje. Tento
fenomén ukazuje napfiklad druh Fibrocapsa japonica a jeho kultury ze tii riznych mist svéta

(Némecko, Japonsko, Novy Zéland) (Obr. 5). Graf ukazuje ristovou rychlost a ro¢ni rozptyl
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teplot habitatu, ze které byly vzorky izolovany (prouzky pod osou x). Ve vSech ptipadech je
optimalni rustova rychlost vyrazné vychylena k horni limitni teploté ristu (De Boer et al.,
2005).
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Obr. 5: Teplota habitatu a ristova rychlost u Fibrocapsa japonica (De Boer et al., 2005)

2. 2. Velikost

2. 2. 1. Vyjadreni velikosti

V literatufe se miizeme setkat s riznym pojetim velikosti. Mizeme ji chapat jako maximalni
rozmér buriky, jako objem buiky nebo jako pomér povrchu vii¢i objemu. Rozdily mezi
jednotlivymi parametry mohou piesahovat i nékolik fadu (Snoeijs et al., 2002), coz muze mit
v ekologickych studiich zadsadni vyznam. Pro ekologickeé studie je ovSem nejvice vypovidajici
objem bunék (De Miranda et al., 2004). Studie na rozsivkach (Snoeijs et al., 2002) ukazala
vztah mezi maximalnim rozmérem buiky, povrchem a objemem (Obr. 6). Tyto grafy ukazuji
pozitivni korelaci mezi jednotlivymi parametry. Proto budu v dal$im textu hovofit 0 velikosti
hovotit jako o obecné vlastnosti, kterd ve vétsiné ptripadi vypovida o vSech tfech zminénych

parametrech.
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Obr. 6: Vztah nejdelsiho rozméru buriky, povrchu a objemu (Snoeijs et al., 2002)

2. 2. 3. Temperature-size rule
S rostouci teplotou roste ristova rychlost, proto bychom oc¢ekavali, ze se bude velikost

jedinct zvétSovat. Je ovSem zajimavé, ze tomu tak neni (Atkinson et al., 1997). Pro
ektotermni organizmy (jednobunééné i mnohobunécné) obvykle plati v zoné optimalniho
rastu (Obr. 7, zona N) inverzni vztah mezi velikosti téla a teplotou (tempereture-size rule).
Chladnéjsi podminky (Obr. 7, zéna L) obvykle vyvolaji zmensSeni velikosti jedince, zatimco
vysoké teploty (Obr. 7, zona H) mohou zptsobit zvétSeni 1 zmenSeni velikosti, protoze
odpovéd’ je druhove specificka (Atkinson et al., 2003). Pti vysokych teplotach vznikaji s vetsi
pravdépodobnosti teratogenni formy (Neustupa et al., 2008). S pravidlem podobnym
temperature-size rule se setkame i u endotermnich zivocichl v podobé Bergmanova pravidla.
Souhrnna analyza dat ukazala, ze pii poklesu teploty o 1 °C protista redukuji svoji velikost o
2,5% oproti velikosti pii 15°C (Atkinson et al., 2003). Fenomén zmenSovani ukazala i studie
na rozsivce Cylindroheca closterium z hypersalinniho prostiedi. Autofi se zabyvali sezonni
zmeénou velikosti od ledna do dubna v zavislosti nejen na rostouci teploté, ale 1 na vzrustajici
salinit¢ a klesajici koncentraci dusitanti. Zjistili, ze velikost rozsivky se s rostouci teplotu

zmenSovala 1 v téchto extrémnich pfirodnich podminkéch (De Miranda et al., 2005).
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Obr. 7: Vliv teploty na velikost bunék (Atkinson et al., 2003)

V literatuie se objevuji ti hlavni teorie, které temperature-size rule vysvétluji. Zadné z nich
ovSem neni univerzalni - nékteré z nich Ize aplikovat pouze do vodniho prostiedi, jiné zas
nemohou platit pro mnohobuné¢né organizmy. Na fenoménu zmensovani se pravdépodobné

podili vSechny tfi spole¢né.

a) Dostupnost zdroji

Tato teorie fika, Ze s rostouci teplotou klesa dostupnost zdroju (napt. obsah rozpusténého
CO,, O, nebo fosfati a dusi¢nanti). Na druhou stranu ovsem vzrista rychlost metabolizmu a
s tim i naroky na jejich dostupnost. Buiky tak diky zmenseni své velikosti zvysi pomér
povrchu viici objemu, ¢imz umozni relativné vyssi difuzi zdroji do bunky (Atkinson et al.,
2003).

b) Rychlost déleni

Se vzrustajici teplotou roste rtistovou rychlost a tim i tlak na rychlejsi déleni bunék. Pokud se
buniky z jedné populace namnozi rychleji nez ostatni, umoZzni jim to zvysit sviij celkovy podil
ve spolecenstvu. Tento tlak na rychlejsi dokonceni Zivotniho cyklu vyvolad zvySenou investici

energie do reprodukce na ukor bunééného ristu. Proto se buiiky déli uz pii mensi velikosti.

(Atkinson et al., 2003).

¢) Rychlost propadu vodnim sloupcem
S rostouci teplotou klesé viskozita vody, ¢imz dochézi k rychlej§imu propadu organizmt

z eufotické vrstvy smérem ke dnu. Zmensenim své velikosti mohou organizmy snizit rychlost

13



propadu (Montagnes et al., 2001). Naptiklad pti poklesu teploty motské vody z 21,5°C na
18°C vzroste dynamicka viskozita vody o 4,4%, takze i organizmy se propadaji o 4,4% vyssi
rychlosti nez pii 18°C. Tento nartist je stejné€ vysoky jako kdyz buiika zvétsi sviij polomér o
2,2% (Finkel et al., 2010).

2. 2. 4. Vliv velikosti na ekologii a fyziologii

Mnoho studii z posledni doby dokumentuje vliv velikosti na fyziologické procesy a ekologii
druhd (Morabito et al., 2007). Protoze teplota ovliviiuje velikost bunék, neptimo reguluje také
tyto procesy. Dosavadni poznatky o vlivu velikosti shrnul napt. Finkel et al. (2010), z jejichz
¢lanku Cerpam V nasledujici kapitole.

a)S rostouci velikosti bunék klesa rychlost metabolismu na jednotku objemu. Toto pravidlo je
oznacovano jako metabolicka teorie a zda se, Ze plati t¢éméf pro vSechny organizmy na planeté
(Brauer et al., 2009).

b)S rychlosti metabolismu a velikosti protist jsou spojeny i dalsi dulezité Zivotni
charakteristiky, jako naptiklad rustova rychlost. Obecné plati, ze s rostouci velikosti buniky
klesa rustova rychlost (Obr. 8).
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Obr. 8: VVztah objemu buiiky a riistové rychlosti (Finkel et al., 2010): Cerné body znagi

rozsivky, bilé ¢tverce obrnénky a Sedé kosoctverce ostatni organizmy.

C)Vétsi bunky jsou znevyhodnény diky svému niz§imu poméru povrchu vic¢i objemu pii
pfijmu Zivin z okoli prostfednictvim difuze. Tento pomér v§ak mohou ovlivnit protazenim

svého tvaru a vytvorenim zafeza ¢i vybézku (Lichtman et al., 2010).
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d)Velikost bun€k ovliviuje také mnozstvi chlorofylu a jeho schopnost absorbovat sluneéni
zateni. S klesajici velikosti se zvySuje obsah chlorofylu na jednotku objemu, protoze

s rostouci teplotou klesa jeho absorp¢ni koeficient. Teplotou vyvolané zmény absorbce se
projevuji i zménou usporadani pigmentd v bunce (Staehr et al., 2006).

e) Velikost také ovliviuje spotiebu jednotlivych prvki v buiice a méni tak nejen jejich
pomérné zastoupeni, ale i mnozstvi, které s vzrustajici velikosti klesa na jednotku objemu
(Montagnes et al., 2001). To pravdépodobné kvili nepomérnému zvétSovani vakuoly.

f) S rostouci velikosti bunky roste rychlost propadu vodnim sloupcem. Snizit propadovou
rychlost je mozné prostiednictvim zvétSeni plochy nebo vytvorenim vybézka a
nepravidelnosti na povrchu (Padisak et al., 2003).

g)Velikost bun¢k ovliviiuje i popula¢ni dynamiku. Ma vliv na potravni fetézec - velikost
organizmu urcuje jeho prirozené predatory a prirozenou koftist. Ovliviiuje také abundanci.

Cim jsou buiiky mensi, tim vy3si je jejich abundance (Li et al., 2006).

wrw

2. 2. 5. Vliv zemépisna §irky, stfidani ro¢nich obdobi a globalniho oteplovani

Teplotni gradient v pfirodé vznika ve vétsim métitku i se zménou zemépisné Sitky,
nadmoiské vysky nebo v disledku stéidani ro¢nich obdobi. | tyto zmény maji vliv na
prostorovou a ¢asovou variabilitu ve velikosti jednotlivych druhd.

Ve studii zabyvajici se nalevnikem Meseres corlissi z tropickych, subtropickych

a temperatnich oblasti populace vykazovaly rozdil nejen v objemu bunék, ale i v ristové
rychlosti. Objem bunék se pii teploté 15°C zmensoval od tropickych oblasti po temperatni,
coz ukazuje existujici schopnost adaptace na pfirodni podminky lokality (Géachter et al, 20006).
Zvétsovani velikosti bunék vlivem teploty od tropického pasma K polu ukazala i studie
zabyvajici se hlubokomotskymi nalevniky a nebi¢ikatymi heterotrofy (Obr. 10) (Sohrin et al,
2010)
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Obr. 10: Vztah velikosti a zemépisné $itky u heterotrofnich bezbicikatych protist (HNF) a
nalevnikl (Sohrin et al., 2010): Popisy nad grafem (0sa x) znac¢i zemé&pisnou Sitku odbérové
stanice, osa y pak hloubku mofte. Velikost bun¢k byla méfena podle priméru ekvivalentni

koule — ESD.

Se zménami teploty ve velkém méfitku se setkavame také v ptipadé globalniho oteplovani
klimatu. Jina struktura spole¢enstev zptisobena teplejSimi podminkami mize vést

K vyznamnym zménam v moiském ekosystému (Moran et al, 2010). Tito autofi se zabyvali
slozenim moiského planktonu v souvislosti s globalnim oteplovanim. Odvodili, ze v teplej$im
klimatu bude velikost buné€k planktonu mensi, ovSem jejich abundance poroste. Proto se
primérna velikost spoleCenstva posune smérem k mensim velikostem a zvysi se tak celkovy
podil pikoplanktou v planktonnim spolecenstvu (Obr. 11). Obrazek ukazuje narust podilu

pikoplanktonu na dvou riznych lokalitaich (NW, NE). Odvodili také, ze pikoplankton se stane

vvvvvv
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temperature-size rule se na zvySeni podilu pikoplanktonu bude podilet i zvySena selekce ve
prospéch mensich organizmt v disledku abiotickych zmén vyvolanych teplotou, jako
naptiklad zvysena stratifikace oceanii. Zvysené mnozstvi pikoplanktonu miize napiiklad
snizit mnozstvi organického uhliku, které se uklada prostfednictvim mrtvych tél nebo

exkrementu na dné oceanu.
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Obr. 11: Vliv teploty na zastoupeni pikoplanktonu ve spolecenstvu planktonu

(Moran et al., 2010)

2. 3. Vliv genotypu na velikost bunék a rustovou rychlost

Weisse et al. (2006) se zabyvali studii klonti nalevnikti Coleps spatei a Rimostrombidium
lacustris. Nalevniky odebrali ze stejného jezera a vypéstovali jejich klonalni kultury. U téchto
kultur pak méfili velikost a ristovou rychlost (Obr. 12). Dospéli k zajimavému zjisténi, Ze
tyto charakteristiky se u riznych kultur lisily i ve standardizovanych laboratornich
podminkach. Ve vSech ptipadech se objem bunék s rostouci teplotou zmensoval a riistova
rychlost nartstala, ov§em u kazdého klonu specificky. Napiiklad maximalni ristové rychlosti
bylo u jednotlivych kultur C. spatei dosazeno v rozmezi 6°C. Zda se tedy, ze celkova
odpovéd’ druhtl, u kterych se nevyskytuje pohlavni rozmnoZzovani nebo vyrazné pievlada
rozmnozovani pohlavni, je dana mozaikou odliSnych reakci klonti, které v té€chto populacich

vznikaji.
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Obr. 12: Objem bungk a rastova rychlost ¢tyt klonu (A, B, C, D) nalevnika Coleps spatei

2. 4. Primarni produkce

Temperature (°C)

(Weisse et al., 2006)

Charakteristikou kombinujici vliv teploty na velikost bunék a riistovou rychlost je primarni
produkce, definovana jako mnozstvi biomasy vytvorené za urcity casovy usek. Teplota
zvysuje rustovou rychlost, ale snizuje objem bunék, proto je zajimavé porovnat vliv téchto

dvou protichidnych jevi.
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Teplota, pii které organizmus dosahuje nejvyssi rustové rychlosti, nemusi odpovidat teploté,
pfi kterych nejlépe prosperuje v piirodé. Tuto teplotu oznacujeme jako fyziologické optimum
a obvykle se nachazi nékolik stupni pod ristovym optimem. To ukazuje i Obr. 12. Pii
srovnani s Obr. 5, ktery pochazi ze stejné studie na druhu Fibrocapsa japonica, je vidét, ze
maximum primarni produkce je o né€kolik °C nize nez maximalni ristova rychlost. Teploty,
pfi kterych je dosaZzeno maximalni primarni produkce tedy dobie odpovidaji fyziologickému

optimu (De Boer et al., 2005).
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Obr. 12: Primarni produkce u Fibrocapsa japonica (De Boer et al., 2005)

Nasledujici model ukazuje vzajemny vztah teploty, ristové rychlosti a objemu bunék u
rozsivek (Obr. 13). Zavislost teploty a rustové rychlosti se ukazala byt linearni. Body ve 3-D
modelu ukazuji ristové rychlosti a miizka znazornuje planarni regresni model jejich vztahu

k objemu a teploté (Montagnes et al., 2001).
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Obr. 13: Vztah teploty, rustové rychlosti a objemu bun¢k (Montagnes et al., 2001, upraveno)

2. 5. Morfologické zmény

V této kapitole bych se rada zminila o vlivu teploty na disparitu protist. Studie tohoto typu
byly délany na jinych eukaryotickych organizmech, naptiklad na k#idle rodu Drosophila, kde
rostouci vyvojové teploty zvySovaly miru disparity. Zrychlena ontogeneze zptisobena vyssimi
vyvojovymi teplotami vyvolala vyssi chybovost tohoto procesu a nestejné vypadajici kiidla
pak piispéla k vyssi disparité (Debat et al., 2003) Bohuzel vsak neexistuji ¢lanky, které by

objastiovaly vliv teploty na disparitu u protist.

2. 5. 1. Priklady morfologickych zmén

Teplota miize morfologii bun¢k ovlivnit mnoha zpisoby. Neexistuje zadné obecné pravidlo,
které by urcovalo, jakym smérem se zmény ubiraji. Proto bych nékteré piiklady rada ukéazala
na konkrétnich druzich.

Fibrocapsa japonica pfi teplotach 18°C vytvaiela ovalné bunky se dvéma biciky. Pti teploté
8°C byly bunky kulaté a biciky zkracené. Vysoké teploty zptisobily shlukovani bunék,

v nékterych piipadech se kolonie obalily slizem. Béhem rychlého zahtéti kultury na teploty
okolo 30°C bi¢iky odpadly a tvar bunky se zakulatil (De Boer et al., 2005).

Raphidonema nivale a R. sempervirens jsou druhy, které obyvaji polarni oblasti. Pfirodni
vzorky byly kultivovany v riznych teplotnich a svételnych podminkach. Buiiky R. nivale se
s rostouci teplotou prodluzovaly a zvétSoval se jejich pocet ve vlaknu. U R. sempervirens

odchazelo s rostouci teplotou také ke zvétSovani a rozsifovani bunék, ovsem nebyla

20



prokdzana zména délky vldkna. Toto poznani pfispélo k problému determinace druhi

z komplexu Raphidonema-Koliella. (Stibal et al., 2005).

V souvislosti s globalnim oteplovanim a vzrustajici koncentraci CO, byla studovana tvorba
kokolita u Emiliania huxleyi pii riznych koncentraci CO; a teplotach. E. huxleyi zabudovava
CO; do vapenatych kokolitii na svém povrchu. Vzristajici teplota snizuje mnozstvi
rozpusténého CO; a tim nepiimo ovliviuje kalcifikaci. Autofi zjistili, Ze s vzrustajici teplotou
se zmenSovala velikost kokosfér i kokolitd. Spole¢né s rostouci koncentraci CO; a teplotou se
snizovala rychlost kalcifikace. Vétsi vliv ovSem autofi prisuzuji vzristajici koncentraci CO;
nez vzrustajici teploté (De Bodt al., 2010). Oproti tomu starsi studie Watabe et al. (1996)
ukazala, ze samotna teplota vyrazné ovliviiuje produkci kokolitd i jejich morfologii. Nejvice
kalcifikovaly butiky v rozmezi teplot 18-24°C. Ristova teplota ovlivnila také velikost
kokoliti. Bunky pfi teploté 18°C mély nejmensi podil abnormalné tvarovanych kokolitd
(20%). Porozumét vlivu teploty na morfologii kokolitu je diilezité i z hlediska
paleontologického, protoze kokosféry jsou vyznamnou soucasti sedimenti (Watabe et al.,
1996).

Druhu Micrasterias rotata vénuji vétsi pozornost, protoze slouzil jako jeden z modelovych
druhii pro praktickou ¢ast mé bakalarské prace. VSechny informace (pokud neni uvedeno
jinak) pochazi z prace Neustupa et al. (2008). Bunika Micrasterias se sklada ze dvou
symetrickych ptilbunék. Kazda ptlbuiika je délena na jeden polarni a dva lateralni laloky,
které se dale déli na jemng&jsi lalucky (Prescott et al., 1977). Na kazdé buiice miizeme urcit
dv¢ osy symetrie. Prvni osa, kterd prochazi mezi ptlbuiikami, déli buniku na matetskou a
dcetinou. Druh4 osa pak prochédzi kolmo na prvni osu a déli buniku na pravou a levou ¢ést.
VéEtsi morfologicka variabilita mezi polovinami je urcena osou prochazejici mezi ptlbuiikami.
To proto, Ze dcefina buitka miiZe rist v odliSnych podminkéch neZ buiika matefska, ptipadné
se ve fazi ristu jesté nachazi a morfologicka odlisnost je tak urcena jinou velikosti buniky
(Savriama et al., 2010).

Pokusy, béhem kterych byly v kultuie péstovany bunky Micrasterias rotata pii teplotach 10,
15,20, 25 a 30°C po dobu dvou tydnii, ukazaly, k jakym tvarovym zménam s rostouci teplotou
dochdzi. Pro buniky z chladnéjsich teplot bylo charakteristické prodlouzeni apikalniho laloku,
hluboké zatezy mezi laloky a lalicky a hluboky zéiez v istmu. S rostouci teplotou pak
dochazelo k zmé&lcovani zarezl a zkracovani apikalniho laloku (Obr. 14). Velikost bunék

klesala od 15°C k 30°C, ov$em bunky z 10°C byly mensi nez bunky z 15°C. To
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pravdépodobné proto, Zze 10°C je jiz za hranici platnosti temperature-size rule, kde dochazi
k zmensovani bun¢k (Atkinson et al., 2003). Atkinson et al., 2003 ve své praci jako jeden

z moznych divodi zmensovani velikosti bunék uvadi vzrustani poméru povrchu a objemu.
Buriky Micrasterias rotata spole¢né se zvétSovanim velikosti zvEétSuji svij povrch, ¢imz tento
pomgér stabilizuji. To jim umoziuje lepé vyuzit okolni zdroje. Navic pravdépodobné rychleji
rostouci bunky z vysSich teplot maji méné ¢asu na vytvoreni slozitych morfologickych
struktur. Korelace tvaru a velikosti bun¢k ukazala stejny tvarovy trend jako korelace

s teplotou, tedy ze buiikky mensi, které odpovidaji organizmam z teplejSich podminek, mély
mél¢i zatezy oproti bunkam vét§im. Pfi porovnani podobnosti pfirodnich a kultivovanych
vzorkl bylo zjisténo, ze ptirodni populace jsou nejvice podobné kulturdm péstovanym pfti
teplotach 10 a 15°C, coz odpovidé primérnym mésicnim teplotdm na lokalité. Nejvétsi roli
v morfogenezi pravdépodobné hraji nocni a brzce ranni teploty, kdy dochazi k déleni.
Nejnizsi disparita byla zjisténa u bunck z 10°C. Mezi disparitou ostatnich populaci nebyl
zaznamenan signifikantni rozdil. Mezi bunikami z 30°C populace bylo ov§em nalezeno
ptiblizné 30% teratologickych forem. To pravdépodobné proto, ze takto vysoké teploty jsou

pro bunky stresujici a narusuji tak jejich ontogeneticky vyvo;.
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Obr. 14: Morfoligické zmény vyvolané teplotou na M. rotata
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3. Prakticka ¢ast

Cilem praktické casti bylo zjistit, jestli exiStuje sezonn¢€ podminéna variabilita bun¢k
Micrasterias na teplotu prostfednictvim analyzy tvaru. Rod Micrasterias jsem si vybrala
nejen kvli jeho velikosti a jednozna¢né morfologii, ale také kvili tomu, Ze slouzi jako
tradi¢ni fasovy modelovy druh (Prescott et al., 1997). U laboratornich kultur péstovanych pii
ruznych teplotach bylo zjisténo, ze existuje morfologicka adaptace na teplotu, ve které bunky
rostou. Ve své praktické casti jsem se zaméfila na ovéieni této hypotézy Vv prirodnich
podminkach, jelikoZz obecna data tohoto typu o protistnich organizmech z ptirody zatim
bohuzel chybi. Praktickd ¢ast méla slouzit jako tivodni studie k mé budouci diplomové praci a

také k seznamenti se se zdkladnimi principy a metodami geometrické morfometriky.

3.1. Lokalita

Vzorky jsem odebirala na malém prameniStnim raSelinisti v Krusnych horach vychodné od
obce Piebuz (Obr. 15, 16). Na raselinisti jsem si zvolila 4 odbérova mista (Tab. 1), ktera od
sebe byla vzdalena priblizné 30 metrti a nebyla vzajemné propojend. Odbérova mista jsem

ptedem vybrala tak, aby se na nich vyskytoval jeden z druhi Micrasterias thomasiana nebo

Micrasterias rotata.

Prebuz. ®
Nové

Hamry

Rudne

Vysoka Pec
g
1 km )
——

Tisova

Obr. 15: Pramenistni raSelinisté u Piebuzi
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Obr. 16: Fotografie odbérové lokality

Loaklita sz(ﬁlr?:g;s;i Nalezeny druh
1 1535 3291 25275 3 Z Micrasterias thomasiana
2 153: 3291 25 if \S} Z Micrasterias thomasiana
3 ?gz g; g(ﬁ isa Micrasterias thomasiana
4 fg: 3?91 2552 3 fl Micrasterias rotata

Tab 1: Odbérova mista a nalezené druhy

3. 2. Metodika

3. 2. 1. Odbér a zpracovani vzorki

Lokalitu jsem navstivila 3. 5. 2010 a 1. 10. 2010. Dvé navstévy jsem uskutecnila proto, Ze mé
zajimalo, jak ovlivnily tvar bun¢€k studené zimni a teplé letni podminky. V téchto obdobich by
ve vSech populacich mély prevladat bunky, které tyto stresové podminky piezily. Odbérova
mista jsem urcila podle GPS soufadnic a znacky v terénu (Klacik) oznacujici pfesné misto, v

jehoz 10cm okoli jsem vzorky odebirala. Samotny odbér jsem provadéla Zdimanim raSeliniku.

Vzorky jsem ihned nafixovala Lugolovym roztokem a uchovavala je v lednici.
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Burnky jsem fotila pomoci svételného mikroskopu Olympus BX51 se 400nasobnam zvétSenim
a fotografickym aparatem Olympus Z5060. Nahodn¢ jsem vybrala a vyfotila 30 bun¢k
Micrasterias. Nékteré fotografie ovSem nebyly dostate¢né kvalitni, proto jsem je ze souboru
pro dalsi analyzu vyfadila. Fotografie jsem upravila pomoci grafického programu Corel
PaintShop Photo Pro X3.

3. 2. 2. Analyza dat

Fotografie bunék Micrasterias jsem zpracovavala pomoci metod geometrické morfomeriky za
vyuziti softwaru Tps - Tps Dig (Rohlf, 2010), Tps Util (Rohif, 2010) a PAST (Hammer et al.,
2001). Nasledujici metodické postupy pochazi z monografie Zelditch et al. (2004). Na kazdé
vEtsi palbuiice jsem prostfednictvim programu Tps Dig vyznacila 43 homolognich
landmark, z nichz 6 byly semilandmarky (Obr. 17). Landmarky byly umistény rovnomérné
po obvodu ventralnich lalokt a apikalniho laloku, semilandmarky pak po stran¢ apikalniho
laloku, protoze se zde nenachazi Zzadné morfologicky jednoznac¢né definované struktury.
Jejich zvoleni je tedy velmi vhodné, protoze pfi nasledném zpracovani je s nimi mozné
pracovat jako s klouzavymi body, jejichZ pozice se optimalizuje poéetné. Jelikoz landmarky
na palbunkach nejsou podle pravo-levé osy symetrické (napiiklad v disledku nepiesnosti pii
jejich umist'ovani anebo natoceni bunky pii fotografovani), bylo nutné data symetrizovat
(Savriama et al., 2008). Vytvotila jsem zrcadlovou kopii landmarkovych soutadnic podle
pravo-levé osy v programu PAST (nejprve jsem vynasobila x-ové soutadnice faktorem -1a
poté zrcadlové vyménila pozice jednotlivych landmarki), kterou jsem zprimérovala

S pivodnimi hodnotami. Tim landmarky ziskaly absolutné¢ symetrickou pozici na obou

stranach pravo-levé osy.
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Obr. 17: Umisténi landmarka (Cervené) a semilandmrki (zluté)

V programu Tps Util jsem jednotlivé landmrkové soubory sloucila dohromady a nasledné
jsem v programu Tps Relw provedla Prokrustovskou analyzu (GPA), ktera standardizuje
velikost bun¢k a optimalizuje jejich rotaci a translaci tak, aby vzdalenost homolognich
landmarkt byla co nejmensi.

Analyzu hlavnich komponent (PCA) jsem provadé¢la v programu PAST. Na prvnich 11 osach
PCA jsem porovnavala tvarovou odlisnost odbérovych mist s M. thomasina a M. rotata
pomoci MANOVA (CVA analyzy). MANOVA (multivariatni analyza variance) a CVA
(analyza kanonickych variat) hled4 pro pfredem rozliSené skupiny kritérium v podobé€ osy,
ktera odlisi jednu libovolnou skupinu od ostatnich. Hranici signifikance jsem si stanovila na
p<0,05. Ve stejném programu jsem také udélala diskrimina¢ni analyzu kvétnovych a
fijnovych odbért z jednotlivych odbérovych mist a vSech populaci M. thomasiana
dohromady. Diskrimina¢ni analyza méla za tikol zjistit, jestli existuje rozdil v tvaru mezi

kvétnovymi a fijnovymi odbéry. Jako hranici signifikantniho rozdilu jsem si stanovila p<0,01.

3. 3. Vysledky

Pokusila jsme se zjistit, jestli existuje rozdil v morfologii bun¢k na jednotlivych odbérovych
mistech. Nejprve jsem testovala podobnost kvétnovych i fijnovych odbért s obéma druhy.

K tomuto ucelu jsem pouzila CVA analyzu (Obr. 18), kterd ukazala signifikantni rozdil mezi
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odbérovymi misty s M. thomasiana a M. rotata (p<0,0001). Dale jsem testovala rozdil
odbérovych mist s M. thomasiana mezi sebou. Analyza opét ukazala signifikantni rozdil
(p<0,0001). Od ostatnich se nejvice liSily kvétnové buiiky z odbérového mista 3, ovSem i
rozdily mezi ostatnimi odbérovymi misty byly navzajem veliké, proto tato odli$nost neni
vyznamnd. Absence rozdilu se ukdzala pouze mezi kvétnovymi a fijnovymi butikami na

odbérovém misté 1.

Obr. 18: CVA kvétnovych a tijnovych odbérovych mist (a) a odbérovych mist s
M. thomasiana (b): V obrazku jsou 4 barvy (M. thomasiana: odbé&rové misto 1 - zelena, 2 -
zlutd, 3 — fialova, M. rotata: 4 — modrd) a od kazdé barvy 2 odstiny. Svétly odstin znaci

kvétnovy odbér, tmavy podzimni.

Pomoci diskrimina¢ni analyzy jsem testovala, jestli se od sebe 1i§i buriky z kvétnového a
fijnového odbéru na jednotlivych mistech a jestli se existuje celkovy rozdil mezi kvétnovymi
a fijnovymi populacemi M. thomasiana. Pro M. thomasiana neukazala analyza signifikantni
rozdil pouze na odbérovém misté 1 kde p1>0,1. Na odbérovém misté 2 a 3 od sebe dokéazala
signifikantné oddé¢lit kvétnové a fijnové bunky (p2<0,001, ps<0,0015). Celkova analyza pro
tento druh ov§em vysla vyrazn€ nesignifikantn€ (Pinomasiana>0,017). Odlisnost bunék druhu M.
rotata na odbérovém misté 4 také nebyla signifikantné odlisna (ps>0,029) a rozdil mezi

tvarem kvétnovych a fijnovych bunék nebyl statisticky prokazan.
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Obr. 19: Vysledky diskrimina¢ni analyzy: a-c: odbérova mista 1-4 s M. thomasiana, d:

celkova analyza pro M. thomasiana, e: odbéroveé misto 4 s M. rotata)
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3. 4. Diskuze

Analyza kanonickych variat (CVA) morfologie bun¢k M. thomasiana a M. rotata od sebe
dokazala oba druhy velmi dobie rozlisit. Z CVA diagramu je ziejmé, ze oba odbéry M. rotata
jsou odli$né od ostatnich odbérti s druhem M. thomasiana, coz svédéi o dobré morfologické

definici druhu.

3. 4. 1. Micrasterias thomasiana

Analyza kanonickych variat (CVA) ukdzala, Ze jednotlivad odbérova mista se od sebe ve tvaru
bunék velmi lisi. Nejpodobné;jsi si ve srovnani s ostatnimi byly kvétnové a fijnové bunky

Z odbérového mista 1.

To potvrdily i vysledky celkové diskriminaéni analyzy pro tento druh, které ukazaly, ze
pravdépodobné neexistuje rozdil ve tvaru mezi kvétnovymi a fijnovymi populacemi. Analyza
pro odbérova mista 2 a 3 vSak vysla signifikantné. Pfi¢inou tohoto rozporu mohou byt
napiiklad odli$né lokalni podminky na jednotlivych odbérovych mistech nebo odlisny
genotyp bunék (vznikly napiiklad v dusledku genetického driftu), ktery zptsobil tvarovy
rozdil mezi kvétnovymi a fijnovymi populacemi. Tato zména v§ak mize mit na jednotlivych

odbérovych mistech odlisny charakter a nemusi tak tedy mit souvislost s reakci na odlisnou

teplotu.

3. 4. 2. Micrasterias rotata

Vysledky o tomto druhu jsou ovlivnéné skuteénosti, Ze jsem jej nasla pouze na jednom
odbérovém misté a nemam tedy dostatek dat. Diskrimina¢ni analyza ukazala, Ze na
odbérovém misté s timto druhem nebyl rozdil v morfologii kvétnovych a fijnovych bunék a je

tedy mozné, ze ani u tohoto druhu neexistuje morfologicka reakce na teplotu prostiedi.
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4. Zavér

V teoretické Casti své prace jsem shrnula soucasné poznatky o vlivu teploty na fenotypickou
plasticitu protist. I kdyZ se reakce jednotlivych druhi mohou vzajemné lisit, existuji dvé
zakladni pravidla, ktera plati pro drtivou vétSinu protistnich organizmti.. Prvnim z nich je
narust metabolické (a tim padem i rustové) rychlosti, druhym pak zmensovani velikosti bunék
S narustajici teplotou. Tato dvé€ pravidla zasadnim zptisobem ovliviiuji vSechny dalsi
fyziologické a ekologické zdkonitosti, které s reakci na teplotu souvisi. Literarni informace o
vlivu teploty na riistové parametry, velikost ¢i morfologii protist v laboratornich podminkach
jsou velmi dobie dostupné. Dat z ptirodnich podminek je jiz vyrazné méné a informace o

vlivu teploty na disparitu témét chybéji.

V praktické ¢asti jsem provedla zakladni analyzu vlastnich dat. Analyzovala jsem vlastni
sbéry rodu Micrasterias a zabyvala jsem se rozdily v morfologii kvétnovych a fijnovych
populaci, tedy téch, které prezily studené zimni a tepl¢ letni podminky. Dospéla jsem

k zavéru, ze pro druh M. thomasiana ani M. rotata neexistuje sezonn¢ podminéna
morfologicka variabilita nebo je pouze hrani¢né detekovatelna. Tyto zavéry ovSem mohou byt
zkreslené malym datovym souborem, zv1asté pak u M. rotata, a proto vyzaduji podrobnéjsi

prozkoumani.
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