Univerzita Karlova v Praze
Prirodovédecka fakulta
Katedra botaniky

s i
Qy- e ) “!‘l‘i o t'u
SRR 40
= we
SRuE O fol g
| [P N

Bakalatska prace

Vliv faktoru prostredi na morfologickou

o \we

variabilitu kiFremicCitych struktur
chrysomonad (Synurophyceae)

Martina Pichrtova

2007

Skolitelka: RNDr. Yvonne Némcova, PhD.



Abstrakt

Predklddand bakaldiska prace shrnuje soucasné znalosti o vlivu faktorti prostiedi na
morfologickou variabilitu kfemicitych struktur chrysomonad a hodnoti pfinos geometrické
morfometriky pro analyzu tvaru. Experimentalni ¢ast prace je vénovana vyzkumu kfemicitych
chrysomonad v NP Ceské Svycarsko a charakterizaci tvarové dynamiky kiemicitych Supin u
vybranych zastupcti rodu Mallomonas pomoci metod geometrické morfometriky.

Buniky chrysomonad jsou pokryty kiemicitymi Supinami a ostny. Taxonomie této skupiny
je zalozena vyhradn¢ na morfologii kfemicitych struktur studovanych v elektronovém
mikroskopu. Prvni ¢ast je vénovana literarni resersi. Shrnuty byly dosavadni poznatky o vlivu
pH, teploty a obsahu Zivin na vyskyt, rlist a pfedev§im morfologickou variabilitu kiemicitych
struktur chrysomondd. Popis a studium tohoto jevu mohou byt vyuZzitelné v taxonomii a
bioindikaci. Rozebrany jsou rizné metody hodnoceni tvaru Supin chrysomonad, se zvlastnim
zietelem na landmarkové metody geometrické morfometriky, vhodného nastroje na studium
tvaru a jeho promén. Druhd ¢ést je vénovana vysledkiim vlastni experimentalni préce, jejiz
cile byly nasledujici: seznamit se s ptirodnimi lokalitami, kde je mozné chrysomonady nalézt,
determinovat je s pomoci transmisniho elektronového mikroskopu a ustanovit jejich kultury.
Vramci vyzkumu v NP Ceské Svycarsko bylo nalezeno celkem 14 druht kiemiitych
chrysomonad, poprvé byla v CR nalezana varieta Mallomonas striata var. serrata. Podafilo se
izolovat klonalni populace Synura petersenii a Synura echinulata. Moznosti landmarkové
geometrické morfometriky jsou prezentovany na ptikladu studie morfologické variability
Supin M. striata, M. kalinae, M. calceolus a M. flora. Analyza relativnich warpii umoznila
popsat hlavni trendy morfologické variability a pouZzit¢ metody mnohorozmérné statistiky
uspésné odlisily Supiny jednotlivych druhti. Diskutovany jsou dal$i moznosti vyuziti téchto

metod pro studium taxonomie a ekologie chrysomonad.

Klicovd slova: geometrickd morfometrika, chrysomonady s kfemicitymi Supinami,

Mallomonas, Synura, morfologie Supin, pH, teplota, Ziviny, NP Ceské Svycarsko



Abstract

The impact of environmental factors on morphological variation of silica

structures in chrysophytes (Synurophyceae)

Proposed Bc. Thesis reviews temporal knowledge on the effect of environmental factors
on the silica structures morphological variation in synurophytes, methods of geometric
morphometrics as a valuable tool in shape analyses are presented. Finally, silica-scaled
chrysophytes from the Bohemian Switzerland National Park are listed and shape variation of
silica scales with application of the geometric morphometrics methods in selected
Mallomonas species is characterized.

The synurophyte cells are covered with armour of imbricated silica scales. Taxonomy
within this group is almost exclusively based on morphology of silica structures studied by
transmission or scanning electron microscope. The effect of environmental factors (e.g. pH,
temperature, nutrient content) on occurrence, growth and scale morphology in natural and
experimental populations was discussed in several papers. Observed morphological variability
of scales has important consequences for taxonomy and use of chrysophytes as valuable
bioindicators. Several approaches to evaluation of the scale shape were described and the
landmark based methods of geometric morphometrics appeared to be the most suitable. The
second part concerned experimental work. A total of 14 species of silica-scaled chrysophytes
were revealed during the investigation of the Bohemian Switzerland National Park.
Mallomonas striata var. serrata has not been published from the territory of the Czech
Republic yet. Clonal cultures of Synura petersenii and Synura echinulata were established.
Landmark methods of geometric morphometrics were used to evaluate scale shape variation
in M. calceolus, M. kalinae, M. flora and M. striata. Relative warps analysis described the
main patterns of variation and methods of multivariate statistics successfully distinguished
particular species. Potential of geometric morphometrics methods in the investigation of

chrysophyte taxonomy and ecology is discussed.

Keywords: geometric morphometrics, silica-scaled chrysophytes, Mallomonas, Synura, scale

morphology, pH, temperature, nutrients, Bohemian Switzerland National Park
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1. Uvod

Vynalez elektronového mikroskopu piinesl novy pohled do svéta piirody. Struktury,
jejichz pritomnost byla zatim pouze tuSena, zacaly byt snadno pozorovatelné a mnoho nového
bylo spatfeno zcela poprvé. Oteviel se tak prostor pro fadu novych vyzkumi. S pocatky
elektronové mikroskopie souvisi mimo jiné pravé rozvoj studia kfemicitych Supin a ostnl
chrysomonad. Jejich existence byla sice znama uz z obdobi svételné mikroskopie, nicméné
teprve novd metoda umoznila zachytit slozitost, jemnost a rozmanitost téchto
submikroskopickych objektli a porozumét procesu jejich vzniku.

Prvni snimky Supin byly publikovany v roce 1955 (ASMUND 1955, FOTT 1955). Od té
doby stale dochazi k popisu novych druhii chrysomonad, pravé na zaklad¢ jejich odlisné
morfologie. Poté, co byl shromazdén i dostatek ekologickych dat, nasly praktické vyuziti jako
dilezité bioindikatory.

Avsak podrobné studium s sebou pfineslo objev velice vyznamného jevu — veliké tvarové
variability Supin a ostnd. Tato rtznorodost muze znesnadiovat taxonomické zarazeni,
soucasn¢ se ale otevira moznost zkoumani morfologie jako funkce faktor prostiedi. Nabizi
se otazka, do jaké miry jsou pozorované rozdily dané geneticky ¢i zda se jedna spisSe o projev
fenotypické plasticity.

Je proto dulezit¢ variabilitu kiemicitych struktur studovat, popsat ji a predevsim zjistit,
které faktory a jakym zplsobem se na ni podileji. Jeji detailni prozkoumani mize pomoci
nejen rozs§ifit moznosti vyuziti chrysomondd jako bioindikatort, ale také pfinést vyznamné
poznatky pro taxonomii, kterd je zatim zalozena vyhradné¢ na popisu kiemicitych struktur. Pro
potvrzeni jednotlivych vlivli je krom¢ shromazd’ovani dat ptfimo v terénu potieba provadét i
pokusy s kulturami v laboratornich podminkach, nebot’ jen tak lze prokazat skuteCnou
zavislost urc¢itého jevu na studovaném parametru prostiedi. Kromé toho je tfeba zvolit
vhodnou metodu, jeZ by umoznila tvarové zmény dobie popsat a analyzovat.

Tato prace slouzi jako tivod k budouci praci diplomové, kterd bude vénovéana praveé
ekofyziologickym experimentim s vlastnimi kulturami, vyizolovanymi z ptirodniho prostredi.
Dtiraz bude kladen na zjisténi morfologické variability Supin v zdvislosti na rtznych
faktorech. K jejimu vyhodnoceni budou slouzit metody geometrické morfometriky.
Zakladnim cilem bakalafské prace tedy bylo poznani a zhodnoceni dané problematiky a

pottebné metodiky.
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2. Teoreticka cast

2.1 Chrysomonady s kiemicitymi Supinami

2.1.1 Taxonomické zarazeni a obecna charakteristika

Oznaceni chrysomonady se vztahuje na jednotlivé Zijici ¢i kolonialni bi¢ikovce pattici do
dvou tfid odd¢leni Heterokontophyta — Chrysophyceae a Synurophyceae (ANDERSEN 1987).
Zastupci tohoto oddéleni maji mnohé znaky spole¢né. Jedna se predevsim o pritomnost dvou
bic¢ikl, z nichz jeden je delsi, pokryty dvéma fadami mastigonem, a druhy kratky, hladky, ¢i
pokryty pouze jednoduchym vlaSenim. Chloroplast ma 4 obalné membrany, tylakoidy tvofi
skupinky po tfech a hlavnim zasobnim produktem je chrysolaminaran. SloZeni pigmentt je
také charakteristické — chlorofyl a, c, B-karoten, xantofyly a dominantni fukoxanthin, ktery u
zastupct tfid Chrysophyceae a Synurophyceae zpusobuje jejich typickou zlatavou barvu.

Proto se o nich v ¢esky psané literatuie hovoti jako o zlativkach. (KALINA & VANA 2005)

2.1.2 Kremicité struktury

Typickym znakem této skupiny organismil je pfitomnost struktur tvofenych polymery
oxidu kfemicitého. Ze stejného materidlu jsou slozené napiiklad i schranky rozsivek, dalsi
heterokontni skupiny organismi (tfida Bacillariophyceae). Zlativky maji schopnost
endogenné vytvaiet silifikovana odpocivajici stadia — stomatocysty. Navic, nekteti zastupci
ttidy Chrysophyceaae (konkrétné¢ se jednd o celed” Paraphysomonadaceae) a vSichni
Synurophyceae maji povrch buiiky pokryty Supinami a ostny. Tyto struktury jsou kli¢ové pro
druhovou determinaci, ke které se vzhledem k jejich malym rozmérim standardné pouziva
elektronovy mikroskop. Proto pocatek studia Supin (ASMUND 1955, FOTT 1955) souvisi
s rozvojem transmisni elektronové mikroskopie v 50. letech 20. stoleti. Vyzkum chrysomonad
s ktemicitymi Supinami ma velmi dlouhou tradici jak u nas, tak i jinde ve svété. Pravé diky
pritomnosti Supin a ostnll jsou jednotlivé druhy snaze zaznamenany a urceny a jejich biologii
je tedy vénovano mnohem vice publikaci nez ostatnim zlativkam. Také tato prace je zamétena

na Supinaté chrysomonady, obzvlasté na tfidu Synurophyceae.



Do této tiidy patii rody Chrysodidymus, Tessellaria, Mallomonas a Synura. Supiny byvaji
vétSinou heteropolarni, vykazuji bilateralni symetrii a na bufice jsou uspofadané ve spiralnich
fadach (LEADBEATER 1986, 1990). Jsou tvofeny uvnitt buniky za pomoci vacku SDV (silica
deposition vesicle) a poté se dostavaji na povrch exocytézou. SDV je asociovan s membranou
chloroplastu (SCHNEP & DEICHGRABER 1969).

Morfologie Supin je pomérné slozitd a na jeji popis byla zavedena specialni terminologie
(obr. 1 a 2). Kazda Supina je tvofena bazalni deskou, na jejimz vné&j$im povrchu se nékdy
vytvaii sekundarni vrstva (WEE 1997).

Do rodu Synura patii kolonidlni bicikovci, jejichz buiiky jsou spojeny svymi posteriornimi
konci. Dorzalni strana jejich Supiny je ornamentovana, ventralni hladka. Témeét vSechny
druhy maji ostének, ktery u Synura petersenii KORSHIKOV vytvaii dorzalni zdhyb — kyl.
Ostének se vytvari ve stejném SDV jako Supina. Velmi odlisSny typ Supin méa Synura
lapponica SKUJA. Jsou ovalné, homopolarni, bez osténku, s jednou centralni papilou a na

povrchu bunky jsou rozmisténé neorganizovan¢ (KRISTIANSEN 2005).

S. petersenii S. spinosa

o Q

f K

Obr. 1. Morfologie Supin zastupct rodu Synura: a. $pic¢ka kylu, b. otvor v bazalni desce, c. bazalni
deska, d. kyl, e. tramec, f. prehnuty okraj, g. ostének, h. otvor v bazalni desce, i. Sestithelnikova
sekundarni struktura, j. pory bazalni desky, k. prehnuty okraj. Podle WEE (1997). Ceské nazvoslovi
prevzato z prace NEMCOVA (2000).

Supinova vrstva u rodu Mallomonas, jednotlivé zijiciho bicikovce, je podobna jako u rodu
Synura. Supiny se na bunce vzijemné CasteCné prekryvaji, jsou uspoiadany podobné jako

tasky na stieSe a tvofi tak kompletni schranku. (KRISTIANSEN 2002) Jejich primérny pocet je



druhové charakteristicky (SIVER 1991). Supiny jednotlivych druhi se 1isi tvarem a pfitomnosti
fady sekundarnich struktur, které se téz tvoti pouze na dorzalni strané. Typické Supiny druha
ze sekce Mallomonas jsou tripartitni — rozdélené do tfi casti — krom¢ domu maji jeste

centralni §tit a okraj, které jsou od sebe oddéleny V-zebrem. (KRISTIANSEN 2002)

Obr. 2. Morfologie tripartitni Supiny rodu
Mallomonas: a. distalni konec, b. hrana, c.
dom, d. posteriorni hrani¢ni zebro domu, e.
tramce, f. anteriorni okraj, g. anteriorni
submarginalni zebro, h. §tit, i. Zebra, j. lateralni
zakiiveni, k. V-zebro, 1. kdp€, m. posteriorni
okraj, n. ptehnuty okraj, o. proximalni konec.
Podle KRISTIANSEN (2002). Ceské nazvoslovi
Caste¢né prevzato z prace NEMCOVA (2000).

Krom¢ Supin nalezneme u Mallomonas 1 dalsi kiemicité struktury — ostny. Ty se vytvaieji
jako ploché utvary, které jsou pozdé¢ji srolovany do trubicky. Navic, vzdy vznikaji v jiném
SDV nez pfislusna Supina, k sobé jsou pfipojeny az v extracelularnim prostfedi. Osten byva
svym plochym proximalnim koncem pfipevnén na urcité misto na Supiné (BEECH et al. 1990).
Neékteré druhy maji na Supin€ specidlni strukturu zvanou dom, kam osten pfesn¢ nasedne a
dokonce je poté pasivné pohyblivy.

Rozeznavame rizné typy ostnd. Podle zplsobu zoubkovani se déli na kraspedodontni
(zoubky byly pfitomné uz na ptivodnim plochém utvaru pted jeho svinutim) a notakantické
(zoubky jsou vychlipeniny na vysledné trubicce), viz obr. 3 a,b. (ASMUND & KRISTIANSEN
1986). Podle délky distalni ¢asti rozliSujeme ostny pseudobifurkatni a Spicaté. Nékteré druhy
maji konec ostnu zvlastné tvarovany, naptiklad do podoby helmice. (KRISTIANSEN 2005)

Jak jiz bylo zminéno, cysty chrysomonad se formuji endogenné. Tvorby se opét ucastni
SDV splyvajici s vacky Golgiho aparatu. Kiemicitd cysta mé v sobé por, ktery je nakonec
uzavien zatkou. Cysty byvaji nejrizn&jSim zplsobem ornamentované nebo mohou tvofit
vybézky a ostny. Casto je mizeme nalézt v sedimentu, nicméné jen u malé asti z nich je
znama jejich druhova prislusnost. Také neni dostatecné jisté, jaky faktor tvorbu cyst iniciuje
ani jak dlouho buiiky v tomto odpocivajicim stadiu zhstanou zivotaschopné. (KRISTIANSEN

2005)



Obr. 3. Priklady riznych typt ostnd u rodu Mallomonas: a. kraspedodontni osten, b. notakanticky
osten (KRISTIANSEN 2002); c. riizné morfologie distalni a proximalni ¢asti ostnu (SIVER 1991).

2.1.3 Ekologie

Chrysomonady byly tradicné povazovany za organismy chladnéjSich a oligotrofnich

vodnich nadrzi s maximem vyskytu na jafe (KRISTIANSEN & TAKAHASHI 1982). Jedna se
nicméné o velké zobecnéni a nelze je aplikovat na vSechny zastupce. Lokality s nejbohatsi
zlativkovou florou vSak byvaji neutralni az mirné kyselé, s nizkou konduktivitou, alkalinitou a
obsahem zivin a mirnym mnozstvim rozpusténych huminovych kyselin (SIVER 1995). SIVER
(1995) shrnul poznatky o rozSifeni Supinatych chrysomondd v zavislosti na riznych
parametrech prostiedi, jako je pH, vodivost, trofie, teplota a sezonalita.
(ROUJACKER & KESSELS 1986, SIVER & HAMER 1989). Jen velmi malo druhti (ROIJACKER &
KESSELS 1986 uvadeji pouze Synura echinulata KORSHIKOV a Synura sphagnicola
(KORSHIKOV) KORSHIKOV) je vSak schopno zit v prostfedi s velmi malymi hodnotami pH, tzn.
pod 5.



Hodnota pH ziejmé neplsobi na rozSifeni chrysomonad ptfimo, ale pfes rozpustény
anorganicky uhlik, ktery se ve vodé vyskytuje jako CO,, H,COs, HCO5 a CO5”". Zastoupeni
jednotlivych forem souvisi pravé s pH vody. Chrysomonady pravdépodobné nejsou schopné
vyuzivat ion HCOj, potfebuji pfedevsim CO,, jenz je dostupny pii nizSich hodnotach pH.
Touto vlastnosti 1ze vysvétlit i jejich typické jarni maximum a naslednou castou absenci
v 1été. (ROJACKER & KESSEL 1986, ALLEN & SPENCE 1981, SAXBY-ROUEN et al. 1998)

Teplota vody je dal$im z vyznamnych faktorti ovliviiujicich distribuci chrysomonad. Na
rozdil od pH vSak neni klicové pro globalni rozsifeni, ale spiSe hraje roli v sezénnim rozvoji.
Neurcuje, zda se organismus bude v daném prostiedi vyskytovat, ale v jakém mnozstvi
(ROJACKERS & KESSELS 1986), a je dulezitd v periodické sukcesi druhii (SIVER & HAMER
1992).

ROIACKERS & KESSELS (1986) nalezli chrysomonady v rozmezi teplot 4-20°C. Casto
vykazuji nejvétsi biomasu brzy na jafe po roztati ledu, kdy jsou teploty hodné nizké. Tento jev
lze mimo piimého vlivu teploty vysvétlit i zvySenym osvétlenim, koncentraci zivin ¢i malym
predac¢nim tlakem (SIVER 1995).

Vyznamny vliv na rozsifeni chrysomonad maji i Ziviny. Co do poctu druhti i do biomasy
jsou hojngjsi v oligotrofnich nadrzich (SIVER 1995), nicméné je mozné je nalézt i ve vodach
eutrofnich (KRISTIANSEN 1988). SIVER & MARSICANO (1996) usporadali celou fadu druhi
podél gradientu trofie. Kritériem k jejimu posouzeni byl tzv. troficky status, jenz v sob¢
zahrnuje celkovy fosfor, celkovy dusik, obsah chlorofylu a a hloubku Secciho desky.

Kromé zékladnich Zivin, jako je dusik a fosfor, které byvaji obvykle limitujici, pfichazi u
chrysomonad v tivahu jesté kifemik, protoze se jedna o zakladni stavebni slozku jejich Supin.
Jedna se sice o druhy nejhojnéjsi prvek na Zemi, avSak dostupny pro planktonni organismy je
pouze rozpustény ve formé kyseliny monokiemicité (LEADBEATER & BARKER 1995). Obsah
kfemiku se v pfirodnich lokalitdch velmi méni v prib&hu sezony a lisi se 1 mezi jednotlivymi

jezery a nadrzemi.

2.1.4 Biogeografie

KRISTIANSEN (2001) zpracoval studii o globalnim vyskytu rodu Mallomonas a rozlisil
n¢kolik typi distribuce — kromé kosmopolitnich ¢i takzvané Siroce rozsifenych mame druhy
vazané na jednotlivé kontinenty ¢i klimatické zény. Rada druht vykazuje bipolarni rozsifeni

(tzn. chybi v tropech) a pomérné velké mnozstvi druhti se fadi mezi endemity (KRISTIANSEN



& LIND 2005). Proti tomuto tradicnimu pohledu na biogeografii stoji neutrdlni model
ubikvitniho rozsifeni mikroorganismu (FINLAY & CLARKE 1999, FINLAY 2002, FENCHEL &
FINLAY 2004), ktery ptedpoklada, ze vSechny mikroorganismy maji diky jednoduchému $ifeni
kosmopolitni vyskyt a druhové bohatost na konkrétni lokalité pouze odrazi jejich globalni
zastoupeni. Vyskyt druht na ur¢itém misté je tedy dany jen ekologickymi faktory prostiedi,
nikoliv historicky podminénou biogeografii. Neutrdlni model také ptedpoklada velkou lokalni
diverzitu mikroorganismi, kterd se zvétSujici se plochou narlistd jen malo, coz je odliSuje od
organismi vétSich (FINLAY 2002, FENCHEL & FINLAY 2004).

Platnosti neutralniho modelu u rodu Mallomonas se zabyvali REZACOVA & NEUSTUPA
(2007), kteti srovnavali druhy nalezené¢ v jedné tini a v celé soustavé aluvidlnich tini
s pulikovanymi ndlezy z celé CR, Evropy a svéta. Narist poétu druhli s plochu byl ve
srovnani s teorii neutralniho modelu ponékud strméjsi na tirovni kontinentu a svéta. Pro druhy
nalezené v aluvialnich tinich, u nichz se tradicné uvadi jejich biogeografie jako severni
temperatni, byla spocitana pravdépodobnost, se kterou se ve skuteCnosti jednd o druhy
bipolarni, zatim vSak ndhodou zaznamenané jen na polokouli severni. Tato pravdépodobnost
byla s vyjimkou tii druhit vysoka. Autofi tedy dosli k zdvéru, Ze neutradlni model ziejmé plati
pro distribuci vétSiny druhti rodu Mallomonas a v diskusi podrobné rozebrali mozné pticiny

zjisténych nesrovnalosti. (REZACOVA & NEUSTUPA 2007)

2.1.5 Vyznam

Mnohé druhy chrysomonad maji dobfe definované a uzké rozpéti optimélnich podminek
prostiedi, pifi kterém se v piirodé vyskytuji. Tato vlastnost, spolu sjejich pomérné
jednoduchou druhovou determinaci, je ptedurcuje k roli vhodnych bioindikatort, a to nejen
pro posuzovani souc¢asného stavu, v biomonitoringu, ale diky dobrému zachovani Supin a cyst

v sedimentech také v paleolimnologii. (SIVER 1995, SMOL 1995)

2.2 Morfologicka variabilita Supin

2.2.1 Ruzné urovné variability

Supiny chrysomonad vykazuji variabilitu v podstaté na vsech trovnich — v rAmci jedné



bunky, v pribéhu sezény i mezi jednotlivymi lokalitami (KRISTIANSEN 1979). Rtiznorodost
Supin ziskanych z jediné bunky souvisi s jejich pfesnou polohou na jejim povrchu. Typy Supin
pfitomné na jedné buiice jsou druhové specifické. Naptiklad Synura spinosa KORSHIKOV ma
anteriorni télové Supiny s osténkem, v okoli biCiku byvaji tubularni apikdlni Supiny,
v posteriorni ¢asti protahlé Supiny bez osténku a uplné vzadu drobné kaudalni Supiny.
(KRISTIANSEN 1986a)

U rodu Mallomonas obvykle nachazime 3-4 druhy Supin. Mohou byt od sebe jasné
oddélené, ale Casto je mezi nimi spiSe plynuly pfechod (KRISTIANSEN 2002). Napi. druh
Mallomonas crassisquama (ASMUND) FOTT ma v okoli bi¢iku asymetrické apikalni Supiny
s domem, dale téméef symetrické télové Supiny, které byvaji nékdy bez domu, a mensi
posteriorni Supiny (vzdy bez dému). Pro sekci Torquatae jsou charakteristické jesté tzv.
limcové Supiny nesouci ostny (KRISTIANSEN 2005).

Dal8im druhem variability, kterou lze pozorovat na Supinach, je variabilita mezipopulaéni.
Piirodnimi populacemi se zabyvali REZACOVA & SKALOUD (2005). Pomoci metod obrysové
analyzy srovnavali Supiny Mallomonas caudata IVANOV ze dvou oblasti (dohromady 4
lokalit). Dosli k zavéru, Ze se Supiny skute¢né signifikantné lisi, a to ptedevsim svoji Sitkou.

NEUSTUPA & NEMCOVA (2007) zkoumali tvarovou variabilitu pfirodnich populaci
Mallomonas striata ASMUND pomoci landmarkovych metod geometrické morfometriky.
Pouzity byly dva soubory dat — nejriiznéjsi publikované nalezy z celého svéta a Supiny patiici
jedné konkrétni populaci. Nejvyznamnéjsi trend morfologické variability Supin byl velmi
podobny u obou datovych souborti a odpovidal variabilité zptisobené riznou polohou Supin na
bunice. Mira variability byla vétsi v celosvétovém métitku nez v ramci populace, z ¢ehoz
vyplyva, ze na ni vyznamny podil maji rizné hodnoty ekologickych parametrti, které se
v ramci celého svéta odliSuji vice nez v podminkach jednoho rybnika, odkud byla odebrana

sledovana populace. Tento typ variability je rozebran v ramci nasledujici kapitoly.

2.2.2 Vliv riznych parametri prostiredi

Byla publikovana ftada praci zabyvajicich se laboratornimi pokusy s kulturami
chrysomonéd. Timto zpisobem bylo mozno vysledovat vliv jednotlivych parametra prostiedi
na rustovou rychlost a morfologickou variabilitu kiemicitych struktur. Experimentdlné
ziskané vysledky lze porovnat se studiemi, které shromazdily data o vyskytu, Cetnosti a

morfologické variabilité¢ chrysomonad v ptirodnich podminkach.



pH

Laboratorni experimenty potvrzuji kli¢ovou roli pH prostfedi pro rozsifeni chrysomonad,
kterd byla vypozorovana jiz pfi studiu pfirodnich vzorkt. Synura petersenii mé rust
ohrani¢eny hodnotami 3,3-3,9 a 8-8,4. pH zna¢né ovliviluje pravé rustovou rychlost, ktera
dosahuje maxima pfi hodnotach mezi 5,5 a 6,5 (SAXBY-ROUEN et al. 1997). GAVRILOVA et al.
(2005) uvadi inhibici rastu u Synura petersenii pii hodnotach 4.5 a 9.5. Interval ohraniceny
témito hodnotami presné odpovidd podminkam s nejvétsim poctem nalezenych druhti (SIVER
& HAMMER 1989). LEE & KiM (2007) uvadéji rist kultur druhtt Mallomonas acaroides, M.
caudata a M. areolata mezi hodnotami pH 4 a 9. Maximalni rychlosti bylo u prvnich dvou
uvedenych dosazeno pti pH 6, tfi odlisné kmeny druhu Mallomonas caudata vykazovaly
vyznamné rozdily — nejvétsi rust byl pozorovan v rozmezi hodnot pH 5-7.

Hodnota pH vSak nema vliv pouze na riistovou rychlost, ale i na morfologii Supin.
GAVRILOVA (2005) provedla morfometrickou analyzu Supin fasy Synura petersenii, ktera byla
kultivovana pfi riznych pH. Stres zplsobeny extrémni kyselosti ¢i zésaditosti média se
projevil poskozenim Supin, které¢ byly slabé silifikované, nepravidelné, kyl byl zkraceny,
zmnozeny ¢i jinak deformovany.

Morfometrickd analyza vSak ukézala, ze kazdy ze dvou studovanych kmenii prochézi
odliSnymi zménami. Nelze tedy zobecnit typ zmén, kterymi Supina prochazi v zavislosti na
pH, mnohem vice zavisi pravé na piislusnosti ke kmeni. Nicméné piitomnost silné

zdeformovanych Supin ve vzorku mize byt pro posouzeni stavu zivotniho prostfedi pouZzita.

Teplota

Rada laboratornich experimentli ukazala, Ze optimalni teplota, tedy takova, pfi které
kultury dosahuji nejvyssi ristové rychlosti, byva obvykle vysSi nez teplota, pii které
chrysomonady najdeme béZné v ptirode. Synura petersenii ma nejvyssi riistovou rychlost pii
1995, SAXBY-ROUEN et al. 1997). Optimalni teplota 20°C plati i pro druh Mallomonas
tonsurata TEILING (GUTOWSKI 1996). HEALEY (1983) sledoval rust Synura sphagnicola pti
ruznych teplotnich a svételnych podminkéach. Pokusy byly provadény na kultufe ziskané
z hypolimnionu, z hloubky 7.5 metrt, kde tyto organismy tvoii vegetacni zékaly v nékterych

kanadskych jezerech. Studie si proto predevsim kladla za cil zjistit, jestli Synura sphagnicola
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vykazuje néjaké specialni adaptace zvyhodiujici ji pravé v daném typu prostredi. Jako
optimum byla stanovena teplota 10°C pii malé ozaienosti a 17°C pii velké. Jedna se sice o
hodnotu nizsi nez u predeslych zminovanych druh, avSak opét vyssi nez panovala v misté
izolace (7-8°C). K podobnému zavéru dospéli i LEE & KiM (2007). Studované druhy
mallomonad také v kultufe vykazovaly vyssi teplotni optimum (18-21°C) nez by odpovidalo
puvodnim lokalitdm (11,1-17,8°C). Mezi tiemi riznymi kmeny Mallomonas caudata byly,
podobné jako v ptipad€ pH, pozorovany vyznamné rozdily.

Teplota je také parametrem s vyznamnym vlivem na morfologii kiemicitych struktur, jak
se ukdzalo jiz pfi pozorovani piirodnich vzorki. SIVER & SKOGSTAD (1988) studovali
piirodni néalezy druhu Mallomonas crassisquama, o kterém bylo znamo, ze jeho Supiny jsou
pomérné variabilni, at’ uz na Grovni mezipopulacni nebo i v ramci jedné buniky (KRISTIANSEN
1979). Morfologickych znaki na Supinach byla sledovéna cela fada, avSak jedinym, u kterého
byla skutecné prokazéna zavislost na n&jakém parametru prostiedi, byl vzhled ostn. U
Mallomonas crassisquama je mozné nalézt 2 typy ostnli — seratni a helmicovité. Sledovany
znak souvisi s teplotou vody. Ve vodé, kterd ma teplotu do 12°C, maji tyto organismy pouze
seratni ostny, nad 15°C helmicovité. Oba dva typy vyskytujici se najednou miizeme nalézt
v rozmezi teplot 9-20°C. Moznym vysvétlenim miize byt pfizplisobeni ménici se viskozité
vody, kterd klesa s rostouci teplotou. Helmicovité ostny jsou totiz del$i nez seratni a mohou
tak 1épe zabranit klesdni organismu ve vodnim sloupci pfi nizSich hodnotach viskozity.
(SIVER & SKOGSTAD 1988)

GUTOWSKI (1996) zkoumala kultury Mallomonas tonsurata péstované v teplotach od 5 do
25°C a kromé rustové rychlosti zaznamenavala morfologické zmény na Supinéach i ostnech.
Ziskavana byla jak kvantitativni, tak kvalitativni data, sledovan byl stupen silifikace 1 celkovy
pomér normalnich a deformovanych Supin na bunce. Vysledkem teplotniho pokusu bylo
zji$téni, Ze Supiny se se vzrustajici teplotou zkracuji, zatimco Sitka zlstava stejna. Parametry
na V-zebru ziistavaji viceméné konstantni. Pti teploté 20°C ma také nejveétsi pocet Supin plné
vyvinutou sekundarni vrstvu. U Supin bez domu toto procento piimo koreluje s riistovou
rychlosti. AZ do teploty 20°C nalezneme na Supinach 2 typy ostnl — krat$i na apikalnich a
delsi na télovych. Pfi 25°C tyto kategorie piestavaji byt rozliSitelné a ostny maji zhruba

stiedni délku.
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Dostupny kiemik a jiné Ziviny

Diky pfitomnosti Supin, ostnll a cyst je prave dostupny kiemik velmi dalezity v biologii
chrysomonad. Jeho vyznamu a vlivu na morfologii bylo proto také vénovéno zietelné vice
studii nez ostatnim zivinam. Chrysomonady pro stavbu zminovanych struktur potiebuji ziskat
kfemik z okolniho prostiedi — vody. Nabizi se zde srovnani s rozsivkami, jejichZ schranka je
téz slozena z polymerovaného oxidu kiemicitého. Jeho mnozstvi je u obou skupin organismu
dokonce srovnatelné co do plochy povrchu schranky. Pro rozsivky se obsah kiemiku ukazal
byt limitujicim faktorem prostfedi, bez n¢hoz se okamzit¢ zastavi jejich déleni. (cf.
SANDGREN et al. 1996)

Vyznam kiemiku pro rist fasy Synura petersenii studovali uZ KLAVENESS & GUILLARD
(1975). Prvni premisténi kultur zmédia s kiemikem do média bez kifemiku nepfineslo
signifikantni pokles rlstové rychlosti, ten se objevil az s dal$imi pfenosy do Cerstvého média
bez kiemiku. Koncentrace pod 1 pM hodné snizila rhstovou rychlost a zplsobila
morfologické zmény — kdyzZ se pozastavi riist populace, at’ uz z divodu vycerpani kiemiku ¢i
vysoké populacni hustoty — kolonie se rozpadnou a brzy poté se zacnou objevovat bunky
mrtveé. Synura petersenii tedy ke zdarnému rastu vystaci 1 s malymi koncentracemi kiemiku.
K vyznamné zméné rastové rychlosti ¢i dokonce ke ztraté Zivotaschopnosti vede pouze
dlouhodoby nedostatek. Je-li ale v médiu kifemik ptitomen, mlize ho Synura petersenii
dokonce upln¢ vycerpat. Je proto velmi uspésna v kompetici napiiklad pravé se
zminovanymi rozsivkami.

KLAVENESS & GUILLARD (1975) studovali i1 vliv GeO,, coZ je latka znama jako specificky
inhibitor silikdtového metabolismu. Bylo zjisténo, Ze na riist neptisobi inhibi¢né v piipade
nizkych koncentraci kiemiku v médiu, kli¢ovy je tudiz predev§im pomér Si:Ge — germanium
je tim méné toxické, ¢im méné je v médiu kiemiku. Toto je dalsi vyznamny rozdil mezi
chrysomonédami a rozsivkami. Autofi navrhuji jako mozné vysvétleni pfipadnou schopnost
chrysomonéd nahradit kiemik jinym prvkem s podobnymi chemickymi vlastnostmi, jako je
pravé germanium Ci cin.

Zivotaschopnost chrysomonad tedy neni pevné spojena s pfitomnosti kiemiku, jako je
tomu u rozsivek. Pokud se buniky dostanou do prostiedi bez kiemiku, morfologie a organizace
Supin se stdvd nenormalni, az nakonec ziistanou jen nahé, ale Zivotaschopné bunky. Po

obohaceni média dochazi k obnoveni normalni schranky do 48 hodin, prvni Supiny se vSak

ey e
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pouze tenkym fibréznim materidlem. Prvni Supiny exocytuji na rGznych mistech a posléze
bi¢ikovych kotenti ¢i bunéénych organel. (SANDGREN et al. 1996)

HAHN et al. (1996) provedli pokus s klonalnimi kulturami Mallomonas tonsurata,
studujici jejich rist v médiich, kterd se liSila obsahem mineralnich latek. Pozorovali, ze
v médiu bohatém na kiemik se tvoii delsi, avSak zarovei tenci Supiny. Jedna se také o jedinou
ekofyziologickou studii zabyvajici se také vlivem dusiku a fosforu na morfologii kfemicitych
struktur. Nejvice se projevily podminky se zvySenou hladinou fosforu, kde Supiny s ddmem
byly signifikantné delsi nez v ostatnich pokusech. Mély téz vyraznéjsi Stit a relativné mensi
dom. Projevilo se také prodlouzeni apikalnich ostnli do jehlovitého tvaru.

SANDGREN & BARLOW (1989) navic pfinesli podrobné shrnuti vlivii riznych inhibitor
metabolismu na regeneraci Supinové vrstvy. Latky byly do média pfidany spolu s kiemikem a
poté byl sledovan jejich vliv na déleni bunék, produkci SDV, morfologii Supin a jejich
umisténi. Autofi zjistili, ze kolchicin i nokodazol, zndmé destabilizatory mikrotubull, maji
vliv na morfologii Supin a jejich organizaci na bunécném povrchu. Kolchicin v mensi
koncentraci zastavuje déleni, pfi vyssSich koncentracich jsou buiiky zakulacené, témét nebo
zcela bez Supin. Pfi koncentraci nokodazolu vétsi nez 1 uM se snizi pocet produkovanych
Supin, narusen je i jejich tvar, vyvoj kylu a ornamentace a navic jsou Supiny na povrchu
buiiky rozlozené zcela ndhodné. Cytochalazin B nemél zadny prikazny vliv na produkci
Supin, pouze pii vysSich koncentracich inhibuje bunécné déleni. Protoze se jednd o latku
zpusobujici depolymerizaci aktinovych mikrofilament, odvozuji autofi, Ze se mikrofilamenta
nijak neucastni formovani SDV, pfestoze se tak doposud predpokladalo. Buiiky vystavené
ucinku tunicamycinu se ptestaly délit, objevovalo se jen velmi malé mnozstvi novych Supin,
které zato byly naprosto normalni. Jed ma tedy vliv na vznik novych SDV, nicmén¢ i1 naha
buiika jich stdle malé mnozstvi obsahuje. Na druhou stranu kofein pii vyssi koncentraci
kromé pozastaveni déleni ovlivituje 1 stavajici SDV tak, ze produkuji abnormalni Supiny.
Monensin pusobi podobné jako kofein. Navic byl zjistén zajimavy efekt — tato latka nijak
neovlivituje produkci Supin u tasy Paraphysomonas sp., coz ukazuje na vyznamny rozdil
v mechanismu produkce Supin mezi obéma skupinami chrysomonad — tfidami Synurophyceae

a Chrysophyceae.

13



2.3 Vyznam studia tvarové variability pro taxonomii

Studium vlivli parametra prostiedi na variabilitu Supin mize pomoci vyifeSeni n¢kterych
taxonomickych nejasnosti, nebo alespon miize ukézat, na které aspekty je vhodné se pfi
posuzovani druhové piisluSnosti zaméfit. Plati, Zze ¢im je znak proménlivéjsi v zavislosti na
podminkach prostiedi, tim méné vhodné je jeho pouziti pro rozliSeni jednotlivych taxoni. Na
nckolika nasledujicich ptikladech jsou piedstaveny studie morfologické variability, které

ptinesly dilezité poznatky praveé pro taxonomii.

Mallomonas striata

NEUSTUPA & NEMCOVA (2007) se ve své geometricko-morfometrické studii krome
celkového zhodnoceni morfologické variability Supin Mallomonas striata zaméfili 1 na rozdil
mezi dvéma varietami tohoto druhu — Mallomonas striata var. striata ASMUND a Mallomonas
striata var. serrata HARRIS & BRADLEY, které jsou definovany pouze podle typu ostntl.
Pouzitd metoda umoznila odlisit variety i na zdkladé tvaru Supin, coz rozdéleni obou taxont

podporuje.

Mallomonas tonsurata

Mallomonas tonsurata patii do série Tonsuratae (KRISTIANSEN 2002). Supiny i ostny
zastupct této skupiny jsou velmi podobné zastupcim série Alpinae, od nichZ je obvykle
odliSuje pfitomnost sekundarni vrstvy, ale Casto jsou rozdily pomérné nejasné. HAHN et al.
(1996) ve svém experimentu studujicim vliv mineralnich latek prokéazali pfitomnost
sekundarni vrstvy a okénka vzdy u stabilniho procenta Supin, Zebra se objevovala u Supin
s vysSim stupném silifikace.

Podil Supin se sekundarni vrstvou je ale zavisly na teploté, u téch bez domu dokonce
ptimo koreluje s ristovou rychlosti. Nejvétsi procento Supin s vyvinutou sekundarni vrstvou
nalezneme pii 20°C. (GUTOWSKI 1996)

Experimenty ukazaly na morfologickou variabilitu, ktera znesnadnuje spravné zarazeni
zastupcti obou zminovanych sekci. Protoze se sekunddrni vrstva vzdy u urcitého procenta
Supin neobjevuje, neni mozné uréovat do druhu pouze na zékladé jediné nalezené Supiny.

Ostny jsou ziejm¢ ke zméné¢ podminek jesté citlivéjsi nez Supiny (GUTOWSKI 1996).

V médiu bohatém na fosfor byly vSechny ostny delsi a mély i jehlovité konce, diky nimz
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mohou pfipominat ostny druhu Mallomonas areolata NYGAARD (HAHN et al. 1996)

Synura petersenii f. glabra

Synura petersenii zahrnuje celou fadu forem a variet, z nichz nékteré pravdépodobné
nejsou z taxonomického hlediska opravnéné. Pochybnosti vzbuzuje piedevSim Synura
petersenii f. glabra. Nejprve byla v roce 1929 popséana jako samostatny druh Synura glabra
KORSHIKOV, poté¢ pfevedena na varietu Synura petersenii var. glabra HUBER-PESTALOZZI
vroce 1941. SIVER (1987) navrhl uvadét ji jako formu Synura petersenii f. glabra. Od f.
petersenii ji odliSuji mensi Supiny, méné vyvinuty centralni hieben a Zebra, kterd nedosahuji
az k okraji Supiny ¢i Upln€ chybéji (obr. 4). Celkové se Supiny zdaji byt méné silifikované.
Nicméné v ptirodnich vzorcich lze nalézt celou Skalu ptechodnych typti (KRISTIANSEN 1979,
1986b, GUTOWSKI 1989), a tudiz se zda byt pravdépodobné, zZe tyto odliSnosti jsou zplisobeny

pouze prostiedim.

‘Il
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Obr. 4. Supiny druhu Synura petersenii odpovidajici riznym formam: a. f. petersenii (ptevzato z
KRISTIANSEN et al. 1997), b. f. glabra (ptevzato z GUTOWSKI 1989).

WEE et al. (1991) do své prace zamétené na vliv pH na rlstovou rychlost zahrnuli kmeny
s obéma typy Supin. Pro kazdy ze sledovanych kmenii byly zkonstruovany kfivky rlstové
odpovédi na pH. Urcité rozdily mezi zjisténymi hodnotami sice byly, ale nijak neodpovidaly
piislusnosti k danym klonim. Na druhou stranu ristova rychlost morfologickym rozdilim
odpovidala — byla vys§i u glabra nez petersenii typi. Tyto rozporuplné vysledky spiSe
podporuji teorii, ze oba typy patii do jednoho spole¢ného, 1 kdyz velmi variabilniho taxonu.

MARTIN-WAGENMANN & GUTOWSKI (1995) studovaly morfologickou variabilitu kment

v zavislosti na teploté a staii kultury. Kmeny byly ziskany ze tfi riznych ptirodnich vzorka, a
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jejich Supiny se od zacatku lisily. Klon I byl klasifikovan jako Synura petersenii f. petersenii,
klon II jako Synura petersenii f. glabra a klon IIl jako pfechodny typ. Na Supinach byly
méteny nasledujici charakteristiky: délka Supiny, §itka, délka stfedniho hiebene, délka okraje,
Sitka okraje a rozméry poru. Morfologické zmény byly hodnoceny jako signifikantni rozdily
sttednich hodnot naméfenych velicin. Na zdklad¢ téchto dat bylo zjisténo, ze Supiny tii kmeni
prodélavaji rozdilné zmény na Sifce 1 délce se stafim kultury. Obecné se da fici, ze f.
petersenii prodélavd mensi zmény nez oba ostatni kmeny. Kmen III se navic se stafim
ptiblizuje spiSe morfologii f. glabra. V zévislosti na teplot¢ dochazi k méné vyraznym
zméndm a zjisténé rozdily se opét lisi u jednotlivych kmenti. Co se ty¢e poctu zeber, nebyla
nalezena korelace s zadnym morfologickym kritériem, ani s délkou Supiny, primérna hodnota
viak opét byla u kazdého kmene odligna. Supiny viech tfi kmenti tak po celou dobu pokusu
zustavaly dobfe odliSitelné. Autofi zdiraziuji nutnost dalSich studii, které by se zabyvaly
taxonomii Synura petersenii, protoze existence forem byva sice zpochybiiovana, nicméné
tento pokus by ji spiSe podporoval. Proto navrhuji provést experimenty zaméfené na vliv
dalsich faktort, jako je obsah kfemiku a ostatnich Zivin.

Vliv kiemiku posléze studovali SANDGREN et al. (1996). Kiemikovy stres zptlsobil, Ze se
v kultute druhu Synura petersenii f. petersenii objevily Supiny pfipominajici f. glabra, f.
asmundiae Ci f. kufferathi. Domnivaji se tedy, Ze se jedna pouze o ekotypové formy, ne o
skutecné geneticky definované taxony. Nejspornéjsi je opét existence f. glabra, ktera
vykazuje plynuly ptechod s f. petersenii, a pii silném kiemikovém stresu jsou dokonce

naprosto nerozliSitelné.

2.4 Metody studia morfologické variability

Rada citovanych praci se n&akym zpiisobem zabyvala pravé morfologii Supin a jeji

zménou. Pouzité metody vSak byly dost odlisné a daly by se rozdélit do tii skupin:

2.4.1 Kvalitativni hodnoceni

Nekteti autofi morfologii Supin nekvantifikovali. Posuzovali vlastné jen pfitomnost a
nepiitomnost ur¢itého znaku (nebo zavedli i n¢kolik kategorii). SIVER & SKOGSTAD (1988) na
Mallomonas crassiquama sledovali retikulaci Stitu, ktera mize byt rizné vyvinutd a n¢kdy
tvoti sekundarni vrstvu, trdmce s jejich ptipadnym rozdvojenim, pfi€énymi spojkami ¢i sit€énim
a fadu dalSich charakteristik popisujicich vzhled okraje, V-Zebra, domu a ostnt.

SANDGREN & BARLOW (1989) a SANDGREN et al. (1996) posuzovali morfologii celé
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Supinové vrstvy, a tudiz zavedli n€kolik kategorii, které ji popisovaly jako celek — od tipIné
nahych bunék pfes rtizné stupné¢ nekompletni schranky s anomalnimi Supinami az po zcela
normalni burky.

Kvalitativni znaky na Supinich do své studie zahrnuly MARTIN-WAGENMANN &
GUTOWSKI (1995), HAHN et al. (1996), GUTOWSKI (1996). VétsSinou se jednalo o pfitomnost a

nepfitomnost ur¢it¢ho znaku, zahrnut byl i stupei silifikace ¢i pocet tramct.

2.4.2 Tradicni morfometrika

Tradi¢ni morfometrika se zabyva méfenim riznych kvantitativnich proménnych, obvykle
linedrnich vzdalenosti jako je délka, Sitka apod., ale zahrnuty mohou byt také poméry, uhly 1
pocty nejraznéjSich pozorovanych znakli. Data jsou posléze analyzovana pomoci
mnohorozmérné statistiky (ADAMS et al. 2004).

Uvedend metoda ma vSak fadu nevyhod. Dominantni sloZzkou vysvétlené variability je
vzdy velikost objektil, kterd je netvarovou proménnou a je tedy tfeba jeji vliv odfiltrovat.
(ZELDITCH et al. 2004). Za timto ucelem byly vyvinuty rizné korekéni metody, ale kazda
z nich dava trochu jiné vysledky a je obtizné rozhodnout, ktera je nejvhodnéjsi. (ADAMS et al.
2004) Navic, mnohé potencidlné¢ vyznamné prvky nebudou ndmi zvolenymi proménnymi
vibec postihnuty a ztraci se tak podstatné informace o tvaru objektu. Na druhou stranu, rtizné
naméiené vzdalenosti ¢asto nejsou navzdjem nezavislé a métfeni se stavaji nadbytecnymi.
Problém nastava 1 pfi méfeni takovych vzdélenosti jako je napf. maximalni Sifka objektu,
nebot’ zde hrozi, Ze budou srovnavéany biologicky nehomologické oblasti (ZELDITCH et al.
2004).

Tradi¢ni morfometrika byla pouzita v ramci nékolika studii variability kiemicitych Supin
chrysomonadd (HAHN et al 1995, WAGENMANN & GUTOWSKI 1995, GUTOWSKI 1996,
GAVRILOVA 2005).

SIVER (1991) navrhl zavést proménnou, kterd v sobé zahrnuje vice naméfenych hodnot,
tzv. form factor. Jde o pomér, ktery udava celkovy obrys Supiny v hodnotach od 0 (usecka) do
1 (kruh). Jedna se tedy o zpiisob, jak postihnout tvar struktury i vramci klasickych
morfometrickych méteni. Form factor ve své studii pouzili i HAHN et al. (1996).

Form factor = (4nsA)/P?

sA: obsah Supiny

P: obvod
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2.4.3 Geometricka morfometrika

Geometrickd morfometrika se zabyva popisem a statistickou analyzou tvaru a jeho
proménlivosti. Tvar je chapan dle definice KENDALLA (1977) jako ,,veSkera geometrickd
informace, kterd zlstane po odfiltrovani vlivu pozice, velikosti a rotace objektu®. Princip
vizualizace celkové zmény tvaru pomoci transformacnich miizek se objevil uz v roce 1917
v praci THOMPSONA (THOMPSON 1992), ktery se tak pokouSel zndzornit rozdily mezi
organismy. K velkému rozvoji tohoto oboru vSak doslo v biologii az v 90. letech 20. stoleti —
ROHLF & MARCUS (1993) mluvi v této souvislosti pfimo o geometricko-morfometrické
revoluci.

Geometrickd morfometrika v pribéhu analyz zachovava kompletni informaci o relativnim
prostorovém rozloZeni dat a zabyva se celkovou geometrii morfologickych struktur. Protoze
pracuje s tvarem jako celkem, Ize s jeji pomoci jednotlivé zmény vizualizovat rekonstrukci na
puvodnich objektech a biologicky interpretovat. Dalsi analyza dat je provadéna pomoci metod
mnohorozmeérné statistiky. (ADAMS et al. 2004)

Geometrickd morfometrika v sobé zahrnuje nejriznéj$i postupy, ma Siroké moZznosti
vyuziti v riiznych oblastech biologického vyzkumu (napt. v paleontologii, antropologii,
ekologii, evolu¢ni biologii, taxonomii, vyvojové biologii), ale také v geologii, kriminalistice
nebo medicin€. Zde jsou piedstaveny zakladni metody, které byly jiz pouzity v ramci

hodnoceni morfologie kiemicitych Supin chrysomonad.

Obrysové metody

Jedna se vlastné o analyzu kiivek, které popisuji tvar objektu. Nejcastéji pouzivanou
metodou je eliptickd Fourierova analyza, sjejiz pomoci dostaneme soubor harmonickych
funkci definujicich obrys. Na zacatku analyzy je tfeba definovat jeden homologicky bod a
smér pohybu podél objektu. Ktivky jsou porovnavany s pouZzitim mnohorozmérnych analyz,
v nichz proménné tvoii koeficienty vyslednych harmonickych funkci. (ADAMS et al. 2004)

REZACOVA & SKALOUD (2005) pouzili eliptickou Fourierovu analyzu ve své studii Supin

druhu Mallomonas caudata.
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Landmarkové metody

Landmarky

Zakladem této metody jsou homologické body — landmarky a jejich soufadnice, kterymi
jsou vyznacena vzajemné¢ si odpovidajici mista na vSech zkoumanych objektech. BOOKSTEIN
(1991) rozeznava 3 typy landmarkii. Landmarky prvniho typu jsou definované nejcastéji napf.
zietelnou hranici rznych tkéni. Typ II zahrnuje lokalni extrémy jako naptiklad $picku zubu ¢i
maximum kiivky. Jejich homologie je definovand pouze geometricky, ne histologicky.
Landmarky typu III urcuji napf. nejvzdalenéjsi bod struktury nebo dno prohloubeniny.
Nejedna se vlastné o pravé homologické body a pii interpretaci na to musi byt pamatovano.
(ZELDITCH et al. 2004)

Nékteré body mohou byt definovany jako tzv. semilandmarky (BOOKSTEIN 1997) — jejich
umisténi neni pevné dané a jejich poloha je déna dvéma sousednimi body, mezi nimiz
v prub¢hu procesu superimpozice ,,klouzou“ a slouzi tak k vyznaceni linky okraje a jinych
ktivek. Semilandmarky nam tedy umoznuji ziskat i pfi pouZiti landmarkovych metod urcitou

informaci o obrysu (ROHLF 2007).

Superimpozice

Definovani landmarkt je nasledovano procesem, pii kterém se jedotlivé objekty pies sebe
pielozi tak, aby se eliminovala variabilita zpisobena pozici, rotaci a velikosti a ziistaly rozdily
pouze ve tvaru. Existuje n€kolik metod, jak tohoto docilit. Nejuzivangjsi je tzv. Prokrustovska
superimpozice. Je také nejspravnéjsi z hlediska konzistence steorii tvaru, protoze
minimalizuje Prokrustovskou vzdalenost mezi objekty (vzdalenost objektd v Kendallové
tvaroprostoru, v podstaté¢ se jednd o odmocninu ze sumy Ctverci vzdalenosti mezi
homologickymi landmarky). Jeji nevyhodou je, Ze pocet soufadnic je vEtsi neZ pocet dimenzi
tvaroprostoru, coz komplikuje uziti takto ziskanych dat pro dalsi statistické analyzy. Nicméné
existuji metody, s jejichz pomoci lze tuto prekazku bez problému obejit. K ur¢itému ztizeni
interpretace vysledkti dochazi i1 u bilaterdlné symetrickych objekt, protoze kvuli
minimalizaci Prokrustovské vzdalenosti dochdzi k rotaci tvarli podél osy symetrie. (ZELDITCH
et al. 2004) Soucasti procesu superimpozice je vypocet primérného referencniho objektu, od
n¢hoz maji vSehny ostatni minimalni vzdalenost a se kterym se jejich konfigurace porovnavaji

(ROHLF 2007).
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Tvar a deformace

Diilezitou soucasti analyzy tvaru pomoci landmarkovych metod je tzv. metoda ohebnych
paskt (thin-plate spline), ktera slouzi k vizualizaci tvarovych zmén. Jedna se o interpolacni
funkci operujici 1 se zménami, ke kterym dochézi v oblastech mezi landmarky. (ZELDITCH et
al. 2004) Vyuziva ptedstavy projekce soutadnicové sité s referenénim objektem na nekonecné
velky a tenky kovovy pasek, jenz musi byt zprohyban a natahovan, aby z n¢ho vznikl tvar
cilovy. Na deformaci je potfeba energie, tzv. bending energy, jez je vétsi v piipadé, Ze se
jedna o zmény spise lokalniho charakteru. (MARHOLD & SUDA 2002)

Deformace ma dvé slozky — uniformni a neuniformni. Uniformni komponent zahrnuje
zmeény, které zachovavaji rovnobézky a probihaji v kazdém bodu stejné, ¢ili véetné takovych,
kter¢é neméni tvar objektu v Kendallové smyslu. Neuniformni deformace maji lokalni
charakter, projevuji se pouze v urcité oblasti. (ZELDITCH et al. 2004)

Z matice deformacni energie se spocitaji tvarové zmény, které jsou vyjadieny pomoci tzv.
hlavnich warpt. Projekci naSich objektti na hlavni warpy ziskdme warpy parcialni. Matice
skorti na parcialnich warpech ptredstavuje vstupni data pro vypocet relativnich warpt, které
shrnuji neuniformni slozku tvarové variability mezi objekty. Zaroven se projevuje snaha o
minimalizaci poctu dimenzi. Analyza relativnich warpl je tedy vlastné obdoba PCA
(principal components analysis, analyzy hlavnich komponent), av§ak pouze kdyz faktor alfa
nastavime rovny nule. Pii jinych hodnotach tohoto faktoru je umoznéno davat vétsi vahu
deformacim lokéalnim (a<0) ¢i globalnim (a>0). (ROHLF 2007) Vystupem analyzy relativnich
warpl je stejn€ jako u PCA ordina¢ni diagram, jehoZ prvni osa je vedena ve sméru nejveétsi
variability mezi objekty a kazda dalsi osa je nekorelovana s pfedchozimi.

Ziskané matice skori na parcidlnich ¢i relativnich warpech predstavuji soubor
proménnych, které lze posléze vyuzit v dalSich mnohorozmérnych statistickych analyzach
(napt. ve shlukovaci analyze nebo diskriminac¢ni analyze), nebot’ na rozdil od soufadnic
ziskanych pfi superimpozici jejich pocet odpovida dimenzionalité prostoru, a tudiz i poctu
stupniti volnosti (ZELDITCH et al. 2004).

Landmarkové metody byly pouzity ve studii variability Supin druhu Mallomonas striata
(NEUSTUPA & NEMCOVA 2007) a také v experimentalni ¢asti této bakalaiské prace, kde je

metodika jednotlivych analyz popséana jesté podrobnéji.
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2.5 Shrnuti

Ekofyziologické studie ukazaly vliv riznych parametrti prostiedi na bunky a kiemicité
Supiny chrysomonad. Experimenty byly provadény pouze na nékolika zastupcich, nejcastéji
byla pouzita Synura petersenii, ktera je hojnd, jednoduSe determinovatelnd a ma Sirokou
ekologickou valenci. Mnohé vysledky vSak maji obecnou platnost a ziskané poznatky lze
roz§ifit 1 na ostatni chrysomonady. RozSifeni druhii nejvice urcuje pH, které mimo jiné
ovliviluje dostupné formy anorganického uhliku (ROIJACKERS & KESSELS 1986, ALLEN &
SPENCE 1981, SAXBY-ROUEN et al. 1999). Chrysomonady nejsou schopny vyuzivat ion HCO3
alespont ne v podminkach s nizkou alkalitou (ROIJACKERS & KESSELS 1986). Naproti tomu
teplota urcuje pouze rozvoj biomasy. Chrysomonady se v ptfirodé¢ obvykle vyskytuji pii
teplotach niZsich, nez jaké je jejich optimum zjis§téné v laboratornich podminkach (GUTOWSKI
1995, SAXBY-ROUEN & LEADBEATER 1997, HEALEY 1983, LEE & KimM 2007). Kiemik, hlavni
stavebni slozka schranky, neni limitujicim prvkem, chrysomonady mohou pftezit i jeho
naprosty nedostatek (KLAVENESS & GUILLARD 1975) a po jeho dodani dojde na nahych
bunkach ke znovuvytvofeni normalni Supinové vrstvy (SANDGREN et al. 1996). Toto zjiSténi
mimo jiné poukazuje na nutnost kontrolovat obsah kiemiku v kulturach, na kterych sledujeme
vlivy jinych parametri. Rostouci populace médium neustdle ochuzuje a mohlo by dojit
k nespravnému posuzovani sledovanych morfologickych zmén.

Zajimavé jsou téz pii experimentech pozorované rozdily mezi rGznymi kmeny téhoz
druhu, které jsou srovnatelné s rozdily mezidruhovymi (GAVRILOVA 2005, LEE & KiMm 2007).
Tento jev nejen komplikuje odhaleni typické morfologie spojené surCitym parametrem
prostiedi, ¢ili mozné aplikace v biomonitoringu, ale také znesnadiiuje vyvozovani
taxonomickych zaveérl, jako napf. v otdzce postaveni Synura petersenii f. glabra. (MARTIN-
WAGENMANN & GUTOWSKI 1995)

Prestoze se morfologii Supin a jeji variabilité jiz fada publikaci vénovala, stale jesté pred
nami lezi fada nezodpovézenych otazek, jimiz se lze v budoucnosti zabyvat. Pfedevsim,
naprosta vétSina druhd byla prozatim opomijena. Dalsi vyzkum variability by se mél zaméfit
na studium méné hojnych druhd. Porovnani vysledk rGznych pokust by mohlo vést
k nalezeni spolec¢nych nebo naopak rozdilnych, druhové specifickych ekofyziologickych ryst.
Metody geometrické morfometriky, ktera byla doposud vyuzita jen okrajove, oteviraji nové
moznosti pro studium morfologické variability. Protoze postihuje tvar jako celek a umoziuje

sledovat trendy morfologickych zmén, mohla by pomoci ur€it a odlisit vlivy jednotlivych
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faktord. Vliv pH se zda byt klicovy pro distribuci druhti, bylo by tedy zajimavé zkoumat,
jakym zptsobem se jeho zména projevuje na variabilité kiemicitych Supin. Teplota, jez tésné
souvisi s viskozitou vody, ma pravdépodobné na morfologii také velky dopad. Kromé& toho,
geometrickd morfometrika umoznuje odliSit variabilitu danou polohou Supin na buiice od
variability dané prostiedim. Porovnani vysledkii z nezavislych studii vice riznych druhd by
umoznilo odhalit piipadné spolecné trendy morfologickych zmén, platné obecné naptiklad pro
cely rod. Metody geometrické morfometriky by mohly byt téZ velmi vhodné pro odliSeni

podobnych druhti, ispésnost takové determinace je pak snadno testovatelna.
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3. Experimentalni cast

3.1 lzolace a kultivace chrysomonad

3.1.1 Uvod

Ekofyziologické experimenty se provadéji v laboratornich podminkach s pouzitim
monoklondlnich kultur, a proto jim musi pfedchazet Gspésné zvladnuti metodiky izolace a
kultivace vybranych organismi. Pro ucely izolace tas do kultur je tfeba nejprve vybrat
vhodnou pfirodni lokalitu, kde je mozné se s nimi setkat, a to nejlépe po vétSinu roku a
v hojném poétu. Malé vodni nadrze na uzemi NP Ceské Svycarsko se zdaly poskytovat
idealni podminky odpovidajici typickym biotopim s bohatou florou chrysomonad. Zvolené
uzemi je charakterizovano nizkou nadmotskou vySkou a malym vlivem lidské Cinnosti na
ptirodu. Navic, chrysomonady ani jiné fasy ve vybranych lokalitach jesté nikdo nestudoval, a

tak bylo zajimavé zjistit, s jakymi organismy se zde 1ze setkat.

3.1.2 Vybrané lokality

Vzorky byly odebirany celkem ze Ctyf lokalit nachazejicich se v blizkosti obcei Hiensko a
Mezni Louka. Lokality ¢. 1 a 2 jsou malé rybnicky, ¢. 3 a 4 spiSe tinky, které ale zcela
nevysychaji ani v prubéhu léta. Mapa a fotografie jsou v pfiloze na tabuli ¢. 1, naméfené
parametry prostiedi charakterizujici pfirodni podminky jsou uvedeny v tabulkéach 1-3.

Vsechny ctyfi lokality maji neutralni az mirné kyselé pH. Pouze ve dvou ptipadech byla
naméfena hodnota pfesahujici 7. Konduktivita naméfend v rybnicku ¢. 2 byla pfi vSech
odbérech znatelné vyssi nez u ostatnich, coz je pravdépodobné zplsobené vEétsim mnozstvim

rozpusténych latek, které zptisobuji ndpadny trvaly zakal.

Datum
odbéru 24.6.05 4.11.05 20.4.06 1.7.06 17.9.06 3.11.06 9.2.07

Lokalita

6,66 6 4,69 7,16 6,01 5,5 4,91
6,55 6,05 5,94 6,18 5,68 5,9 5,18
7,55 6,2 6,03 6,19 5,74 5,1 53
4,85 4,9 - 4,93 6,16 5,5 4,2

A OWON -

Tabulka 1. Namétené pH na sledovanych lokalitdich béhem odbért v letech 2005-2007.
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Datum
odbéru 24.6.05 4.11.05 20.4.06 1.7.06 17.9.06 3.11.06 9.2.07
Lokalita

19 8 11,7 24,4 17,5 4,7 2
23,8 7,2 15,1 24,3 15,8 4,5 2,8
25,4 8,6 12,4 24,5 16,2 3,9 1,1
21,4 7,9 - 22,4 15,8 5,6 1,9

ArOWOWN -

Tabulka 2. Naméfena teplota na sledovanych lokalitich béhem odbért v letech 2005-2007.
Hodnoty jsou ve °C.

Datum
odbéru 24.6.05 4.11.05 20.4.06 1.7.06 17.9.06 3.11.06 9.2.07
Lokalita

1 58 70 62 66 70 40 80
2 147 135 122 165 169 135 136
3 54 52 13 62 66 34 60
4 67 34 - 33 81 66 75

Tabulka 3. Naméfena konduktivita na sledovanych lokalitdich béhem odbéra v letech 2005-
2007. Hodnoty jsou v puS/cm.

3.1.3 Odbéry vzorku

Vzorky planktonu byly odebirany pomoci planktonni sité¢ s rozméry ok 20 nebo 40 um.
Dale byla pipetou odebirana i povrchova vrstva sedimentu. Vzorky sedimentti byly fixovany
Lugolovym roztokem a uschovany ve tmé pro pozdéjsi ptipravu elektronmikroskopickych
preparatil. Zivé vzorky byly prohlédnuty pomoci svételného mikroskopu a v ptipadé nalezu
Supinatych chrysomonad nasledoval pokus o jejich izolaci do kultur. Parametry prostfedi byly
méfeny pomoci terénniho ptistroje Combo HI 98129.

Odbéry byly provadény v letech 2005-2007, v riznych c¢astech roku, aby se zvysila

pravdépodobnost, ze bude postihnuto pravé obdobi vétsiho vyskytu chrysomonad.

3.1.4 lzolace bunék do klonalnich kultur

Z ptirodniho vzorku je pfedevSim nutné vyizolovat skuteéné jedinou bunku (v ptipadé
rodu Synura kolonii) daného druhu. K tomuto tcelu se pouziva tenka sklenénd mikropipeta
s pfipevnénou gumovou hadickou. Bicikovec se opakované nasaje a vypusti vzdy do Cisté

kapky kultivaéniho média, aby se co nejvice zabranilo kontaminaci kultury nezadoucimi
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druhy fas. Nakonec se kultury ponechaji riist cca 14 dni v serologickych destickach, odkud
jsou posléze premistény do Erlenmeyerovych ban¢k o objemu 50 ml. Ke kultivaci bylo
pouzito modifikované médium DY IV (ANDERSEN 1997, REZACOVA 2003). Navod na jeho

ptipravu je v tabulkach 4, 5 a 6.

Mnozstvi Chemikalie Zasobni roztok

1,0 mi MgS0O,4.7H,0 5,0 g/100 ml dest. H,O
1,0 ml KCI 0,3 g/100 ml dest. H,O
1,0 mi NH,CI 0,268 g/100 ml dest. H,O
1,0 ml NaNOs3 2,0 g/100 ml dest. H,O
1,0 ml B-glycerolfosfat 0,216 g/100 ml dest. H,O
1,0 mi H3;BO; 0,08 g/100 ml dest. H,O
1,0 mi Na,EDTA 0,79/100 ml dest. H,O
1,0 ml Na,SiO3 0,6 g/100 ml dest. H,O
1,0 ml FeCl;.6H,0O 0,166 g/100 ml dest. H,O
1,0 ml CaCl; 7,5 g/100 ml dest. H,O
243 mg (200 mg) HEPES (MES) -

1,0 ml stopové prvky viz tabulka 5

1,0 ml Vitaminovy roztok  viz tabulka 6

Tabulka 4. Navod na pfipravu kultivacniho média DY IV. Uvedene mnozstvi se piida do
950 ml destilované vody a poté se doplni na kone¢ny objem 1,0 1. (REZACOVA 2003)

Mnozstvi Chemikalie
31,4 mg MnCl,.4H20
4,5 mg MnSQO,4.H20
1,46 mg CoCl,.6H,0
2,35 mg Na,Mo0O4.2H,0
0,13 mg NH4VO;

0,27 mg Na,SeO3

Tabulka 5. Navod na ptipravu zasobniho roztoku stopovych prvkil. Uvedené mnozstvi se
rozpousti v 10 ml destilované vody. Nakonec se dil¢i roztoky smichaji a doplni destilovanou
vodou na kone¢ny objem 100 ml. (REZACOVA 2003)

Mnozstvi Chemikalie Zasobni roztok

1,0 ml B12 0,5 g/l dest. H,O
10,0mg  Thiamin HCl -

Tabulka 6. Navod na pfipravu vitaminoveho roztoku. Uvedene mnoZstvi se prida do 80 ml
destilované vody a poté se doplni na kone¢ny objem 100 ml. (REZACOVA 2003)

Vitaminovy roztok je tfeba ptidat az po sterilizaci v autoklavu. Nakonec jesté upravime
pH na pozadovanou hodnotu pomoci roztokit NaOH ¢i HCI. Do média, které ma mit pH mezi

5,5 a 6,5, ddvame pufr MES, pii vyssim pH (7,5-8,5) pouzijeme HEPES.
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3.1.5 Priprava preparatti pro transmisni elektronovou mikroskopii

Vzorky fixované Lugolovym roztokem je tfeba pifed pfipravou preparati promyt
opakovanou centrifugaci s destilovanou vodou. Poté se vzorek nakape na predem piipravené
médéné sitky pokryté tenkou formvarovou blankou.

K samotnému pozorovani preparatii byly pouzity transmisni elektronové mikroskopy

Philips 300 a JEOL 1011.

3.1.6 Nalezené druhy chrysomonad

Chrysosphaerella brevispina KORSHIKOV

Obr.5a

Taxonomické zarazeni: Chrysophyceae

RozSifeni: kosmopolitni (KRISTIANSEN 2001)

Autekologie: pH vétsi nez 5-6, Siroky rozsah teplot, ale preferuje nizsi (pod 11°C)
(ROIJACKERS & KESSELS 1986)

Nalez: 1 (4.11.2005), 3 (4.11.2005)

Paraphysomonas vestita (A.C. STOKES) DE SAEDLEER

Obr.5b

Taxonomické zarazeni: Chrysophyceae

RozSifeni: kosmopolitni, velmi ¢asty (FINLAY & CLARKE 1999)

Autekologie: Siroka ekologicka valence pro pH i teplotu (ROIJACKERS & KESSELS 1986)
Nalez: 1 (4.11.2005, 3.11.20006)

Mallomonas adamas HARRIS& BRADLEY
Obr.5¢

Taxonomické zarazeni: Synurophyceae
Rozsireni: roztrousen¢ (KRISTIANSEN 2002)
Autekologie: neni zndma

Nalez: 1 (4.11.2005)

Mallomonas matvienkoae (MATV.) ASMUND & KRISTIANSEN
Obr. 5d

Taxonomické zarazeni: Synurophyceae

RozSifeni: kosmopolitni (KRISTIANSEN 2002)

Autekologie: neni znama

Nalez: 1 (4.11.2005, 3.11.2006)

Mallomonas papillosa HARRIS & BRADLEY

Obr.5e

Taxonomické zarazeni: Synurophyceae

Rozsifeni: kosmopolitni (KRISTIANSEN 2002)

Autekologie: pH indiferentni, preferuje chladnéjsi vodu (ROIJACKERS & KESSELS 1986)
Nalez: 1 (4.11.2005)
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Obr. 5. Fotografie Supin nalezenych druhti chrysomonad: a. Chrysosphaerella brevispina - Supina
b. Paraphysomonas vestita — ostnova supina, ¢. Mallomonas adamas — t€lova Supina, d. Mallomonas
matvienkoae — t€lova Supina, e. Mallomonas papillosa — anteriorni Supina, f. Mallomonas pillula f.
pillula — t€lova Supina s domem, g. Mallomonas pumilio — zadni Supina, h. Mallomonas schwemmlei —
télova Supina, i. Mallomonas striata var. serrata — Supina se seratnim ostnem. Métitko odpovida 1 um.
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Mallomonas pillula f. pillula HARRIS

Obr.5f

Taxonomické zarazeni: Synurophyceae
Rozsireni: severni temperatni (KRISTIANSEN 2002)
Autekologie: neni zndma

Nalez: 4 (4.11.2005)

Mallomonas pumilio HARRIS & BRADLEY emend. ASMUND, CRONBERG & DURRSCHMIDT
Obr.5¢g

Taxonomické zarazeni: Synurophyceae

Rozsireni: bipolarni (KRISTIANSEN 2002)

Autekologie: neutralni pH, nizsi teploty (ROIJACKERS & KESSELS 1986)

Nalez: 1 (4.11.2005)

Mallomonas schwemmlei GLENK emend. GLENK & FOTT

Obr.5h

Taxonomické zarazeni: Synurophyceae

Rozsifeni: Severni temperatni (KRISTIANSEN 2002), s velkou pravdépodobnosti bipolarni
(REZACOVA & NEUSTUPA 2007)

Autekologie: druh byl nalezen i pod ledem (SIVER 1991)

Nalez: 1 (4.11.2005, 20.4.2006)

Mallomonas striata var. serrata HARRIS & BRADLEY

Obr. 51

Taxonomické zarazeni: Synurophyceae

Rozsifreni: kosmopolitni (KRISTIANSEN 2002)

Autekologie: preferuje nizsi teploty a neutralni pH (ROIJACKERS & KESSELS 1986)
Nailez: 4 (11.4.2005)

Mallomonas tonsurata TELING emend. KRIEGER

Obr. 6 a

Taxonomické zarazeni: Synurophyceae

Rozsireni: kosmopolitni (KRISTIANSEN 2002)

Autekologie: hlavné mezotrofni az eutrofni lokality, vyssi pH (nad 6), teplota predevsim pod
11°C (ROJACKERS & KESSELS 1986, SIVER 1995)

Nalez: 1 (3.11.2006)

Synura echinulata KORSHIKOV

Obr. 6 b-e

Taxonomické zarazeni: Synurophyceae

Rozsireni: kosmopolitni (KRISTIANSEN & VIGNA 1996)

Autekologie: preferuje nizké pH (pod 6) a chladnéjsi vody (SIVER 1995)

Nalez: 1 (4.11.2005, 17.9.2006., 3.11.2006); 2 (20.4.2006); 3 (20.4.2006, 17.9.2006), 4
(4.11.2005,17.9.2006)

Synura petersenii KORSHIKOV

Obr. 6 f

Taxonomické zarazeni: Synurophyceae

Rozsireni: kosmopolitni (KRISTIANSEN & VIGNA 1996)
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Obr. 6. Fotografie Supin nalezenych druhG chrysomondd: a. Mallomonas tonsurata — lomek
télové Supiny, b.-e. Synura echinulata — b. t€lova Supina s osténkem, c. posteriorni Supiny, d. mélo
silifikovana Supina, e. cela kolonie ve svételném mikroskopu, f. Synura petersenii — t€lova Supina, g.-
h. Synura sphagnicola — g. télova Supina s osténkem, h. posteriorni Supina, i. Synura spinosa - télova
Supina s osténkem. M¢titko odpovida 1 um, u obr. e 10 um.
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Autekologie: pH indiferentni (SIVER 1989), Siroké rozmezi teplot, ale preferuje pod 11°C
(ROUJACKERS & KESSELS 1986)
Nalez: 3 (4.11.2005, 20.4.2006, 17.9.2006), 4 (4.11.2005)

Synura sphagnicola (KORSHIKOV) KORSHIKOV

Obr. 6 g-h

Taxonomické zarazeni: Synurophyceae

Rozsireni: Siroce rozsifend (KRISTIANSEN & VIGNA 1996)
Autekologie: preferuje nizké pH (pod 6) a vyssi teploty (SIVER 1995)
Nalez: 3 (17.9.2006), 4 (11.4.2005, 17.9.20006)

Synura spinosa KORSHIKOV

Obr. 61

Taxonomické zarazeni: Synurophyceae

Rozsireni: kosmopolitni (KRISTIANSEN & VIGNA 1996)

Autekologie: pH indiferentni, hlavné mezi 5,5-6,5, preferuje chladné;si vodu (ROIJACKERS &
KESSELS 1986, SIVER 1995)

Nalez: 1 (4.11.2005)

Na vybranych lokalitach bylo nalezeno celkem 14 druhd kiemicitych chrysomonad, z toho
8 zastupcl rodu Mallomonas a 4 z rodu Synura. Druhové nejbohatsi je zieteln¢ lokalita €. 1,
rybni¢ek na potoce Suchd Béla. Nejcastéji byla nachdzena Synura echinulata, kterad jako
jedina byla zaznamenana ve vSech ctyfech tinich. Jedn4 se o bézny druh, jehoZ autekologii
mistni podminky dobie vyhovuji. Znamé ekologické naroky ostatnich druha téz odpovidaji
parametrim naméfenym na odbérovych mistech. Trochu piekvapivy je pouze nalez
Mallomonas tonsurata, ktery je udavan z lokalit s vy$§im pH. Na druhou stranu namétené pH
casto piekrocilo hodnotu 6, jeZ je udavéana jako spodni hranice vyskytu tohoto druhu. Vyskyt
alkalifilniho druhu v sedimentu kyselé tin€¢ by mohl znacit, ze zde v minulosti méla voda
vyssi pH a teprve pozdéji doslo k vyznamné acidifikaci prostiedi. AvsSak k vyvozovani
podobnych zavéra by byl potieba podrobnéjsi vyzkum a vice nélezi.

Rada druht byla zaznamenana pouze jednou. Z nich je zajimavy piedeviim Mallomonas
striata var. serrata, nebot’ uvedend varieta nebyla na nasem tizemi dosud potvrzena. Variety
tohoto druhu jsou definovany na zaklad¢ typu ostni, a proto ve vétSing€ pripadd, kdy byly
pozorovany samotné Supiny, neni varieta viibec uvedena. Z Ceské Republiky byla zatim
uvedena pouze Mallomonas striata var. striata (REZACOVA et al. 2004).

Mén¢ hojny druh Mallomonas adamas byl z nélezu na naSem izemi publikovan zatim jen
jednou, a to ve stejné oblasti CR (NOVAKOVA et al. 2004). Nicméné, v pomérné hojném
zastoupeni byl pozorovan jiz 1 na raSeliniSti Swamp (NEMCOVA, ustni sdéleni). NOVAKOVA et
al. 2004 studovali chrysomonady raselini§t na Gizemi NP Ceské §vycarsko a CHKO Labské

piskovce. Ptestoze se jednalo o biotopy pomérné odlisné, fada determinovanych druhid byla
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v obou studiich spole¢na (Mallomonas adamas, M. papillosa, M. pumilio, M. schwemmlei, M.
tonsurata, Paraphysomonas vestita, Synura echinulata, S. petersenii, S. sphagnicola, S.
spinosa).

v

Nejhojnéj§im druhem byla i v tehdejsi studii Synura echinulata.

3.1.7 Doprovodné druhy fytoplanktonu

V ramci odbért vzorkl byly kromé chrysomonad determinovany i dal$i druhy fas, které se
na lokalitich v dané¢ dob& vyskytovaly. Jejich piehled je uveden v tabulce v ptiloze a
fotografie nékterych fytoplanktonnich druhti na tabuli €. 2 tamtéz.

Mezi nélezy dominuji podle ocekdvani planktonni organismy typické pro mezotrofni Ci
mirn¢ eutrofni lokality. Opakované se zde vSak nachazely i1 druhy eutrofni (Monoraphidium
contortum, Dictyosphaerium tetrachotomum, Crucigenia sp.) nebo naopak nékteré typické
spiSe pro trofii niz$i (Pandorina morum, Tabellaria fenestrata, Staurastrum orbiculare,
Staurodesmus dejectus).

Co se tyce sezonni dynamiky, projevilo se naptiklad typické jarni maximum rozsivek, a to
na naprosté dominanci Stauroneis phoenicenteron ve vzorku &. 3 z 20.4.2006. Rada druhi
byla také nachdzena vyhradné nebo pievazné pouze v teplém obdobi roku — napi. Lepocinclis
acus, Peridinium cinctum ¢i Phacus longicauda.

Zajimavy je také jeden nalez vzacného druhu Euglena gymnodinioides.

K determinaci druhtl byla pouZita tato uréovaci literatura: COESEL (1998), HINDAK (1978,
2001), KOMAREK & ANAGNOSTIDIS (1999), KOMAREK & FOTT (1983), LENZENWEGER (1996,
1997, 1999, 2003), POPOVSKY & PFIESTER (1990), STARMACH (1985) a WOLOWSKI &
HINDAK (2003).

3.1.8 Zaver

Provedeny vyzkum ukdazal, Ze vybrané lokality nejsou pro studium a pravidelné odbéry
chrysomonad pfili§ vhodné, nebot’ v planktonu byly zaznamenany velmi fidce a pouze ve
dvou pftipadech tvofily mezi fytoplanktonnimi druhy dominantu. Ani prizkum sedimentt
neprokdzal vyznamny vyskyt téchto organismi. V rdmci diplomové prace bude tedy tieba

rozs$ifit odbérova mista i na jind tizemi, napiiklad tin¢ podél Luznice, jejichz zlativkova flora
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je velmi bohata (REZACOVA 2003).

Chrysomonady se podafilo Gspésné izolovat a v soucasné dob¢ je ustanoveno né¢kolik
monoklondlnich kultur druh@t Synura petersenii a Synura echinulata. Zastupce rodu
Mallomonas je z divodu jejich mensi velikosti obtizné izolovat a ziskané klony se zatim
nepodatilo dlouhodobé kultivovat.

Kultury je nejlépe uchovavat za stalého osvétleni v lednici nastavené na 15°C. Pii vysSich
teplotach se projevi ptipadnd kontaminace bujnym rozvojem zelenych fas. Pii kultivaci byl
také pozorovan zajimavy jev — piestoze se jedna o planktonni bi¢ikovce, maji chrysomonady

tendenci riist u dna a stény banky, kde tvoii hnédy zakal.
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3.2 Aplikace metod geometrické morfometriky na identifikaci

taxonu chrysomonad s kiemic€itymi Supinami

3.2.1 Uvod

Zaémérem studie bylo pomoci landmarkovych metod geometrické morfometriky popsat a
zhodnotit variabilitu Supin ¢tyf druhti rodu Mallomonas a také posoudit, do jaké miry lze
timto zplsobem druhy rozliSit. Pro pokus byly vybrany Mallomonas striata ASMUND a
Mallomonas flora HARRIS & BRADLEY ze sekce Striatae (KRISTIANSEN 2002) a Mallomonas
calceolus BRADLEY a Mallomonas kalinae REZACOVA ze sekce Papillosac (ASMUND &
KRISTIANSEN 1986). Studie si nekladla za cil nalézt rozliSovaci kritérium pro spravnou
determinaci téchto konkrétnich druhi, nebot’ ty jsou od sebe dobife rozeznatelné na prvni
pohled. Jednalo se spiSe o obecné posouzeni vhodnosti metod geometrické morfometriky ke
studiu tvaru ktemicitych Supin. Uvedené metody by pak mohly byt aplikovany pii studiu
skute€né obtizné zaraditelnych zastupcti. Dilezitym cilem tohoto experimentu bylo také

seznameni s metodikou, jejiz znalost bude vyuzita v budouci diplomové praci.

3.2.2 Metodika

Do studie bylo zahrnuto 30 Supin od kazdého druhu, dohromady tedy celkem 120 Supin.
Jednalo se o fotografie ztransmisniho elektronového mikroskopu, ziskané zcelé tady
publikaci, i dosud nepublikované, pochazejici z riiznych lokalit CR i svéta. Pouze v piipadé
druhu Mallomonas kalinae pochéazi vSechny Supiny ze stejné kultury, nebot’ se jedna o teprve
neddvno popsany druh (REZACOVA 2006), jehoz fotografie nelze ziskat zjinych zdroji.
Vsechny obrazky byly pfevedeny do digitalni podoby a v programu Adobe Photoshop 6.0

otoceny tak, aby dom sméfoval vzhtiru.

Rozmisténi landmarku

Supiny chrysomonéd sice nejsou zcela ploché utvary, avsak na jejich analyzu lze pouzit
dvourozmérné landmarkové metody, nebot’ vSechny byly vyfotografovany ze stejného —
kolmého pohledu. Ptipadna chyba je zanedbatelna, popisované metody se bézn¢ pouzivaji na

analyzu objekttl, jejichz prostorovost je mnohem zietelnéjSi — napt. lebek (ZELDITCH et al.
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2004). V takovém piipadé je jen tfeba dobie uvazit rozmisténi landmarkd i naslednou
biologickou interpretaci sledovanych zmén.

Vyznaceni polohy jednotlivych landmarka bylo provedeno v programu tpsDig (ROHLF
2006a). Na kazdé Supin€ bylo vybrano 24 vyznaénych bodu. Z analyzy byla vynechéna oblast
domu, nebot’ existuje hypotéza, ze jeho vznik je nezavisly na zbytku Supiny, ke kterému je
piipojen az dodatecn¢ (HAHN et al. 1996, GUTOWSKI 1996). Protoze se Supiny vybranych
druhti velmi 1i8i strukturou a ornamentaci §titu 1 okraje, nebylo moZzné ani na téchto ¢astech
Supiny vybrat homologické oblasti, a tudiz byly landmarky umisténé pouze v oblasti
prehnutého okraje a V-Zebra, coz jsou struktury ptitomné u vSech ¢tyt druhd. Zaroven se vsak
jedna o struktury, na kterych se variabilita vyrazné projevuje (NEUSTUPA & NEMCOVA 2007),

a je tedy vhodné rozmistit landmarky pravé zde.

Obr. 7. Rozmisténi pevnych landmarkli (Cervené) a semilandmarkd (zelen€): a. Mallomonas
calceolus, b. M. flora, c. M. kalinae a d. M. striata. Sipka vyznacuje landmark ¢. 10, ktery ma nejveétsi
podil na celkové variabilité.

Pevné landmarky byly umistény na koncich pfehnutého okraje a v mistech ptfechodu V-
Zebra a anteriorniho submarginalniho Zebra. Ctyfi dalsi lezi na podélné ose buiiky, vzdy na
nejspodnéj$im bodu kiivek vyznacenych piehnutym okrajem a V-zebrem. Tvar téchto kiivek
je posléze vyznaen pomoci celkem 16 semilandmarkd. Poloha homologickych bodd na

Supinach Ctyt studovanych druhti je zobrazena na obr. 7.

Symetrizace

Ptfi definovani polohy landmarkl je dilezitd predev§im homologie stejné ocislovanych
bodl na riznych objektech. To miize znamenat v ptipadé Supin veliky problém, nebot’ nékteré

jsou vyrazn¢ asymetrické, zatimco jiné témét ¢i Upln¢ symetrické, a na fotografiich
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z transmisniho elektronového mikroskopu nelze presné urcit, kterd strana je leva a prava. Jak
jiz bylo zminéno v teoretické casti, Prokrustovska superimpozice miize pii analyze objekth
vykazujicich bilaterdlni symetrii vnaset do vysledku urcitou chybu (ZELDITCH et al. 2004).
Symetrie u biologickych objektl totiz neni nikdy zcela dokonald, objevuji se nahodné
odchylky — jednd se o jev zvany fluktua¢ni asymetrie. V takovém piipadé¢ se provadi
symetrizace, ktera spocivd v n€kolika krocich. Nejprve se zkopiruji soufadnice vSech
landmarkt a v nové vzniklém datovém souboru se x-ové soufadnice vyndsobi ¢islem -1. Poté
se pfeznaci Cisla landmarku tak, jak sob& navzdjem odpovidaji dvojice dle symetrie podle
podélné osy Supiny. Landmarky lezici na této ose nemaji zrcadlové protéjsky, a tudiz si
ponechaji Cislo ptivodni. Nasleduje Prokrustova superimpozice pivodnich a novych
obracenych a pteznacenych objekti. Nakonec se z takto ziskanych Prokrustovskych soufadnic
vypocitda  pro kazdou dvojici primér, ktery odpovida jiz zcela bilateralné
symetrickym.Supinam. (KLINGENBERG et al. 2002)

Na provedeni symetrizace zatim neexistuje specialni software a jednotlivé kroky je tfeba
provadet zvlast', napt. s pomoci programi z fady Microsoft Office (Excel, WordPad) a PAST
(HAMMER et al. 2001), superimpozice je posléze provedena v programu tpsRelw (ROHLF
2007).

Analvyza relativnich warpu

Tato analyza byla provedena v programu tpsRelw (ROHLF 2007). Vstupni data tvofily
zpramérované Prokrustovké soutadnice ziskané jiz pfi symetrizaci.

Pted samotnou analyzou relativnich warpii je jest¢ dilezité zkontrolovat, jestli tvarova
variabilita mezi objekty neni piili§ velka. Hlavni warpy jsou soucasti nelinearniho Kendallova
tvaroprostoru, avsak pro dal$i analyzy dochazi k jeho aproximaci linearnim tangencialnim
prostorem. Pokud by objekty v tvaroprostoru byly pfili§ vzdalené od referenc¢niho, byl by
tento pfevod velmi nepfesny. Zminovanou kontrolu je mozné provést pomoci programu
tpsSmall, ktery vykresli graf vzdalenosti v tangencidlnim prostoru proti Prokrustovskym

vzdalenostem. Tato zavislost by méla byt linearni (ROHLF 2003).

Metody analyzy dat

K zhodnoceni morfologické variability Supin a posouzeni moznosti rozliSeni jednotlivych
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druhii byly pouzity metody mnohorozmérné statistiky.

Analyza MANOVA (multivariate analysis of variance, mnohorozmérna analyza variance)
testuje shodnost primér predem zvolenych skupin. Jako testova statistika se pouziva napf.
Wilksovo lambda (Wilks’s A). RozliSeni skupin lze posléze zobrazit pomoci CVA (canonical
variates analysis), ordina¢ni metody, ktera uspotfada objekty do diagramu, jehoz osy vedou ve
sméru nejveétsi meziskupinové variability. V pfipadé, ze mame 4 skupiny, ziskame 3
smysluplné kanonické osy a matici skorti na nich pro kazdy objekt.

V soustavé definované kanonickymi osami lze téz spocitat primér kazdé skupiny.
Porovnanim Euklidovskych vzdalenosti téchto hodnot ziskdme v nasem ptipadé udaje o
morfologické podobnosti druhti. Analogicky Ize ziskat také Euklidovskou vzdalenost priiméra
v soustave definované PCA osami.

Trendy morfologickych zmén podél kanonickych os, tedy hlavni znaky vyznamné pro
odliSeni druhti, lze vizualizovat pomoci mnohorozmérné regrese, kde jako zavislé proménné
slouzi ptvodni Prokrustovské soutradnice a nezavislou proménnou tvoii skory na piislusné
kanonické ose, podle niz chceme tvarovou variabilitu zobrazit. Pro vizualizaci zmén je opét
vyuZzita metoda ohebnych paski. Tuto analyzu lze provést v programu tpsRegr (ROHLF 2005).

Klasifikaéni diskrimina¢ni analyza umoziiuje testovat spravnost klasifikace Supin do dané
skupiny — druhu, a to vzdy v ramci dvojic. Jedna se vlastné¢ o obdobu MANOVA, ale pouze
pro 2 skupiny, objekty jsou tedy uspotadany pouze podél jediné kanonické osy.

Souhrnné zobrazeni morfologickych znakt typickych pro urcity druh, ¢ili takovych, které
ho odliSuji od vSech ostatnich, je proveditelné opét pomoci metody ohebnych paska,
v programu tpsSplin (ROHLF 2004). V tomto piipad¢ jsou vizualizovany trendy zmény
konsenzualni konfigurace vSech Supin pfi jeji deformaci na konsenzus dil¢i, skupinovy.

Trendy variability vramci jedné skupiny lze zjistit pomoci dil¢i analyzy relativnich
warpu. Pro tuto analyzu musela byt pouzita data pouze z poloviny Supiny (14 landmarki), aby
byla splnéna podminka PCA, ze pocet objektli musi byt vétsi nez pocet znaki (MARHOLD &
SubA 2002).

3.2.3 Vysledky
Ordina¢ni diagramy zobrazujici vysledek analyzy relativnich warpti pro prvni Ctyfi
relativni warpy jsou na obr. 8 a 9. Prvni osa vysvétluje 36,5 % variability, druha 27,78 %, treti

17,08 %, ¢tvrtd 7,06 %. Prvnich deset os v sobé zahrnuje vice nez 99 % veskeré variability.

Nejvétsi podil na variabilité¢ nese landmark ¢. 10 (11%), ktery byl umistén na podélné ose
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Supiny, na vnitini strané ptehnutého okraje (na obr. 7 a je vyznacen Sipkou).
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Obr. 8. Analyza relativnich warpli — ordinacni diagram. Rozmisténi objektd podél prvnich dvou
relativnich warpt, které popisuji 36,5 % a 27,78 % tvarové variability. Cervené (+) Mallomonas
calceolus, modte () M. flora, razové (M) M. kalinae a zelené (x) M. striata.
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Obr. 9. Analyza relativnich warptl — ordinacni diagram. Rozmisténi objekti podél prvnich tfetiho a
ctvrtého relativniho warpu, které popisuji 17,08 % a 7,06% tvarové variability. Cervené (+)
Mallomonas calceolus, modte (O) M. flora, razové (M) M. kalinae a zelené (x) M. striata.
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Hlavni trendy tvarovych zmén probihajici v celém datovém souboru lze znazornit
metodou ohebnych paskti. (obr. 10) Nejvyraznéjsi zmény, popisované prvni osou, se
odehravaji v oblasti stfedni ¢asti V-Zebra. Tato oblast miZe byt zesilend ve velmi vyraznou
kapi nebo naopak stejné uzka jako postranni ramena, kterd sviraji ostry uhel a V-zebro

dosahuje az témét k prehnutému okraji.
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Obr. 10. Trendy tvarovych zmén spojenych s prvnimi ¢tyfmi relativnimi warpy zobrazené pomoci
deformacnich mtizek.

Druha osa popisuje predevsim Siiku a délku celé studované ¢asti Supiny — na jedné strané
mame Supiny spiSe kratké a Siroké a na druhé dlouhé a uzké. Zmeéna v Sifce se projevuje
piedevsim ve stfedni ¢asti Supiny, zména v délce je patrna predevsim v oblasti hrotu V-Zebra.

Pomérné velky piispévek k variabilité je vyjadien i osou tfeti. Na ni je pfedevSim patrny
trend prodluzovani postrannich vétvi V-zebra smérem k distalnimu konci Supiny.

Ctvrta osa je rovnéz vyznamna. Opét sleduje zmény ve stiedni asti V-Zebra a jeho
celkovy tvar, ktery by se dal charakterizovat podobnosti s pismeny ,,V* a ,,U*. Projevuje se i
vzajemna vzdalenost V-Zebra a pfehnutého okraje.

Jako vychozi data pro MANOVA byly pouzity skory na prvnich deseti relativnich
warpech. Vysledek analyzy vysel vysoce signifikantni (Wilk's A = 0,02081, F = 28,75, dfl =
30, df2 = 314,7, p = 1,146 E-72). RozloZeni objektd podél kanonickych os je zndzornéno na
obrazcich 11 a 12. Prvni kanonicka osa (CV1) popisuje 61,52 % variability, druha osa (CV2)
23,18 %. CV1 vyrazné odd€luje dvojice druhti M. flora a M. calceolus na jedné stran¢ a M.

kalinae a M. striata na druhé. Druhd osa se nejvice podili na odliSeni druhu Mallomonas

38



calceolus (a to predevsim od druhtt M. flora a M. kalinae). Vyznamna je v tomto piipad¢ i

tteti kanonicka osa, podle které dochazi k pomérné ztetelné separaci Supin druhu Mallomonas

kalinae.
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Obr. 11. CVA bodovy diagram. RozloZeni druhii podél prvnich dvou kanonickych os. Cervend (+)
Mallomonas calceolus, modte (O0) M. flora, razové (M) M. kalinae a zelené (x) M. striata.
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Obr. 12. CVA bodovy diagram. RozloZeni druhti podél druhé a teti kanonické osy. Cervend (+)
Mallomonas calceolus, modte () M. flora, rizoveé (M) M. kalinae a zelené (x) M. striata.
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Na obr.13 jsou viditelné trendy morfologickych zmén spojenych s kanonickymi osami.
Dvojice druhti oddé€lené podél prvni osy se 1isi predevsim tvarem V-zebra. Zatimco pro M.
calceolus a M. flora je typické rozSitené V-Zebro ve tvaru pismene U, které svymi
postrannimi vétvemi dosahuje blizko k okraji Supiny, M. kalinae a M. striata maji V-Zebro
skuten¢ spiSe ve tvaru pismene V, s rovnymi postrannimi vétvemi svirajicimi ostry thel,

ziretelné zaSpicatélé a dosahujici témét k prehnutému okraji svym hrotem.

L J
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Obr. 13. Trendy tvarovych zmén spojené s prvnimi tfemi kanonickymi osami. Rozsah zmén je
dvojnasobné zvyraznény oproti realité kvili vétsi ilustrativnosti.

Zmény podél druhé osy se rovnéz tykaji predevSim V-zebra. M. calceolus a Castecné i M.
striata jsou zde definovany tendenci k zesileni stfedni Casti V-zebra az ve velmi vyraznou
kapi.

Tteti osa oddéluje Mallomonas kalinae na zéklad¢ celkové SpicatéjSiho obrysu a hlavné
velmi uzkého V-Zebra bez pfitomnosti kape.

Vzdalenost primért jednotlivych skupin, spocitana tfemi riznymi zptsoby, je v tabulce 7.
Nejmensi rozdil primért, a tudiz nejvétsi podobnost, vykazuji Supiny druhtt Mallomonas
flora a Mallomonas kalinae. Naproti tomu nejvzdalen€jsi jsou si Mallomonas kalinae a M.
calceolus.

Vysledky klasifikacni diskriminaéni analyzy pro jednotlivé dvojice jsou v tabulce 8.
Odliseni skupin a tedy spravné zarazeni Supin k jednotlivym druhtim vychazi vysoce
signifikantni. Ve tifech piipadech byla klasifikace vSech Supin spravna a ve zbylych tiech

doslo pouze k jedinému Spatnému zatazeni, coz odpovida tspésnosti 98,33 %.
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dvojice druht PCA CVA Prok. vzd.
c-f 0,02972 | 0,04826 0,09370
c-k 0,03500 | 0,05680 0,11007
c-s 0,03043 | 0,04625 0,09665
f-k 0,02016 | 0,03423 0,06431
f-s 0,02797 | 0,04369 0,08931
k-s 0,02199 | 0,03459 0,06938

Tabulka 7. Vzdalenosti jednotlivych skupin. Dvojice druhii: pfislusné druhy, o jejichz vzdalenost
se jedna (c=M. calceolus, =M. flora, k=M. kalinae, s=M. striata). PCA: Euklidovské vzdalenosti
pramért skupin, priméry ze skord na prvnich deseti PCA osach. CVA: Euklidovské vzdalenosti
pramért skupin, priméry ze skord na tfech kanonickych osach. Prok. vzd.: Prokrustovské vzdalenosti
konsenzualnich konfiguraci jednotlivych skupin.

dvojice druh p-hodnota procento spravné klasifikovanych
c-k 2,20E-17 98,33 %
c-f 1,64E-15 98,33 %
c-s 7,45E-18 100 %
k-f 3,69E-20 100 %
k-s 7,7TE-14 98,33 %
f-s 1,10E-19 100 %

Tabulka 8. Klasifika¢ni diskrimina¢ni analyza. Uspé&$nost rozligeni Supin do druhéi v ramci
jednotlivych dvojic. (c=M. calceolus, =M. flora, k=M. kalinae, s=M. striata)

Tvarové zmény charakterizujici rozdily jednotlivych druhti od konsenzuélni konfigurace
jsou na obr. 14. Typickym trendem morfologické variability, ktery popisuje pramérnou
Supinu druhu Mallomonas calceolus ve srovnani se Supinou konsenzualni, je Siroké rozevieni
V-Zebra do tvaru pismene U. V-zebro mé rovnéz vyraznou kapi. U druhu Mallomonas flora je
téZ patrny trend V-zebra ve tvaru pismene U, avSak to na rozdil od Mallomonas calceolus
vykazuje tendenci blizit se k ptehnutému okraji, a to po celé své délce. Smérem k hrotu sice
dochazi k zesileni struktury, nicmén¢ typickou kapi nevytvari. U druhu Mallomonas kalinae
se oproti ostatnim sledovanym druhiim projevuje vyraznéji i obrys spodni ¢asti Supiny, ktery
je zaSpicatély. Ramena V-zebra oproti konsensualni konfiguraci sviraji ostry uhel, avSak je
Siroce oteviené, ve stfedni ¢asti se zuzujici. Trendy spojené s charakteristikou Supiny druhu
Mallomonas striata ukazuji na V-zebro ve tvaru V, nicméné s menSim thlem mezi rameny a
smérem do stiedu zesilené, na rozdil od druhu piedchoziho. V-zebro je také dost oddalené od

okraje Supiny.
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Obr. 14. Trendy morfologické variability mezi referencni konsenzudlni konfiguraci a
konsenzualnimi konfiguracemi jednotlivych druhti: a. M. calceolus, b. M. flora, c. M. kalinae, d.
M.striata.

Trendy morfologické variability podél prvnich tii relativnich warpt v jednotlivych
skupinach, ¢ili pro kazdy druh zvlast jsou na obr. 15. Zobrazené jsou miizky pro prvni 3

relativni warpy, které popisuji dohromady pies 80 % variability — podrobné tidaje 1ze nalézt

v tabulce 9.
M. calceolus | M. flora M. kalinae M. striata
RW1 50,76 % 54,92 % 50,58 % 46,02 %
RW2 28,13 % 24,26 % 23,96 % 20,31 %
RW3 10,26 % 8,38 % 10,59 % 16,23 %
celkem | 89,15 % 87,55 % 85,14 % 82,55 %

Tabulka 9. Procento vysvétlené variability na prvnich tfech osach pro Ctyfi nezavislé RWA.

U vSech zkoumanych druhti se na 1. ose objevuje trend prodluzovani/zkracovani ramen V-
zebra i piehnutého okraje, a zdroven plati, ze ¢im kratsi, tim je jeho stfedni ¢ast vice kapovité
zesilend. S druhou osou je spojena predevsim variabilita ve vzdalenosti hrotu V-zebra od
prehnutého okraje, ktera je patrna také u vSech 4 druht, nejvyraznéji vSak u M. calceolus a M.

Striata.

3.2.4 Diskuse

Z vysledku analyzy relativnich warpti vyplyva, Ze nejvyrazngj$i zmény na Supindch se
projevuji v oblasti V-Zebra, at’ uz se jedna o jeho Sitku, délku, rozevienost, uhel ¢i tvar
v oblasti jeho stfedu — kép¢€. Na druhou stranu, oblast pfehnutého okraje je variabilni pomérné
malo. Tyto vysledky je moZzné srovnat se studii variability Supin Mallomonas striata

(NEUSTUPA & NEMCOVA 2007). Urcité trendy se projevily shodné, a to pfedev§im ve srovnani
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s jejich souborem celosvétovych dat. Na prvni ose byl téz patrny prechod od konstantné
uzkého V-zebra ke képovitému. Projevila se vSak také délka jeho vétvi a celkova délka
Supiny, coz je variabilita vysvétlovana v této studii az pomoci osy treti. Druha osa sledovala

uhel rozevieni V-Zebra, a to sice v obou piipadech, avSak nyni se projevil opacny trend

zavislosti thlu V-zebra a pfitomnosti kap¢.
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M. kalinae M. striata

Obr. 15. Trendy morfologické variability spojené s prvnimi tfemi relativnimi warpy v ptipadé, ze

je analyza relativnich warpli provedena pro kazdy druh zvlast. K analyzam byla pouzita data jen
z jedné poloviny Supiny, aby byl pocet objektl vyssi nez pocet znakd.
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Nicméné zjisténé rozdily lze vysvétlit — landmarky ve studii NEUSTUPY & NEMCOVE
(2007) byly rozmisténé 1 na jinych ¢astech Supiny, a tudiz se do celkové variability promitaji
zmény, které nyni nebylo mozné posoudit. Ukazuje se tedy, jak velky vliv na vysledky ma
pravé volba homologickych bodil. Pokud chceme navzéjem srovnéavat vice nezavislych studii,
je dualezité vychazet z pokud mozno stejné sady landmarka.

Co se tyce vzajemné tvarové podobnosti zkoumanych druhi, jsou vysledky pomérné
piekvapivé. Jako tvarové nejpodobn&jsi vychdzi druhy Mallomonas kalinae a Mallomonas
striata, které patii kazdy do jiné sekce rodu. Mallomonas kalinae je tfazen do sekce Papilosae
spolu s druhem Mallomonas calceolus, a pravé Supiny téchto dvou druhtt mély vzdalenost
nejvetsi. Nicméné sekce rodu Mallomonas jsou zalozené pouze na celkové vnéjsi
morfologické podobnosti Supin. Do jaké miry odrézeji skute¢nou ptibuznost je tteba zhodnotit
metodami molekuldrni fylogenetiky.

Zajimavé je srovnani variability uvnitf skupin — druhd. Zda se, Ze existuji trendy
variability, které jsou pro jednotlivé druhy stejné ¢i velmi podobné. Ve vsSech ctyfech
piipadech také prvni tfi relativni warpy popisuji podobné velikou slozku variability. Dokonce
1 vysledky ziskané pro druh Mallomonas kalinae jsou srovnatelné s ostatnimi, ptestoze
reprezentuji pouze variabilitu v rdmci kultury. Jednalo by se o vyznamné zjisténi, které by
ukazovalo, ze urCity pattern plasticity zistava stejny, prestoze morfologie Supin je u riznych
druhti odli$na. Nicméné nebyla zatim provedena formalni analyza, kterd by patrnou shodu

variability testovala.

3.2.5 Zaveér

Landmarkové metody se ukazaly byt vhodné pro studium morfologické variability
kfemicitych Supin chrysomonad a jako takové budou tvofit zédkladni metodicky pftistup
budouci diplomové prace. Umoznily popsat zdkladni trendy, které se ve zméné tvaru
projevuji, a s vyuzitim klasifika¢ni diskrimina¢ni analyzy se podafilo rozlisit jednotlivé druhy
s velkou uspéSnosti. Jesté veétsi piesnosti pii klasifikaci by bylo dosazeno v pfipad€ vétSiho
zékladniho souboru. 30 Supin od kazdého druhu bylo zvoleno vzhledem k nedostatku
publikovanych fotografii, nicméné v diplomové praci, ve které by zéklad mély tvoftit vlastni
kultury, bude pro analyzy tvaru pouzivano Supin vice.

Uvedené metody mohou byt vyuzity k urCovani druht, jejichZ Supiny jsou velice podobné,

nebo se odliSuji na zaklad¢é znakt, které neni mozné vzdy posoudit pouze pii nalezu jedné
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Supiny. Bylo by mozné odhalit 1 pfipadné druhy kryptické. Nabizi se i vyuziti v oblasti
automatické identifikace. Tento pfistup byl jiz zkouman v projektu ADIAC, jenz se zabyval
moznosti poctatem fizené determinace rozsivek, vCetné automatického pofizeni snimku a
nasledné analyzy obrazu. Dosazend UspéSnost byla pomérné vysoka (pfes 90 %) a zminéna
metoda bude jist¢ v budoucnosti jest¢ dale rozvinuta. (DU BUF & BAYER 2002) Ve
zminovanych ptipadech je navic pravdépodobna jesté vyssi uspésnost rozliseni, nebot’ u velmi
podobnych Supin lze najit mnohem vice homologickych struktur, a tudiZ je mozné pracovat
s vétsim souborem landmarki, které by popisovaly variabilitu v oblasti celé Supiny a ne pouze
na nékolika omezenych oblastech. Naopak studium variability izolované ¢asti Supiny a s nim
spojena schopnost rozliSeni taxonit by mohly pomoci v paleoekologii, protoze v sedimentech
byvaji velmi Casto nachdzeny pouze ulomky Supin.

Kromé zde jiz uvedenych metod skytd geometrickd morfometrika jesté dal$i moznosti.
Lze naptiklad vytvofit regresni modely, pomoci kterych je mozné testovat zavislost
morfologické variability na nezavislych proménnych — tedy naptf. na environmentalnich
faktorech. Umoznuje 1 modelovani tvari odpovidajicich naptiklad konkrétnim podminkdam

prostiedi a naopak sestavovani modeld pro odhad podminek historickych prostredi.
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Tabule 1. Mista odbéru fytoplanktonu a sedimentu v NP Ceské Svycarsko: a. mapa lokalit,
jednotlivé lokality oznaceny Cislem (popis viz text), b. lokalita €. 1, c. lokalita ¢. 2, d. lokalita €. 3,
e. lokalita ¢. 4



Tabule 2. Doprovodné druhy fytoplanktonu: a. Phacus longicauda, b. Pandorina morum, c.
Pediastrum boryanum, d. Lepocinclis acus, e. Merismopedia glauca, f. Euglena spirogyra, g.
Monomorphina pyrum, h. Botryococcus braunii. Métitko odpovida 10 um.

Tabulka: Fytoplanktonni druhy determinované ze vzorkii odebranych vletech 2005 a 2006 na
vybranych lokalitich v NP Ceské Svycarsko. Cetnost je uvedena na semikvantitativni stupnici: 1=1
bunka ¢i kolonie na skli¢ko, 2=2-10 bunék, 3=vice nez 10 bun¢k, dominantni druh ve vzorku.



Datum odbéru
Lokalita

24.6.05
1234

4.11.05

123 4

20.4.06
1 2 3

123 4

1.7.06

17.9.06

123 4

3.11.06
12 3 4

Druh

Ankistrodesmus falcatus (CORDA) RALFs
Ankistrodesmus fusiformis CoRDA
Ankistrodesmus spiralis (TURN.) LEMM.
Astasia harisii PRINGSHEIM

Botryococcus brauni Kutz.

Bulbochaete sp.

Ceratium hirundinella (O.F .MULLER) SCHRANK
Closterium juncidum RALFs

Closterium parvulum NAGELI

Coelastrum sp.

Cosmarium botrytis RALFs

Cosmarium cf. ochthodes NORDST.
Cosmarium laeve RABENH.

Crucigenia fenestrata (SCHMIDLE) SCHMIDLE
Crucigenia tetrapedia (KIRCHN.) W. & G.S. WEST
Cryptomonas sp.

Desmodesmus communis (E.HEGEWALD) E.HEGEWALD
Dictyosphaerium tetrachotomum PRINTZ
Dinobryon sertullaria EHRENB.

Euastrum denticulatum F.Gay

Euglena cf. granulata DuJARDIN

Euglena gymnodinioides Zakry$

Euglena hemichromata SkuJa

Euglena mutabilis ScHmITZ

Euglena spirogyra EHRENBERG
Gymnodinium aeruginosum STEIN
Gymnodinium sp.

Characium sp.

Chlamydomonas sp.

Keratococcus sp.

Kirchneriella contorta (SCHMIDLE) BOHL.
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Datum odbéru
Lokalita

24.6.05
1234

20.4.06
12 3

1.7.06

3.11.06
12 3 4

Kirchneriella dianae (BoHL.) ComAs
Kirchneriella lunaris (KIRCHN.) MOEB.
Lepocinclis acus (O. F. MUELLER) MARIN et MELKONIAN
Merismopedia glauca (EHRENB.) KUTZ.
Micrasterias papillifera BREB.

Monomorphina pyrum (EHRENBERG) MERESCHKOWSKI
Monoraphidium contortum (THUR.) KOM.-LEGN.
Monoraphidium griffithii (BERK.) KOM.-LEGN.
Mougeotia sp.

Oedogonium sp.

Oscillatoria sp.

Pandorina morum (O.F.MULLER) BORY
Pediastrum boryanum (TUrP.) MENEGH.
Pediastrum duplex MEYEN

Pediastrum tetras (EHRENB.) RALFs
Peridinium cinctum EHRENBERG

Peridinium umbonatum STEIN

Phacus curvicauda SWIRENKO

Phacus helicoides POCHMANN

Phacus longicauda (EHRENBERG) DUJARDIN
Phacus orbicularis HUBNER

Pleurotaenium ehrenbergii (RALFs) DE BARY
Scenedesmus acuminatus (LAGERH.) CHOD.
Staurastrum chaetoceras (ScHROD.) G.M.Swm.
Staurastrum orbiculare RALFs

Staurastrum tetracerum RALFs
Staurodesmus dejectus (RALFS) TEILING
Stauroneis phoenicenteron (NiTzscH) EHRENB.
Tabellaria fenestrata (LYNGBYE) KUTZING
Tabellaria floculosa (RoTH) KUTzING

Teilingia granulata (J.Roy et BISSET) BOURR.
Trachelomonas hispida (PERTY) STEIN
Woronichinia naegeliana (UNGER) ELENKIN
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