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Synura petersenii



Summary

Shape dynamics of silicate structures in experimental populations of
chrysophytes (Synurophyceae)

The aim of the proposed diploma thesis was to analyze temperature and pH related shape
variation in synurophyte silica scales. Four species were investigated — Synura petersenii,
S. echinulata, S. sphagnicola and Mallomonas tonsurata. The strains were cultivated in 5
different temperature levels. Moreover, S. petersenii and M. tonsurata were grown in 4 (resp.
5) different pH levels, too.

The shape dynamics of the scales was investigated with application of landmark based
geometric morphometric methods. The relative warps analysis described the overall shape and
the main trends in morphological variation were depicted as deformation grids.

The effects of both cultivation temperature and pH on the scale shape were significant,
although only a small proportion of the overall variation was explained by the particular
regression models.

Moreover, the scale size of the investigated species decreased with increasing temperature
(with the exception of Synura echinulata). These results are in agreement with the Atkinson’s
temperature rule which was formulated for the body size of ectotherms. The relationship
between the size and pH was not explicit - the size of the scales decreased with increasing pH
in S. petersenii, but increased in M. tonsurata.

Furthermore, the scale shape was also found to be related to the scale size. However, there
was still a significant impact of temperature (or pH) on scale shape after separation of an
allometric component of scale shape variation.

Finally, morphological disparity (=the extent of morf. variation) in different treatments
was studied. The scales from the highest (or sometimes even the lowest) levels of
experimental temperature were the most variable in their shapes. Similarly, high levels of
disparity occurred also in suboptimal pH levels. These results suggest that prolonged

exposition to extreme conditions may be interpreted as a consequence of environmental stress.
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1. Predmluva

1. Predmluva

Studium chrysomonad s kifemicitymi Supinami ma u nas pomérné dlouhou tradici. Jedny z
vubec prvnich fotografii Supin pozorovanych v transmisnim elektronovém mikroskopu byly
publikovany pravé ¢eskym algologem profesorem Bohuslavem Fottem jiz v roce 1955. Rada
rodll i druhi chrysomondd byla sice popséna jiz mnohem dfive, a to pomoci svételné
mikroskopie, avSak pravé elektronovy mikroskop pfinesl moznost vyzkumil spojenych s
ultrastrukturou kiemicitych Supin a ostnti, a tudiz se pozornost zajmu vyzkumnikt upiela
pfedevsim na Supinaté zastupce chrysomonad.

Od 50. let 20. stoleti byly pravé na zékladé morfologie Supin popsany desitky az stovky
druhil a variet. Na taxonomické prace navazaly studie ekologické, jejichZ autoti si v§imali, v
jakych podminkach prostfedi jsou jednotlivé druhy obvykle nachazeny. Ukézalo se, ze
nekteré druhy jsou hojné a Casté, zatimco jiné maji pomérné uzka optima podminek, ve
kterych se vyskytuji. V souvislosti s tim bylo diskutovano i mozné vyuziti téchto organismi
jako bioindikatori, dokonce i v rdmci paleoekologickych studii, nebot jejich kfemicité
struktury maji schopnost zachovat se v sedimentech jezer. Navic, nashroméazdéné nalezy
takika z celého svéta umoznily vynést hypotézy ohledné biogeografie jednotlivych druht.

Stranou vSak nezilistaly ani experimentdlni obory — studie na modelovych populacich
chrysomonad pfinesly cenné poznatky ohledné tvorby Supin a cyst, mechanismu piijmu oxidu
uhli¢itého, rGstu v riznych pokusnych podminkdch apod. Provedeny byly téz prvni
molekularné fylogenetické studie, jejichz vysledky naznacuji, ze klasicky systém zalozeny
vyhradné na morfologii zcela neodpovida skute¢nym ptibuzenskym vztahtim.

Zaroven se objevuji stale nové a nové otazky ohledné biologie chrysomonad a také nové
metodické piistupy, které pomdahaji na tyto otazky nachazet odpovédi. Prestoze podle
nalezené Supiny lze obvykle dany druh pomérné snadno urcit, existuje v ramcei Supin jednoho
druhu pomérné znacnd tvarovéa variabilita. V poslednich letech pronikaji do vyzkumi
chrysomondd metody geometrické morfometriky, které umoziuji studovat pravé tvar
vybranych struktur a jeho proménlivost. Potencial jejich vyuziti je veliky, jak pro taxonomii,
tak ekologii.

V této studii jsem se zaméfila na Ctyfi zastupce tfidy Synurophyceae. Vybrala jsem kmeny
téi druht rodu Synura a jeden druh rodu Mallomonas a sledovala jsem, jak na tvar jejich Supin

pusobi rizna experimentalni teplota a hodnota pH. Tyto dva faktory jsem zvolila proto, ze se

vvvvvv
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Hlavni cile mé diplomové prace lze tedy shrnout do n¢kolika bodt:

- popsat zékladni trendy morfologické variability Supin riznych druhti chrysomonad

- zjistit, zda ekologické faktory prostredi (konkrétné teplota a pH) maji vliv na tvar
Supin a pokud ano, tak pfislusné morfologické trendy popsat

- zjistit, zda se v zavislosti na studovanych parametrech méni také velikost Supin

- urcit, zda je tvar Supin signifikantné ovlivnén danymi faktory i po odstranéni vlivu
ptipadného alometrického efektu

- na zéklad¢ tvarové dynamiky Supin diskutovat ekologické preference studovanych

druht.

Na tomto misté¢ bych rada pod¢kovala predevsim své Skolitelce Yvonne Némcové za
vedeni celé prace a za ochotu kdykoliv poradit a konzultovat nejriizn€jsi nejasnosti. Moc si
této pomoci vazim a uvédomuji si, Ze neni zcela samoziejma.

Dale mé veliké podeékovani patii mym kolegim a kamaradim nejen z algologické
laboratote, ale i jinych pracovist PfF UK. Diky za cenné rady, za pomoc pii feSeni
nejruznéjsSich potizi, za podporu v boji s pocitaci i1 jinou technikou, za inspirativni népady,
povzbuzovani, dlouhé debaty u piva i ¢aje, za skvélé exkurze a terénni cviceni a vibec za
spoustu legrace a nezapomenutelnych zazitki.

Muj nejveétsi dik patii mé rodin€, predev§im mamince a babicce, za vSestrannou podporu,
nesmirnou obétavost, laskyplnou péci a vytvoreni skvélého zdzemi pro studium.

Dé&kuji také Vojtovi za jeho pochopenti a trpélivost.

Diky vSem, co si tuto praci piecetli, za jejich pozndmky a piipominky.

Tato diplomova prace byla zpracovavana v souvislosti se dvéma projekty feSenymi na
algologickém pracovisti katedry botaniky PfF UK a z jejich prostfedkii byla také financovana.
Jednalo se o granty GAUK B BIO 137/2006 a grant GACR 206/08/P281.
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2.1. Chrysomonady s kifemicitymi Supinami

2.1.1. Obecna charakteristika

Chrysomonady jsou jednotlivé Zijici ¢i kolonialni bic¢ikovei patiici do dvou tfid oddéleni
Heterokontophyta — Chrysophyceae a Synurophyceae (ANDERSEN 1987). Podobné jako
ostatni zdstupci tohoto oddé€leni maji dva nestejné biCiky — delsi péfity a krat$i hladky.
Chloroplast ziskaly sekundarni endosymbidézou - ma Ctyfi obalné membrany, tylakoidy tvofi
skupinky po tfech a hlavnim zasobnim produktem je chrysolaminaran. Rovnéz slozeni
pigmentt je charakteristické - chlorofyl a, ¢, B-karoten, xantofyly a dominantni fukoxanthin,
ktery u zéastupcii tfid Chrysophyceae a Synurophyceae zplsobuje jejich typickou zlatavou
barvu. Proto se o nich v Cesky psané literatufe obvykle hovoti jako o zlativkdch (KALINA &
VANA 2005).

Jednim z charakteristickych znakd chrysomonad je pfitomnost struktur tvofenych
polymery oxidu kiemicitého. Chrysomonady maji schopnost endogenné vytvaret silifikovana
odpocivajici stadia — stomatocysty. Navic, n€kteti zastupci tfidy Chrysophyceae (konkrétné se
jedné o Celed’ Paraphysomonadaceae) a vSichni Synurophyceae maji povrch buiiky pokryty
Supinami a ostny, rovnéZ endogenniho plvodu. Kiemicité struktury jsou klicové pro
druhovou determinaci, ke které¢ se vzhledem k jejich malym rozmérim standardné pouziva
elektronovy mikroskop. Také se dobfe zachovavaji, a tudiz je mozné je vyuZzit napf. pro
paleoekologické studie (SMOL 1995).

Ktemicité struktury vznikaji ve vacku SDV (,,silicon deposition vesicle®), ktery je u tiidy
Synurophyceae asociovany s periplastididlnim endoplasmatickym retikulem. Formovani
Supiny se krom¢ PER tucastni také cytoskelet. Hotové Supiny jsou poté vylouceny na povrch
buiky bud’ exocytdzou a nebo tak, ze se okolni protoplast stahne z povrchu hotové Supiny
(LEADBEATER & BARKER 1995). Co se tyce tvorby zapojené schranky, existuji dvé hypotézy,
které se ji pokouseji vysvétlit. Bud’ jsou hotové Supiny jesté uvniti buiikky nasmérovany na
pfesné misto a tam vylouceny, nebo se nejprve dostdvaji ven a poté jsou posunovany po
vnéj$im povrchu (SIVER & GLEW 1990).

Ttida Synurophyceae byla od Chrysophyceae oddélena na zakladé nékterych

biochemickych a ultrastrukturalnich znaki (ANDERSEN 1987). Pozd¢ji provedené molekularni
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analyzy vSak nepfinesly jednoznacné vysledky ohledné¢ opravnénosti oddéleni téchto skupin -
kombinovana analyza dvou gent tyto tiidy sice oddélila, avSak se slabou podporou a otazka
skute¢nych ptibuzenskych vztahii v rdmci zlativek ziistdva nadale nevyfeSena (ANDERSEN

2007).

Obr. 2.1: Schematické vyobrazeni
zastupct tii rodt tfidy Synurophyceae.
Zleva: Mallomonas, Chrysodidymus,
Synura. Prevzato z KRISTIANSEN &
PREISIG (2007).

Ttida Synurophyceae zahrnuje Ctyfi rody Supinatych bi¢ikovel — po jednom druhu mayji
rody Tessellaria a Chrysodidymus, druhové mnohem pocetnéjsi jsou rody Mallomonas a
Synura, na které se tato prace zaméfuje (obr. 2.1). Jejich Supiny jsou obvykle heteropolarni,
uspofadané na bunice ve spirdlnich fadach a prekryvaji se jako tasky na stfeSe (Obr. 2.2)
(SIVER & GLEW 1990, LEADBEATER & BARKER 1995). V misté, kde je Supina piekryta
Supinou sousedni, se v jeji proximalni Casti vytvaii prehnuty okraj pokryty adhezivni latkou,
kterd Supiny drzi pohromadé (SIVER & GLEW 1990, LEADBEATER & BARKER 1995,
WETHERBEE et al. 1995). Prekrytd byva pomérné velikd ¢ast povrchu Supiny (40-60 %),

prekryv mize jit az pies V-zebro a ¢ast centralniho Stitu (SIVER & GLEW 1990).

Obr. 2.2: Schematické znazornéni usporadani Supin na
bufice Mallomonas. Kazda Supina je piekryta Supinou
nasledujici a také Supinami z vedlejsi spiralni fady
(SIVER 1991).

Primérny pocet Supin na buiiku je druhové charakteristicky (SIVER 1991). Kazda Supina
je tvorena bazalni deskou, na jejimz vnéjSim povrchu se nékdy vytvari sekundarni vrstva
(WEE 1997). Protoze jsou chrysomonady planktonni organismy, jsou jejich Supiny
konstruovany tak, aby byly co nejpevnéj§i pii co nejmensim obsahu kiemiku a jejich

pfitomnost tak ptili§ nezvySovala celkovou hustotu buiiky. Proto je bazalni deska casto
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perforovana a nebo se (jako napt. u S. petersenii) vytvaii zebra, ktera zpeviuji celkovou
konstrukei a relativné tenké desticka ztistane plochd (LEADBEATER & BARKER 1995).

Mallomonas je rod zahrnujici jednotlivé Zijici bic¢ikovce. Kromé Supin mivaji zastupci
tohoto rodu jeste kiemicité ostny, které se vSak vytvareji nezavisle a k Supinam jsou piipojeny
az v extracelularnim prostfedi (BEECH et al. 1990). Ostny vznikaji nejprve jako ploché utvary
a pozdégji jsou srolovany do trubicky. Typické Supiny druhi ze sekce Mallomonas jsou
tripartitni — rozdélené do tii casti — krom¢ domu, na ktery naseda osten, maji jesté centralni
Stit a okraj, které jsou od sebe oddéleny tzv. V-zebrem (KRISTIANSEN 2002).

Do rodu Synura patii kolonidlni bicikovci, jejichz burnky jsou spojeny svymi posteriornimi
konci — burika je v tomto misté kapkovité protazena (obr. 2.3). Témét vSechny druhy maji na
Supinach ostének, ktery u S. petersenii vytvaii dorzalni zahyb — kyl. Ostének je duty a tak je
na spodni strané Supiny v jeho misté otvor (KRISTIANSEN 2005).

Fotografie Supin studovanych druhd vcetné vyznacenych morfologickych struktur, které

jsou popisované v textu, jsou na obr. 2.4.

Obr. 2.3: Usporadani Supin na
bunkach tfi druhi rodu Synura. Zleva:
S. petersenii, S. echinulata, S.
sphagnicola. Pfevzato z KRISTIANSEN
& PREISIG (2007).

Obecné jsou Supiny chrysomonad povazované za bilateralné symetrické struktury,
vyjime¢né maji nékteré druhy Supiny biradialni (Tesselaria volvocina, Synura lapponica).
Navic, na fotografiich z transmisniho elektronového mikroskopu jsou Supiny zcela prozatrené,
takze neni mozné zjistit, zda se na n¢ divame seshora ¢i zespoda, a tudiz nelze ani rozlisit
levou a pravou stranu. Nicméné, u nekterych konkrétnich typi Supin lze dvé odlisné strany
pfeci jen rozpoznat. Napi. Supiny druhu Synura petersenii mivaji asymetricky kyl a na obou
stranach rizné dlouhy okraj (obr. 2.4a). Typické tripartitni Supiny rodu Mallomonas jsou
asymetrické diky pfitomnosti asymetrického domu. Zieteln¢ asymetrické byvaji Casto apikalni

Supiny ¢i napiiklad tzv. limcové Supiny u sekce Torquatae (KRISTIANSEN 2002).
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Obr. 2.4: Supiny zkoumanych druhii chrysomonad s vyznatenymi zakladnimi morfologickymi
strukturami. a — Synura petersenii, télova Supina; b — Synura echinulata, t€lova Supina; ¢ — Synura
sphagnicola, t&lova Supina; d — Mallomonas tonsurata, $upina s domem. CS: centralni §tit, D: dom, K:
kyl, Ka: kapé, O: okraj, Os: ostének, Ot: otvor v bazalni desce, PO: pfehnuty okraj, V: V-Zebro. Dolni
¢ast Supin (lemovana prehnutym okrajem) se nazyva proximalni, opaény konec (s osténkem c¢i
doémem) je distalni. Poméry velikosti jsou zachovany — méfitko odpovida 1 um. Terminologie podle
WEE (1997) a KRISTIANSEN (2002), ¢eské nazvy dle NEMCOVA (2000).

2.1.2. Ekologie a rozSireni

Obecné lze tici, ze lokality s nejbohatsi flérou chrysomonad byvaji neutrdlni az mirné
kyselé, snizkou konduktivitou, alkalinitou a obsahem Zzivin a s mirnym mnozstvim
rozSifeni chrysomonad se ukazuje byt pH (ROJACKERS & KESSELS 1986, SIVER & HAMER
1989). Dilezita je i1 teplota vody, ktera vSak na rozdil od pH neni klic¢ova pro globalni
rozsifeni, ale spiSe hraje roli v sezénnim rozvoji. Neurcuje, zda se organismus bude v daném
prostfedi vyskytovat, ale vjakém mnozstvi (ROJACKERS & KESSELS 1986). Dalsimi
urCujicimi faktory jsou konduktivita a obsah zivin (SIVER 1995). Co do poctu druht i do
biomasy jsou hojné&jsi v oligotrofnich nadrzich (SIVER 1995), nicméné je mozné je nalézt i ve
vodach eutrofnich (KRISTIANSEN 1988). Kromé zékladnich zivin, jako je dusik a fosfor, které
byvaji obvykle limitujici, ptichdzi u chrysomonad v uvahu jesté kiemik. Avsak pfestoze prave
kfemik je podstatny pro tvorbu Supin a ostntl, bylo prokazano, ze chrysomonady dokazi prezit
a rust 1 pti jeho UpIlném nedostatku (KLAVENESS & GUILLARD 1975). Dulezité jsou ziejme i
biotické faktory prostfedi — SANDGREN & WALTON (1995) povazuji predacni tlak ze strany

zooplanktonu za zcela kli€ovy pro distribuci a vitbec biogeografii chrysomonad.
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Jednotlivé druhy se 1isi svym vyskytem — nékteré jsou kosmopolitni ¢i Siroce rozsifené,
jiné véazané na urCité kontinenty ¢i klimatické zony. Kromé toho je znadmé i celd fada
endemitii (KRISTIANSEN 2001, KRISTIANSEN & LIND 2005). Pravdépodobnost ubikvitniho

rozsifeni vybranych chrysomonad diskutovali REZACOVA & NEUSTUPA (2007).

2.1.3. Stru¢na charakteristika studovanych druhu

Synura petersenii (Obr. 2.4a)

Télové Supiny druhu S. petersenii jsou obvykle protahlé a v jejich prostfedni Casti se
podélné rozklada dorsalni hieben, tzv. kyl, ktery mtize byt zakoncen drobnym osténkem. Kyl
je s okrajem Supiny spojen piicnymi Zebry, v proximalni ¢asti Supiny se vytvaii prehnuty
okraj. Na posteriorni (kaudalni) ¢asti bunky, kde se buiiky protahuji do stopecky, se nachazeji
zadni Supiny, které jsou uzké a maji redukovanou strukturu (KRISTIANSEN & PREISIG 2007).

Synura petersenii se vyskytuje velmi hojné¢ a kosmopolitné a navic ma Sirokou
ekologickou valenci. Zaroven jsou jeji Supiny morfologicky zna¢né variabilni. Proto bylo v
ramci druhu popsano jiz né€kolik forem a variet (KRISTIANSEN & PREISIG 2007). Jejich
taxonomické postaveni je vSak zatim nejasné, pravdépodobné se jedna o druhovy komplex

(KYNCLOVA et al. subm.).

Synura echinulata (Obr. 2.4b)

Télové Supiny kolonialniho bic¢ikovce Synura echinulata jsou viceméné kulaté a obvykle
nesou kratky silny zaSpicatély ostének. Proximalni ¢ast Supiny je lemovana piehnutym
okrajem, distalni ¢ast je pokryta labyrintéznim vzorem. Dale je mozné pozorovat tubularni
apikalni Supiny, protazené kaudalni Supiny bez osténku a zcela zadni Supiny bez ornamentace
(KRISTIANSEN & PREISIG 2007).

S. echinulata je Siroce rozsifena, téméf kosmopolitni (KRISTIANSEN & PREISIG 2007).
Maximalni frekvenci vyskytu ma sice v kyselych a chladnych vodéach (SIVER 1995), ale byla

nalezena napt. i v tropech (CRONBERG 1989) a eutrofnich lokalitach (NEMCOVA et al. 2003 ).

Synura sphagnicola (Obr. 2.4c)

S. sphagnicola ma protahle ovalné Supiny s osténkem. Bazalni deska je lemovana

neprerusenym pirehnutym okrajem a jedinou ornamentaci na povrchu Supiny jsou pravidelné
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rozmisténé pory. Kromé tohoto ptrevazujiciho typu se na bunce vyskytuji 1 kaudalni Supiny
(bez osténktl) a tubulérni apikalni Supiny.
Jednd se o Siroce rozSifeny druh vézany na kyselé prostiedi, typicky raSeliniSté

(KRISTIANSEN & PREISIG 2007). Navic, preferuje teplejsi vodu (SIVER 1995).

Mallomonas tonsurata (Obr. 2.4d)

Vejc¢ité bunky druhu Mallomonas tonsurata jsou pokryté tfemi typy Supin. Zaprvé se
jedna o Supiny s domem, které jsou trochu asymetrické a nachdzeji se pouze v pfedni ¢asti
buiky. Supiny z uplné prvni fady (piimo okolo bi¢iku) se nazyvaji apikalni. Nesou jiny typ
ostnll nez ostatni Supiny s ddémem (viz dale) a urCité rozdily se projevuji i na morfologii
dému. Druhym typem jsou Supiny télové, bez dému. Tietim typem jsou malé zadni Supiny
s drobnym osténkem. Supiny tohoto druhu maji bazalni desku a sekundarni vrstvu, ktera
chybi na bazi V-zebra, kde se vytvari tzv. okénko. V obou vrstvach jsou navic patrné pory
(SIVER 1991, KRISTIANSEN 2002).

Mallomonas tonsurata vytvaii 2 typy ostni: apikalni Supiny nesou kratké zoubkované
ostny a t¢lové Supiny dlouhé hladké a bifurkatni (SIVER 1991, KRISTIANSEN 2002).

Jedna se o druh kosmopolitni (KRISTIANSEN 2002), nachdzeny v Sirokém rozmezi teplot

(SIVER 1991). Zaroven vsak preferuje lokality s vy$sim pH (nad 7) (SIVER 1995).

2.1.4. Tvarova variabilita Supin

Kiemicité Supiny urcitého druhu vykazuji velikou morfologickou variabilitu v podstaté na
vSech urovnich — v ramci jedné buiiky, v pribéhu sezony i mezi jednotlivymi lokalitami
(KRISTIANSEN 1979). Zadné 2 Supiny nikdy nevypadaji uplné stejné. Zarovei viak plati, Ze
tvarova plasticita Supin je konstrukéné omezena — Supiny maji sice rizny tvar a velikost, musi
si ale zachovat svoji pevnost a musi byt piesné vélenény mezi ostatni Supiny tvotici schranku
(NEMCOVA et al. in press).

Jen na jedné bunice mize byt pfitomno nékolik typd Supin, které mohou byt zietelné
odlisné. Avsak také Supiny jednoho typu méni svoji morfologii postupné vzhledem k pozici
na bufice (SIVER 1991, KRISTIANSEN 2002). Pravé variabilita Supin v zavislosti na jejich
umisténi byla studovana u druhu Mallomonas kalinae (NEUSTUPA et al. in press). Autofi
zjistili, Ze hlavni tvarovy trend souboru Supin je spojeny jak s velikosti, tak s polohou.

Nicméné, vztah mezi polohou a velikosti neni linedrni - nejvét§$i Supiny se nachézeji
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v prostfedni ¢asti builky. Navic, poloha ma vliv na tvar Supin 1 po odstranéni vlivu velikosti
(NEUSTUPA et al. in press). Také u druhu Synura curtispina je hlavni tvarova variabilita
spojena s pozici §upin na buiice (REZACOVA-SKALOUDOVA et al. in press).

Co se ty¢e mezipopulacni variability, signifikantni rozdil ve tvaru Supin Mallomonas
caudata z riznych lokalit potvrdili REZACOVA & SKALOUD (2005). NEUSTUPA & NEMCOVA
(2007) zkoumali tvarovou variabilitu ptirodnich populaci Mallomonas striata. Mira
variability byla vétsi v datovém souboru Supin z celého svéta nez v rdmcei jedné populace, coz
muize znamenat, Ze na ni maji vyznamny podil rizné hodnoty ekologickych parametrti, které
se v ramci celého svéta odlisuji vice nez v podminkach jednoho rybnika. Vliv dvou klicovych
faktorti vodniho prostfedi — teploty a pH na variabilitu Supin jsem se rozhodla podrobné

studovat ve své diplomové praci.

2.2. Teplota

Teplota vody je dualezitym ekologickym faktorem, ktery plisobi na Zivé organismy a
urc¢uje a ovliviiuje jejich rozsifeni, chovani a metabolismus. Rizné organismy mivaji rtizna
teplotni optima, v uritém rozsahu teplot jsou schopny rist a rozmnozovat se, v jesté SirSim
pak mohou alespoii po omezenou dobu piezit. VétSina fas ma své teplotni optimum
(vyjadfené maximalni ristovou rychlosti) mezi 15 a 25 °C (BRONMARK & HANSSON 2005).

Voda ptedstavuje teplotné pomérné stabilni prostiedi bez vyrazného kolisani. Divodem je
(ve srovnani s jinymi latkami) velkd tepelnd kapacita vody. Diurndlni i sezonni teplotni
vykyvy, které mohou byt v okolnim terestrickém prostfedi velmi vyrazné, jsou tak ve vodé
podstatné snizeny, predevsim tedy ve velkych a hlubokych vodnich télesech (BRONMARK &
HANSSON 2005).

S teplotou jsou tésn¢ spojeny i dalsi vlastnosti vody a vodniho prostfedi. Napiiklad
hustota vody zavisi na teploté, coz je mimo jiné pfi¢inou teplotni stratifikace, ke které dochazi
ve vétsich jezerech a nadrzich. Tento jev ma klicovy vliv na fungovani celého ekosystému
stojatych vod. Podobné i viskozita vody souvisi s teplotou. Voda ma sice ve srovnani s jinymi
kapalinami relativné malou viskozitu, ale pro malé organismy jako je plankton predstavuje
velmi viskozni prostfedi. S rostouci teplotou viskozita klesa, coz na jednu stranu usnadiuje
pohyb, avSak zaroven se zvySuje rychlost klesani planktonu ve vodnim sloupci (LAMPERT &

SOMMER 1997).
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Teplota vody rovnéz ovlivituje rozpustnost plynit (napt. O,, CO,), jejichz dostupnost je
pro pteziti vodnich organisma klicova. Plati, ze chladnd voda obsahuje vice rozpusténych
plynt nez tepld (LAMPERT & SOMMER 1997).

Schopnost organismu zit pouze v uréitém teplotnim rozmezi je dana vlivem teploty na
jeho metabolismus. Ptili§ vysoka teplota naruSuje membrany a stabilitu bilkovin, fada enzymi
pfestava fungovat. Reak¢ni rychlost riiznych chemickych, biochemickych ¢i fyziologickych
procesu s teplotou nejprve stoupd, aZz do dosazeni optima (LAMPERT & SOMMER 1997). Se
zvysujici se teplotou roste také specificka ristova rychlost populaci, a to az do bodu, kdy je

dosazeno maximum, poté rychlost opét klesa (REYNOLDS 2006).

2.21. Vliv teploty na velikost organismu

Vyznamny vztah byl objeven také mezi teplotou a velikosti organismi. ATKINSON (1994)
vysledoval u riznych ektotermnich organismi, Ze se zvySujici se teplotou dochazi ke
zmensSovani jejich tél. Nicméné, v extrémné nizkych, subletalnich teplotach vede dalsi snizeni
teploty naopak ke zmenSeni velikosti. Na druhou stranu v extrémné vysoké teploté reaguji
organismy ruzné¢ — zvétSenim i zmenSenim svého objemu (obr. 2.5). Toto pravidlo
(,,temperature size rule®, ,,TSR*) bylo déale podrobnéji prozkoumano u protistnich organismt
(ATKINSON et al. 2003). Metaanalyzou publikovanych dat zjistovali autoii zavislost objemu
bunky na teploté (mimo teplotni extrémy). Ukazalo se, Ze tento inverzni vztah je skutené
linearni a obecné platny, 1 kdyz vyjimky existuji. Je nezavisly na taxonomické skupiné,
zpusobu vyzivy i na typu habitatu (dle salinity). Autofi vypocitali, ze praimérn€ na kazdy 1 °C
zméni protistni organismy svilj objem o cca 2,5 % objemu, jaky maji pti 15 °C.

f

velikost

Y

teplota

Obr. 2.5: Zavislost maximalni velikosti na kultiva¢ni teploté u ektotermnich organismti — obecny
vztah. V extrémné nizkych teplotach (zona L) velikost roste s teplotou. V bézném rozsahu teplot, se
kterymi se organismus setkava v piirodé (N), je vztah inverzni. V extrémné vysokych teplotach (H) je
mozné ocekavat rizné typy odpoveédi (ATKINSON et al. 2003).
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ATKINSON et al. (2003) navrhuji hned nékolik hypotéz, které by tento jev mohly
vysvétlovat. Nabizi se naptiklad adaptace na klesani. Jak jiz bylo zminéno, teplejsi voda je
mén¢ viskdzni, rychlost poklesu je tudiz vétsi a mensi objem bunky klesani zpomali. Zminéna
hypotéza by dobte vysvétlila adaptaci u planktonnich organismi, ale Atkinsonovo pravidlo je
mnohem obecnéjsi, plati napfi¢ rliznymi ektotermnimi organismy a na n¢ toto vysvétleni uz
pouzit nelze (ATKINSON 1994).

Pravdépodobna je proto jedna z nésledujicich dvou hypotéz. Prvni souvisi s pfijmem latek
z okoli. V teplejsi vodé je mén¢ rozpusténych plynt (O,, CO,), naproti tomu metabolické
procesy jsou rychlejsi a poptavka po nich vétsi. Mala buitka ma relativné vétsi pomér povrchu
ku objemu a také translokace zivin uvnitt buiiky je snazsi, rychlejsi (REYNOLDS 2006). Pro
tuto hypotézu hovoii i vysledky jedné ze studii zahrnutych do analyz v praci ATKINSONA et al.
(2003): THOMPSON et al. (1992) pozorovali opacnou zavislost teploty a velikosti u rozsivky
Phaeodactylum tricornutum — jeji objem rostl s teplotou. Tato studie se ale liSila od ostatnich
tim, Ze ve vysSich teplotich bylo médium probublavano vzduchem, a tudiz zde vlastné
chybéla zminéna limitace nedostatkem CO, (ATKINSON et al. 2003).

Druhd moznost vychézi z evolucni teorie. Ve velké populaci existuje selekce na Casnou
reprodukci. Mensi velikost by tedy odrazela casné déleni bunck jako adaptaci na zvysujici se
rust populace (ATKINSON et al 2003). Tuto hypotézu by podporovaly vysledky studie na fase
Micrasterias rotata (NEUSTUPA et al.2008), ve které se ukazalo, ze zmifiovana krasivka ma ve
vyssich teplotach mél¢i zarezy. Tedy, pii selekci na ¢asnou reprodukci by se bunka délila co
nejdiive, a proto by morfogeneze nebyla zcela dokonala a zarezy mezi laloky by tedy nebyly
dostate¢n¢ hluboké (NEUSTUPA et al. 2008). Zaroven tyto vysledky popiraji prvni hypotézu —

m¢élc¢i laloky znamenaji mensi pomér povrchu ku obkemu.

2.2.2. Teplota jako stresovy faktor

Organismy vystavené podminkam lezicim za hranici pro n¢ béznych hodnot ekologickych
faktord prostfedi (environmentalnimu stresu) vykazuji zvySenou fenotypickou plasticitu. Ta
muze byt zplisobena zdsadnim poskozenim fyziologickych funkci a naruSenim spravného
vyvoje. Také se vSak mize jednat o projev skryté genetické variability, kterd neni za
normdlnich podminek exprimovana. Tim se zvysi pravdépodobnost, ze alespon mala cast
jedinci, kteti vykazuji pravé fenotyp vhodny pro nové podminky, piezije a bude se dale

rozmnozovat (shrnuto v GHALAMBOR et al. 2007). ZvySeni fenotypické variability

11
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v extrémech teplot (jak vysoké, tak nizké) jako dusledek ptlisobeni stresu jiz bylo pozorovano
napt. u octomilek (IMASHEVA et al. 1997).

Na krasivce Micrasterias rotata se extrémné vysoka kultivacni teplota (30 °C) projevila
tvorbou aberantnich bun€k (vegetativnich diploidi) se zmnozenymi lateralnimi laloky.
Vysoka teplota tedy zfejmé vedla k naruSeni procesu mitdézy a ontogeneze. Normalni
experimentalnich teplotdch (NEUSTUPA et al. 2008).

Abnormalni morfologie byla téz pozorovana u antarktickych makrofas Geminocarpus
geminatus a Cladophora repens péstovanych v 8, resp. 12 °C, coz byly nejvyssi teploty, kdy
tyto fasy vliibec mohly rast (MCKAMEY & AMSLER 2006).

2.2.3. Vliv teploty na vyskyt a rist chrysomonad

Chrysomonady lze v pfirodé nalézt v Sirokém rozmezi teplot. Napi. SIVER (1991), ktery
shrnul literarni tdaje o nalezech druhti rodu Mallomonas, uvadi jejich vyskyt v teplotnim
rozmezi 0-31 °C. Casto vykazuji nejvétsi biomasu brzy na jafe po roztati ledu, kdy jsou
teploty hodné nizké. Tento jev lze vedle pfimého vlivu teploty vysvétlit 1 zvySenym
osvétlenim, koncentraci zivin ¢i malym preda¢nim tlakem (SIVER 1995).

Rada laboratornich experimentl ukézala, e optimalni teplota, pfi niZz kultury dosahuji
nejvyssi ristové rychlosti, byva obvykle vyssi nez teplota, pii které se hojné populace

vyskytuji bézné v ptirodé. U S. petersenii byla nejvyssi ristova rychlost naméfena pii teploté

SAXBY-ROUEN et al. 1997). Nicméng¢, v jiné studii 3 rizné kmeny S. petersenii izolované z
ruzné teplé vody dosahovaly nejvétsi ristové rychlosti shodné pii 15 °C (KiM et al. 2008),
obr. 2.6.

| _ |
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Synura sphagnicola, kterd byla izolovana z vody teplé 7-8 °C, kde tvofila vyrazny
vegetacni zékal, dosahovala maximalni rstové rychlosti pfi malé¢ ozéatfenosti v 10 °C a pfi
velké v 17 °C (HEALEY 1983).

Studované druhy mallomonad také v kultuie vykazovaly vyssi teplotni optimum (18-
21 °C) nez by odpovidalo pivodnim lokalitam, odkud byly izolovany (11,1-17,8 °C) (LEE &
KiM 2007). (Obr. 2.7) K podobnému zavéru u Mallomonas tonsurata dospéla i GUTOWSKI
(1996) — jako optimalni uvadi teplotu 20 °C.
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Obr. 2.7: Riistové kiivky druhu 3 =
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Mallomonas tonsurata pti riznych .
teplotach. Podle LEE et al. (2007). 10 : : : L ! ! o3
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Den
224, Vliv teploty na morfologii kiemicitych struktur

Morfologie kifemicitych Supin a ostnil je také prokazatelné ovlivnéna teplotou. Naptiklad
s ni souvisi typ ostni u druhu Mallomonas crasssisquama. Ve vodé chladnéjsi nez 12 °C lze
najit zastupce se seratnimi ostny, naopak v teplotach nad 15 °C se vyskytuji jedinci s ostny
helmicovitymi. Oba dva typy najednou muizeme nalézt v rozmezi teplot 9-20 °C. Moznym
vysvétlenim mize byt prizptisobeni ménici se viskozité¢ vody, kterd klesa s rostouci teplotou.
klesani buiiky ve vodnim sloupci pfi niz§ich hodnotach viskozity (SIVER & SKOGSTAD 1988).

V laboratornich podminkach bylo také zjisténo, ze Supiny Mallomonas tonsurata se se
vzristajici teplotou zkracuji, zatimco jejich Sifka ziistava stejna. S teplotou se rovnéz zvétsuje
plocha domu a pfi teploté 20 °C ma také nejvétsi pocet Supin plné vyvinutou sekundarni
vrstvu (GUTOWSKI 1996).

Kazdy ze 3 kmend Synura petersenii reagoval na zménu teploty odlisn¢ (MARTIN-
WAGENMANN & GUTOWSKI 1995). Pouze jeden ze tii studovanych kment mél ve vyssi
teploté signifikantné krat$i Supiny. Jiny kmen (morfologii jako jediny odpovidajici Synura

petersenii f. petersenii) ménil obrys — ve vyssi teploté byly Supiny zfetelné ovalngjsi. Treti
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z kment naproti tomu vykazoval prodluzovéani prehnutého okraje (MARTIN-WAGENMANN &
GUTOWSKI 1995).

Plasticita tvaru kfemicitych Supin byla jiz studovéana také pomoci metod landmarkové
geometrické morfometriky. NEMCOVA et al. (in press) kultivovali druh Synura echinulata na
zktizeném gradientu teploty a osvétleni. VSechny Ctyfi skupiny se od sebe signifikantné lisily,
také nejmensi a jeSt¢ vykazovaly nejvétsi morfologickou disparitu. Protoze se v téchto
kultiva¢nich podminkéach objevily i cysty, dd se predpokladat plisobeni environmentdlniho
stresu (NEMCOVA et al. in press).

REZACOVA-SKALOUDOVA et al. (in press) studovali vliv teploty na morfologickou
variabilitu $upin druhti Mallomonas kalinae a Synura curtispina. Supiny M. kalinae byly
v krajnich teplotach (10, 25 a 30°C) tvarové podobné — kulatéjsi, zatimco ve stfednich
hodnotach pokusnych teplot byly spiSe protazené. Dém byl v nejnizsi teploté zietelné mensi.
U S. curtispina bylo se zvySujici se teplotou pozorované protazeni Supin do ovalného tvaru.
Také se zkracoval piehnuty okraj, tudiz distdlni ¢ast Supiny pokrytd sekundarni vrstvou

zasahovala dale. U obou druhil bylo téZ prokdzano zmenSovani Supin s rostouci teplotou.

2.3. pH

Dal$im vyznamnym faktorem prosttedi, ktery ptisobi na chemii vody a tim i na organismy
v ni zijici, je pH. Navic, toto ovliviiovani je vzdjemné — ¢innost organismui zaroven meéni pH
prostiedi. Je vSak tézké odlisit od sebe pfimy a neptimy vliv pH (LAMPERT & SOMMER 1997).

Protoze pH je definovano jako zaporny dekadicky logaritmus koncentrace iontu H;O", je
ziejmé, ze jeho hodnota vyjadiuje ptitomnost a poméry jednotlivych iontd, jejich dostupnost a
reaktivitu. Pro spravné fungovani enzymu je dilezity urcity rozsah pH ve vnitrobunééném
acidofilni organismy maji mechanismy, jak udrzet uvnitt buiiky neutrdlni pH i1 v extrémné
kyselém prostiedi (RAT1 & GAUR 2001).

Nepiimy efekt zmény pH se projevuje na dostupnosti zivin nezbytnych pro bunku.
Predevsim je zde silnd vazba na dostupné formy anorganického uhliku. CO, se dobie
rozpousti ve vodé, kde casteCné zlistdva volny a ¢asteCné tvoii kyselinu uhli¢itou. Oxidu
uhlic¢itého je diky této reakci ve vodé¢ vlastné vice nez teoreticky dle Henryho zékona, ktery

obecné urcuje rozpustnost plyntt (LAMPERT & SOMMER 1997). Se zvysujicim se pH klesa
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podil volného CO, (nebo H,COs) a ptibyva podil hydrogenuhli¢itanového aniontu. Pii jesté
vysSim pH se anorganicky uhlik nachdzi ve formé uhli¢itanového aniontu. Tento systém je
ovlivnén fotosyntézou a respiraci. Jak je CO, odebiran rostlinami pro fotosyntézu, rovnovaha
se posouva smérem k hydrogenuhli¢itaniim a uhli¢itanim a pH stoupa. Je-li i HCO;™ zcela
vycerpan, miize pH stoupnout dokonce az na stupeni 11 (REYNOLDS 2006).

V pfirodé¢ tak mize béhem dne (spolu se zménou intenzity fotosyntézy) dochazet k
rozsahlému kolisani pH. Tomuto nebezpec¢i jsou vystaveny piedevSim lokality s nizkou
alkalinitou — kyselinovou neutraliza¢ni kapacitou. Naopak velkou alkalinitu vykazuji typicky
lokality na vapencovém podlozi. Systém uhli¢itan-hydrogenuhli¢itan-kyselina uhli¢ita zde
funguje jako pufr, ktery i pfes zménu obsahu H' udrZi pH vody. Cim vice je ve vodé vapniku,
tim vice zistava HyCO3 (LAMPERT & SOMMER 1997, BRONMARK & HANSSON 2005).

Hodnota pH je kromé¢ fotosyntézy a respirace ovlivnéna jesté¢ dalSim biologickym
procesem — asimilaci dusiku. Kdyz tasy odebiraji amonny kation, ekvivalentni mnozstvi
protonti musi byt uvolnéno; kdyz piijimaji nitraty, protony musi byt naopak odebrany. Pti pH
nad 10,5 ve vod¢ ptevazuje toxicky amoniak nad neskodnym amonnym kationtem, coz mize
vést az k hromadnému uhynu ryb. Podobny vztah mezi pfijmem zivin a pH plati i pro jiné
ionty, nicmén¢ tyto procesy jsou z kvantitativniho hlediska zcela minoritni (LAMPERT &
SOMMER 1997).

Dostupny fosfor se ve vodé¢ vyskytuje v podobé¢ tii forem kyseliny ortofosfore¢né, jejichz
zastoupeni je ovlivnéno pravé pH (REYNOLDS 2006). Kromé toho miize fosfor tvofit
slouceniny s riznymi kovy. Pii hodnotach pH nizSich nez 8 jsou fosfaty pevné vazany ve
slouceninéch, avsak pti vy$sim pH jsou fosfaty nahrazeny hydroxidovymi anionty a uvolnény
do vody (BRONMARK & HANSSON 2005). Podobné kyselina monokiemicitd (H4SiO4) ¢ili
rozpustny reaktivni kiemik se vyskytuje pouze v pH pod 9 (REYNOLDS 2006).

Rada kovii miize byt v uritych formach dokonce toxicka. Rozpustnost Fe, Cu, Zn, Ni, Pb
a Cd stoupa s klesajicim pH, u Va a Hg plati vztah opacny. Hlavni problém zptsobuje toxicita
hliniku v kyselém prostfedi, protoZze se jednd o pomérné casty prvek v zemské kife.

Nebezpeeny je ve formé kationtu AI’" (LAMPERT & SOMMER 1997).

2.31. Vliv pH na chrysomonady

Jak jiz bylo zminéno, pH je zasadnim faktorem urcujicim distribuci chrysomonad.

Podstatou tohoto vlivu je zfejmé pravé zastoupeni jednotlivych forem uhliku. SAXBY-ROUEN
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et al. (1998) pomoci kultiva¢nich experimentti dokazali, Ze inhibice ristu Synura petersenii ve
vysSich hodnotach pH neni zpiisobena pH jako takovym, nybrz pravé dostupnosti CO,.
BHATTI & COLMAN (2005, 2008) dukladné provéfili fyziologické charakteristiky dalSich
druhti chrysomonad. Potvrdili, ze vykazuji vlastnosti fadici je mezi organismy s difuznim
piijmem CO; na zaklad¢ gradientu pH mezi intracelularnim a extraceluldrnim prostiedim.
Naopak postradaji schopnost ptfimého piijmu hydrogenuhli¢itani a nemaji ani externi
karbonickou anhydrazu, kterd by umoznila vyuziti hydrogenuhli¢itanti v neutralnim pH
(BHATTI & COLMAN 2005, 2008). Nicméné nadale zlistava otazka, zda vyznamny vliv pH na
chrysomonady souvisi pouze s dostupnosti uhliku, nebo tfeba i s dalSimi metabolickymi
funkcemi, napft. aktivitou enzymi ¢i zménou vlastnosti membran (SIVER 1995).

Podobné jako u teploty byl také vliv pH na rlstovou rychlost studovan v laboratornich
podminkach. Hned nékolik nezavislych experimentli bylo provedeno na druhu Synura
petersenii. WEE et al. (1991) studovali morfologicky odlisné kmeny v pH od 5,5 do 8.5.
Vsechny kultury vykazovaly pozitivni rust, kazdy z kment vSak dosahoval nejvyssi ristové
rychlosti v jiném pH (5,5; 6,5; 7,5). SAXBY-ROUEN et al. (1997) zjistili, Ze jimi vybrany kmen
ma rust ohrani¢eny hodnotami 3,3-3,9 a 8-8,4. Rustova rychlost byla hodnotou pH znacné
ovlivnéna — maxima dosahovala pti hodnotach mezi 5,5 a 6,5. GAVRILOVA et al. (2005) uvadi
inhibici rastu u S. petersenii ptfi hodnotach 4,5 a 9,5. Dalsi studie na jinych kmenech
S. petersenii pak ukazala maximalni rtstové rychlosti pti pH 7,5 az 8,2, v pH 8,5 jiz nebyl
pozorovan rust u zaddného z pokusnych kmeni (KiMm et al. 2008), obr. 2.8.

120 |' -
E 100 |
= |
o
5 |
B0 |
|
Obr. 2.8: Ristové kiivky B 40
jednoho ze studovanych 2
o = 20
kment druhu Synura )
petersenii v rizném pH. T o=k S I S R
Podle KIM et al. (2008) 02 4 6 B1D01214 1618 20 22 24

Den

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 pii pH 6, tii odlisné kmeny druhu Mallomonas caudata vykazovaly vyznamné
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rozdily — nejvétsi rust byl pozorovan v rozmezi hodnot pH 5-7. Druhy M. elongata, M.
crassisquama a M. tonsurata ve studii LEE et al. (2007) vykazovaly nejvyssi ristovou

rychlost a nejvétsi populacni hustotu v pH 5-6 (Obr. 2.9).

1000000
‘E- 100000 p[—: 4
= -
'E 10000 - —S—pH3
o 1000 |- iy, —]}[-: -
-8 o —X-—pHE
G 100 F D
Obr. 2.9: Ristové kiivky druhu 8- y L
Mallomonas tonsurata v rizném ST o 5 10 15 20 25
pH. Podle LEE et al. (2007). Den

Me¢ftena byla také rychlost fotosyntézy. U druh@t Synura petersenii a S. uvella byla
nejvyssi mezi pH 5 a 6,5, ve vyS$Sim pH znacné poklesla (BHATTI & COLMAN 2008). M.
papillosa ma nejvétsi rychlost fotosyntézy pii pH 6 (BHATTI & COLMAN 2005).

Hodnota pH vSak nemda vliv pouze na rastovou rychlost, ale i na morfologii Supin.
GAVRILOVA (2005) provedla morfometrickou analyzu Supin fasy S. petersenii, ktera byla
kultivovana pii riznych pH. Stres zplsobeny extrémni kyselosti ¢i zasaditosti média se
projevil poskozenim Supin, které byly slab¢ silifikované, nepravidelné, kyl byl zkraceny,

zmnozeny ¢i jinak deformovany.
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3. Material a metody

3.1. Kultivaéni experimenty

3.1.1. Pouzité kultury

Pro experimenty jsem pouzila klonalni kultury druhtt Synura petersenii, S. echinulata,
S. sphagnicola a Mallomonas tonsurata, které¢ byly izolovany z ptirodnich vzorkd. Detaily
ohledné jejich izolace jsou uvedeny v tabulce 3.1. Izolace byla provedna pomoci tenké
sklenéné pipety pod svételnym mikroskopem. Vzdy jedna buiika (popt. kolonie) byla
procisténa v sérii kapek sterilniho média a poté vstiiknuta do komiirky sérologické desticky,

kde se kultura nechala nartst a poté byla pienesena do Erlenmayerovy baiiky o objemu 50 ml.

Druh Datum Popis lokality Teplota pH Izolovala

S. petersenii 9.2.2007 lesni tan u Mezni Louky 1,9°C 4,2 M. Pichrtova

S. echinulata 9.2.2007 lesni tan u Mezni Louky 1,9°C 4,2 M. Pichrtova

S. sphagnicola 10.7.2006 Brehyné — odvodriovaci - 3,6 Y.Némcova
kanal

M. tonsurata 16.11.2007 rybnik Praha-Petrovice - 7,4 M. Pichrtova

Tab. 3.1: Shrnuti daji ohledn¢ izolace pouzitych kultur z ptirody. Pii dvou z uvedenych odbéri
nebyla méfena teplota, ale petrovicky rybnik, odkud byl izolovan M. tonsurata, byl v dobé odbéru
témef zamrzly.

Ke kultivaci bylo pouZito modifikované médium DY IV (ANDERSEN 1997, REZACOVA
2003). Piprava tohoto média obnasi smichani uvedeného mnozstvi latek (Tab. 3.2) v 950 ml
destilované vody, nasledné doplnéni objemu na 1 litr a sterilizaci v autoklavu. Pouze vitaminy
se pridavaji az Gplné na konec, po sterilizaci. Rozpis piipravy zasobnich roztokl stopovych

prvki a vitamini je uveden v tabulkach 3.3 a 3.4.

3.1.2. Prubéh experimenti

Pro ucely teplotniho pokusu byly pfislusné kultury nao¢kovany do sérologickych desticek.
Na pocatku experimentu bylo v kazdé komtrce 3-5 kolonii, respektive cca 10 bun€k v ptipadé

rodu Mallomonas. Jedna z pokusnych desticek je zobrazena na obr. 3.1. Samotna
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experimentalni kultivace probihala v lednici s termostatem, kde se nachéazeji samostatné
nastavitelné boxy. Prostor lednice je osvétlen zafivkou Osram Fluora L 18W/77. Zvolila jsem
experimentalni teploty 5, 10, 15, 20 a 25 °C a stfidavy svételny cyklus: 16 hodin svétla
(ozéafeni 35 pmol m? s™) a 8 hodin tmy. Pokusy byly ukongeny po 20-30 dnech, kdy byly
populace dost husté a dobfe narostlé. Pred dalSim zpracovanim jsem obsah jednotliych
komtrek (mimo kontaminovanych a takovych, kde populace viditeln¢ nenarostla) slila do

jedné zkumavky.

Mnozstvi Chemikalie Zasobni roztok

1,0 ml MgS0O,.7H,0 5,0 g/100 ml dest. H,O
1,0 mi KCI 0,3 g/100 ml dest. H,O
1,0 mi NH,4CI 0,268 g/100 ml dest. H,O
1,0 ml NaNO; 2,0 g/100 ml dest. H,O
1,0 mi B-glycerolfosfat 0,216 g/100 ml dest. H,O
1,0 mi H;BO3 0,08 g/100 ml dest. H,O
1,0 mi Na,EDTA 0,7g/100 ml dest. H,O
1,0 ml Na,SiO; 0,6 g/100 ml dest. H,O
1,0 ml FeCl;.6H,0 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

1,0 ml vitaminovy roztok

Tab. 3.2: Chemikalie na pfipravu média DY IV. Nejprve se pfipravi zasobni roztoky a pak je pridan
1 ml kazdého roztoku do média o vysledném objemu 1 1 (REZACOVA 2003).

Mnozstvi Chemikalie Mnozstvi Chemikalie Zasobni roztok

31,4 mg MnCl,.4H20 1,0 ml B12 0,5 g/l dest. H,O

4,5mg MnS0O,4.H20 10,0 mg Thiamin HCI -

1,46 mg CoCl,.6H,0

2,35 mg Na,Mo00,4.2H,0 Tab. 3.4: Navod na pfipravu vitaminového roztoku.

0,13 mg NH,VO; Uvedené mnozstvi se prida do 80 ml destilované

0,27 mg Na,SeO, V9dy a poté se doplni na kone¢ny objem 100 ml
(REZACOVA 2003).

Tab. 3.3: Navod na pfipravu zasobniho
roztoku stopovych prvki. Uvedené mnozstvi
se rozpusti v 10 ml destilované vody.
Nakonec se dil¢i roztoky smichaji a doplni
destilovanou vodou na kone¢ny objem 100
ml (REZACOVA 2003).

Kultivace v rizném pH probihala v Erlenmayerovych baiikach o objemu 50 ml. Médium
DY IV obsahovalo pufr HEPES (CsH;sN,O4S 2 Na) pro pH 7,5 a 8,5 nebo MES (C¢H3NO4S
H,0) pro 4,5; 5,5 a 6,5. Reakce média byla upravena ptidanim 0,1M roztoku HCI ¢i NaOH.
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Rovnéz béhem pokusu byla hodnota pH podle potieby kazdé dva dny upravovana. Pocatecni
kutura méla hustotu cca 200 bun¢k na 1 ml. Pokusy byly zaloZeny ve dvou opakovanich a
probihaly pfi konstantni teploté 15 °C cca 3 tydny, kdy uZ byla populace natolik husta, ze byl
patrny zékal. Ptiklad experimentélni baiiky je na obr. 3.2.

Obr. 3.1: Serologicka desticka s vyznacenymi

komirkami, kam byla zaockovana inicialni Obr. 3.2: Piiklad Erlenmayerovy bariky o
kultura pro dany experiment. Kolem dokola objemu 50 ml pro experimenty s riznym pH.
téchto komirek je jedna fada vyplnéna

destilovanou vodou, aby se zabranilo

priliSnému vysychani.

3.1.3. Transmisni elektronova mikroskopie

Vzorky z jednotlivych pokusnych teplot jsem nakapala na médéné sitky pokryté
formvarovou blankou a po zaschnuti jsem v sérii kapek destilované vody vyplachla preparat
od soli z média. K samotnému prohlizeni vzorka a potizeni fotografii byl pouzit mikroskop
JEOL 1011, pro kazdy druh a kazdou pokusnou skupinu jsem pii stejném zvétSeni

vyfotografovala 50 ndhodn¢ vybranych Supin na 4-6 sitkach.

3.2. Metody analyzy dat

3.21. Geometricka morfometrika

Geometrickd morfometrika (GM) prestavuje soubor metod, které se zabyvaji analyzou
tvaru. Tvar je chapan ve smyslu KENDALLA (1977), ktery ho definoval jako ,,veSkerou

geometrickou informaci, ktera zlstane po odfiltrovani vlivu pozice, velikosti a rotace
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objektu®. S pomoci GM lze popsat a statisticky zhodnotit tvar a jeho zmény, které je posléze
mozné zobrazit rekonstrukci na puvodnich objektech a snadno biologicky interpretovat.
V poslednich letech se geometrickd morfometrika stala uZiteCnym néstrojem studia tvaru
takika ve vSech biologickych oborech (ADAMS et al. 2004). GM jiz také byla pouzita na feSeni
rtiznych otazek ohledn& morfologie kiemigitych Supin chrysomonad (REZACOVA & SKALOUD
2005, NEUSTUPA & NEMCOVA 2007, PICHRTOVA & NEMCOVA 2008, NEMCOVA et al. in press,
NEUSTUPA et al. in press, REZACOVA-SKALOUDOVA et al. in press). Pro tigely této studie byly
zvoleny landmarkové metody GM, které jsou zaloZeny na definovani homologickych bodt —
landmarkl — na vyznaénych mistech studovanych struktur.

Soucasti geometricko-morfometrickych analyz je také tzv. Prokrustovska superimpozice,
pii které se jednotlivé objekty ptes sebe pielozi tak, aby se eliminovala pravé variabilita
zpiisobend pozici, rotaci a velikosti a zlstaly pouze tvarové rozdily. Pfi superimpozici
ziskdme nové tvarové proménné, tzv. Prokrustovské soufadnice (ZELDITCH et al. 2004).
Soucasti procesu superimpozice je vypocet primérného referencniho objektu (tzv. konsenzu),
od né¢hoz maji vSechny ostatni minimalni vzdalenost a se kterym se jejich konfigurace
porovnavaji (ROHLF 2007).

Dutlezitou soucésti analyzy tvaru pomoci landmarkovych metod je tzv. metoda ohebnych
pasku (thin-plate spline), kterd slouzi k vizualizaci tvarovych zmén. Jedna se o interpolacni
funkci operujici 1 se zménami, ke kterym dochazi v oblastech mezi landmarky (ZELDITCH et
al. 2004). Vyuziva ptedstavy projekce soufadnicové sit€¢ s referenénim objektem na
nekonecné velky a tenky kovovy pasek, jenzZ musi byt zprohyban a natahovan, aby z n¢ho

vznikl tvar cilovy (MARHOLD & SUDA 2002).

Homologické body

Landmarky mohou byt umisténé na konkrétnim bodé, avSak nckteré mohou byt
definovany jako tzv. semilandmarky (BOOKSTEIN 1997) — jejich pozice neni pevna, ale je
dana dvéma sousednimi body, mezi nimiz v prubéhu procesu superimpozice ,,klouzou®.
Semilandmarky tak mohou vyznacovat obrysy a tvary kiivek.

Digitalni fotografie Supin jsem nejprve pievedla do formatu tps pomoci programu tpsUtil
1.38 (ROHLF 2006) a zvolené landmarky jsem poté definovala v programu tpsDig 2.12
(ROHLF 2008). Konkrétni umisténi vyznacnych bodli na Supinach studovanych druhi je
zobrazeno na obr. 3.3. Celkové jsem u Synura petersenii vyznacila 30 homologickych bod,

u S. echinulata 26, u S. sphagnicola 20 a u Mallomonas tonsurata 25. U vSech druhd jsem
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rozmistila landmarky a semilandmarky po obvodu, aby popsaly celkovy obrys. Navic, u
S. petersenii jsem vyznacila rovnéz piehnuty okraj, obrys kylu a spodni bod otvoru v bazalni
desce. Do analyz jsem vybirala pouze télové Supiny. U télovych Supin S. echinulata byl
rovnéz zkouman piehnuty okraj a otvor, ale také poloha dvou poslednich port distalni casti.
S. sphagnicola bohuzel postrada slozitou sekundarni strukturu, ktera by umoznovala definovat
vetsi mnozstvi bodti. Kromé celkového obrysu jsem tedy zkoumala uz pouze stied otvoru pod
osténkem a rozsah pole bez port. Fotografovala jsem opét pouze télové Supiny. Nakonec, u
M. tonsurata jsem se zam¢fila na Supiny s domem nachéazejici se v pfedni ¢asti bunky.
Morfologické rozdily mezi apikalni fadou a télovymi Supinami s domem nejsou zcela
ziretelné, a tudiz jsem je v analyzach nerozliSovala. Podobné¢ postupovali i GUTOWSKI (1996) a
HAHN et al. (1996). Na Supindch jsem studovala kromé& obrysu také tvar a Sitku V-Zebra a

spodni okraj domu.

Obr. 3.3: Rozmisténi pevnych landmarkd (Cervené) a semilandmarkti (modte): a — Synura petersenii,
b — Synura echinulata, ¢ — Synura sphagnicola, d — Mallomonas tonsurata.

Symetrizace

Supiny chrysomonad jsou v principu bilateralné symetrické struktury. Nicméng, u dvou
druhd, konkrétné u Synura petersenii a Mallomonas tonsurata bylo mozné odlisit levou a
pravou stranu. M. tonsurata ma ztetelné¢ asymericky dom (asymetrie domu je zplsobena
ukotvenim vyrazné bazalni ¢asti ostnu) a rovnéz u S. petersenii l1ze vypozorovat urcité rozdily,
piedevs§im na tvaru kylu a nestejné délce prehnutého okraje (viz obr. 3.3a). U zbyvajicich
dvou druhii v§ak nebylo moZné dvé€ strany jasné definovat, i kdyZ Supiny jsou vzdy alespon
mirné¢ asymetrické v disledku jevu tzv. fluktuacni asymetrie. Proto byla u S. echinulata a

S. sphagnicola provedena symetrizace podle KLINGENBERGA et al. (2002).
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Nejprve se zkopiruji souradnice vSech landmarkli a v nové vzniklém datovém souboru se
x-ov¢ soufadnice vyndsobi Cislem -1. Poté se pfeznaci ¢isla landmarkt tak, jak sobé navzajem
odpovidaji dvojice dle symetrie podle podélné osy Supiny. Landmarky lezici na této ose
nemaji zrcadlové protéjsky, a tudiz si ponechaji Cislo piivodni. Nasleduje Prokrustovska
superimpozice puvodnich a novych (obracenych a preznacenych) objektti. Nakonec se z takto
ziskanych Prokrustovskych soutadnic vypocita pro kazdou dvojici pramér, ktery odpovida jiz
zcela bilateralné symetrickym Supinam (KLINGENBERG et al. 2002). Postup symetrizace byl
zrealizovan v n€kolika krocich s pouzitim programit Microsoft Office Excel 2003, WordPad a
PAST 1.56b (HAMMER et al. 2001).

Pro dalsi analyzy byla tedy u obou zminénych druhii pouZita pouze symetrickd Cast

variability. Ta u S. echinulata vysvétluje 61,1 % a S. sphagnicola 68,2 % celkové variability.

Superimpozice a analyza relativnich warpu

Prvnim krokem pted dalSimi analyzami morfometrickych dat je kontrola, zda tvarova
variabilita mezi objekty neni pfili§ velk4, nebot dochazi k aproximaci Kendallova prostoru
linearnim tangencialnim prostorem. Pokud by objekty v tvaroprostoru byly pfilis vzdalené od
referen¢niho, byl by tento pievod velmi nepfesny. Kontrola se provadi pomoci programu
tpsSmall 1.20 (ROHLF 2003).

Samotna Prokrustovskd superimpozice byla provedena pomoci programu tpsRelw 1.45
(ROHLF 2007b). Tento program dale spocita z matice deformacni energie tzv. hlavni warpy,
na které je pak kazdy objekt projektovan, ¢imz se ziskaji parcialni warpy (ROHLF 2007b).
Matice skort na parcidlnich warpech predstavuje vstupni data pro analyzu relativnich warpa
(RWA), jez je vlastné obdobou analyzy hlavnich komponent (PCA), avSak pouze pokud je
faktor alfa nastaven na nulu. Pfi jinych hodnotach tohoto faktoru je umoznéno davat vetsi
vahu deformacim lokalnim (a < 0) ¢i globalnim (a0 > 0). Soucasti vystupu RWA je stejné jako
u PCA ordina¢ni diagram, jehoz prvni osa je vedena ve sméru nejveétsi variability mezi
objekty a kazda dalsi osa je nekorelovand s predchozimi. Tvarova variabilita souboru je tak
nakonec shrnuta mensim poctem proménnych (ZELDITCH et al. 2004, ROHLF 2007b).

Pro porovnani vzdélenosti centroidd skupin v ordina¢nim prostoru jsem zaznamendvala
téz Prokrustovskou vzdalenost vSech dvojic, coz je vzdalenost objekti v Kendallové
tvaroprostoru, v podstaté se jednd o odmocninu ze sumy Ctvercd vzdalenosti mezi
homologickymi landmarky (ZELDITCH et al. 2004). Prokrustovskou vzdalenost lze spocitat

v programu tpsSmall 1.20 (ROHLF 2003).
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3.2.2. Statistické analyzy

Diskriminace skupin

Skory na né€kolika prvnich relativnich warpech (tj. hlavnich komponentach), které v sobé
zahrnovaly téméf celou variabilitu v datech, slouzily jako vstupni data pro dalsi statistické
analyzy, které jsem provedla pomoci programu PAST 1.56b (HAMMER et al. 2001). Nejprve
jsem pomoci analyzy MANOVA (mnohorozmérna analyza variance) testovala rovnost
pramérii na zaklad¢ statistik Wilksovo A a Pillai trace. Nésledujici parova srovnani teplotnich
skupin jsem provedla pomoci dvouskupinovych mnohorozmérnych permutacnich testti (2000
permutaci) na Mahalanobisové vzdalenosti mezi vSemi dvojicemi. Diskriminace ptredem
definovanych skupin byla dale testovana diskrimina¢ni analyzou CVA (analyza kanonickych
variat). Vystupem CVA je opét ordinacni diagram, tentokrat jsou vSak (na rozdil od PCA) osy
vedeny tak, aby maximalizovaly rozdil mezi pfeddefinovanymi skupinami, vedou tedy ve
sméru nejvetsi meziskupinové variability. Ordinacni diagramy uvedené ve vysledcich jsou

vytvoieny v programech MS Excel 2003 nebo Sigmaplot 9.01.

Korelace

Zajimala m¢ rovnéz velikost Supin a jeji vztah k teploté (pH) a hlavnimu morfologickému
trendu v datech vyjadienému prvnim relativnim warpem. V geometrické morfometrice se jako
mira velikosti objektl standardné pouziva tzv. centroidova velikost (CS), ktera je definovana
jako odmocnina ze sumy ¢tverct vzdalenosti landmarkd od stiedu (ZELDITCH et al. 2004).

V programu PAST jsem zjistovala korelaci teploty (pH) a velikosti Supin. Poté jsem pro
jednotlivé dvojice skupin provedla testy shody priiméru a rozptylu, aby bylo mozné urcit, zda
se signifikantné 1i8i svoji velikosti. Krabicové diagramy zobrazené ve vysledcich jsou
vytvofeny na zaklad¢ dat z PASTu v programu Sigmaplot 9.01.

Obdobn¢ byla spocitana i korelace velikosti Supin s RW 1.

Mnohorozmérna regrese

Vztah mezi tvarem Supin a danym parametrem prostiedi byl testovan pomoci

mnohorozmérné regrese v programu tpsRegr 1.34 (ROHLF 2007a). Soucasti vystupu z této
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analyzy je procento variability vysvétlené danym regresnim modelem. Signifikance
regresnich modelli byla testovana pomoci permutacnich testa (1000 permutaci) na hodnotach
statistik Wilksovo A a Goodallovo F. Jako zavisld proménnad zde slouzi Prokrustovské
soufadnice.

Deformacni mtizky zobrazujici tvarové trendy spojené s deformaci konsensuélniho tvaru
(primérny tvar vSech Supin ze vSech skupin) na primérné tvary jednotlivych skupin jsem
vytvofila pomoci programu tpsSplin 1.20 (ROHLF 2004).

Zavislost tvaru a velikosti lze také testovat pomoci mnohorozmérné regrese v tpsRegr
1.34 (ROHLF 2007a). Touto analyzou jsem vlastn¢ zjistovala, do jaké miry se u Supin

chrysomonad projevuje alometrie — jev, kdy se tvar struktury méni s jeji velikosti.

3.2.3. Oddéleni alometrické a nealometrické slozky variability

Muze nastat situace, Ze Cast tvarové variability je spojena s velikosti Supin a zaroven
existuje signifikantni korelace mezi velikosti a studovanym faktorem prostiedi. To by ovSem
mohlo znamenat, ze dany faktor (teplota, pH) plisobi primarn¢ na zménu velikosti Supin.
Pozorovany rozdil ve tvaru by byl ve skute¢nosti pouze projevem alometrie a my bychom ho
myln¢ interpretovali jako pfimy vliv teploty ¢i pH. Aby bylo moZzné studovat a popsat Cisté
vliv faktort prostiedi, je zapotfebi oddélit alometrickou slozku tvarové variability. To jsem
provedla v souladu s postupem, ktery navrhuji DEBAT et al. (2003): Provedla jsem
mnohorozmérnou regresi tvaru (tj. Prokrustovskych soufadnic) na velikost (centroid size)
v programu R 2.8.0 a jako vstupni data do dal§ich analyz jsem pouzila rezidudly z této
regrese. Na rezidualech jsem nejprve provedla analyzu PCA (analyzu hlavnich komponent),
abych snizila poCet proménnych. Poté jsem vzala skory ne nékolika prvnich hlavnich
komponentach. Jejich pocet jsem vybrala na zékladé¢ referen¢ni hodnoty Jolliffe cut-off value,
kterou program PAST uvadi — komponenty, jejichz vlastni ¢isla jsou mensi nez tato hodnota,
jsou povazovany za nesignifikantni. Dale jsem postupovala stejn¢ jako v predchozim ptipadé
— provedla jsem analyzu MANOVA, parové testy a analyzu CVA. Abych mohla tvarové
trendy charakteristické pro jednotlivé skupiny zobrazit pomoci deformacnich miizek,
pficetla jsem ziskané rezidualy ke konsenzualnim konfiguracim. Také byla opét provedena
mnohorozmérnd regrese tvaru na teplotu (pH), aby se zjistilo, zda je tento vztah signifikantni i

po odstranéni vlivu velikosti.
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3. Material a metody

3.24. Mira tvarové variability (morfologicka disparita)

Rozlozeni objekti v ordinacnim prostoru RWA vypovida také o variabilité ve tvaru Supin.
Cim je oblak kompaktn&jsi a vzdalenosti mezi objekty kratsi, tim jsou si podobngjsi tvarem.
Tato variabilita byla také kvantifikovana — v programu PAST jsem v ramci kazdé skupiny
spocitala euklidovskou vzdélenost vSech dvojic objektli v ordina¢nim prostoru definovaném
relativnimi warpy a znazornila ji formou krabicového diagramu. Navic jsem permutacné
(10000 permutaci) testovala rozdily priméra. VEétsi primérnd hodnota vzdalenosti objekti

v oblaku odpovida vétsi riznorodosti (neboli také tzv. disparité) v jejich tvaru.

3.3. Velikost bunék

V ramci teplotniho pokusu na druhu Synura petersenii jsem téz méfila velikost bunék. Na
konci pokusu jsem vzorky z jednotlivych pokusnych teplot nafixovala Lugolovym roztokem a
poté prudce zcentrifugovala a protiepala, aby doslo k dezintegraci kolonii. Bunky jsem
fotografovala ve svételném mikroskopu Olympus BX51 s digitdlnim fotoaparatem Olympus
75060 pii pouziti imerzniho objektivu 100. Samotné méfeni jsem provadéla pomoci
programu tpsDig 2.12 (ROHLF 2008) — mé&fila jsem délku a Sifku bunék. Z téchto udajl jsem
spocitala ptiblizny objem — kapkovity tvar buiiky jsem aproximovala kuzelem a polovinou
koule. Tato aproximace sice neni idedlni a vznika pfi ni urcitd chyba v odhadu, ale piesto
muze vysledek slouzit k dobrému porovnani primérného objemu v jednotlivych teplotnich
skupinach. Vysledky jsem poté zndzornila pomoci krabicového diagramu v programu
Sigmaplot 9.01. Primérné tvary bun€k jsem na zéklad¢ znalosti jejich délky a Sitky nakreslila

v programu Adobe Illustrator CS3.
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4. Vysledky

4.Vysledky
4.1. Teplotni pokusy

VSechny ctyfi zkoumané druhy jsem péstovala v péti pokusnych teplotach 5 — 25 °C. Ve
vétsin€ komiirek se buiniky dobie namnozily — populace malo narostlé¢ (pfipadné viditelné
kontaminované) jsem z dal§iho zpracovani vynechala, abych snizila pravdépodobnost, ze by
vybrané Supiny pochazely z bunék inokula. Z kazdé pokusné skupiny jsem vyfotografovala 50
nahodné vybranych Supin, tyto fotografie pak tvofily vstupni datovy soubor do geometricko-

morfometrickych analyz (celkem tedy 250 Supin pro kazdy druh).

411. Synura petersenii

Celkova tvarova variabilita

Analyza relativnich warpti odhalila zakladni trendy v morfologické variabilité celého
souboru 250-ti Supin. Prvni relativni warp (RW 1) popisuje 40,65 % celkové variability, dalsi
dva RW popisuji po fad€ 18,26 % a 13,17 % variability. Podrobny vypis podilu jednotlivych
RW na celkové variabilité¢ se nachazi v tabulce P7 v priloze (také dalsi uvedené odkazy na
tabulky oznacené pismenem P znamenaji, Ze se pfislus$na tabulka nachazi v ptiloze).

RozloZzeni vSech objektd v ordinacnim prostoru definovaném prvnimi, resp. druhymi
dvéma relativnimi warpy je na obr. 4.1. Pfehledné zobrazeni poloh centroidl jednotlivych
teplotnich skupin je zobrazeno dale na obr. 4.2.

Jak je patrné z deformacénich mtizek, prvni osa je spojena predevsim s délkou piehnutého
okraje. Pokud je kratky, ma Supina vyrazngjsi distalni Cast se zfeteln¢ rozSifenym kylem.
Pokud piehnuty okraj naopak lemuje Supinu do vice nez poloviny, distalni ¢ast se jevi jako
zkracend a zakulacend. Druhd osa popisuje globélni trend zmény celkového tvaru Supiny
vzhledem k ose symetrie. Tteti relativni warp popisuje Sitku Supiny a také délku a tvar kylu —
u dlouhych tzkych Supin se kyl postupné zuzuje do Spicky, u SirSich Supin kon¢i ponékud
nahle a déle od ptehnutého okraje.

Poloha centroidli na ordina¢nim diagramu (obr. 4.2) ukazuje, jak se vyrazné od ostatnich

odd¢luje skupina z 25 °C, a to jiz vzhledem k prvni ose. Nejvétsi Prokrustovska vzdalenost je
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4. Vysledky

mezi konsensudlnimi konfiguracemi skupin 5 a 25 °C, tésn¢ nasleduje dvojice 20 a 25 °C.

Naopak tvarove nejblizsi jsou si skupiny 10 a 15 °C (tabulka P1a, ptiloha).
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Obr. 4.1: Analyza relativnich warpti. Ordinacni diagram ukazuje hlavni trendy morfologické
variability v souboru Supin druhu S. petersenii z riznych pokusnych teplot. Cervena: 25 °C, zluta:

20 °C, zelena: 15 °C, svétle modra: 10 °C, tmavé modra: 5 °C. Deformaéni mtizky zobrazuji ptislusné
trendy v extrémnich hodnotach jednotlivych os; a: prvni a druhy relativni warp; b: druhy a tieti
relativni warp, miizky jsou zde znazornéné pouze pro 3. RW.

Vliv teploty na tvar Supin

Skory na prvnich 20-ti osdch (dohromady vysvétlujicich 98,45 % celkové variability)
jsem pouzila jako vychozi data pro analyzu MANOVA a analyzu kanonickych variat (CVA).
MANOVA, ¢ili test shody priméra, vysla signifikantni (Wilksovo A: 0,1016; F = 8,775;
p <0,001). Prvni kanonicka osa (CV 1) popisuje 50,65 % meziskupinové variability, CV 2
38,1 %. Shoda polohy centroidi skupin byla testovdna pomoci permutacnich testli na
Mahalanobisové vzdalenosti mezi nimi, vysledky jsou uvedeny v tabulce P2a. VSechny
dvojice se od sebe signifikantn¢ odlisuji.

Poloha centroidd v ordina¢nim prostoru definovaném kanonickymi osami je na obr 4.3.
Jak je vidét na obrazku, nejseparovanéjsi skupinou podél prvni osy je skupina z 20 °C, podél
druhé osy se zfeteln¢ odde€luje 25 °C. Vzhledem k prvni ose lze rovnéz vysledovat rozlozeni

skupin vicemén¢ podle teplotniho gradientu.
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Obr. 4.2: Synura petersenii — analyza relativnich warpl. Poloha centroidi jednotlivych teplotnich
skupin v ordina¢nim prostoru definovaném prvnimi (a) a druhymi (b) dvéma relativnimi warpy.
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Obr. 4.3: S. petersenii — analyza kanonickych variat. Poloha centroidt jednotlivych teplotnich skupin
v ordinac¢nim prostoru definovaném prvnimi (a) a druhymi (b) dvéma kanonickymi osami.
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Obr. 4.4: S. petersenii — nealometricka slozka tvarové variability. Poloha centroidi jednotlivych
teplotnich skupin v ordina¢nim prostoru definovaném prvnimi (a) a druhymi (b) dvéma kanonickymi

osami.
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4. Vysledky

Zavislost tvaru Supin na teploté byla testovana mnohorozmérnou regresi, ktera vysvétlila
pouze 4,87 % veskeré variability (Wilksovo A = 0,291, permutacni p = 0,001; Goodallovo F =
12,766, permutacni p = 0,001). Vliv teploty na tvar sice neni silny, nicméné¢ je signifikantni.

Deformacni mftizky na obr. 4.5 zobrazuji morfologické trendy spojené se zménou
primérné konsensudlni konfigurace na dil¢i primérné tvary v jednotlivych teplotnich
skupinach. Je vidét, ze se se zvySujici teplotou zuzuje kyl. Vyrazné zmény se déji také na
ptehnutém okraji, ktery ve vyssi teploté zasahuje dale po obvodu Supiny a také se rozsituje.
Odlisné trendy na morfologii kylu jsou patrné u skupiny 20 °C, kyl je zde zkraceny ve své
horni i dolni ¢asti a také z(zeny, distalni &ast téla Supiny se naopak rozsituje. Supiny z 25 °C

maji zieteln¢ zkracenou distalni ¢ast.
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Obr. 4.5: S. petersenii: Deforma¢ni miizky znazoriujici trendy morfologické variability spojené
s pfechodem od primérného (konsensualniho) tvaru na dil¢i konsensus skupinovy. Mira deformace je
tiikrat zvyraznéna oproti skutecnosti.

Velikost Supin

Velikost Supin (vyjadiend jako centroidova velikost, CS) v jednotlivych teplotnich
skupinach je zndzornéna na obr. 4.6. Supiny se s teplotou signifikantné zmensuji (rs = -0,44;
p < 0,001), avSak piesto je patrny opé&tovny narlst velikosti mezi teplotami 20 a 25 °C.
V tabulce P3a jsou navic uvedeny vysledky testd shody priméri a rozptyli velikosti Supin
mezi jednotlivymi dvojicemi. Vyplyva z nich naptiklad, ze nulova hypotéza rovnosti pramért
nebyla zamitnuta (na 5-ti procentni hladiné pravdépodobnosti) u trojice 5, 10 a 15 °C.

Korelace velikosti Supin s RW 1 vysla signifikantni, avSak ne pftili§ silnd (rs = -0,2;
p =0,002). Velikost je tedy alesponi ¢aste¢né spojena s hlavnim tvarovym trendem v datech.

Vyznamna je také zavislost tvaru Supin na velikosti — alometrie. Piislusny regresni model
signifikantné vysvétluje 5,43 % variability v datech (Wilksovo A = 0,3, permutac¢ni p = 0,001;
Goodallovo F = 14,575, permutacni p = 0,001).
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Obr. 4.6: Centroidova velikost (centroid size) Supin S. petersenii v jednotlivych teplotach.

Nealometricka slozka tvarové variability

Dale mé zajimalo, jaky je vliv teploty na tvar Supin v pfipadé, Ze se odstrani vliv
variability spojené s velikosti Supin (Cili jeji alometrické slozky). Na rezidualech
z mnohorozmérné regrese Prokrustovskych soufadnic na velikost jsem provedla analyzu PCA
a pro nasledujici diskriminacni analyzu jsem pouzila skory na prvnich 9-ti hlavnich
komponentach (pocet jsem urcila dle Jolliffe cut-off hodnoty, dohromady popisuji 92,02 %
variability). Analyza MANOVA vysla signifikantni (Wilk’s A = 0,4194, F = 6,451,
p <0,001), prvni kanonicka osa popisuje 51,17 % variability, druhd 35,86 %. Poloha
centroidll jednotlivych teplotnich skupin je na obr. 4.4. Hlavnim rozdilem oproti stavu, kdy
byl vliv velikosti zahrnut, je poloha centroidu skupiny z 20 °C. JiZ neni oddélen nejvyraznéji
ze vsech. Naopak, prvni kanonické osa zieteln¢ oddéluje 5 a 25 °C, skupina 20 °C se odd¢luje
az podél druhé kanonické osy. Vysledky permutacnich testd na Mahalanobisové vzdalenosti
mezi centroidy skupin jsou v tabulce P4a — vSechny dvojice se od sebe signifikantné odlisuji.

Regresni model zavislosti tvaru na teploté vysvétlil uz pouze 2,9 % variability (Wilksovo
A = 0,446, permutacni p = 0,001; Goodallovo F = 7,461, permutacni p = 0,001). Cast
puvodniho podilu byla tedy spojena s velikosti Supin, avsak i tato zbyla ¢ast je signifikantni.

Mtizky na obr. 4.7 ukazuji tvarové trendy spojené s deformaci konsensualni konfigurace
na Supiny z jednotlivych teplotnich skupin po odstranéni alometrické komponenty. Zmény
tvaru zustaly v zasad@ stejné, pouze u teploty 20 °C se projevuji kvalitativné vyrazné odlisné
morfologické trendy nez pii analyze celkové variability (srov. obr. 4.5 a 4.7) — predevsim kyl

uz neni tak vyrazné zkraceny. Zda se také, ze po odecteni vlivu velikosti jsou si tvary prvnich
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4. Vysledky

.....

20 °C se svym tvarem jiz tak vyrazné¢ neodliSuje. Tato zména rozlozeni centroidii skupin je
patrnd 1 z Mahalanobisovych vzdélenosti mezi nimi — po odstranéni vlivu velikosti jsou

nejvzdalengjsi (tvaroveé nejméne podobné) skupiny 5 a 15 °C (tab. P4a).
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Obr. 4.7: S. petersenii, nealometricka tvarova komponenta. Deformacni miizky znazoriujici trendy
morfologické variability spojené s prechodem od primérného (konsensualniho) tvaru na dil¢i
konsensus skupinovy. Mira deformace je tfikrat zvyraznéna oproti skutecnosti.

Mira tvarové variability (morfologickd disparita)

Vyznamné je téZ srovnani miry morfologické variability v jednotlivych skupinach. Tu

jsem vyjadrila jako Euklidovskou vzdalenost vSech dvojic Supin v ordina¢nim prostoru RWA.
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Obr. 4.8: Morfologicka variabilita Supin Synura petersenii v riiznych teplotach. Je vyjadiena jako
Euklidovska vzdalenost mezi objekty (Supinami) v ordina¢nim prostoru PCA (RWA).

Vysledky jsou zobrazeny na grafu na obr. 4.8, vysledky testd shody priméra jsou poté
uvedeny v tabulce P5a. Je vidét, Ze primérna vzdalenost objektl v nejvyssi teploté je

signifikantné nejvetsi. Nejmensi tvarovou variabilitu maji Supiny z teploty 15 °C (avSak
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4. Vysledky

nebyla zamitnuta hypotéza o shod¢ pruméra skupin 15 °C a 20 °C tzn. ze tyto dvé skupiny se

mirou tvarové variability signifikantné nelisi).

4.1.2. Synura echinulata

Celkova tvarova variabilita

Celkova tvarova variabilita byla opét nejprve popsana pomoci analyzy relativnich warpt.
Prvni tfi relativni warpy vysvétlily v tomto pifipadé 81,66 % celkové variability. (RW 1 =
43,37 %, RW 2 = 27,78 %, RW 3 = 10,51 %) Veskera variabilita byla zahrnuta 19-ti osami.
Seznam vSech os a pfisluSnych procent se nachazi v tabulce P7 v piiloze. Na obr. 4.9 jsou
ordinac¢ni diagramy z analyzy relativnich warpi pro prvni tii RW a deformaéni mfizky
zobrazujici pfislusné tvarové trendy v extrémech os. Samotna poloha centroidii skupin je

posléze vyobrazena na obr. 4.10.
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Obr. 4.9: Analyza relativnich warpii. Ordinacni diagram ukazuje hlavni trendy morfologické
variability v souboru upin druhu S. echinulata z riiznych pokusnych teplot. Cervena: 25 °C, Zluta:

20 °C, zelena: 15 °C, svétle modra: 10 °C, tmaveé modra: 5 °C. Deformacni miizky zobrazuji ptislusné
trendy v extrémnich hodnotach jednotlivych os; a: prvni a druhy relativni warp; b: druhy a treti
relativni warp, deformacni miizky jsou zde znazornéné pouze pro treti RW.
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Obr. 4.10: S. echinulata — analyza relativnich warpi. Poloha centroidd jednotlivych teplotnich skupin

v ordinac¢nim prostoru definovaném prvnimi (a) a druhymi (b) dvéma relativnimi warpy.
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Obr. 4.11: S. echinulata — analyza kanonickych variat. Poloha centroidt jednotlivych teplotnich
skupin v ordina¢nim prostoru definovaném prvnimi (a) a druhymi (b) dvéma kanonickymi osami.
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Obr. 4.12: S. echinulata — nealometricka slozka tvarové variability. Poloha centroidid jednotlivych
teplotnich skupin v ordina¢nim prostoru definovaném prvnimi (a) a druhymi (b) dvéma kanonickymi

osami.

34



4. Vysledky

Hlavni trend morfologické variability, ktery je spojen sprvni osou, se tykd délky
piehnutého okraje. Druhd osa je spojena pifedevSim s celkovou Sitkou Supiny, hlavné s
roz§ifenim (€1 zGZenim) v distalni Casti. Treti relativni warp je také spojen s Sitkou Supin,
avsak vyrazné se zde projevuje predevsim poloha posledni dvojice pora.

Jiz dle obr. 4.9 je patrnd kumulace objektti ze skupiny 10 °C podél zapornych hodnot
prvni osy. Navic, tieti relativni warp se podili na odliSeni skupin z obou extrémnich teplot — 5
a 25 °C. To samé potvrzuje i poloha centroidii skupin (obr. 4.10) Prvni osa nejvyrazngji
oddéluje 10 °C, v opacné Casti osy je vyznacna téméf totozna poloha skupin 5 °C a 25 °C.
Ob¢ extrémni polohy jsou si tedy zdanlivé tvarové velmi podobné. Vidime vSak, Ze jsou
dobfe separovany pomoci osy tfeti. Tento zavér potvrzuji i Prokrustovské vzdalenosti

vvvvvvvvv

naopak 15 a 20 °C (tabulka P1b).

Vliv teploty na tvar Supin

Pro analyzu kanonickych variat byly pouzity vSechny osy (celkem 19) zahrnujici veskerou
variabilitu souboru. Analyza MANOVA pfinesla nasledujici vysledky: Wilksovo A = 0,4299;
F = 2,189; p < 0,001. CV 1 zachycuje 67,9 % meziskupinové variability, CV 2 17,2 %.
Vysledky permutacnich testli porovnavajicich primeéry skupin jsou uvedeny v tabulce P2b.
Na hladin€ a = 0,05 nebyla zamitnuta nulova hypotéza o shod¢ priomért u dvojic 10 — 15 °C a
15-20°C.

Poloha centroidii v ordinacnim prostoru definovaném kanonickymi osami je znazornéna
na obr. 4.11. Na rozdil od RWA, CVA vyrazn¢ diskriminuje pod¢l prvni osy 25 °C na jedné
stran¢, na opacné se potom nachazeji ob& nejchladnéjsi skupiny (5 °C a 10 °C), které jsou dale

vyrazn¢ odliSeny pomoci osy druhé.
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Obr. 4.13: S. echinulata: Deformacni miizky znazorijici trendy morfologické variability spojené
s pfechodem od primérného (konsensualniho) tvaru na dil¢i konsensus skupinovy. Mira deformace je
ttikrat zvyraznéna oproti skutecnosti.
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4. Vysledky

Regresni model zavislosti tvaru Supin na teplot¢ signifikantn¢ vysvétlil pouhych 2,36 %
variability (Wilksovo A = 0,533, permutac¢ni p = 0,001; Goodallovo F = 6,004, permutacni
p =0,001). Mtizky na obr. 4.13 zobrazuji morfologické trendy charakteristické pro jednotlivé
teploty. Celkovy trend morfologické zmény s rostouci teplotou ukazuje na prodluzovani
distalni casti Supiny. Pomérné uzkou a spiSe zaspicatélou zadni ¢ast maji vSak také Supiny
z teploty 10 °C. Dale, ve vyssi teploté maji Supiny tendenci mit uzsi piehnuty okraj a posledni
pory relativné posunuté smérem ke stiedu Supiny. Také baze osténku se posouva déle od

okraje.

Velikost Supin

Krabicovy diagram na obr. 4.14 ukazuje velikost Supin v rtiznych teplotach, v tabulce P3b
jsou uvedeny vysledky testli shody primért a rozptyli. Pouze ve dvou piipadech se podatilo
zamitnout nulovou hypotézu o shod¢ priméra — signifikantné (i kdyz ne pfilis siln¢) se lisi
skupina 25 °C od 10 °C a 15 °C. Zmensovani Supin spolu se zvysujici se teplotou nebylo
prokéazano (rs = -0,1; p = 0,12). Velikost Supin vSak koreluje s prvnim relativnim warpem (rs
=-0,39, p < 0,001). Naproti tomu byl odhalen pomérné¢ silny vztah velikosti a tvaru Supiny —
regresni model vysvétlil 10,37 % variability v datech (Wilksovo A = 0,432, permutaéni
p =0,001; Goodallovo F = 28,93, permutacni p = 0,001). Hlavni morfologicky trend je tedy

zjevné spojeny s velikosti Supin.
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Obr. 4.14: Centroidova velikost (centroid size) Supin S. echinulata v jednotlivych teplotach.
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4. Vysledky

Nealometrickd slozka tvarové variability

Pro analyzy MANOVA a CVA bylo pouZito celkem 7 os zPCA na rezidudlech. Ty
dohromady vysvétluji 96,89 % variability. Analyza MANOVA vysla signifikantni (Wilksovo
A = 0,5446; F = 5,66; p < 0,001). Prvni kanonicka osa zahrnuje 73,15 % variability, druha
18,41 %. Poloha centroidl jednotlivych teplotnich skupin je zndzornéna na obr. 4.12. Je dobte
vidét, Ze odstranéni alometrického efektu zmeénilo vzdjemné uspotadani centroidii skupin jen
mirné. (Kladné a zaporné znaménko na kanonickych osach neni rozhodujici, rozdil ve
znaménku neznamena odlisSny vysledek, zasadni je predevSim vzajemna poloha bodu.) Jak
vyplyva z tabulky P4b, jedina dvojice teplotnich skupin, u které nelze zamitnout rovnost

priméra je 15 a 20 °C.
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Obr. 4.15: S. echinulata, nealometricka tvarova komponenta. Deformaéni miizky znazoriujici trendy
morfologické variability spojené s piechodem od primérného (konsensualniho) tvaru na dil¢i
konsensus skupinovy. Mira deformace je tfikrat zvyraznéna oproti skute¢nosti.

Regresni model zavislosti tvaru na teploté vysvétlil 2,31 % variability (Wilksovo A = 0,54,
permutacni p = 0,001; Goodallovo F = 5,892, permutacni p = 0,002), coz je téméf stejné tolik
jako v pripad¢é, kdy byl vliv velikosti zachovan. Také tvarové trendy charakteristické pro
jednotlivé teploty (obr. 4.15) zlstavaji naprosto totozné. Z vySe uvedenych vysledkd tedy
jasné vyplyva, ze vyznamnd ¢ast tvarové variability je sice spojena s velikosti (Supiny maji

alometrii), ale velikost Supin neni ovlivnéna teplotou.

Mira tvarové variability (morfologickd disparita)

Graf na obr. 4.16 ukazuje miru tvarové variability v jednotlivych skupinach, vysledky
srovnani primérnych hodnot vzdalenosti objektii jsou uvedeny v tabulce P5b. Signifikantné
se odliSuji vSechny dvojice, tvarové nejméné variabilni jsou Supiny z teploty 10 °C, naopak

nejvetsi disparitu maji Supiny z 5 °C.
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Obr. 4.16: Morfologicka variabilita Supin Synura echinulata v riznych teplotach. Je vyjadifena jako
Euklidovska vzdalenost mezi objekty (Supinami) v ordina¢nim prostoru PCA (RWA).

4.1.3. Synura sphagnicola

Celkova tvarova variabilita

Veskera tvarova variabilita Supin druhu Synura sphagnicola je po provedeni analyzy
relativnich warpii zahrnuta v 15-ti osach. Prvni relativni warp vysvétluje 56,6 % variability,
druhy 30,69 % a tieti 4,95 %. Udaje o ostatnich osach se nachazeji v tabulce P7 v ptiloze.
Ordina¢ni diagramy k RWA a tvarové trendy pro prvni 3 relativni warpy, které dohromady
vysvétluji 92,24 % variability jsou vyobrazeny na obr. 4.17. Poloha samotnych centroidi
skupin je na obr. 4.18. Prvni RW popisuje zkracovani (resp. prodluzovani) distalni ¢asti
Supiny a s tim souvisejici rozsifovani (resp. zuzovani) pole okolo osténku v apikalni ¢asti.
Celkovy obrys Supiny je tedy bud’ protdhle vejcity ¢i viceméné kruhovity. Druha osa je
spojena s morfologii distalni ¢asti — Supina zde bud’ vytvaii vystupujici az zaspicatély apex a
pole je pomérn¢ Siroké nebo je pole spiSe uzsi a apex se nevytvaii (Supina je spise kulatd).
Tteti relativni warp popisuje, nakolik oblast bez pori zasahuje smérem ke stfedu Supiny.

Jiz analyza RWA zfetelné odliSuje Supiny z nizSich a vysSich teplot podél prvni osy.
Vz4jemna poloha centroidi odrazi toto uspotradani zcela vyrazné — v zapornych hodnotach
prvni osy nachazime skupiny 5, 10 a 15 °C, v kladnych 20 a 25 °C. Na zéklad¢ trendu daného
druhym RW se nejvice odliSuje skupina z 10 °C. Nejvétsi Prokrustovska vzdalenost je mezi

skupinami 10 a 25 °C, nejblize si jsou dvojice 5 - 15 °C a 20 - 25 °C (tabulka Plc).

38



4. Vysledky

Obr. 4.17: Analyza relativnich warpti. Ordinacni diagram ukazuje hlavni trendy morfologické
variability v souboru $upin druhu S. sphagnicola z riznych pokusnych teplot. Cervena: 25 °C, zluta:
20 °C, zelena: 15 °C, svétle modra: 10 °C, tmaveé modra: 5 °C. Deformacéni miizky zobrazuji ptislusné
trendy v extrémnich hodnotach jednotlivych os; a: prvni a druhy relativni warp; b: druhy a tieti
relativni warp, deformacni mfizky jsou zde znazornéné pouze pro treti RW.

Vliv teploty na tvar Supin

Skory na vSech 15-ti osach, které¢ dohromady popisuji 100 % variability, byly pouZity pro
dalsi analyzy. Analyza MANOVA pfinesla signifikantni vysledek (Wilksovo A = 0,3012;
F=5,422; p < 0,001). Déle byla provedena CVA. Prvni dvé kanonické osy v sobé zahrnuji
91,93 % meziskupinové variability (CV 1 = 71,25 %, CV 2 = 20,68 %). Vysledky
permutacnich testl na Mahalanobisové vzdalenosti mezi priméry skupin jsou uvedeny
v tabulce P2c. Odlisnost byla prokdzana u vsech dvojic kromé dvojice obou nejvyssich teplot.
Na obr. 4.19 je zobrazena poloha centroidii skupin v kanonickém ordina¢nim prostoru.
Rozlozeni centroidd je do jist¢ miry podobné rozlozeni centroidii na RWA diagramu. Podél
prvni osy se opét oddéluji 2 shluky skupin. Druha kanonickd osa vSak nejlépe diskriminuje
Supiny z 5 °C, 1 kdyZ ne pfili§ vyrazné.

Velmi silny vztah mezi teplotou a tvarem ukazal také regresni model, ktery vysvétluje
20,85 % variability (Wilksovo A = 0,454, permutac¢ni p = 0,001; Goodallovo F = 65,575,
permutac¢ni p = 0,001). Na obr. 4.21 jsou vyobrazeny tvarové trendy spojené s piislusSnymi

teplotami.
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Obr. 4.18: S. sphagnicola — analyza relativnich warpt. Poloha centroidd jednotlivych teplotnich
skupin v ordina¢nim prostoru definovaném prvnimi (a) a druhymi (b) dvéma relativnimi warpy.
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Obr. 4.19: S. sphagnicola — analyza kanonickych variat. Poloha centroidii jednotlivych teplotnich
skupin v ordina¢nim prostoru definovaném prvnimi (a) a druhymi (b) dvéma kanonickymi osami.
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Obr. 4.20: S. sphagnicola — nealometricka slozka tvarové variability. Poloha centroidi jednotlivych
teplotnich skupin v ordina¢nim prostoru definovaném prvnimi (a) a druhymi (b) dvéma kanonickymi
osami.
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Obr. 4.21: S. sphagnicola: Deformaéni mfizky znazoriujici trendy morfologické variability spojené
s pfechodem od primérného (konsensualniho) tvaru na dil¢i konsensus skupinovy. Mira deformace je
trikrat zvyraznéna oproti skutecnosti.

V nizkych teplotach jsou Supiny spiSe kulaté se Sirokym apikdlnim polem. S rostouci

teplotou ma S. sphagnicola tendenci tvofit vejcovité protazené Supiny s uzkym apikalnim
polem.

Velikost Supin

RozlozZeni velikosti Supin v jednotlivych teplotich je zobrazeno pomoci krabicového

diagramu na obr. 4.22. Supiny se s teplotou jiZ na prvni pohled vyrazné zmensuji, zavislost je
potvrzena i statisticky: rs = -0,47, p <0,001.
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Obr. 4.22: Centroidova velikost Supin S. sphagnicola v jednotlivych teplotach.
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4. Vysledky

V tabulce P3c jsou uvedeny vysledky testl rozdilii v priméru a rozptylu velikosti Supin
pro vSechny dvojice teplot. Rozdil ve velikosti Supin nebyl prokdzan v ramci dvojic 10 —
20°Cal15-20°C.

Regresni model zavislosti tvaru Supiny na velikosti vysvétluje 4,46 % variability
(Wilksovo A = 0,642, permutacni p = 0,001; Goodallovo F = 11,648, permuta¢ni p = 0,001),
vliv velikosti je tedy vyrazné€ nizsi nez vliv teploty. Velikost signifikantné koreluje s prvnim

relativnim warpem (rs = -0,25; p < 0,001).

Nealometrickd slozka tvarové variability

Pro diskriminaéni analyzu bylo pouZito prvnich 10 os z PCA rezidualli, které dohromady
vysvétluji 99,75 % variability. Analyza MANOVA vysla signifikantni (Wilksovo A = 0,3683;
F=6,755, p <0,001), prvni kanonické osa popisuje 66,89 % variability, druha 20,59 %.

Na obr. 4.20 je vidét, jak se po odseparovani Casti variability zménila poloha centroidi
jednotlivych teplotnich skupin. Stale zlstavaji dobfe oddélené trojice z chladnéjSich teplot a
dvojice z vysSich, zfeteln&ji se oddéluje teplota 10 °C. Permutacni testy (tabulka P4c)
potvrdily, Ze se od sebe vSechny dvojice signifikantné lisi.

Regresni model zavislosti tvaru na teploté nyni signifikantné vysvétluje pouze 13,58 %
variability (Wilksovo A = 0,615, permutacni p = 0,001; Goodallovo F = 39,103, permutacni
p=0,001), je tedy vidét, Ze vyznamna C€ast tvarové variability byla spojena s alometrickym
efektem. Mtizky na obr. 4.23 ukazuji tvarové trendy charakteristické pro jednotlivé teploty.

Zustavaji v zasad¢ stejné, jen zizeni apikalni ¢asti v nejvyssi teploté neni tolik vyrazné.
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Obr. 4.23: S. sphagnicola, nealometricka tvarovad komponenta. Deformaéni miizky znazorfiujici
trendy morfologické variability spojené s piechodem od primérného (konsensualniho) tvaru na diléi
konsensus skupinovy. Mira deformace je tfikrat zvyraznéna oproti skutecnosti.
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4. Vysledky

Mira tvarové variability (morfologickd disparita)

Obr. 4.24 ukazuje srovnani Euklidovskych vzdalenosti vSech dvojic Supin v jednotlivych

teplotach, v tabulce P5c jsou uvedeny vysledky pfislusnych permutacnich testd. Nejvyssi

Sv v

20 °C se vsak signifikantné nelisi.
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Obr. 4.24: Morfologicka variabilita Supin Synura sphagnicola v riznych teplotach. Je vyjadiena jako
Euklidovska vzdalenost mezi objekty (Supinami) v ordina¢nim prostoru PCA (RWA).

41.4. Mallomonas tonsurata

Celkova tvarova variabilita

Po provedeni analyzy RWA je veskera variabilita v souboru zahrnuta v 39-ti relativnich
warpech. Prvni osa popisuje 31,68 %, druha 16,79 % a tfeti 12,21 % variability. Tabulka P7
s uvedenym podilem jednotlivych RW na celkové variabilit¢ se nachdzi v ptiloze. Na obr.
4.25 se nachazeji ordina¢ni diagramy pro prvni tfi relativni warpy a pomoci deformacnich
miizek jsou zde znazornény i tvarové trendy spojené s prislusSnymi osami. Poloha samotnych
centroidll je na obr. 4.26. Prvni RW je spojen se zakfivenim urcitych ¢asti Supiny, v podstaté
naklonem V-Zebra k jedné ¢i druhé strané. Zéaroven se projevuje tloustka kapé a celkova Siika
V-Zebra. Druha osa je spojena s délkou $upiny a s ni souvisejici délkou V-Zebra. Sitka Supiny
a V-zebra je vSak vysvétlena predevsim tfeti osou. V-zZebro SirSich Supin je Siroce rozeviené,
jeho ramena sviraji vétsi uhel, na opacné strané stoji V-zebra ostie zaspicatéla. Na obr. 4.25 a

4.26 je patrnd 1 diskriminace teplotni skupiny 5 °C. Ve sméru treti osy dochazi ke
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A4

nejvice se separuji Supiny z 25 °C, coz potvrzuji 1 Prokrustovské vzdalenosti. Naopak

nejpodobngjsi jsou si 15 a 20 °C (tabulka P1d).
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Obr. 4.25: Analyza relativnich warpt. Ordinacni diagram ukazuje hlavni trendy morfologické
variability v souboru Supin druhu M. tonsurata z riiznych pokusnych teplot. Cervena: 25 °C, Zluta:

20 °C, zelena: 15 °C, svétle modra: 10 °C, tmaveé modra: 5 °C. Deformacni mtizky zobrazuji pfislusné
trendy v extrémnich hodnotach jednotlivych os; a: prvni a druhy relativni warp; b: druhy a treti
relativni warp, deformacni mfizky jsou zde znazornéné pouze pro treti RW.

Vliv teploty na tvar Supin

Pro diskrimina¢ni analyzu byly pouzity skory na prvnich 20-ti oséch, které dohromady
popisuji 99 % veskeré variability. Zde jsou vysledky analyzy MANOVA: Wilksovo
A=0,1507; F = 6,881; p < 0,001). Prvni kanonicka osa popisuje 77,82 % variability, druha
15,83 %. Jak vyplyva z vysledkli permutacnich testd (tabulka P2d), vSechny skupiny se od
sebe signifikantn¢ odliSuji.

Poloha centroidii teplotnich skupin v ordinaénim prostoru definovaném kanonickymi
osami je na obr 4.27. Je patrné, ze analyza kanonickych variat zieteln¢ odlisila skupinu

z 25 °C, v opacnych hodnotach trendu spojené¢ho s CV 1 se naopak nachazi skupina 5 °C.

44



4. Vysledky

002 4

0,00 4

RW 2

-0.02

-0,04

| Zedulsl

-0,02

000
RW 1

0.04

5°C

10°C
15°C
20°C
25°C

RW3

0,00 4

-0,02 q

0,04 4

0,00

Obr. 4.26: M. tonsurata — analyza relativnich warpii. Poloha centroidii jednotlivych teplotnich skupin

v ordina¢nim prostoru definovaném prvnimi (a) a druhymi (b) dvéma relativnimi warpy.
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Obr. 4.27: M. tonsurata — analyza kanonickych variat. Poloha centroidi jednotlivych teplotnich
skupin v ordina¢nim prostoru definovaném prvnimi (a) a druhymi (b) dvéma kanonickymi osami.
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Obr. 4.28: M. tonsurata — nealometricka slozka tvarové variability. Poloha centroidii jednotlivych
teplotnich skupin v ordinacnim prostoru definovaném prvnimi (a) a druhymi (b) dvéma kanonickymi

osami.
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Ukazalo se, ze zména teploty ma signifikantni vliv na tvar — regresni model vysvétlil
7,06 % variability (Wilksovo A = 0,287, permutacni p = 0,001; Goodallovo F = 18,686,
permutacni p = 0,001). Tvarové trendy charakteristické pro dané teploty jsou zndzornény na
obr. 4.29.

Je zde predevsim patrny trend zvétSovani plochy domu relativng k velikosti Supiny. Velmi

vyrazna je odlisSnost skupiny z 25 °C. Zde je télo Supiny hodné deformované smérem ke

stiedu a také V-zebro je hodné uzké, ostré.
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Obr. 4.29: M. tonsurata: Deformacni mtizky znazoriujici trendy morfologické variability spojené
s prechodem od primérného (konsensualniho) tvaru na dil¢i konsensus skupinovy. Mira deformace je
tiikrat zvyraznéna oproti skutecnosti.

Velikost Supin
Velikost $upin je znazornéna na obr. 4.30. Supiny se signifikantné zmens3uji s rostouci
teplotou (rs =-0,64, p < 0,001). Nejmensi jsou Supiny v 25 °C a nejvétsi naopak v 5 a 10 °C,

kompletni vysledky testii rovnosti priméru a rozptylu jsou uvedeny v tabulce P3d.
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Obr. 4.30: Centroidova velikost Supin M. tonsurata v jednotlivych teplotach.
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4. Vysledky

Velikost Supin je také Castecné spojena s hlavnim tvarovym trendem v souboru, ktery
vyjadiuje RW 1 (rs = 0,34; p < 0,001). Navic, regresni model ukézal, ze 12,18 % variability
ve tvaru je spojeno prave s velikosti (Wilksovo A = 0,14, permutaéni p = 0,001; Goodallovo

F = 33,997 permutacni p = 0,001) — rtizna velikost ma tedy na tvar vétsi vliv nez teplota.

Nealometricka slozka tvarové variability

Jako vstupni data do diskrimin¢ni analyzy slouzilo 11 PCA os z analyzy reziduali, které
dohromady vysvétluji 93,5 % variability. Analyza MANOVA vysla signifikantni (Wilksovo
A=0,4838; F = 4,279; p < 0,001). Prvni kanonicka osa popisuje 46,24 % variability, druhé
37,72 %. Poloha centroidl jednotlivych teplotnich skupin je na obr. 4.28. CV 1 nyni Iépe
diskriminuje ob¢ extrémni teploty, nicméné pravé ony vykazuji spolecny trend ve sméru
CV 2. Vsechny skupiny se signifikantné odlisuji (viz tabulka P4d).

Regresni model zavislosti tvaru na teploté signifikantné vysvétluje 5,11 % variability
(Wilksovo A = 0,693, permutacni p = 0,001; Goodallovo F = 13,464, permutacni p = 0,001),
¢ili o témet 2 % méné nez pred odseparovanim Casti variability. Obr. 4.31 ukazuje tvarové
trendy charakteristické pro jednotlivé teploty. JiZ se neprojevuje vyrazna zména relativni
velikosti domu — jednd se tedy o jev zapti¢inény rozdilnou velikosti Supin v danych teplotach.
Morfologické trendy v teplotach 5 az 20 °C zistaly v zasadé stejné. Supiny z 25 °C oviem
vykazuji morfologické trendy znacné odlis§né ve srovnéni s analyzou celkové variability a jiz
se tolik vyrazné neodliSuji od ostatnich teplot. Nejvétsi Mahalanobisova vzdalenost je nyni

mezi primery skupin 5 a 15 °C (tab. P4d).
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Obr. 4.31: M. tonsurata, nealometricka tvarova komponenta. Deformacni miizky znazoriujici trendy
morfologické variability spojené s pfechodem od primérného (konsensualniho) tvaru na dilci
konsensus skupinovy. Mira deformace je tfikrat zvyraznéna oproti skutecnosti.
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4. Vysledky

Mira tvarové variability (morfologickd disparita)

Nejméné tvarové variabilni jsou Supiny v 15 °C, zvySeni i sniZeni teploty pfinasi

signifikantni nartst primérné vzdalenosti mezi objekty ve skupiné (obr. 4.32, tab. P5d).
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Obr. 4.32: Morfologicka variabilita Supin Mallomonas tosurata v riiznych teplotach. Je vyjadirena
jako Euklidovska vzdalenost mezi objekty (Supinami) v ordinacnim prostoru PCA (RWA).

4.2. pH pokusy

V rizném pH jsem péstovala 2 druhy chrysomonad — S. petersenii a M. tonsurata.
Zatimco S. petersenii byla péstovana pouze ve 4 hodnotach (5,5; 6,5; 7,5 a 8,5), M. tonsurata
ukonceni pokusu nebyla pfili§ hustd. Navic, nejvyssi hodnota pH musela byt pravidelné
upravovana piiddnim roztoku NaOH, nebot’ pH m¢lo tendenci zde poklesnout. Kultury ze
dvou opakovani jsem na konci pokusu smichala a opét jsem nahodn¢ vybrala 50 Supin z kazdé

pH skupiny pro analyzu tvaru.

4.21. Synura petersenii

Celkova tvarova variabilita

Celkova tvarova variabilita Supin z pH pokusu byla také nejprve popséna analyzou
relativnich warpti. 100 % variability je obsazeno ve 46-ti relativnich warpech. Prvni 3 osy

popisuji po fadé 49,07 %, 17,52 % a 9,64 % variability. Zbylé hodnoty se opé&t nachdzeji
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4. Vysledky

v tabulce P7 v ptiloze. Ordina¢ni diagramy RWA analyzy jsou na obr. 4.33 a 4.34. Jak
ukazuji deformacni miizky na obr. 4.33, hlavni tvarovy trend celého souboru se tyka délky
distalni ¢asti Supiny. Méame tedy Supiny na jedné strané¢ uzké, ovalné, s kratkym ptehnutym
polovinu délky Supiny. Druhd osa popisuje predevsim sitku prehnutého okraje a jeho relativni
vzdalenost od kylu. Tteti osa popisuje Sitku Supin a také rozdil v délce obou konct
piehnutého okraje. Prvni relativni warp je také spojen s pH — na jedné strané gradientu se
nachdzi centroid skupiny 5,5, na druhé 8,5 (obr. 4.34). Tato dvojice ma rovnéz nejveétsi

Prokrustovskou vzdalenost (tabulka Ple).
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Obr. 4.33: Analyza relativnich warpti. Ordinacni diagram ukazuje hlavni trendy morfologické
variability v souboru Supin druhu S. petersenii z riznych pokusnych hodnot pH. Cervena: 8,5, Zluta:
7,5, zelena: 6,5, svétle modra: 5,5. Deformacni mtizky zobrazuji ptislusné trendy v extrémnich
hodnotach jednotlivych os; a: prvni a druhy relativni warp; b: druhy a tieti relativni warp, deformacni
miizky jsou zde znazornéné pouze pro tieti RW.

Vliv pH na tvar Supin

Pro diskrimina¢ni analyzu jsem pouzila skéry na prvnich jednadvaceti relativnich
warpech, které zahrnuji 98,83 % veskeré variability. MANOVA vysla signifikantni (Wilksovo
A =0,4236; F=2,941; p < 0,001). CV 1 popisuje 53,94 % variability, CV 2 pak 33,4 %.
Vsechny skupiny se od sebe signifikantné odliSuji na hladiné o = 0,05 (tabulka P2e). Podél

prvni kanonické osy jsou navic centroidy skupin uspotradany dle gradientu pH (obr. 4.35).
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4. Vysledky
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Obr. 4.34: S. petersenii — analyza relativnich warpi. Poloha centroida jednotlivych pH skupin
v ordinac¢nim prostoru definovaném prvnimi (a) a druhymi (b) dvéma relativnimi warpy.
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Obr. 4.35: S. petersenii — analyza relativnich warpl. Poloha centroidil jednotlivych pH skupin
v ordina¢nim prostoru definovaném prvnimi (a) a druhymi (b) dvéma relativnimi warpy.
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Obr. 4.36: S. petersenii — nealometricka slozka tvarové variability. Poloha centroidi jednotlivych pH
skupin v ordina¢nim prostoru definovaném prvnimi (a) a druhymi (b) dvéma kanonickymi osami.

50



4. Vysledky

Regresni model vlivu pH na tvar Supin signifikantn¢ vysvétlil 3,5 % variability (Wilksovo
A = 0,464, permutacni p = 0,001; Goodallovo F = 7,114, permutacni p = 0,001). Tvarové
trendy charakteristické pro jednotlivd pH jsou zndzornény na obr. 4.37. Vliv na tvar neni
v tomto piipadé tolik vyrazny jako vliv teploty, pozorovatelné je napiiklad zkraceni distalni

¢asti Supiny v nejvyssich hodnotach pH nebo posun poéru zleva doprostied kylu.
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Obr. 4.37: S. petersenii: Deformaéni miizky znazoriujici trendy morfologické variability spojené
s pfechodem od primérného (konsensualniho) tvaru na dil¢i konsensus skupinovy. Mira deformace je
ttikrat zvyraznéna oproti skutecnosti.

Velikost Supin
Velikost Supin ukazuje obr. 4.38. Dle vysledku regrese se Supiny signifikantné¢ zmensuji
s rostoucim pH (rs =-0,32; p < 0,001), avSak shoda priméra sousednich dvojic 5,5 - 6,5 a 7,5

- 8,5 nemohla byt zamitnuta (tabulka P3e).
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Obr. 4.38: Centroidova velikost Supin S. petersenii v jednotlivych pokusnych pH.
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4. Vysledky

Velikost také koreluje s prvnim relativnim warpem (rs = 0,54; p < 0,001) a vysvétluje
dokonce 17,1 % variability v datech (dle regresniho modelu: Wilksovo A = 0,179, permutaéni
p = 0,001; Goodallovo F = 40,962, permutacni p = 0,001). Je patrné, ze velikost méd znacny

podil na celkové variabilité, ale s pH neni pftilis siln¢ spojena.

Nealometricka slozka tvarové variability

Do analyz MANOVA a CVA vstupovaly skéry na 9 PCA oséch, které popisuji 91,56 %
variability. Analyza MANOVA vysla signifikantni (Wilksovo A = 0,6811; F = 2,861;
p <0,001). Prvni kanonickd osa popisuje 57,84 % variability, druha 31,36 %. Centroidy
krajnich hodnot pH se separuji podél prvni kanonické osy (obr. 4.36). U dvojice 6,5 a 7,5
nemohla byt zamitnuta shoda priméru (tab. P4e). Jejich tvarova odliSnost byla tudiz dana
jejich odlisnou velikosti.

Regresni model zavislosti tvaru na teploté nyni signifikantné vysvétlil pouze 1,64 %
variability (Wilksovo A = 0,542, permutac¢ni p = 0,001; Goodallovo F = 3,325, permutacni
p =0,018), z cehoz vyplyva, Ze Cast tvarové variability vysvétlené riznym pH byla spojena
s velikosti Supin. Tvarové trendy charakteristické pro jednotlivé teploty se po odseparovani

¢asti variability v zasad¢ nezménily (obr. 4.39).
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Obr. 4.39: S. petersenii, nealometricka tvarova komponenta. Deformaéni miizky znazorfiujici trendy
morfologické variability spojené s piechodem od primérného (konsensualniho) tvaru na dil¢i
konsensus skupinovy. Mira deformace je tiikrat zvyraznéna oproti skutecnosti.

Mira tvarové variability (morfologickd disparita)

cvwr

tab. P5e).
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Obr. 4.40: Morfologicka variabilita Supin Synura petersenii v riznych hodnotach pH. Je vyjadiena
jako Euklidovska vzdalenost mezi objekty (Supinami) v ordinacnim prostoru PCA (RWA).

4.2.2. Mallomonas tonsurata

Celkova tvarova variabilita
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Obr. 4.41: Analyza relativnich warpti. Ordina¢ni diagram ukazuje hlavni trendy morfologické
variability v souboru $upin druhu M. tonsurata z rtiznych pokusnych hodnot pH. Cervena: 8,5, Zluta:
7,5, zelena: 6,5, svétle modra: 5,5, tmaveé modra: 4,5. Deformacni miizky zobrazuji prislusné trendy v
extrémnich hodnotach jednotlivych os; a: prvni a druhy relativni warp; b: druhy a tfeti relativni warp,

deformacéni mtizky jsou zde zndzornéné pouze pro tieti RW.
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Obr. 4.42: M. tonsurata — analyza relativnich warpl. Poloha centroidl jednotlivych pH skupin

v ordina¢nim prostoru definovaném prvnimi (a) a druhymi (b) dvéma relativnimi warpy.
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Obr. 4.43: M. tonsurata — analyza relativnich warpii. Poloha centroidii jednotlivych pH skupin

v ordina¢nim prostoru definovaném prvnimi (a) a druhymi (b) dvéma relativnimi warpy.

Ccv2

-0,02

0,04 4

v
o @
A
&
004 002 0.0 0 004
Ccv1

POE4®

CV3

0,02 4

0,00 4

0,02 q

-0.04 4

]
CaA @ v
004 002 0,00 002 004
cv2

Obr. 4.44: M. tonsurata — nealometricka slozka tvarové variability. Poloha centroida jednotlivych pH
skupin v ordina¢nim prostoru definovaném prvnimi (a) a druhymi (b) dvéma kanonickymi osami.
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4. Vysledky

Ordina¢ni diagram z analyzy relativnich warpti spolu s deformac¢nimi miizkami
pro extrémy os ukazuje zakladni trendy v morfologii celého souboru Supin. (obr. 4.41, 4.42).
RW 1 vysvétluje 29,44 % variability, RW 2 16,35 % a RW 3 12,14 %. Hodnoty pro dalsi
relativni warpy se nachézeji v tabulce P7. Hlavni tvarovy trend v souboru se tyka zahnuti
celého V-zebra nalevo ¢i napravo, to je navic Siroce rozeviené Ci ostfe Spicaté. Druha osa je
spojena predevsim s Sitkou kéap¢ a tieti osa také popisuje tvar V-Zebra a Sitku kdpé. Vyrazné
tvarové odlisné jsou Supiny z pH 8,5, odd¢€luji se prakticky na vSech tfech vyobrazenych

osach a také jejich Prokrustovské vzdalenosti od vSech ostatnich jsou vysoké (tabulka P1f).

Vliv pH na tvar Supin

Analyzy MANOVA a CVA byly provedeny s pouzitim skoért na prvnich 20-ti relativnich
warpech zahrnujicich 98,69 % variability. Wilksovo A = 0,09581; F = 9,076; p < 0,001.

CV 1 popisuje 71,25 % variability, CV 2 pak 19,76 %. VSechny skupiny se od sebe
signifikantné odliSuji na hladiné o = 0,05 (tabulka P2f). Obr. 4.43 ukazuje polohu centroid
v kanonickém ordina¢nim prostoru, podél CV 1 se vyrazn€ oddéluji Supiny z pH 8,5.

Regresni model vlivu pH na tvar Supin signifikantné vysvétlil 5,4 % variability (Wilksovo
A = 0,310, permutacni p = 0,001; Goodallovo F = 14,131 permutacni p = 0,001). Tvarové
trendy charakteristické pro jednotlivd pH jsou znazornény na obr. 4.45. Vyrazné se opét
vycCletiuje nejvyssi pH. Také mira deformace je zde obrovska — morfologicky trend je dobie
pozorovatelny jiz pfi dvojnasobném zdlraznéni, pifi trojitém jiz dochazi k biologicky
neinterpretovatelnému piehnuti v oblasti kapé. Ta se totiz vnejvysSim pH v podstaté

nevytvarii, celé V-zebro bylo velmi tenké.
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Obr. 4.45: M. tonsurata: Deformacni miizky znazormujici trendy morfologické variability spojené
s ptechodem od priimérného (konsensualniho) tvaru na dil¢i konsensus skupinovy. Mira deformace je
oproti skute¢nosti tiikrat zvyraznéna, u pH 8,5 pouze dvakrat.
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4. Vysledky

Velikost Supin

Obrazek 4.46 znazoriuje velikost Supin v jednotlivych hodnotach pH. Supiny se v tomto
ptipadé signifikantné zvétSovaly s rostoucim pH (rs = 0,47; p < 0,001). Nejnizsi primérné
velikosti dosahovaly Supiny v pH 5,5, avSak shoda priimért skupin 4,5 a 5,5 nebyla zamitnuta
(tab. P3f). Velikost Supin nekoreluje signifikantné s prvnim relativnim warpem (rs = -0,02;
p= 0,44), tudiz hlavni morfologicky trend v datovém souboru neni spojen s velikosti.
Nicméné, dle regresniho modelu vysvétluje velikost 4,14 % vesSkeré variability (Wilksovo

A= 0,387, permutacni p = 0,001; Goodallovo F = 10,773, permuta¢ni p = 0,001).
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Obr. 4.46: Centroidova velikost Supin M. tonsurata v jednotlivych pokusnych pH.

Nealometricka slozka tvarové variability

Pro analyzy byly pouzity skéry na prvnich 11-ti RWA osach vysvétlyjicich 92,74 %
variability. Analyza MANOVA vysla signifikantni (Wilksovo A = 0,2471; F = 9,034;
p <0,001). Prvni kanonickd osa popsala 60,39 % variability, druhd 26,4 %. Podél CV 1
dochazi stale k vyrazné separaci Supin z nejvyssiho pH. Nicméné, ostatni skupiny jiz nejsou
uspotradany podle gradientu pH. Tteti kanonicka osa odd€luje od ostatnich pH 6,5 (obr. 4.44).
Vsechny dvojice se signifikantné lisi (tab. P4f).

Regresni model zavislosti tvaru na teploté nyni signifikantné vysvétlil 2,88 % variability
(Wilksovo A = 0,515, permutacni p = 0,001; Goodallovo F = 7,418, permutacni p = 0,001).
Tvarové trendy charakteristické pro jednotlivé teploty po odstranéni alometrické komponenty

tvaru jsou znazornény miizkami na obr. 4.47. Je patrné, Ze se v zdsad€é nezménily.

56



4. Vysledky

Supiny bunék péstovanych v nejvyssim pH (8,5) byly sice nejvétsi, ale i po odstranéni
alometrického efektu se od ostatnich nejvic liSily svym tvarem. Navic byly jiné jiz na prvni

pohled pii potizovani fotografii na TEM - byly zfetelné malo silifikované.
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Obr. 4.47: M. tonsurata, nealometricka tvarova komponenta. Deformaéni miizky znazornujici trendy
morfologické variability spojené s piechodem od primérného (konsensualniho) tvaru na dil¢i
konsensus skupinovy. Mira deformace je oproti skutecnosti tfikrat zvyraznéna, u pH 8,5 pouze
dvakrat.
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Obr. 4.48: Morfologicka variabilita Supin Mallomonas tonsurata v riznych hodnotach pH. Je
vyjadifena jako Euklidovska vzdalenost mezi objekty (Supinami) v ordina¢nim prostoru PCA (RWA).
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4. Vysledky

4.3. Velikost bunék Synura petersenii v riznych teplotach

Pro ovéfeni platnosti Atkinsonova pravidla (ATKINSON 1994, ATKINSON et al. 2003) u
bunék chrysomonad jsem v ramci teplotniho pokusu na druhu S. petersenii pocitala také
objem bungk, vysledné hodnoty jsou znazornéné na obr. 4.49. Priméry vsech skupin kromé

dvojice 10 a 15 °C se od sebe signifikantné 1isi (tabulka P6 v piiloze).
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Obr. 4.49: Objem bun¢k Synura petersenii v riznych pokusnych teplotach. Soucasti obrazku je také
priblizna rekonstrukce obrysu prumérnych bunék v dané teplot¢.
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5.1. Shrnuti a porovnani vysledku

U vSech provedenych teplotnich pokusii byl prokazéan signifikantni vliv teploty na tvar
Supin, 1 kdyz proporce celkové variability vysvétlené regresnim modelem se mezi
jednotlivymi druhy zna¢né liSila (nejméné 2,36 % u S. echinulata a nejvice 20,85 %
u S. sphagnicola). Jiz prvni relativni warp vyjadiujici hlavni tvarovy trend datového souboru
je ve dvou ptipadech (S. petersenii, S. sphagnicola) zjevné spojen s gradientem teploty. Jak je
vidét na CVA ordinac¢nich diagramech (cilem CVA je odlisit pfedem definované teplotni
skupiny), u vSech druhii se pomérné dobie odlisuji jednotlivé teploty a diskriminace obou
krajnich teplot je vzdy zcela zietelnd. Navic, az na nékolik mélo vyjimek (dvojice 10-15 a 15-
20 °C u S. echinulata a 20-25 °C u S. sphagnicola) se vSechny dvojice centroidii skupin
signifikantné odliSuji (viz.tabulka P2, pfiloha), coz znamena, ze primérny tvar Supin je
v jednotlivych teplotach prokazatelné rizny.

Krom¢ druhu S. echinulata bylo prokazano zmensovani Supin spolu se zvySujici se
teplotou. Velikost mé¢la zarovenl signifikantni vliv na tvar Supin — projevila se tak u Supin
alometrie. Tento vztah byl rovnéz testovan regresnim modelem, kde velikost vysvétlila od
4,46 (S. sphagnicola) do 12,18 % (M. tonsurata) variability v datech. U vSech zkoumanych
druhi se také prokazala rGzn€ silnd korelace velikosti Supin s prvnim relativnim warpem (ten
vyjadiuje hlavni morfologicky trend v celém souboru 250-ti Supin ze vSech teplotnich skupin
dohromady), coz ukazuje na vyznam alometrie v celkové morfologické variabilité datového
souboru.

U obou provedenych experimentii se pH projevilo jako dulezity faktor se signifikantnim
vlivem na tvar Supin. V obou pokusech se od sebe dokonce vSechny dvojice definovanych pH
skupin signifikantné odliSuji tvarem. Pozoruhodnd je také zjisténd souvislost mezi pH a
velikosti — Supiny druhu S. petersenii se zmensuji se zvySujicim se pH, zatimco Supiny M.
tonsurata zvétsuji. I zde velikost vysvétlila vyznamnou ¢ast tvarové variability v datech, u

S. petersenii koreluje s prvnim relativnim warpem, a to dokonce silnéji nez pH.

5.2. Morfologické trendy spojené se zkoumanymi parametry

Teplota i pH obecné ovlivituji morfologii organismu, které jsou jejich riznym hodnotam

vystaveny. Konkrétné¢ u fas se ruznd teplota projevila napi. na morfologii krasivky
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Micrasterias rotata (Zygnematophyceae), ktera vytvari mél¢i zafezy, kdyz roste v teplej$im
médiu (NEUSTUPA et al. 2008). Dale, teplotné zavislé rozdily v délce a Sifce buné€k, piipadné 1
v poctu bun€k ve vlakng, byly popsané u dvou druhti rodu Raphidonema (STIBAL & ELSTER
2005). Co se tyce pH, bylo naptiklad zjisténo, Ze v zasaditéjSim médiu maji laloky okrajovych
bun€k coenobidlni fasy Pediastrum duplex uzsi baze a sviraji ostiejsi thel (NEUSTUPA &
HoDAC 2005). Také spajivka Mougeotia vykazuje signifikantni rozdily v morfologii vlaken
v rizném pH, navic se projevuji i ultrastrukturadlni zmény na jeji bunécné stén¢ (ARANCIBIA-
AVILA et al. 2000).

Konkrétni morfologické trendy v zavislosti na teploté ¢i pH zjisténé v soucasné studii se
napfi¢ jednotlivymi druhy obtizné¢ porovndvaji, nebot’ studované struktury na Supinach
jednotlivych druhti nejsou zcela homologické, a tak byla v kazdém ptipad€ pouzita jind sada
homolognich bodl (landmarkl). Nicméné, alesponi na celkovém tvaru (obrysu) Supin bylo
mozné vypozorovat obecny trend spojeny s teplotou. U S. echinulata a S. sphagnicola Supiny

se zvysujici se teplotou méni tvar od zakulacenych po ovalné (az vejcité), obr. 5.1.

S. echinulata S. sphagnicola
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Obr. 5.1: Deformaéni mfizky znazoriujici tvarovy trend spojeny se zménou teploty — z regresniho
modelu. Mira deformace je tfikrat zvyraznéna oproti skutecnosti.
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rozdilnou velikosti, jedna se Cisté o vliv teploty. Tento vysledek je v souladu s variabilitou jiz
pozorovanou u S. petersenii, jejiz Supiny byly s rostouci teplotou ovalnéjsi a uzsi (MARTIN-
WAGENMANN & GUTOWSKI 1995). Podobny trend se projevil i u S. curtispina (REZACOVA-
SKALOUDOVA et al. in press). Avsak u Mallomonas kalinae, ktery byl sledovan v ramci téZe
studie, byly Supiny nejuzsi v prostfedni pokusné teploté (20 °C). Ziejme se vSak presto jedna
o obecnéjsi trend vramci chrysomonad. Nicméné, teplota neni jedinym faktorem
s prokazatelnym vlivem na obrys Supin — také mnozstvi zZivin (fosforu, dusiku, kiemiku)

v médiu se vyznamné podili na jejich tvaru (HAHN et al. 1996).
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Rovnéz Sitka piehnutého okraje byla sledovana u dvou druhtt — S. petersenii a
S. echinulata. U S. petersenii je vidét, ze se okraj s teplotou rozsifuje. Naopak, u S. echinulata
je prehnuty okraj nejuzsi pravé v nejvyssi teploté. V oblasti okraje je Supina ptekryta Supinou
sousedni (SIVER & GLEW 1990), jednd se tedy o strukturu diilezitou pro udrZeni stability celé
konstrukce Supinové schranky. Zména jeho morfologie pravdépodobné kompenzuje jiné
zmény tak, aby se zachovala pevnost Supiny a schopnost tvofit funkéni schranku. Napt. u
S. petersenii se §ir$i okraj objevuje v souvislosti s uzkym kylem (viz obr. 4.5 a 4.7). V této
praci nebyla Sitka okraje sledovana u M. tonsurata, ale GUTOWSKI (1996) uvadi, Ze ptehnuty
okraj je u tohoto druhu strukturou velmi variabilni, jeho morfologie je vSak nezavisla na
teplot¢.

Také dalsi poznatky o morfologii Supin v zavislosti na ekologickych faktorech l1ze srovnat
s jiz publikovanymi pracemi. GUTOWSKI (1996) jiz zkoumala ptimo druh M. tonsurata a také
v teplot€¢ od 5 do 25 °C. Shodné se s rostouci teplotou projevilo zmenSovani (zkracovani)
Supin, soucasné zvétSovani domu a zmenSovani thlu V-zebra. Na druhou stranu, Supiny
typické pro 5 °C by dle autorky mély byt hodn¢ dlouhé a zké, coz je trend, ktery v soucasné
studii potvrzen nebyl. AvSak GUTOWSKI (1996) ve své praci zaroveil uvadi, Ze populace
v 5 °C viibec nerostla. Nabizi se tak otdzka, zda analyzované Supiny byly skute¢né vytvoreny
v pokusnych podminkach 5 °C ¢i zda nepattily pouze inicidlnimu inokulu.

Zminén4 zména proporce domu se viak projevila také u Mallomonas kalinae (REZACOVA-
SKALOUDOVA et al. in press), zfejmé se tedy opét jednd o obecngjsi trend v ramci rodu.
Rozdilné (v podstaté zcela opacné) morfologické trendy na domu a téle Supiny byvaji
vysvétlovany pravdépodobnym nezavislym vznikem téchto dvou struktur — dle této hypotézy
jsou dom a anteriorni ¢ast Supiny tvofeny odd€lenymi konstrukénimi mechanismy a k sobé
piipojeny aZ pozdéji béhem ontogeneze Supiny (GUTOWSKI 1996, HAHN et al. 1996).

V soucasné studii S. petersenii dobie rostla vcelém gradientu pH 5,5 — 8,5 a ani
v krajnich hodnotdch nebyly pozorované vyrazné odlisné tvarové trendy ¢i dokonce
deformace. Pouzita kultura byla izolovana dokonce z pH 4,2 a v hodnotéach 5,5 je dlouhodobé
uspésné kultivovana. V tomto rozmezi pH S. petersenii rostla i v dalSich experimentech (WEE
et al. 1991, SAXBY-ROUEN et al. 1997). Naproti tomu KiM et al (2008) jiz nenaméfili pozitivni
rust v pH 8,5 u zadného ze tii pokusnych kmeni. Navic, GAVRILOVA et al. (2005) uvadéji 5,5
a 8,5 jako extrémni a stresujici hodnoty pro S. petersenii, pii nichz se ¢asto vyskytovaly slabé
silifikované a rizné deformované Supiny. Kromé toho se ukazalo, ze rtizné kmeny pouzité
v ramci jedné ekofyziologické studie vykazuji zfetelné odlisné vlastnosti (WEE et al. 1991,

GAVRILOVA 2005, KiM et al. 2008). Mohlo by se jednat o projev riznych lokalnich adaptaci.
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Avsak zaroven se u Supin ruznych kmenu S. petersenii objevuji morfologické rozdily, které
zustavaji zcela zietelné 1 v riznych experimentalnich podminkach (WEE et al. 1991, MARTIN-
WAGENMANN & GUTOWSKI 1995). Navic, KYNCLOVA et al. (subm.), zjistili, ze tradicné
pojimany druh S. petersenii je vlastné komplex nékolika druhid — molekularné uréené nové
druhy Ize dokonce rozlisit i na zakladé morfologie Supin. Proto lze pfedpokladat, ze kmeny
pouzité¢ v tad¢ ekofyziologickych studii ve skuteCnosti patiily geneticky velmi odliSnym
populacim. Neni tedy piekvapivé, ze vykazuji rizné vlastnosti a je tfeba opatrnosti pfi
interpretaci a porovnavani vysledkt téchto rtiznych praci.

U S. petersenii a M. tonsurata lze téZ porovnat vlivy obou faktorti (jednalo se o tytéz
kmeny) — teploty i pH. U S. petersenii byl vliv pH na tvar pomérné nevyrazny, alespon ve
zebra tudiz sviraji vétsi uhel — nicméné nejuzsi Supiny s nejostiejSim thlem pochazeji z pH
5,5 (coz byla druhd nejnizsi studovana hodnota). Na slabou silifikaci a celkovou vyraznou
tvarovou odlisnost skupiny 8,5 mohla mit vliv i snizena dostupnost rozpustné formy kyseliny
monoktemicité, ktera je zcela nedostupna od pH 9 (REYNOLDS 2006). Bunka Setii kiemikem,
a proto je napf. V-zebro tplné tenké a nerozsifuje se ani uprostied, obr. 5.2. Produkce slabé
silifikovanych Supin v médiu chudém na kiemik byla pozorovana u S. petersenii (SANDGREN
HAHN et al. (1996), ktefi pozorovali naopak uZzsi Supiny v médiu se zvySenym obsahem

kfemiku.

Obr. 5.2: priklad slabé¢ silifikované Supiny z pH 8,5.

Hlavni morfologicky trend v datech — vyjadfeny prvnim relativnim warpem — byva u
chrysomonad spojovan s polohou Supin na buiice (NEUSTUPA & NEMCOVA 2007, NEUSTUPA
et al. in press). Vyznamné morfologické trendy, které se shodné projevily u teplotniho i pH
pokusu, by tedy mohly vyjadfovat pravé tento typ variability. U M. tonsurata byla
pravdépodobné variabilita na buiice zna¢n¢ eliminovéna vybérem Supin s domem, tento typ

Supin se nachdzi pouze v apikdlni ¢asti buiiky. Na druhou stranu, télové Supiny u druhu
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S. petersenii jsou v podstaté jediného typu a zména jejich tvaru vzhledem k pozici na bunice je
pomérné vyraznd. Nicméné, obecné byl vliv pozice na buiice do jist¢ miry zmirnén vétSim
poctem analyzovanych Supin z kazdé skupiny, navic ndhodn¢ vybranych.

Studie morfologické variability na souboru Supin Mallomonas pochazejicich z celého
svéta ukazaly vyznamny obecny trend tykajici se rozSifovani V-zebra (NEUSTUPA &
NEMCOVA 2007, PICHRTOVA & NEMCOVA 2008). Na takovém datovém souboru Ize
predpokladat velikou variabilitu ekologickych faktort, jejichz vliv se na tvaru Supin ziejmé
projevil. V soucasné studii byl tento trend nejvyraznéji pozorovany v souvislosti s druhym

relativnim warpem v pH pokusu u M. tonsurata.

5.3. Zmeéna velikosti v zavislosti na sledovanych parametrech

U tii ze Ctyt studovanych druhii byla prokazana souvislost mezi teplotou a velikosti Supin
— Supiny chrysomonad péstovanych v teplejSim médiu jsou mensi. ZmenSovani spolu
s teplotou uvadi REZACOVA-SKALOUDOVA et al. (in press) také pro dalsi druhy chrysomonad
— Mallomonas kalinae a Synura curtispina. Nicméng, u obou zminovanych druhti doslo
k mirnému zvétSeni velikosti Supin v teploté 30 °C, podobné jako nyni u S. petersenii ve
25 °C, coz muze byt disledek piisobeni extrémnich podminek (ATKINSON et al. 2003).

Vysledek doprovodného pokusu s vypoctem objemu bunék u S. petersenii je v souladu s
Atkinsonovym pravidlem (ATKINSON 1994, ATKINSON et al. 2003). Pravdépodobné tedy také
pro chrysomonady plati, Ze se jejich buiiky zmensuji s teplotou. Teplota 25 °C, kde objem
vyrazné naristd, jiz zjevné lezi mimo bézny rozsah teplot, se kterymi se populace setkavaji
v ptirod¢ (srov. obr. 2.5 a 4.49). Navic je patrna zména tvaru bunck — v teploté 25 °C maji
nejmensi pomér délky a Sitky, jinymi slovy, ziZzena ¢ast je pomérné kratkd. To by mohlo
mimo jiné odrazet mensi pocet bun€k v kolonii — tento jev byl jiz pozorovan na ptirodnich
vzorcich (SIVER, pers. com.). Obdobné také Supiny tohoto druhu jsou vétsi v teploté 25 °C.

Supiny a buiiky se tedy ziejmé chovaji podobné — zjiténé vysledky podporuji hypotézu,
7ze menS$i bunky vytvareji stale stejny pocet (mensSich) Supin a ne méné Supin o pivodni
velikosti. Pozoruhodna je vSak vyjimka u S. echinulata, kde tato zavislost nebyla prokazana.
Rovnéz ATKINSON et al. (2003) uvadeéji existenci vyjimek z pravidla. Protoze vSak chybi data
o velikosti celych bun€k S. echinulata, neni mozné rozhodnout, jestli u tohoto kmene
skutecné chybi zavislost velikosti na teploté a nebo zda se buiiky sice zmensSuji, ale Supiny

zlstavaji stejné.
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Velikost Supin také signifikantné koreluje s pH — u S. petersenii pozitivné, u M. tonsurata
negativné. GAVRILOVA et al. (2005) uvadi podobné rozdilnou reakci dokonce u dvou
odlisnych kment druhu S. petersenii. U jednoho z nich se Supiny zmenSovaly v nizkém pH, u
druhého ve vysokém. Buiky zelené tasy Pediastrum duplex (Chlorophyceae) se spolu se
zvySujicim se pH zmensovaly, avSak az od hodnoty 6,5 — mezi hodnotami 5,5 a 6,5 bylo
nejprve patrné jejich zvétSovani (NEUSTUPA & HODAC 2005). Ziejmé tedy neexistuje podobné
obecné platna podminéna zavislost velikosti a pH jako u teploty. MiiZze zde hrét roli naptiklad
rozdilné optimum vyskytu v pfirodé. Nicméné, v tomto ptipadé¢ je k dispozici pfili§ malo dat

na vyvozovani obecn¢ platnych zavéri.

5.4. Alometricka a nealometricka slozka tvarové variability

Alometrie je obecny fenomén vyskytujici se u zivych organismi. Tvar jejich tél (¢i jejich
¢asti) se méni spolu s ristem, coz primarné souvisi s ménicimi se fyziologickymi néaroky
v prubéhu ontogeneze (ZELDITCH et al. 2004). Zména tvaru v zavislosti na velikosti byla
pozorovana napfi¢ celym spektrem organismi, napf. na kostech obratlovci (ROSAS & BASTIR
2004), u kiidel hmyzu (STERN & EMLEN 1999, DEBAT et al. 2003), rostlin (NIKLAS 1994) a
také u fas (RHODE et al. 2001, NEUSTUPA & HODAC 2005). Obecn¢ se ukazuje, Ze alometrie
vysvétluje velmi vyznamnou ¢ast celkové tvarové variability - napt. studie teplotné zavislé
variability kiidel octomilek ukézala dokonce 24%-ni podil alometrického efektu (DEBAT et al.
2003), u okrajovych bun¢k cenobia tasy Pediastrum duplex vysvétlil regresni model
tvarovych proménnych na velikosti 13,9 % variability (NEUSTUPA & HODAC 2005).

Také u Supin chrysomonad se alometrickd slozka vyznamné podilela na tvarové variabilité
a velikost kromé jednoho piipadu (M. tonsurata, pH pokus) vzdy signifikantné korelovala
s prvnim relativnim warpem. Vibec nejvetsi podil variability vysvétlené velikosti Cinil
17,1 % (S. petersenii, pH). AvSak Supiny jsou anorganické struktury, které po vytvofeni a
depozici na povrch bunky jiz neméni tvar ani velikost (WETHERBEE et al. 1995). Nepodléha;ji
tedy rGstu béhem ontogeneze, a proto se u nich alometrie neprojevuje tak vyrazné jako u
celych organismu. Rozdil ve velikosti zde existuje, ale neni spjat s ontogenezi, nybrz mnohem
spiSe s polohou $upin na buiice (NEUSTUPA et al. in press, REZACOVA-SKALOUDOVA et al. in
press). Riazn¢ velké Supiny si vSak musi zachovat svoji pevnost a také schopnost tvofit

schranku, a proto zméné velikosti ptizpiisobuji 1 svoji morfologii (NEMCOVA et al. in press).

64



5. Diskuse

Aby bylo mozné zkoumat samotny vliv teploty, respektive pH, na tvar Supin, byla od
celkové tvarové variability odd€lena jeji alometricka slozka. Jinymi slovy, jestlize vyznamny
podil na tvaru Supin ma také velikost a zdroven velikost koreluje s teplotou (resp. pH), je tieba
se ujistit, Ze interpretujeme opravdu piimy vliv teploty na tvar a ne jen alometricky efekt.

Regrese oddelené nealometrické slozky na teploté vysvétlila mensi proporci variability,
konkrétné se hodnoty pohybovaly mezi 2,31-13,58 %. Z vysledki tedy vyplyva, Ze ve vSech
ptipadech byla urcita ¢ast teplotn€ zavislé variability spjata s vlivem teploty na velikost Supin.
Nicméné, u druhu Synura echinulata, kde je ze vSech druhti nejmensi vliv teploty na tvar, byl
zminovany rozdil velmi maly. Avsak i vtomto pfipad¢ je alometrickd slozka variability
vyznamna, pouze neni spojena s teplotou. Rovnéz u experimenti s pH byla alometricka
slozka vyznamna a jeji odstranéni pfineslo zfetelny pokles v proporci variability vysvétlené
regresi tvaru na pH.

Odstranéni alometrické slozky variability ale nepfineslo natolik vyraznou zménu
v rozlozeni centroidd skupin na CVA ordinacnim diagramu, jako napf. ve zminované studii
kiidel octomilek (DEBAT et al. 2003). Tehdy byl efekt nizké a vysoké teploty na
nealometrickou komponentu dost podobny, coz autofi vysvétlovali jako vliv stresu, jenZ se
projevuje shodné v obou teplotnich extrémech.

Jak odstranéni alometrické Casti variability u Supin ovlivnilo diskriminaci jednotlivych
skupin, je patrné z porovnani tabulek P2 a P4 (v pfiloze). Ve dvou ptipadech se mira
diskriminace zlepsila: U S. echinulata se tvary z teploty 10 a 15 °C signifikantné 1isi teprve po
odstranéni alometrické slozky, stejné jako skupiny 20 a 25 °C u S. sphagnicola. Naopak u
S. petersenii se zjistilo, Ze puvodni prukazné rozliSeni tvart z pH 6,5 a 7,5 bylo zpisobené
pouze odlisnou velikosti Supin v téchto skupinach. Po odstranéni jejiho vlivu se tvary jiz
signifikantné nelisi. Rozdil je patrny i na obr. 4.35a a 4.36a.

Vyraznéjsi rozdil ve tvaru pfi porovnani obou analyz se projevil u druhu S. petersenii ve
20 °C (viz obr. 4.5 a4.7) au M. tonsurata v 25 °C (viz obr. 4.29 a 4.31). V obou ptipadech se
jednalo o skupiny s primérné nejmensimi Supinami a diky odstranéni alometrického efektu
zanikla jejich vyraznd tvarova odliSnost od ostatnich skupin. Zmifiované néhlé¢ zmensSeni
Supin S. petersenii ve 20° C lze srovnat s podobnym jevem pozorovanym u M. kalinae a
S. curtispina (REZACOVA-SKALOUDOVA et al. in press). Vyskyt vyrazné malych Supin v 25 a
jejich opétovné zvétSeni v nasledujici teploté 30 °C vysvétluji autotfi bud’ rychlym délenim
bunék v optimalni teploté (25 °C) nebo plsobenim teplotniho stresu v teploté vysoké 30 °C

(REZACOVA-SKALOUDOVA et al. in press).
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Navic se potvrdilo, ze proporcionalni zvétSovani domu u M. tonsurata spolu s teplotou
neni zpusobeno teplotou jako takovou, nybrz ptedevSim alometrickym efektem. (Po jeho
odstranéni jiz vyraznou zménu velikosti domu s teplotou nepozorujeme (viz obr. 4.29 a 4.31).
Zatimco se Supina ve vyssi teploté zmenSuje, absolutni velikost domu se vyrazné neméni.
Dom je totiz diilezitou strukturou, ke které jsou upeviiovany ostny, a tudiz se da predpokladat,

ze aby si uchoval svoji funkci, bude jen malo variabilni.

5.5. Morfologicka disparita a stres

Nartst morfologické wvariability byva spojovan s pusobenim stresovych podminek
(GHALAMBOR et al. 2007). V ramci provedenych pokusii jsem zjiStovala téz pramérnou
vzajemnou vzdalenost bodi v ramci shlukit na PCA (RWA), coz vyjadiuje, jak moc jsou
Supiny v jednotlivych teplotach tvarove rozriiznéné. Miru riznorodosti ve tvaru lze t€Z oznacit
terminem ,,morfologické disparita®.

Obecné se projevil vzrist tvarové variability ve vysoké teploté. U Mallomonas tonsurata,
Synura sphagnicola i S. petersenii byla uplné nejvyssi primérna morfologicka disparita Supin
pti 25 °C, ¢ili v nejvyssi zkoumané teploté. Navic, u druhl S. petersenii a M. tonsurata se
nejvyssi teplota projevila také odliSnymi zménami tvaru nez v teplotdch nizSich: u
S. petersenii dochazi k vyraznému zkraceni distalni ¢asti Supiny (viz obr 4.5), Supiny
M. tonsurata maji v teploté 25 °C ostie zaSpicatélé V-zebro (viz obr 4.29). Podobny jev byl
pozorovan u bun¢k fasy Micrasterias rotata (Zygnematophyceae): tvarové byly bunky
2008). Rovnéz opétovné zvétseni velikosti jak Supin, tak bunék Synura petersenii v 25 °C lze
chépat jako dusledek plsobeni stresu ve smyslu Atkinsonova pravidla (ATKINSON et al.
2003).

Vzrist morfologické disparity zaroven ve vysoké i nizké teploté byl zjistén u S. echinulata
a M. tonsurata. Naopak, nizké hodnoty morfologické disparity se objevuji v 10-20 °C.
Vyrazny nartst morfologické disparity se projevil také u Supin Synura echinulata
péstovanych v chladu pfi nizkém osvétleni a byl rovnéz interpretovan jako naznak stresovych
podminek prostfedi (NEMCOVA et al. in press).

Zda se, ze vysoka (25 °C) ¢i prilis nizka (5 °C) teplota ptisobi na zkoumané populace jako
stresovy faktor. Naopak, hodnoty teplot okolo 15 °C zjevné ptredstavuji pro studované

chrysomonady optimalni podminky. Kultivované populace pochazeji zuzemi Ceské

66



5. Diskuse

republiky, kde sice teplota vody 25 °C neni vyjimecna, ale nikdy nepiisobi stile a
dlouhodobé, jedna se spiSe o denni maxima — primérna denni teplota vzduchu namétena
v nejteplejSim mésici roku se u nas pohybuje mezi 11,3 (Lysd hora) a 19,4 °C (Velké
Pavlovice), www.chmu.cz.

Pozoruhodné je, ze k narGstu disparity v nizkych teplotach nedochazi pravé u druhu
Synura sphagnicola (nejmensi primérnou variabilitu maji Supiny ve 20 °C, avSak nebyl
zjistén signifikantni rozdil mezi 5, 15 a 20 °C). S. sphagnicola je totiz povazovana za druh
preferujici teplou vodu (SIVER 1995) a v souCasné studii se také jednalo o jediny kmen
izolovany v letnim obdobi.

Ostatni ti1 studované druhy byly izolovany z planktonu ¢astecné zamrzlych lokalit, kde se
vyskytovaly pomérné hojné. Pritom S. echinulata i M. tonsurata vykazuji narust disparity —
znamy fenomén hojného vyskytu chrysomondd v podminkach, které pro né nejsou zcela
optimalni, nebot’ maximalnich hodnot rtstové rychlosti v laboratofi dosahuji pfi teplotach
vyrazn¢ vys$Sich (HEALEY 1983, MARTIN-WAGENMANN & GUTOWSKI 1995, GUTOWSKI 1996,
SAXBY-ROUEN et al. 1997, LEE & KiM 2007). Dlivodem muze byt naptiklad malé konkurence
ze strany ostatnich fas ¢i vét§i mnoZzstvi rozpusténého CO,.

Co se ty¢e vlivu pH, mira morfologické variability Supin S. petersenii v zasaditéj$im
hodnotach pH a nizka ve zbyvajicich 3 méfenych hodnotach (viz. obr. 4.48). S. petersenii je
Siroce rozsifenym druhem, nicméné tézisté jejiho vyskytu lezi v pH spiSe neutralnim (SIVER
1995). Optimalni pH pro rist se dost lisi, jednotlivi autofi uvadéji hodnoty od 5,5 do 8,2
(SAXBY-ROUEN et al. 1997, GAVRILOVA et al. 2005, KiM et al. 2008). Nejvyssi rychlost
fotosyntézy byla pro druh Synura petersenii naméfena pti pH 5-6. (BHATTI & COLMAN 2008).
Na druhou stranu M. tonsurata patii k vylozen¢ alkalifilnim druhiim chrysomonad a v ptirodé
se snim vkyselém pH témé nesetkdme (SIVER 1991, SIVER 1995). Tedy, u obou
studovanych druhli stoupa morfologicka disparita v suboptimalnich podminkach pH, u
S. petersenii ve vysokém a u M. tonsurata naopak v nizkém pH. Zaroven je pomérné
vyznacéné, ze vztah pH a disparity je u obou druhti opacny nez vztah mezi pH a velikosti Supin
— jinymi slovy, variabilnéjsi jsou malé Supiny.

U Supin chrysomonad lze tedy pozorovat vétsi tvarovou disparitu ve stresovych
podminkach, pfedevs§im ve vysoké teploté¢ ¢i krajnich hodnotich pH. Tato plasticita je
pravdépodobné neadaptivnim disledkem naruSeni dilezitych bunéénych funkei, které stoji za

komplexnim procesem biogeneze Supin.
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5.6. Vliv symetrizace dat na proporci vysvétlené variability

U druhi Synura echinulata a S. sphagnicola byla provedena symetrizace, protoze neni
mozné na fotografiich z transmisniho elektronového mikroskopu odlisit u jednotlivych Supin
levou a pravou stranu. Asymetrickd komponenta tvaru byla zcela zanedbana (KLINGENBERG
2002), analyzovala jsem tedy vlastné jen ¢ast celkové variability - 61,1 % u S. echinulata a
68,2 % u S. sphagnicola.

Tento rozdil ve zpracovani dat se projevil i ve vysledcich analyzy relativnich warpi -
konkrétné na procentech variability vysvétlené jednotlivymi RW (tabulka P7, pfiloha).
U symetrizovanych dat byla celkova variabilita popsana vyrazné¢ mensim poctem os nez u dat
nesymetrizovanych. Zaroven tak u symetrizovanych zahrnuji prvni tfi zobrazené osy vétsi
procento celkové variability.

Nicméné, pravé asymetrickd slozka tvarové variability byva pfedmétem riznych studii.
U struktur, které¢ jsou principialné symetrické, jsou ndhodné odchylky od této symetrie
interpretovany také jako disledek stresu (napt. PARSONS 1992). Cilem budoucich studii Supin
chrysomondd by tedy mohla byt pravé fluktuacni asymetrie a jeji promény, at’ uz v souvislosti
s velikosti Supin, polohou na bufice, ¢i s faktory prostiedi. Takové vyzkumy by mohly pfinést
nové poznatky ohledné¢ mezidruhovych a vnitrodruhovych rozdilt ¢i doplnit praveé v této praci

diskutované hypotézy ohledn¢ plisobeni stresovych podminek.
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Ve své diplomové praci jsem se zabyvala morfologickou variabilitou kiemicitych Supin

u ¢tyi vybranych druhl chrysomondd. Zkoumala jsem piedevSim vliv rozdilné kultivacni

teploty a hodnoty pH na jejich tvar. Hlavni zavéry se v navaznosti na cile prace uvedené

v predmluvé daji shrnout do nasledujicich bodi:

veskera morfologicka variabilita kazdého datového souboru byla zhodnocena
pomoci analyzy relativnich warpli a hlavni trendy morfologické variability byly
zobrazeny jako deformacni miizky. ZjiSténa tvarova variabilita je sice velika, avSak
stale v ramci tvarti bézné pozorovatelnych v ptirodnich vzorcich a rovnéz druhova
piislusnost Supin zustala za vSech pokusnych podminek zcela ztetelna.

oba ekologické faktory (teplota i pH) maji signifikantni, i kdyz pomérné maly, vliv
na tvar Supin studovanych druhid. Navic, az na nékolik malo vyjimek lze jednotlivé
skupiny na zékladé tvaru Supin dobie diskriminovat. Tvarové trendy typické pro
dané hodnoty parametrii jsem také zobrazila pomoci deformacnich mtizek.

u tfi ze Ctyt studovanych druhii bylo prokazano signifikantni zmenSovani Supin
s teplotou. S rostouci teplotou se zmensSuji i studované builkky druhu Synura
petersenii, v25 °C vSak dochazi k opétovnému vzrustu objemu bunék. Tento
vysledek je vsouladu s Atkinsonovym pravidlem, které bylo definovdno pro
velikost tél ektotermnich organismill. Vztah pH a velikosti neni jednoznacny —
Supiny druhu S. petersenii se srostoucim pH zmens$uji, Mallomonas tonsurata
zvetSuyi.

alometrie ma signifikantni podil na celkové tvarové variabilité Supin chrysomonad, a
tedy 1 Cast tvarové variability vysvétlené prislusSnymi ekologickymi faktory byla ve
skuteCnosti spojena s velikosti Supin. Nicméné¢, i po odstranéni alometrické slozky
variability ma jak teplota, tak pH stale signifikantni vliv na tvar Supin.

hodnotach pH dochézi k signifikantnimu ndrGstu morfologické disparity. Ve dvou
pfipadech lze také v nejvyssi teploté pozorovat kvalitativné odlisSné morfologické
trendy. Rovnéz objem bunék S. peteresenii vzrusta v teploté 25 °C. Tyto vysledky
naznacuji, ze dlouhodoby rist v krajnich hodnotich pisobi na bunky jako

environmentalni stres.
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Priloha



Tabulky P1a-f: Prokrustovské vzdalenosti konsensualnich konfiguraci jednotlivych
teplotnich (pH) skupin.

a: Synura petersenii — teplotni pokus

Teplota 5°C 10 °C 156°C_ 20°C 25°C

5°C -
10 °C| 0,0301 -
15°C| 0,0343 0,0205 -
20°C| 0,0432 0,0425 0,0404 -
25°C| 0,0574 0,0487 0,0436  0,0557 -

b: Synura echinulata — teplotni pokus

Teplota 5°C 10 °C 15°C_ 20°C 25°C

5°C -
10 °C| 0,0365 -
15§°C| 0,0227 0,0200 -
20°C| 0,018 0,0278 0,0145 -
25°C| 0,0305 0,0387 0,0264 0,0183 0,0000

c¢: Synura sphagnicola — teplotni pokus

Teplota 5°C 10°C__ _15°C_ 20°C 25°C

5°C -
10 °C| 0,0307 -
16§°C| 0,0176 0,0217 -
20°C| 0,0523 0,0531 0,0423 -
25°C| 0,0651 0,0702 0,0570 0,0179 -

d: Mallomonas tonsurata — teplotni pokus

Teplota 5°C 10°C__ _15°C_ 20°C 25°C

5°C -
10 °C| 0,0344 -
156°C| 0,0461 0,0237 -
20°C| 0,0473 0,0264 0,0129 -
25°C| 0,0720 0,0528 0,0531  0,0477 -

e: Synura petersenii — pH pokus

pH 5,5 6,5 7;5 8!5

55 -
6,5 0,0229 -

7,5| 0,0284 0,0221 -

8,5/ 0,0409 0,0311  0,0209 -

f: Mallomonas tonsurata — pH pokus

pH 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5

4,5 -
55| 0,0227 -

6,5 0,0294 0,0347 -

7,5 0,0265 0,0420 0,0318 -

8,5/ 0,0605 0,0701 0,0687  0,0614 -




Tabulky P2a-f: Vysledky permutacnich testi shody praméri jednotlivych dvojic teplotnich
(pH) skupin. V horni polovin¢€ matice je uvedena Mahalanobisova vzdalenost a v dolni
p-hodnota. Provedeno 2000 permutaci.

a: Synura petersenii — teplotni pokus

Teplota 5°C 10 °C 16§°C__20°C 25°C
5°C - 0244 0294 0,489 0,358

10 °C 0 - 0,155 0,342 0,276
15 °C 0 0,004 - 0,269 0,272
20 °C 0 0 0 - 0,385
25°C 0 0 0 0 -

b: Synura echinulata — teplotni pokus
Teplota 5°C 10 °C 15 °C 20 °C 25°C

5°C - 0,14 0,134 0,161 0,228
10°C| 0,008 - 0,118 0,148 0,249
15§°C| 0,029 0,118 - 0,118 0,195
20 °C 0 0,004 0,12 - 0,177
25°C 0 0 0 0 -

c¢: Synura sphagnicola — teplotni pokus
Teplota 5°C 10 °C 15 °C 20 °C 25 °C

5°C - 0175 0,203 0,287 0,262
10 °C 0 - 0,133 0,28 0,255
15 °C 0 0,006 - 0,191 0,216
20 °C 0 0 0 - 0,109
25°C 0 0 0 0,066 -

d: Mallomonas tonsurata — teplotni pokus
Teplota 5°C 10 °C 15 °C 20 °C 25 °C

5°C - 0269 0,297 0,324 0,4
10 °C 0 - 0,152 0,171 0,338
15 °C 0 0,006 - 0,137 0,317
20 °C 0 0 0,022 - 0,264
25 °C 0 0 0 0 -

e: Synura petersenii — pH pokus

pH 5,5 6,5 7,5 8,5
5,5 - 0,148 0,205 0,191
6,5 0,008 - 0,181 0,177
7,5 0 0 - 0,145
8,5 0 0 0,013 -

f: Mallomonas tonsurata — pH pokus

pH 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5
4,5 - 0139 0,247 0,263 0,489
55 0,017 - 0228 0,277 0,434
6,5 0 0 - 0,206 0,468
7,5 0 0 0 - 0,361
8,5 0 0 0 0 -




Tabulky P3a-f: Srovnani velikosti Supin mezi jednotlivymi dvojicemi skupin. V horni
poloving matice jsou uvedeny p-hodnoty z F-testu (test shody rozptyld). V dolni poloviné
matice jsou p-hodnoty z permuta¢niho testu shody priimért. Provedeno 10000 permutaci.

a: Synura petersenii — teplotni pokus

Teplota 5°C 10 °C 15 °C 20 °C 25°C
5°C - 0,762 0,040 0,048 0,277
10 °C 0,87 - 0,019 0,023 0,165
15 °C 0,89 0,95 - 0,942 0,33
20 °C 0 0 0 - 0,366
25°C 0 0 0,001 0 -
b: Synura echinulata — teplotni pokus
Teplota 5°C 10 °C 15 °C 20 °C 25 °C
5°C - 0,318 0,387 0,628 0,806
10 °C 0,174 - 0,893 0,607 0,214
15°C 0,107 0,748 - 0,703 0,267
20°C 0,938 0,147 0,075 - 0,465
25°C 0,489 0,039 0,021 0,508 -
c: Synura sphagnicola — teplotni pokus
Teplota 5°C 10 °C 15 °C 20 °C 25°C
5°C - 0,019 0,311 0,768 0,023
10 °C 0 - 0,001 0,040 0,951
15°C 0 0,026 - 0,191 0,001
20°C 0 0,15 0,394 - 0,046
25°C 0 0,004 0 0 -
d: Mallomonas tonsurata — teplotni pokus
Teplota 5°C 10 °C 15 °C 20 °C 25°C
5°C - 0,004 0,077 0,299 0,104
10 °C 0,939 - 0,259 0,063 0,203
15 °C 0,014 0,002 - 0,462 0,885
20°C 0 0 0,001 - 0,554
25°C 0 0 0 0 -
e: Synura petersenii — pH pokus
pH 5,5 6,5 7,5 8,5
55 - 0,032 0,003 0,031
6,5 0,941 - 0,396 0,989
7,5 0 0,002 - 0,404
8,5 0,001 0,002 0,814 -
f: Mallomonas tonsurata — pH pokus
pH 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5
4,5 - 0,635 0,03 0,045 0,449
55 0,132 - 0,009 0,014 0,778
6,5 0,058 0 - 0,867 0,004
7,5 0 0 0,006 - 0,006
8,5 0 0 0 0,017 -




Tabulky P4a-f: Analyza nealometrické slozky tvarové variability: Vysledky permutacnich
testl shody primérii jednotlivych dvojic pH skupin. V horni poloviné matice je uvedena
Mahalanobisova vzdalenost a v dolni p-hodnota. Provedeno 2000 permutaci.

a: Synura petersenii — teplotni pokus

Teplota 5°C 10 °C 15 °C 20 °C 25°C
5°C - 0,146 0,221 0,195 0,216
10 °C 0 - 0,110 0,135 0,139
15 °C 0 0,003 - 0,107 0,131
20 °C 0 0 0,009 - 0,177
25°C 0 0 0 0 -
b: Synura echinulata — teplotni pokus
Teplota 5°C 10 °C 15 °C 20 °C 25°C
5°C - 0,111 0,106 0,127 0,201
10 °C 0 - 0,107 0,121 0,205
15°C 0 0,002 - 0,074 0,138
20°C 0 0 0,102 - 0,122
25°C 0 0 0 0 -
c: Synura sphagnicola — teplotni pokus
Teplota 5°C 10 °C 15 °C 20 °C 25°C
5°C - 0,178 0,186 0,229 0,182
10 °C 0 - 0,129 0,246 0,227
15°C 0 0 - 0,176 0,160
20°C 0 0 0 - 0,109
25°C 0 0 0 0,008 -
d: Mallomonas tonsurata — teplotni pokus
Teplota 5°C 10 °C 15 °C 20 °C 25°C
5°C - 0,18 0,189 0,17 0,182
10 °C 0 - 0,115 0,137 0,132
15 °C 0 0,007 - 0,113 0,144
20°C 0 0 0,008 - 0,157
25°C 0 0 0 0 -
e: Synura petersenii — pH pokus
pH 5,5 6,5 7,5 8,5
55 - 0,109 0,127 0,13
6,5 0,004 - 0,072 0,1
7,5 0 0,241 - 0,101
8,5 0 0,016 0,012 -
f: Mallomonas tonsurata — pH pokus
pH 4,5 55 6,5 7,5 8,5
4,5 - 0,112 0,149 0,167 0,225
5,5 0,006 - 0,156 0,207 0,234
6,5 0 0 - 0,178 0,267
7,5 0 0 0 - 0,28
8,5 0 0 0 0 -




Tabulky P5a-f: Permutacni test shody primérné skupinové variability ve tvaru
(morfologické disparity). V tabulkach jsou uvedeny vysledné p-hodnoty. Provedeno 10000
permutaci.

a: Synura petersenii — teplotni pokus

Teplota 5°C 10 °C 15°C 20°C 25°C
5°C -
10 °C 0 -
15°C| 0,007 0 -
20°C| 0,325 0 0,072 -
25°C 0 0 0 0 -

b: Synura echinulata — teplotni pokus

Teplota 5°C 10°C___15°C_ 20°C 25°C

5°C -
10 °C 0 -
15 °C 0 0 -
20 °C 0 0 0 -
25°C 0 0 0 0,004 -

c: Synura sphagnicola — teplotni pokus

Teplota 5°C 10 °C 16°C_ 20°C 25°C

5°C -
10 °C 0 -
15°C| 0,782 0 -
20°C( 0,608 0 0416 -
25°C 0 0 0 0 -

d: Mallomonas tonsurata — teplotni pokus

Teplota 5°C 10 °C 15°C_ 20°C 25°C

5°C -
10 °C 0 -
15 °C 0 0 -
20°C 0 0 0 -
25°C 0 0 0 0 -
e: Synura petersenii — pH pokus
pH 5,5 6,5 7,5 8,5
5,5 -
6,5 0 -
7,5 0 0 -
8,5 0 0 0 -

f: Mallomonas tonsurata — pH pokus

pH 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5
4,5 -
5,5 0 -
6,5 0 0 -
7,5 0 0 0 -
8,5 0 0 0 0 -




Tabulka P6: Porovnani primérnych objemt bunék S. petersenii z riznych pokusnych teplot.
V matici jsou p-hodnoty permutacniho testu shody primérti (10000 permutact).

Teplota 5°C 10 °C 15°C 20°C 25°C
5°C
10 °C 0
15°C 0 0,549
20 °C 0 0,001 0,002
25°C 0 0,009 0 0

Tabulka P7: Procenta variability vysvétlené jednotlivymi relativnimi warpy. U kazdého

pokusu je vzdy uvedena hodnota pro kazdou osu zvlast’ a kumulativni procentudlni hodnota.
(na dalsi stran¢)



Teplota pH
S. petersenii S. echinulata S. sphagnicola M. tonsurata S. petersenii M. tonsurata
RW % kum. % % kum. % % kum. % % kum. % % kum. % % kum. %
1] 40,65% 40,65% 43,37% 43,37% 56,60% 56,60% 3168% 31,68% 49,07 % 49,07% 29,44 % 29,44 %
2| 1836% 59,01% 27,78% 71,15% 30,69% 87,30% 16,79% 48,47 % 17,52 % 66,59% 16,35% 45,79 %
3| 1317% 7217% 1051% 8166% 495% 9224% 12,21% 60,69 % 9,64 % 7623% 12,14 % 57,93 %
4] 829% 8047% 819% 8985% 349% 9573% 1092% 71,61 % 5,51 % 8174% 11,04% 68,97 %
5] 435% 8482% 397% 9382% 139% 9713% 760% 7921 % 3,90 % 85,64 % 6,83% 75,80 %
6] 258% 8740% 1,86% 9568% 124% 9836% 456% 83,76 % 2,56 % 88,20 % 522% 81,02 %
7 1,98% 8938% 141% 9714% 0,72% 99,08% 3,13% 86,89 % 1,91 % 90,12 % 329% 84,31 %
8 1,74% 9112% 097% 98,11% 0,40% 99,48% 2,52% 89,36 % 1,48 % 91,60 % 280% 87,12%
9 1,24% 9236% 055% 9865% 028% 99,76% 1,98% 91,34 % 1,25 % 92,85 % 262% 89,74 %
10 1,04% 9340% 039% 99,04% 0,19% 99,95% 1,46% 92,88 % 0,93 % 93,78 % 1,74% 91,48 %
11 0,78% 94,18% 028% 9932% 0,02% 99,97% 1,20% 94,08 % 0,87 % 94,65 % 1,46 % 92,93 %
121 0,73% 9492% 0,19% 9951% 0,01% 9998% 1,12% 95,20 % 0,75 % 95,40 % 1,24% 9417 %
13] 066% 9557% 0,15% 9966% 0,01% 9999% 0,88% 96,08 % 0,64 % 96,05 % 0,99% 95,16 %
141 064% 9621% 014% 99,79% 0,00% 9999% 0,67% 96,74 % 0,55 % 96,59 % 0,76 % 95,92 %
15] 052% 96,73% 0,70% 99,89% 0,00% 100,00% 0,61% 97,35% 0,47 % 97,06 % 0,72% 96,64 %
16| 045% 9718% 0,09% 99,98 % 049% 97,84 % 0,41 % 97,47 % 0,60% 97,25 %
17] 039% 9758% 0,01% 99,99 % 0,41% 98,26 % 0,33 % 97,80 % 0,44 % 97,69 %
18] 034% 9791% 0,01% 99,99 % 0,27 % 98,52 % 0,30 % 98,10 % 0,38 % 98,07 %
191 0,29% 98,21%  0,00% 100,00 % 025% 98,77 % 0,26 % 98,36 % 0,32% 98,39 %
20l 0,25% 98,45 % 0,23% 99,00 % 0,25 % 98,61 % 0,30 % 98,69 %
21 0,23% 98,68 % 021% 99,21 % 0,22 % 98,82 % 0,27 % 98,96 %
221 0,18 % 98,86 % 0,18 % 99,39 % 0,19 % 99,01 % 0,24 % 99,20 %
23] 0,17 % 99,04 % 0,17 % 99,56 % 0,17 % 99,18 % 0,20% 99,39 %
241 0,15% 99,18 % 0,14 % 99,70 % 0,12 % 99,31 % 0,16 % 99,55 %
251 0,14 % 99,33 % 0,10 % 99,80 % 0,11 % 99,41 % 0,15% 99,70 %
26 0,12% 99,45 % 0,07 % 99,87 % 0,10 % 99,51 % 0,08% 99,79 %
271 0,10% 99,55 % 0,04 % 99,91 % 0,09 % 99,61 % 0,07 % 99,86 %
28] 0,09% 99,65 % 0,02% 99,93 % 0,08 % 99,69 % 0,05% 99,90 %
291 0,08% 99,72 % 0,02% 99,95 % 0,07 % 99,76 % 0,03% 99,93 %
30] 0,07% 99,79 % 0,01 % 99,96 % 0,07 % 99,83 % 0,02% 99,95 %
31 0,05% 99,84 % 0,01 % 99,97 % 0,05 % 99,88 % 0,01 % 99,96 %




32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

0,05 %
0,03 %
0,02 %
0,01 %
0,01 %
0,01 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %

99,89 %
99,92 %
99,95 %
99,96 %
99,97 %
99,97 %
99,98 %
99,98 %
99,98 %
99,99 %
99,99 %
99,99 %
99,99 %
99,99 %
99,99 %
100,00 %

0,01 %
0,01 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %

99,98 %
99,98 %
99,99 %
99,99 %
99,99 %
99,99 %
99,99 %
100,00 %

0,04 %
0,02 %
0,01 %
0,01 %
0,01 %
0,01 %
0,01 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %

99,92 %
99,93 %
99,95 %
99,96 %
99,97 %
99,97 %
99,98 %
99,98 %
99,99 %
99,99 %
99,99 %
99,99 %
99,99 %
99,99 %
100,00 %

0,01 %
0,01 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %
0,00 %

99,97 %
99,98 %
99,98 %
99,99 %
99,99 %
99,99 %
99,99 %
99,99 %
100,00 %
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