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Abstrakt

Predkladana diplomova prace se zabyva studiem morfologické asymetrie populaci krasivky
rodu Micrasterias (Desmidiales, Viridiplantae). K tomuto Géelu bylo studovano 71 populaci
nalezejicich do 13 druht, které byly nalezeny na 31 odbérovych lokalitach.

V této praci bylo kromé tradi¢niho pfistupu k hodnoceni asymetrie u objektd s biradidlnim
typem symetrie (spole¢na PCA symetrickych kopii vSech bunék) pouzito také nového
piistupu zalozené¢ho na PCA symetrickych kopii u kazdé buiiky zvlast. Ob¢ metody se
ukdzaly byt zcela nahraditelné, ovSem druhy zptsob nabizi §irsi vyuziti.

Dominantnim typem asymetrie byla asymetrie mezi dvéma pulbunikami, tedy segmenty, které
predstavuji matetskou a dcefinou cast buiiky. Vznik ptilbunék je ¢asové oddélen a vysoka
mira této asymetrie je ddna riznymi abiotickymi podminkami v dob¢ jejich vzniku. Dtlezitou
roli mize hrat i fakt, Ze mladsi palbuiika nemusi byt jesté plné dorostla. Asymetrie mezi levou
a pravou Casti buiiky a transverzalné lezicimi polovinami se ukazala byt méné vyznamna.
Relativni zastoupeni jednotlivych typt variability bylo mezi populacemi pomérné stabilni.
Vliv morfologické komplexity na miru asymetrie nebyl prokézéan, coz znamena, ze
morfogeneze bunék komplexné&jSich druhti Micrasterias neni zatizena vys$Simi
ontogenetickymi nepiesnostmi. Byly zaznamenany rozdilné asymetrické trendy mezi
jednotlivymi druhy, ov§em tyto trendy pravdépodobné souvisi s velikostnimi rozdily
jednotlivych druht, jelikoz mira asymetrie se ukdzala byt siln€ pozitivné korelovana s
velikosti bun¢k. Existence spoleénych asymetrickych trendt u druhti se spole¢nym vyskytem
naznacuje, ze se v ramci linie Micrasterias uchovaly spole¢né evoluéné konzervované rysy,

prostiednictvim kterych buiiky reaguji na abiotické podminky prostiedi.

Klicova slova: alometrie, asymetrie, Desmidiales, geometricka morfometrika, komplexita,

Micrasterias






Abstract

This thesis deals with the morphological asymmetry of the desmid genus Micrasterias
(Desmidiales, Viridiplantae). In total, 71 populations belonging to 13 species sampled at 31
different locations were used.

In addition to the traditional approach of the biradial asymmetry decomposition (joint PCA of
the symmetric copies of all the cells) a novel approach based on a PCA of the symmetric
copies of each cell separately was also used. Both these methods were found to be
replaceable, but the second method may have broader applications.

The dominant asymmetric pattern was described by the differences in shape of the opposite
semicells, i.e. those segments that represent the juvenile and adult parts of the cells. Cellular
ontogenesis of semicells is separated in time and, therefore, this asymmetry may be
determined by varying abiotic conditions. However, a part of this asymmetric pattern would
also be explained by ontogenetic differences among mature and developing semicells. The
asymmetry between the left and right part of the cells, as well as the transversal asymmetry
proved to be less conspicuous. Relative representation of the different asymmetric patterns
between populations proved to be relatively stable.

Morphological complexity did not correlate with the asymmetric levels. This means that the
morphogenesis of even the most complicated Micrasterias cells was not accompanied by
inherent ontogenetic inaccuracies. The different asymmetrical trends among species were
recorded, but these trends were likely related to size differences among species, as the degree
of asymmetry proved to be strongly positively correlated with their cell sizes. The joint
asymmetric trends in sympatrically occurring species indicated that evolutionarily conserved
features shared by multiple species may have been preserved in the Micrasterias lineage.

Key words: allometry, asymmetry, complexity, Desmidiales, geometric morphometrics,

Micrasterias
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1.UvoD

Jako symetrické 0znacujeme ty organizmy, jejichz télni plan je tvofen opakujicim se
motivem. Jde o jev, ktery je u zivych organizmil velmi bézny a existuje jen malo skupin, které
by primarn¢ nevykazovaly zadny typ symetrie. Na symetrii biologickych objektt je mozné
nahliZzet dvéma zpisoby. Prvni pfistup je zaméfen na ontogenezi symetrickych struktur a
mechanizmy tohoto procesu, druhy se pak orientuje na evolu¢ni disledky symetrie. Tyto dva
pristupy ovSem nejsou striktné¢ odd€lené a jejich propojeni piinasi dal$i cenné informace
(Endress, 1999). Symetrie biologickych objektt je ovSem pouze zdanliva, jelikoz od dokonale
symetrického stavu témér vzdy existuji drobné odchylky, které oznacujeme jako asymetrie.
Tato diplomova prace se zabyva studiem téchto asymetrii u skupiny zelenych fas (krasivky),

které zkouma z pohledu ontogenetického i evolu¢niho.

1.1. Typy symetrie v prirodé

Nejrozsifenéj$im a nejjednodussim typem symetrie, ktery se v ptirodé vyskytuje, je symetrie
bilateralni. Jde o symetrii, kterou vykazuji organizmy s jednou osou soumérnosti. Bilateralné
symetrické objekty jsou tvofeny dvéma identickymi polovinami, které jsou vici sobé
zrcadlove prevracené. Prikladem takto symetrické struktury mize byt naptiklad lidsky oblice;.
Obr. 1a), ktera je definovana dvéma navzajem kolmymi osami soumérnosti. Biradialné
symetrické objekty jsou tedy tvofeny ¢tyfmi identickymi kvadranty, které¢ jsou vii¢i sobé levo-
pravé a horno-dolné pievracené. Piikladem mohou byt nékteré mikroskopickeé fasy, naptiklad
frustuly rozsivky Frustulia ¢i buniky krasivky Micrasterias. Dal§im bézné se vyskytujicim
typem symetrie je symetrie rota¢ni (radialni; Obr. 1b), ktera je charakterizovana vice nez
jednou osou soumeérnosti (napft. rozsivka Cyclotella). Zcela jiny charakter symetrie vykazuje
symetrie translacni (serial homology, Obr.1c¢), ktera je dana periodicky se opakujicim
motivem (napf. rozsivka Aulacoseira), u kterého mize i nemusi byt zachovana jednotna
velikost, nebo symetrie spiralni (scale symmetry, Obr. 1d), pro kterou je typické spiralni
opakovani stejného zvétsujiciho se motivu (napt. Hargittai & Pickover, 1992; Hall, 1994;
Martindale & Henry 1998; Savriama & Klingenberg, 2011). VSechny vys$e zminéné typy
symetrie popisuji symetrii v rdmci jednoho objektu. Existuji ovSem i symetrické objekty,
které nejsou soucasti jednoho celku, ale jsou od sebe zietelné oddélené. Osa soumérnosti tedy
neprochdzi samotnym objektem, ale mimo n¢j. Tento typ symetrie je oznacovan jako
matching symmmetry. Piikladem tohoto typu symetrie mohou byt napiiklad lidské ruce ¢i
kiidla hmyzu (Klingenberg et al., 2002).



Obr. 1: Zakladni typy symetrie, se kterymi se setkame u zivych organizmii. a) biradialni
symetrie u krasivky Micrasterias rotata, b) rotacni symetrie u kvétu Plumeria alba, ¢)
transla¢ni symetrie u obratll, d) spiralni symetrie u ulity Nautilus (pfevzato od Savriama &
Klingenberg, 2011)

Vsechny nesystematické odchylky od téchto symetrickych stavii se nazyvaji fluktuaéni
asymetrie. Konkrétni projevy fluktuacni asymetrie jsou vétSinou nepredikovatelné a jeji mira
je bézn¢ pouzivanym meéfitkem vyvojové nestability ¢i stresu, jelikoz stresové podminky
(vnitini 1 vnéj$i) vedou k naruSeni vnitini homeostaze a ke zvySeni variability epigenetickych
procest a tim padem i ke zvySeni fenotypové variability a miry fluktuacni asymetrie v
populaci (Wojcik et al., 2007). Z evoluéniho hlediska je mozné nartist miry variability a
fluktuaéni asymetrie vnimat jako cestu vedouci ke zvétSeni pole plsobnosti ptirodniho vybéru
a tim padem 1 ke zvySeni Sanci na nalezeni optimalniho feSeni v danych podminkach
(Rasmuson, 2002). Tento jev byl pozorovan nejen v laboratornich podminkéch, ale i na
prirodnich stanovistich, a na toto téma existuje velké mnozstvi studii zkoumajici riizné
organizmy (napf. Scuilli et al., 1979; Imasheva et al., 1990; Moller & Eriksson, 1994; Lens et
al., 1999; Saucede et al., 2006). Detailni studium fluktuaéni asymetrie a morfologické
variability miZe byt uZitecné z nékolika divodi. MiZe slouZit nejen k vzajemnému
porovnavani komplexnich a plastickych struktur, které pfesahuji moznosti klasické
morfologie (Neustupa & Skaloud, 2007), ale také jako nastroj ke studiu populaci vzhledem k
ménicim se environmentalnim podminkdm od centra aredlu k okrajlim ¢i k extremité
stanoviste a schopnosti populace se s t€émito podminkami vyrovnat (Kark, 2001). Dalsi

aplikaci studia fluktua¢ni asymetrie mize byt srovnavani genetické variability mezi blizce



piibuznymi populacemi ¢i uc¢innosti mechanizmi regulujicich ontogenezi (Palmer &

Strobeck, 1986).

1.2. Matematicka definice symetrie

Nastroje analyzy symetrie objektll vychazeji z matematické definice symetrie, jejimuz
stru¢nému nastinéni se vénuje tato kapitola. Prvnim krokem k pochopeni definice symetrie je
objasnéni pojmil transformace a grupa. Transformace je reverzibilni geometricka zména, ktera
zobrazi libovolny bod objektu do jiného bodu ve stejné roviné. Z hlediska definice symetrie
jsou dulezité zejména ty transformace, po jejichz aplikovani ztistava celkova symetrie objektu
nezménéna. Nejjednodussi z téchto transformaci je identita, ktera zobrazi kazdy bod objektu
do sebe sama, takze transformovany obraz je stejny jako jeho ptivodni vzor. DalSimi
dilezitymi transformacemi jsou translace (posunuti objektu v urcitém sméru), rotace (otoceni
objektu o urcity tihel), reflexe (vytvoteni zrcadlové kopie objektu) a zména velikosti objektu.
Vsechny transformace je mozné vzadjemné kombinovat. Geometrickd definice symetrie tika,
7e objekt je symetricky vzhledem k urcité transformaci, pokud po jejim uziti zistava symetrie
objektu nezménéna (naptiklad po doplnéni poloviny lidského oblic¢eje o jeho zrcadlovou
polovinu dostaneme obli¢ej cely, samoziejme pii zanedbani drobnych asymetrii, které se mezi
jednotlivymi polovinami vyskytuji). Kazdy objekt mize byt nezménén vzhledem

k libovolnému mnozstvi transformaci. Mnozinu symetrickych transformaci oznac¢ujeme jako

symetricka grupa (Obr. 2) (napt. Rosen, 1975; Weyl, 1975).

Obr. 2: Symetricka grupa u biradialné symetrickych objektl. Tato grupa zahrnuje
transformace identita, reflexe okolo vertikalni osy, rotace o 180° a reflexe okolo horizontalni
osy. Pfevzato od Savriama et al., 2010.



1.3. Analyza symetrie a asymetrie

Landmarkova geometricka morfometrika (GM) je metoda hojné vyuzivana ke studiu tvard
nejruznéjsich objektl. Jejim zédkladnim principem je vyznaceni klicovych bodii na objektu
(tzv. landmarky), s jejichz soutadnicemi se dale pracuje (Zelditch et al., 2004). Landamrky
jsou konkrétni body, jejichz poloha je jasné definovana a jednoznacné urcitelnd mezi riznymi
jedinci urcité skupiny organizmda. Princip kvantifikace miry symetrie a asymetrie datového
souboru pomoci GM je zalozena na srovnavani ptivodniho objektu se vSemi jeho symetricky
transformovanymi kopiemi. V piipadé nejjednodussi bilateralni symetrie jde o kopii vzniklou
po uziti transformace reflexe, tedy zrcadleni podél osy soumérnosti. Analyza asymetrie pro
bilateraln¢ symetrické objekty je dobfe zavedena a bézné pouzivana technika (Auffray et al.,
1999; Mardia et al., 2000; Kent & Mardia, 2001; Klingenberg et al., 2002), ktera byla
specifické typy symetrie byly popsany metody zalozené na jiném principu, jako napiiklad pro
symetrii rota¢ni. Tato metoda popisuje miru symetrie a asymetrie objektu pomoci jeho
porovnani s pravidelnym n-uhelnikem (Frey et al., 2007).

Potapova & Hamilton (2007) popsali metodu studia biradialné symetrickych objektt. Pro
studium symetrické variability rozsivek vytvofili symetrickou buitku zprimérovanim bunék
vzniklych rotaci ptivodni bunky okolo horizontalni a vertikalni osy o 180°. Negativnim
disledkem této symetrizace je ovSem ztrata informace o asymetrii jednotlivych casti buiky.
Savriama et al. (2010) tento postup rozsifili o néstroje analyzy asymetrie zaloZené na
porovnani pivodni konfigurace a konfigurace symetricky transformovanych kopii pomoci
analyzy hlavnich komponent (PCA). Savriama & Klingenberg (2011) zobecnili vy$e zminény
postup pro libovolny typ symetrie. Diky této obecné metod¢ zalozené na PCA datového
souboru, ktery obsahuje vSechny symetrické transformace originalni buiiky, je mozné rozlozit
variabilitu na symetrickou a asymetrickou. Jednotlivé PC osy pak popisuji bud’ symetrické,

nebo asymetrické rozdily mezi originalnimi bunikami a jejich symetrickymi kopiemi.

1.3.1. Symetricka a asymetricka variabilita

Jako symetrickou variabilitu oznac¢ujeme vzdy tu proporci tvarové variability, kterou ziskame
vzajemnym porovnanim dokonale symetrickych bun€k mezi sebou. Symetricka variabilita je
tedy mira variability mezi jednotlivymi objekty v datovém souboru. Asymetricka variabilita je
naopak variabilita mezi jednotlivymi symetrickymi segmenty objektu, kterou ziskame

porovnanim puvodni konfigurace a transformovanych konfiguraci landmarkt kazdého



jednotlivého objektu. Jako direk¢ni asymetrii ozna¢ujeme pramérnou asymetrii celého
datového souboru, jako fluktuaéni pak asymetrii kazdého jednotlivého objektu.

U biradidln¢ symetrickych objektl rozliSujeme asymetrii horizontalni, vertikalni a
transverzalni, coz je variabilita mezi kvadranty objektu, které spolu sousedi transverzalné
(Obr. 3). Metody studia biradialni asymetrie jsou v souc¢asné dob¢ na vzestupu zejména diky
novym technikam, které umoznuji jejich kvantifikaci (Savriama et al., 2010; Savriama &
Klingenberg, 2011).

a) b) c)

Obr. 3: Typy asymetrie u biradialné symetrickych objektd. a) horizontalni, b) verikalni,
c) transverzalni asymetrie

1.3.2. Studie, ve kterych byl pouZit rozklad variability pro objekty s komplexni symetrii
Prvni studie je vénovana rozkladu variability u mikroskopické fasy druhu Micrasterias rotata.
Savriama et al. (2010) se zde zabyvaji rozkladem variability u klonélni kultury krasivky, jejiz
buiiky jsou biradidlné symetrické. Studie ukazala, Ze témét dvé tietiny morfologické
variability mezi buitkami byly dany rozdily mezi jednotlivymi ptlbuiikami (termin ptlbuiika
oznacuje matetskou ¢i dcefinou ¢ast bunky krasivky, viz kapitola 1.4., Obr. 4). Pfi korelaci
miry variability a velikosti buniky se ukazalo, Ze velké ¢ast této variability je ale dana vlivem
velikosti ptlbuiiky na jeji tvar, tzn., Ze mensi palbuiiky maji jiny tvar nez pulbunky vetsi.
Symetricka variabilita pak ¢inila zhruba 26 % a variabilita mezi levou a pravou polovinou
buniky o néco malo pres 6 %.

Dalsi aplikaci rozkladu asymetrie pro objekty s komplexni symetrii na nékolika druzich
krasivek rodu Micrasterias mizeme najit ve studii, ktera se vénuje rozkladu variability u tfech
klonalnich kultur druht M. radians var. bogoriensis, M. radians var. evoluta a M. semiradiata
(Neustupa, 2013). Opét se zde ukazal dominantni vyznam symetrické variability a variability
mezi pulbunikami. Zajimavé bylo porovnani absolutni miry variability mezi jednotlivymi
druhy, protoZe se ukazalo, ze variabilita obou variet druhu M. radians byla vétsi nez

variabilita morfologicky jednodussiho druhu M. semiradiata.



Savriama & Klingenberg (2011) se ve své studii zabyvali asymetrii schranek koralt. Diky
slozité struktuie této schranky je na kazdé mozné ur¢it tfi odlisné typy symetrie. Dil¢i studie
jednotlivych typt symetrii ukazaly vyznamny podil asymetrické slozky variability; ve dvou
ptipadech byl podil asymetrické slozky dokonce vétsi nez 96%.

V dalsi studii byly pomoci tohoto nového pfistupu analyzovany kvéty Erysimum
mediohispanicum (Brassicaceae) z pohoii Sierra Nevada (Savriama et al., 2012). Vysledky
ukazaly, ze ptiblizn¢ polovina tvarové variability byla dana symetrickou slozkou. Zbytek
variability byl z velké ¢asti tvofen fluktuacni asymetrii a direk¢ni asymetrie zaujimala

minoritni podil.

1.4. Krasivky jako vhodna modelova skupina

Krasivky (Desmidiales, Streptophyta, Viridiplantae) jsou skupinou zelenych fas, ktera
dominuje zejména v mikrofytobentosu mirné¢ kyselych raselinistnich biotopa (Brook, 1981).
V eutrofnich vodach je jejich vyskyt minimalni, jelikoz pravdépodobné nejsou schopny
konkurovat ostatnim druhtim s rychlejsi riistovou rychlosti (Coesel, 1982). Krasivky se
rozmnozuji prevazné vegetativnim délenim, i kdyZ se u nich vyjime¢né setkame se
specifickym zplisob pohlavniho rozmnozovéni zvanym spéjeni (konjugace) (Coesel &
Meesters, 2007). Jejich butika je nej€astéji tvofena dvéma symetrickymi piilbuiikami a
zatezem (isthmus), v jehoZ roviné déleni probiha (Obr. 4). Taxonomie krasivek je z velké
¢asti zaloZena na morfologii bunééné stény a doposud bylo popsano piiblizné 6000 druhii
(Brook, 1981). Krom¢ druhti jsou ov§em ¢asto popisovany i dalsi intraspecifické taxony, jako
naptiklad variety, poddruhy (subspecies) ¢i formy (Gontcharov & Melkonian, 2011). Diky
pomérné snadné determinaci a specifickym ekologickym narokiim je druhové sloZeni
krasivek Casto pouzivano k odhadu ekologické stability raseliniStnich ekosystémil (Coesel,
2001).

Krasivka rodu Micrasterias, ktera je v této diplomové praci pouzita jako modelovy druh,
ziskal své jméno z fectiny a znamend ,,mald hvézda“. V soucasné dob¢ je v tomto rodé
zafazeno pfiblizné 60 druhi a n¢kolik set nizsich taxont (Krieger, 1939; Rizicka, 1981).
Buriky Micrasterias se vyznacuji biradialni symetrii a pro studium asymetrické variability
jsou vhodné z nékolika davodi.

1) Jejich bunky se skladaji ze dvou symetrickych ptlbun¢k (Obr. 4). Jedna pilbunka je
matetskou ¢asti a druhé dcefinou ¢asti bunky. Vyvoj obou ptilbunék je tedy ¢asoveé oddeleny a

ob¢ Casti tak vznikaji v odlisSném prostiedi. Tento fakt umoznuje studovat plisobeni



environmentalnich podminek na miru morfologické variability, jelikoz ob¢ pulbunky maji
stejny geneticky vklad (Meindl, 1993).

2) Palbunka je také bilateralné symetricka, coz umoznuje studovat miru asymetrie danou
ontogenetickymi nepiesnostmi, jelikoz obé poloviny piilbuiiky vznikaji za zcela identickych
podminek.

3) Krasivky rodu Micrasterias patii mezi jednu z morfologicky nejrozmanitéjsich skupin
jednobunéénych organizmu a predstavuji jedny z tvaroveé nejkomplexnéjsich rostlinnych
bun¢k (Brook, 1981), diky ¢emuz jsou odchylky od symetrického tvaru dobte
kvantifikovatelné. Jejich ptlburika je tvofena jednim apikalnim a dvéma lateralnimi laloky,
které mohou byt znaén¢ redukované ¢i naopak vétvené do lalokd vyssich fadua (Obr. 4).

Vyhodny je i plochy tvar bunky a relativn¢ velka velikost, coz vyrazné usnadiuje

fotografovani pod mikroskopem.

Apikalni lalok

Pulbunka }

} Lateralni laloky

«—— Istmus

Obr. 4: Popis morfologie krasivky na ptikladu druhu M. rotata (upraveno podle Savriama et
al., 2010).

4) Morfologii Micrasterias jiz bylo vénovano mnoho pozornosti. Diky svému napadnému
tvaru byl tento rod popsan jiz pocatkem 19. stoleti (Agardh, 1827). Existuji studie, které se
zabyvaji vztahem morfologie druhti a jejich fylogenetické struktury (napt. Neustupa &
Skaloud, 2007; Neustupa et al., 2010; Nemjova et al., 2011; Skaloud et al., 2011),
fenotypickou plasticitou a vlivem abiotickych podminek (Neustupa et al., 2008; Cerna &
Neustupa, 2010) a dokonce jiz byly publikovany studie, které se zabyvaji rozkladem
variability u riznych druht (Savriama et al., 2010; Neustupa, 2013).



1.5. Cile prace

Tato diplomova prace si klade dva hlavni cile. (1) Prvnim z nich je zjistit, zda existuje vztah
mezi morfologickou slozitosti bunék ptirodnich populaci rodu Micrasterias a mirou jejich
bilateralni asymetrie. Cilem této Casti je ovéfit, zda excesivni morfologicka komplexita bunék
krasivek koreluje se zvySenou asymetrii u taxona s nejkomplikovangj$imi bunikami. Neustupa
(2013) ukazal, ze bunky klonalnich kultur druhu M. semiradiata byly méné variabilni
(symetricky i asymetricky) nez morfologicky komplexngjsi buniky druhu M. radians. To by
tedy znamenalo, ze morfologicky komplexnéjsi stavba buiiky vede k vétSi nepfesnosti
ontogenetického procesu. Znalost vlivu morfologické komplexity bun¢k na miru jejich
asymetrie by mohla pomoci najit odpoveéd’ na otazku, zda ma morfologicka slozitost bun¢k
své limity, které jiz neni mozné piekrocit.

(2) Druhym cilem je ovéfit, zda ptirodni spoleCenstva krasivek rodu Micrasterias z jedné
lokality vykazuji spole¢né trendy v asymetrii. Morfologie krasivek ma ziejmé adaptivni
vyznam, ¢emuz nasvédcéuje jeji vysoka plasticita vzhledem k riznym environmentalnim
podminkam (Neustupa et al., 2008; Cerna & Neustupa, 2010). Krasivky se prostiednictvim
zmén bunééné morfologie vyrovnavaji se Sirokym spektrem podminek prostiedi. Fenotypicka
plasticita krasivek je ovlivnéna celou fadou environmentalnich faktort, napiiklad teplotou
(Neustupa et al., 2008), vysychanim lokality a jevy s tim spojenymi, klimatickymi
podminkami (Neustupa et al., 2011) &i pH prostiedi (Neustupa et al., 2009; Cerna &
Neustupa, 2010). Vyskyt spole¢nych asymetrickych trendt populaci Zijicich na stejnych
lokalitach by naznacoval vysokou konzervovanost a adaptivnost ontogenetického procesu

podminénou environmentalnimi faktory.



2. MATERIAL A METODY

2.1. Terénni odbéry

Vétsina vzorkl byly nasbirdny v prib¢hu jara a 1éta 2012 na raselinistich, v moktadech, a v
litoralu rybnikt v Ceské Republice (Obr. 5, Tab. 1). P&t vzorku, z nichZ &tyfi pochéazely ze
zahranici, bylo jiz odebrano diive a byly mi zaptjc¢eny od kolegl z algologického pracoviste.
Odbeérové lokality byly vybirany tak, aby na nich bylo mozné odebrat vicedruhové vzorky
rodu Micrasterias a aby piekryv vyskytu druhii na jednotlivych lokalitach byl co nejvyssi.
Odbéry byly provadény zdimanim vegetace v rdmci ctverce o hrané 10 centimetrt. Vzorky
byly uchovavany zivé v ledni¢ce po dobu maximalné 14ti dnti. Pokud nebyly v tomto
casovém horizontu dale zpracovany, byly nafixovany Lugolovym roztokem (Kiisa & Prasil,
1994) a pro dalsi praci bylo pouzito téchto fixovanych vzorki. Celkem bylo nalezeno 13
druhti na 31 lokalitach.

Tab. 1: Seznam odbé&rovych mist a zkratek pouzitych v dal§im textu. Vzorky pochazejici
z lokalit oznacenych * nebyly sbirany za ucelem této diplomové prace, ale pochazely od
kolegti z algologického pracovisté.

B raSeliniSté Babin

BB 1-5, BB1* | raseliniSté Borkovicka Blata

BR 1-4 Biehynsky rybnik

C piskovna Cep

F litoral Fejtovského rybnika

H raSelinisté Hlinif

CHI1,2 raSelinisté Chvojnov

P12 raSelinisté Pele

PBB piskovna u Borkovickych Blat

PKV raSelini§té Pod Kamennym vrchem

R 1-3 litoral rybnika Rod

S1,2 piskovna Suchdol

S radelini$té Simanov

VR 1,2 raSeliniSté V Régjich 1, 2

Fr* litoral jezera, Francie (Akvitanie)

11* raSeliniste Irsko

M* litoral rybnika Marienteich (Némecko)
PO* raSeliniSté Podstavka (Vihorlat, Slovensko)




Obr. 5: Odbérova mista. Zkratky jednotlivych lokalit jsou uvedeny v Tab. 1.

2.2. Mikroskopické zpracovani vzori

V kazdém vzorku bylo nahodné vybrano 30 bun¢k od kazdého druhu. Jednotlivé druhy byly
uréeny pomoci monografie Ruzicka (1981). Pokud bylo na bunice ziejmé, Ze rozdil ve
velikosti ptlbunék je ovlivnén nedavnym délenim (palbuiika nebyla jesté pln€ dorostld), ¢i ze
morfologie vykazovala teratogenni rysy, byla tato buiika ze souboru vyfazena a nahrazena
bunikou jinou. Stejné€ bylo postupovano i v ptipadé podezieni na deformaci burky jinymi
faktory, jako je napftiklad rozmacknuti krycim sklickem.

Bunky byly fotografovany pomoci svételného mikroskopu Olympus BX 51 vybaveného
digitalnim fotoaparatem Olympus Z5060 pii 200 nasobném zvétseni. Kvili technické zavadé
na tomto fotoaparatu byla mala ¢ast bun¢k focena fotoaparatem Olympus E-PL3. V obou
ptipadech bylo vyfoceno méftitko a fotografie z nového fotoaparatu byly pieskalovany tak,
aby jejich velikost pfesné odpovidala fotografiim vyfocenym pivodnim fotoaparatem.
Fotografie byly nasledn¢ ofezany a otoCeny z dlivodu nasledného zpracovani
morfometrickymi metodami. VSechny tyto upravy byly provedeny pomoci programu Gimp

2.8.2. (Kimball et al., 2012).

2.3. Geometricka morfometrika

GM je soubor mnohorozmérnych statistickych technik, které se pouzivaji k analyze tvaru
dvojrozmérnych i trojrozmérnych objektt (Zelditch et al., 2004). Tradi¢ni morfometrické
metody popisuji tvar objektu pomoci délek, Sifek, thli, poméri ¢i obsaht ploch. Z charakteru

téchto méteni je zfejma jejich vysoka korelace a nevhodnost téchto metod k analyze Sirokého
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spektra biologickych tvart. Landmarkova GM, ktera byla pozita v této praci, uchovava
tvarovou informaci v podob¢ prostorovych soufadnic tzv. landmark, tedy bodt vyznacenych
na zkoumaném objektu. Prvnim krokem GM analyzy je tzv. Prokrustovska superimpozice,
tedy proces, béhem kterého je z dat odstranéna veskera ,,netvarova‘ informace (Kendal,
1977). Princip této operace je zmeéna polohy, rotace a velikosti objekti tak, aby suma
vzdalenosti homolognich landmarkt (vzéjemné si odpovidajicich svou polohou na objektech)
byla co nejmensi (Zelditch et al., 2004). Takto upravena data jsou dale analyzovana
mnohorozmérnymi statistickymi technikami, z nichZ nej¢ast&jsi je analyza hlavnich
komponent (PCA). PCA je technika, ktera transformuje hlavni trendy tvarové variability

Vv datech do systému vzajemné kolmych a nekorelovanych os. Procenta variability, které
jednotlivé osy vysvétli, klesaji s nariistajicim poradovym ¢islem osy a tak je mozné
zredukovat dimenzi piivodnich dat do menSiho poc¢tu dimenzi pfi ztraté nejmensiho mozného
mnozstvi variability. Dllezitou sou¢asti GM analyz je i moZnost vizualizace tvaru pomoci
metody ,,thin-plate spline* (Zelditch et al., 2004). Jde o interpolacni funkci, kterd na zakladé
zmén poloh mezi landmarky modeluje tvar jako deformaci tenkych platkid. Tato metoda je
zaloZena na predstaveé projekce objektu na nekonecné tenky pasek, ktery je za pouziti urcitého
mnozstvi energie mozné natahovat a ohybat (Bookstein, 1989).

Nejvétsi vyhody GM tedy spocivaji v moznosti prace s tvarem jako s kompaktnim celkem,
coz umoznuje pouziti nejriznéjsich statistickych technik testujicich rizné védecké hypotézy.
Neopomenutelna je také moznost modelovani tvarli a tvarovych zavislosti na nejriiznéjsich
parametrech (Klingenberg & Monteiro, 2005). Technik GM je mozné vyuzit ke studiu
nejrizngjsich problémi z oblasti ekologie (napt. Adams & Rohlf, 2000; Adams, 2004; Costa
& Cataudella, 2007) ¢i taxonomie (napi. Valentin et al., 2002; Baylac et al., 2003; Pretorius,
2005). Nechybi ani studie, které se zabyvaji ptimo morfologii krasivek rodu Micrasterias
(napt. Neustupa et al., 2008; Neustupa et al., 2010; Savriama et al., 2010)

2.3.1. Digitalizace landmarku a semilandmarki

Vstupnimi soubory pro vlastni GM analyzu byly fotografie 30 buné¢k z jednotlivych
analyzovanych populaci. V programu TpsUtil ver. 1.53 (Rohlf, 2012) byly z téchto fotografii
vytvofeny vstupni soubory pro dalsi analyzy. Na kazdé bunce bylo v programu TpsDig2 ver.
2.16 (Rohlf, 2010) vyznaceno 36 landmarkd. Jejich umisténi bylo voleno tak, aby si jejich
pozice byla mezi jednotlivymi druhy homologni (Obr. 6). Tyto homologie byly uréeny
pomoci monografie Ruzic¢ka (1981). Landmarky ¢. 1, 3, 5 a 7 byly umistény po okrajich

lateralnich lalokd, €. 2 a 6 v jejich zatezech, €. 4 v zafezu mezi obéma laloky. Landmark €. 8
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znacil zafez apikalniho laloku a €. 9 pak jeho okraj. Landmarky na zbyvajicich tfech
Ctvrtinach bunky (€. 19-36) byly umistény tak, Ze jejich poloha odpovidala landamrkim ¢. 1-
9. V ptipadé druhtt M. brachyptera a M. fimbriata byly landmarky umistény nikoliv na vnéjsi
okraj buiiky jako ve vSech ostatnich piipadech, ale na misté styku bunécné stény

S cytoplazmou, jelikoz vnéjsi vybezky jsou pouze ztlustlymi vystupky bunécné stény. Pouze
Vv ptipadé druhu M. oscitans (Obr. 6h) byly namisto landmarku 4-7 a jejich homologi pouzity
semilandmarky (Bookstein, 1997), tedy body, jejichz pozice neni pevné dana. Tyto body se
mohou pii nasledné superimpozici pohybovat po spojnici mezi sousednimi landmarky. Bylo
tak u¢inéno kvili zaniklému lateralnimu laloku, ktery pravdépodobné splynul se zbylym
lalokem (Ruzicka, 1981), a nebylo tudiz mozné definovat homologni body pro umisténi

landmarku.

2.4. Analyza dat

2.4.1. Hodnoceni velikosti a komplexity bunék

Velikost bunék byla vypoctena jako odmocnina sumy druhych mocnin vzdalenosti landmarkt
celkové velikosti objektu a nazyva se centroidova velikost (Zelditch et al., 2004). Velikost
bunék byla zméfena v programu TpsRelw, ver. 1.49 (Rohlf, 2010)

Komplexita neboli globularita bunék byla hodnocena na zakladé¢ izoperimetrického kvocientu

(napt. Osserman, 1978). Tento kvocient je definovan jako podil obsahu butiky a obsahu kruhu
PRIy v v . 4TA v .
o obvodu odpovidajicim obvodu buiiky a vypocte se jako Q = - kde A predstavuje plochu

a L obvod buiiky. Z vySe uvedeného vzorce je zifejmé, ze izoperimetricky kvocient nabyva
hodnot od 0 do 1 a Ze jeho hodnota je zcela nezavislé na velikosti bunky. Buiiky

s morfologicky méné komplexni, jejichz tvar se vice podoba kruznici (majici vyssi
globularitu) dosahuji vyssich hodnot kvocientu, zatimco bunky morfologicky komplexnéjsi
dosahuji hodnot nizsich. Obvod kazdé burniky byl zméfen v programu TpsDig2 (Rohlf, 2010).
U druhtt M. brachyptera a M. fimbriata byla k méfeni obvodu brana opét pouze ¢ast bunky

bez ztlustlych vybézki.
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Obr. 6: Umisténi landmarkt (¢ervend) a semilandmarkti (modra) na ptlbunkach jednotlivych
druhi. a) M. americana, b) M. brachyptera, ¢) M. crux-melitensis, d) M. denticulata, e) M.
fimbriata, f) M. furcata, g) M. jenneri, h) M. oscitans, i) M. papillifera, j) M. rotata, k) M.
semiradiata, I) M. thomasiana, m) M. truncata, n) ukazka umisténi landmarki na celé bufice
M. crux-melitensis
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2.4.2. Transformované kopie

Pro rozklad variability na symetrickou slozku a horno-dolni, levo-pravou a transverzalni
slozku asymetrie bylo pouzito nové techniky zalozené na PCA datového souboru, ktery
obsahuje vSechny symetrické kopie buiiky (tedy kopie, na které byly aplikovany vSechny
transformace z grupy symetrickych transformaci) (Savriama et al., 2010; Savriama &
Klingenberg, 2011). Grupa symetrickych transformaci pro biradialné symetrické objekty,
mezi které spada i krasivka Micrasterias, zahrnuje kromé identity také transformace reflexe
okolo vertikalni osy, reflexe okolo horizontalni osy a rotace o 180° (Obr. 2). Tyto
transformované kopie byly vytvoteny z originalni konfigurace landmarkt po Prokrustovskeé
superimpozici pomoci skriptu v programu R ver. 2.15.2 (R Development Core Team, 2012).
U kopie symetrické podle vertikalni osy doslo nejprve k zaménéni odpovidajicich si x-ovych
soufadnic landmarki podél této osy (tzn. napft. x-ova soutadnice prvniho landmarku odpovida
X-ové soutadnici osmnéctého landmarku, druhého landmarku sedmnactému landmarku) (Obr.
6) a poté byly hodnoty téchto zaménénych x-ovych soufadnic vynasobeny (-1). V ptipadé
kopie symetrické podle horizontalni osy byly zaménovany y-ové souradnice odpovidajicich si
landmarku (tzn. napt. landmarky 1-36, 2-35 atd.), v pfipad¢ transverzalné symetrické kopie
byly zaménovany x-ové i y-ové soufadnice transverzalné lezicich kvadrant (napt. 1 s 19, 2

s 20). V obou ptipadech byly zaméhované hodnoty také vynasobeny (-1) (Klingenberg et al.,
2002). Informace o soutadnicich originalni konfigurace a transformovanych kopii bunky byla

spojena do jednoho datového souboru, ktery je v dalSim textu oznaCovan jako zCtyfnasobeny.

2.4.3. Hlavni trendy morfologické variability mezi jednotlivymi druhy

Na zaklad¢ zétyinasobeného datového souboru byly vypocteny primérné (a tedy dokonale
symetrické) pozice landmarkt pro kazdou buniku. Symetrizace biologickych dat za ucelem
GM analyzy je zcela béZné uzivanou technikou (napt. Mardia et al., 2000; Zollikofer & Ledn,
2002; Demayo et al., 2010). Je provadéna za ti¢elem odstranéni vlivu nebiologickych
(nemozZnost urcit levou a pravou stranu butiky) i biologickych faktort (fluktuacni asymetrie),
které by mohly nezadoucim zptisobem ovlivnit interpretaci vysledkd. Na téchto
symetrizovanych buikach byla provedena PCA. PCA byla provedena v programu PAST, ver.
2.17b. (Hammer et al., 2001). Hlavni trendy morfologické variability podél prvnich dvou PC
os byly vizualizovany v programu TpsRelw (Rohlf, 2010) (vizualizace byla provedena

z vystupu analyzy relativnich warpi pii velikosti faktoru o=0, ktera je zcela ekvivalentni

PCA) (Zelditch et al., 2004).
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2.4.4. Rozklad variability

Princip metody - PCA zétyfnasobeného datového souboru

Zakladem samotného rozkladu variability je PCA zétyfndsobeného datového souboru.
Jednotlivé PC osy je mozné rozd¢lit do Ctyt kategorii podle toho, jaky typ variability
vysvétluji. Tyto kategorie jsou: zcela symetricka variabilita, a tfi segmenty variability
asymetrické (horno-dolni, levo-prava a transverzalni). Horno-dolni asymetrie popisuje rozdil
ve tvaru pilbunék, levo-prava mezi levou a pravou ¢asti bunék a transverzalni asymetrie pak
rozdil mezi dvojicemi Sikmo protilehlych kvadrantt. Typ variability, kterou dand osa
popisuje, je mozné urcit na zakladé porovnani vzadjemné pozice Ctyt kopii vici této ose.
Pokud se vSechny kopie ptekryvaji, jde o variabilitu symetrickou, jelikoz trend této osy
popisuje rozdily mezi jednotlivymi bunikami, nikoliv mezi ¢tyfmi transformacemi téze bunky.
Pokud se mezi sebou piekryvaji dvojice tvofena ptivodni konfiguraci a konfigurace
reflektovana okolo vertikélni osy, jde o variabilitu horno-dolni. Dvojice bun¢k na opaénych
pravou variabilitu, na jedné strané PC osy se nachazi bunika pivodni a bunka reflektovana
podle horizontalni osy, a tato osa pak vysvétluje variabilitu mezi levou a pravou stranou
jednotlivych transformaci. Posledni pfipad, kdy se na jedné stran€ PC osy nachazi buitka
identicka a rotovana o 180°, vypovida o variabilité transverzalni, jelikoz popisuje rozdil mezi

transverzalné lezicimi kvadranty.

Absolutni a relativni hodnoty asymetrie pro jednotlivé buriky, populace a druhy
Absolutni hodnoty asymetrie pro jednotlivé buiiky byly urceny na zéklad¢ dvou nezavislych
datasetli. Prvni dataset obsahoval konfigurace origindlnich bun¢k a jejich transformovanych
kopii, na kterych byla provedena jedna spole¢na Prokrustovska superimpozice a rozklad
variability (tento soubor je v dalsim textu oznacovan jako dataset 1). Hodnoty absolutni
asymetrie pro jednotlivé buniky pak byly ziskany jako suma absolutnich hodnot skord bunky
na PC osach, které vysvétluji stejny typ variability. Ziskdni absolutnich hodnot asymetrie na
zaklade spolecné PCA je jiz zavedena technika, kterd byla vyuzita ve vSech studiich, které se
rozkladem asymetrie u objekti s komplexni symetrii zabyvaly (Savriama et al., 2010;
Savriama et al., 2011; Savriama & Klingenberg, 2011; Neustupa, 2013). Na zakladé tohoto
datasetu byla pro jednotlivé populace také zjisStovana relativni mira symetrie a asymetrie, tedy
pomérné zastoupeni jednotlivych typl variability. Tyto hodnoty byly vypocteny jako suma

procent variability vysvétlené PC osami dané kategorie.
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Pro druhy datovy soubor (dale oznacovany jako dataset 2) byly absolutni hodnoty asymetrie
ziskany po samostatné Prokrustovské superimpozici a PCA z¢tyfnasobeného datového
souboru pro kazdou bunku zvlast. Vysledkem této PCA jsou ¢tyti PC osy, z nichz kazda
popisuje jiny typ variability. Hodnoty absolutni asymetrie byly ur¢eny jako smérodatné
odchylky skorti objektti na PC ose ptislusného typti. Tato technika zatim nebyla pouzita

Vv zadné studii, ackoliv oproti prvnimu zptisobu piinasi jisté vyhody (napf. umoziuje
srovnavat objekty s nestejnym poctem landmarki ¢i porovnavat soubory s nestejnym poctem
objektlt). Soucasti této diplomové prace je také porovnani obou metod ziskani absolutnich
hodnot asymetrie. Prokrustovska superimpoice a PCA byla v obou ptipadech provadéna

VvV programu R.

PCA a nésledny rozklad variability byly také provadény pro jednotlivé druhy. V tomto
ptipadé byla provadéna spolecnd Prokrustovska superimpozice vSech populaci daného druhu.
Ucelem této analyzy bylo zjistit, zda se jednotlivé druhy li§i v charakteru asymetrie.
Symetrické a asymetrické trendy byly vizualizovany v programu TpsRelw (Rohlf, 2010), opét
jako vystup z RWA pfi velikosti fakotru a=0 (Zelditch et al. 2004). Tyto trendy byly kvili
lepsi Citelnosti grafli zvyraznény dvakrat v ptipadé levo-pravé asymetrie a tfikrat v ptipadé

asymetrie transverzalni.

3.4.5. Linearni regrese a korelace

Pomoci linearni regrese byl testovan vliv komplexity a velikosti bun€k na miru symetrie a
asymetrie. Byly pouzity hodnoty absolutni asymetrie pro jednotlivé bunky z datasetu 1 i 2. Na
zéklad€ hodnot pro jednotlivé buiiky byly vypocteny priimérné hodnoty pro jednotlivé
populace, které byly v téchto analyzach také testovany. Pro vztah mezi jednotlivymi typy
asymetrie (opét dataset 1 i 2 vyjadieny v absolutnich hodnotach pro jedince i populacni
prumér) byly zvoleny korela¢ni analyzy. Obé metody byly provedeny v programu PAST
(Hammer et al. 2001).

2.4.6. Permuta¢ni MANOVA

Vliv lokality, druhu, komplexity a velikosti bun€k na miru jednotlivych typl asymetrie byl
testovan permutacni MANOVou (Multivariate Analysis of Variance) v programu R (R
Development Core Team, 2012). Permutaéni MANOVA je soucasti statistického baliku
Vegan (Oksanen et al., 2011), do néhoz je implementovana pomoci funkce adonis.
Permuta¢ni MANOVA je mnohorozmérnou neparametrickou verzi analyzy variance
(ANOVA), kterda umoziuje rozklad variability dat. Analyza byla provedena za pouziti

absolutnich hodnot pro jednotlivé buiiky z obou datasetli. V ramci kazdého datasetu byl
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vyjadien Cisty vliv lokality, druhu, komplexity a velikosti bun¢k na kazdy typ asymetrie.
Cisty vliv kazdé proménné byl zjiitén po odedteni vlivu ostatnich proménnych na variabilitu
dat (zdjmova proménna byla do modelu vzdy zahrnuta na poslednim mist¢). Signifikance

vSech testl byla ovéfovana testy s 999 permutacemi.
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3. VYSLEDKY

3.1. Analyzované populace

V této praci bylo analyzovano 71 odlisnych populaci rodu Micrasterias, které nalezely do 13
druhti a byly nalezeny na 31 lokalitach. Nalezené vzorky obsahovaly od 1 do 4 druhti. Seznam
nalezenych druhii na jednotlivych lokalitdich ukazuje Tab. 2. Buiiky byly analyzovany pomoci
landmarkové GM, coz je hojné vyuzivand metoda ke studiu tvarti v moderni biologii. Jeji
vyhodou je, ze umoziuje studovat pouze tvar bunck ocistény od vSech dalsich fakotra, jako je
naptiklad velikost. Bylo pouzito nového ptistupu rozkladu asymetrie, ktery umoziuje
studovat asymetrie jednotlivych bunék na zaklad¢ jejich porovnani s kopiemi
tranformovanymi operacemi z grupy symetrickych transformaci (Savriama et al. 2010,

Savriama & Klingenberg, 2011).

3.2. Hlavni trendy morfologické variability mezi jednotlivymi druhy

Nejprve byla pro kazdou buiiku vytvorena horizontalng, vertikaln€ a transverzalné symetrické
kopie, jejichZ zprimérovanim vznikla symetricka kopie kazdé bunky. Struktura datového
souboru symetrickych bunék vSech populaci po Prokrusovské superimpozici, tedy po jejich

standardizaci na velikost, rotaci a pozici v prostoru ukazuje Obr. 7.

Obr. 7: Struktura souboru symetrickych bun¢k po Prokrustovské superimpozici.

Na symetrickém datovém souboru byla provedena PCA, ktera odhalila hlavni vzajemné
nekorelované morfologické trendy v datech. Na Obr. 8 je vidét struktura dat v prostoru
vymezeném prvni a druhou PC osou a mira morfologické plasticity jednotlivych druhd. Prvni
osa PCA vysvétluje 87,46% morfologické variability, druhd pak jiz pouze 4,33 %. Je ziejmé,
ze nekteré druhy jsou morfologicky huiife rozlisitelné (naptf. M. truncata a M. semiradiata),
jiné naopak tvoii kompaktni izolovany shluk, ktery je morfologicky velmi dobfe definovany
(napf. M. denticulata a M. oscitans). Morfologicky nejvice variabilni vzhledem k poloze
vétSiny bunék svého druhu je shluk bunék M. papillifera, ktery se spise podoba druhu M.
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fimbriata. Tvarové trendy, které popisuje prvni a druhd PC osa ukazuje Obr. 9. Prvni PC osa

postihuje zejména variabilitu v §ifi apikalniho laloku a nasledkem toho i hloubku laterdlnich

zateza prvniho i vyssiho fadu. Druha PC osa pak popisuje taktéz hloubku jednotlivych zatezu,

ovSem pii zachovani viceméng¢ stejné Sitky apikalniho laloku.

Tab. 2: Zastoupeni druhii na jednotlivych lokalitach. Micrasterias amer=americana,
brac=brachyptera, crux=crux-melitensis, dent=denticulata, fimb=fimbriata, furc=furcata,
jenn=jenneri, osci=oscitans, papi=papillifera, rota=rotata, semi=semiradiata,
thom=thomasiana, trun = truncata. Vyskyt druhu na dané lokalité je vyznacen ¢ernym polem.
Zkratky lokalit jsou uvedeny v Tab1l.

Micrasterias

amer.

brac.

Crux.

dent.

fimb.

furc.

jenn.

0SCi.

papi.

rota. | semi. | thom. | trun.

BB1

BB2

BB3

BB4

BB5
BR1
BR2

BR3

BR4

| m

CH1
CH2

P1

P2

PBB

PKV
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Obr. 8: Rozmisténi symetrickych bun€k v tvaroprostoru tvofeném prvni a druhou PC osou.
PC1 vysvétluje 87,46 % variability, PC2 4,33 %.

PC187,5% PC24,33 %

Obr. 9: Morfologické trendy popsané prvni a druhou PC osou a procenta vysvétlené
variability. Trend na prvni PC ose je popsan z leva doprava, trend na druhé PC ose od shora
dolt.

3.3. Rozklad variability

Vlastni rozklad variability a ur¢eni hodnot asymetrie pro jednotlivé buiiky byl provadén
dvéma rtiznymi zplsoby. Prvnim z nich byla spolecné Prokrustovska superimpozice
z¢tyinasobeného datového souboru obsahujiciho vSechny studované buiiky a jejich nasledna
PCA (dataset 1), druhym pak superimpozice a PCA ¢tyt symetrickych transformaci kazdé
buniky jednotlivé (dataset 2). Vysledkem spolecné PCA zcétyinasobeného datového souboru
(dataset 1) vSech bunék je 68 PC 0s, zZ nichz kazd4d mlZe byt zatazena do jedné ze Ctyt
kategorii podle toho, zda vysvétluje symetrickou, horno-dolni, levo-pravou ¢i transverzalni
variabilitu. Charakter jednotlivych PC os ukazuje Tab. 3. Prvnich 8 os s vyjimkou osy ¢. 5

popisuje symetrickou variabilitu, tedy zejména mezidruhové rozdily. VSechny symetrické osy
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dohromady vysvétlily 96,7 % celkové variability. Relativné nejvyznamnéj$im asymetrickym
segmentem variability je pak asymetrie horno-dolni (2,6 % vysvétlené variability). Asymetrie
levo-prava a transverzalni (obé 0,4 % vysvétlené variability) se ukazuji jako relativné méné

vyznamne.

Tab. 3: Charakter PC os z¢tyfnadsobeného datového souboru. Hodnota v zavorce za poradim
os ukazuje celkové mnozstvi vysvétlené variability

Typ variability popsané jednotlivymi osami Poradi osy a vysvétlend variabilita

Symetricka 1,2,3,4,6,7,8,11, 12, 13, 16, 19, 23, 26,
31, 37, 45, 48 (celkem 96,7 %)

Horno-dolni 5,9, 10, 14, 17, 18, 20, 22, 24, 28, 29, 32, 36,
44,50, 59, 61(celkem 2,6 %)

Levo-prava 15, 27, 30, 38, 39, 41, 42, 47, 51, 53, 56, 58,
60, 62, 65, 68 (celkem 0,4 %)

Transverzalni 21, 25, 33, 34,35, 40, 43, 46, 49, 52, 54, 55,
57, 63, 64, 66, 67 (celkem 0,4 %)

3.3.1. Rozklad variability pro jednotlivé druhy
PCA arozklad variability byly taky také provedeny zvlast’ pro soubor vSech populaci jednoho
druhu. Obr. 10 ukazuje tvarové trendy popsané osami, které vysvétluji nejvice z kazdého typu

variability.

Micrasterias americana
PC2, 28,19% PC1, 13,2% PC3, 7,24% PC11, 1,44%

sl

Micrasterias brachyptera

PC2 15,29% PC132,79% PCY 1,81% PC10 1,54%
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Micrasterias truncata

PC1, 22,96% PC2, 20,19% PC8, 2,68% PC14, 1,46%

0

Obr. 10: Trendy popsané osami, které vysvétluji nejvice variability pro dany typ symetrie i
asymetrie a procenta variability, kterd se témito osami podafilo vysvétlit. Prvni dva sloupce
predstavuji krajni ptipady na symetrické ose. Tteti sloupec predstavuje horno-dolni asymetrii,
ctvrty levo-pravou (trend je dvakrat zvétSen oproti nejextrémnéjSimu piipadu) a paty
transverzalni (tfikrat zvétSen). V ptipad¢ asymetrické variability je zobrazen pouze jeden
extrém, protoze druhy je k nému symetricky.

Pro hlavni trend symetrické variability, ktery je ve vSech ptipadech popsan prvni (M. crux-
melitensis, M. furcata, M. jenneri, M. oscitans, M. truncata) ¢i druhou (M. americana, M.
brachyptera, M. denticulata, M. fimbriata, M. papillifera, M. rotata, M.semiradiata, M.
thomasiana) PC osou, je charakteristicka zména $itky a zahloubeni laloku laterarnich i laloku
apikalniho. Vyjimku tvofi druh M. oscitans, u kterého byly laloky redukované. I piesto je
vSak zména Sifky bunky hlavnim symetrickym trendem. Horno-dolni variabilita, ktera je ve
vSech ptipadech také popsana prvni ¢i druhou PC osou kopiruje symetrickymi trend. VEtsi
semicela ma tedy ve srovnani se semicelou mensi rozsifenéjsi a hlubsi laloky. Levo-pravé a
transverzalni asymetrie jsou ve vét§ing€ pripadii méne vyznamné a jsou popsdny osami

s vy§8im potadovym c¢islem, které malokdy vysvétluji vice nez 4,1 % variability. V ptipadé
levo-pravé asymetrie tvofi vyjimku druhy M. americana kde je tato variabilita vysvétlena tfeti
PC osou, ktera vysvétluje 7,2 % a M. furcata, kde je tato osa ¢tvrta a popisuje 7,5 %
variability v datech. U transverzalni asymetrie je vyjimkou druh M. oscitans, kde ¢tvrta
transverzalni osa popsala 10,7 % variability. Hlavni trend levo-pravé variability je naklonéni
semicely na jednu stranu doprovazené zmensenim lalokl na komprimované stran¢ a naopak
jejich zvétSenim opacné strané. Transverzalni asymetrie se projevuje nerovnomeérnym

rozevienim laloka.

3.3.2. Vliv komplexity na miru asymetrie

Vliv komplexity (globularity) na miru asymetrie byl testovan pomoci linearni regrese (Obr. 11
a 12). Pro analyzu byly pouzity dataset 11 2 a vliv byl testovan pro jedince i pro popula¢ni
praméry. Analyzy obou nezéavislych datasetli ukazuji velmi podobné vysledky. Spolecné
analyzy jednotlivych bunék (obr. 11) ukazaly velmi slaby vliv komplexity bun¢k na miru

jejich asymetrie. V ptipadé horno-dolni variability nebyly vysledky testu signifikantni,
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Vv piipadé levo-pravé a transverzalni variability byla signifikance velmi vysoka (mensi nebo
rovna 0,001), ovSem s nizkymi procenty vysvétlené variability. Komplexita (globularita)
vysvétlila 1,2 % (dataset 1)/1,6 % (dataset 2) v ptipad€ horno-dolni variability a 4,9 %
(dataset 1)/5,9 % (dataset 2) v piipadé¢ variability transverzalni. Ve vSech ptipadech byla
globularita s mirou asymetrie pozitivné korelovana. S rostouci globularitou klesa komlexita
bunék, coz tedy znamena, ze ¢im komplexngéjsi burika byla, tim byla méné levo-prave a
transverzalné asymetricka.

Analyza populacnich praméri (Obr. 12) ukézala ve srovnani s analyzou jednotlivych bunék
lehce vyssi vliv komplexity na miru asymetrie se stejnym trendem, ktery byl ovSem v piipadé
horno-dolni variability opét nesignifikantni. Vliv klesajici komplexity na zvySujici se miru
levo-pravé asymetrie byla na hladiné 0,05 signifikantni pouze v ptipadé puziti datasetu 2 (p =
0,018), kde komplexita vysvétlila 7,6 % variability. Stejné jako v ptipad¢ analyzy pro
jednotlivé buiiky se ukdzal nejvyssi vliv komplexity na miru asymetrie transverzalni.

V piipadé datasetu 1 vysvétlila komplexita 15 % variability (p = 0,002) a v ptipad¢ datasetu 2
19,1 % variability (p < 0,001). Tyto hodnoty jsou ale pravdépodobné podminény vysokou
transvezaln asymetrii druhu M. oscitans, jehoz globularita je velmi vysoka. Hodnoty absolutni

asymetrie pro jednotlivé bunky a jejich globularita jsou uvedeny v Priloze 2.

3.3.3. Vliv velikosti bunék na miru asymetrie

Vliv velikosti bun¢k na miru jednotlivych typti asymetrie (Obr. 13 a 14) byl opét testovan
pomoci linedrniho regresniho modelu. Opét bylo pouZzitou obou datasetii a hodnot absolutni
miry asymetrie pro jedince a popula¢ni priméry. Spole¢na analyza jedinct (Obr. 13)
vysvétlila na zakladé velikosti nejniZsi podil variability v pfipad€ horno-dolni variability (v
obou ptipadech méné nez 1,5 % vysvétlené variability, p <0,001). V ptipadé levo-pravé
asymetrie se vysvétlend variabilita (p < 0,001 v obou ptipadech) pohybovala v hodnotach
12,1 % (dataset 1)/8,6 % (dataset 2). U transverzalni asymetrie byly tyto hodnoty v rozmezi
od 12,4 % (dataset 1) do 11,5 % (dataset 2). Ve vSech piipadech byla velikost bunék a mira
asymetrie negativné korelovand, coz znamena, Ze vétsi buitky byly méné asymetrické.

Pro populacni priméry (Obr. 14) byla vysvétlena variabilita opét vyssi a zavislost velikost
bunék a miry asymetrie byla opét negativni. VIiv velikosti na horno-dolni variabilitu nebyl
statisticky prikazny. V pfipadé¢ variability levo-pravé a transverzalni byly vysledky ve vSech
ptipadech priikazné (p < 0,001). Procenta vysvétlené variability se u levo-pravé asymetrie
pohybovala v obou ptipadech okolo 44 % a v piipadé variability transverzalni okolo 39 %.

Centroidova velikost jednotlivych buné¢k je uvedena v Ptiloze 2.
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Obr. 11: Vliv komplexity, ktera klesa s rostouci globularitou, na miru horno-dolni, levo-pravé
a transverzalni asymetrie pro jednotlivé bunky. Grafy 11a, 11c, 11e obsahuji hodnoty ziskané
po spolecné PCA vsech bun¢k a jejich transformovanych kopii (dataset 1), 11b, 11d, 11f po
PCA jednotlivych bunék a jejich transformovanych kopii (dataset 2). Koeficient determinace
a p-hodnota testu jsou uvedeny v horni ¢asti grafi.
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Obr. 12: Vliv komplexity, ktera klesa s rostouci globularitou, na miru horno-dolni, levo-pravé
a transverzalni asymetrie pro populac¢ni praiméry. Grafy 12a, 12c¢, 12e obsahuji hodnoty
ziskané po spolecné PCA vsech bunék a jejich transformovanych kopii (dataset 1), 12b, 12d,
12f po PCA jednotlivych bunék a jejich transformovanych kopii (dataset 2). Koeficient
determinace a p-hodnota testu jsou uvedeny v horni ¢asti grafu.
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jednotlivé bunky. Grafy 13a, 13c, 13e obsahuji hodnoty ziskané po spole¢né PCA vsech
bun¢k a jejich transformovanych kopii (dataset 1), 13b, 13d, 13f po PCA jednotlivych bun¢k a
jejich transformovanych kopii (dataset 2). Koeficient determinace a p-hodnota testu jsou

uvedeny v horni ¢asti grafu.
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Obr. 14: Vliv velikosti bun€k na miru horno-dolni, levo-pravé a transverzalni asymetrie pro
populaéni priméry. Grafy 14a, 14c, 14e obsahuji hodnoty ziskané po spolecné PCA vSech
bunék a jejich transformovanych kopii (dataset 1), 14b, 14d, 14f po PCA jednotlivych bun¢k a
jejich transformovanych kopii (dataset 2). Koeficient determinace a p-hodnota testu jsou
uvedeny v horni ¢asti grafu.
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3.3.4. Vzijemny vztah jednotlivych typh asymetrie

Vzajemny vztah jednotlivych typti asymetrie (Obr. 15 a 16) byl testovan linearni korela¢ni
analyzou na obou datasetech nejprve spole¢né pro jednotlivé buiiky a poté pro populacni
pruméry. V piipadé analyzy jedinct (Obr. 15) je k ostatnim dvéma typum variability

Vv nejslabsim vztahu variabilita horno-dolni, kterd vysvétlila pouze 3 % (dataset 1)/0,7 %
(dataset 2) variability levo-pravé a 4 % (dataset 1)/1,6 % (dataset 2) variability transverzalni.
Levo-prava variabilita pak v ptipad¢ datasetu 1 vysvétlila 18,2 % transverzalni varibility,

Vv ptipad¢ datasetu 2 14,2 %. Ve vSech ptipadech je signifikance téchto hodnot mensi nez
0,001 a korelace miry asymetrie je pozitivni.

Korelace populac¢nich pruméra (Obr. 16) ukazuje stejny, tedy pozitivni, trend jako korelace
hodnot pro jednotlivé buiiky. Tyto korelace byly opét silnéjsi nez korelace provadéna na
jednotlivych butikach. Horno-dolni varibilita se zde ukazala byt v t€sné&j$im vztahu k levo-
pravé a transverzalni variabilité nez v ptipad€ analyzy jednotlivych bunék. Korelace miry této
asymetrie a asymetrie levo-pravé vysvétlila 31,2 % (dataset 1)/14,2 % (dataset 2). V ptipadé
korelace s transverzalni asymetrie se podafilo vysvétlit 25,6 % (dataset 1)/13,5 % (dataset 2).
Tato analyza opét prokdzala silny pozitivni vztah levo-pravé a transverzalni asymetrie (65 %
vysvétlené variability v ptipad€ datasetu 1, 59 % v pfipadé datasetu 2). Signifikance téchto
hodnot byla opét ve vSech piipadech < 0,001

3.3.5. Relativni zastoupeni jednotlivych typi asymetrie

Relativni zastoupeni jednotlivych typt variability v kazdé populaci zobrazuje Obr. 17.
Proporce jednotlivych typil asymetrie jsou mezi lokalitami i druhy podobné. Vyjimku tvoii
jen nékolik populaci, které budou zminény nize. Ve vSech ptipadech se o nejvetsi podil déli
symetricka (21,8 — 69,8 % vysvétlené variability) a horno-dolni (20,5 — 68,9 %) variabilita.
Symetricka variabilita zaujima vice nez 50% pouze u druhu M. papillifera na lokalitach BR3
a BR4 a u druhu M. truncata na lokalité I1. Horno-dolni variabilita zaujima nadpoloviéni
podil na vétSim mnoZstvi lokalit (pfiblizné ve tfetin€). Nejvétsi podil pak tato variabilita
zaujima u druhu M. rotata z lokality BB4. Levo-prava (3,7 — 15,6 %) a transverzalni (3 — 14,6
%) variabilita zaujimaji podil minoritni, ktery vyjimecné ptekracuje 10%. Vyjimkou je druh
M. oscitans, u kterého je patrny vysoky podil transverzalni asymetrie. Dalsi trendy, které by
ukazovaly zavislost pomért asymetrie na lokalité ¢i druhu nejsou z grafi ziejmé. Piesné

hodnoty proporce symetrické a asymetrické variability jsou uvedeny v Piiloze 1.
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Obr. 15: Vzajemné korelace jednotlivych typti asymetrie po pro jednotlivé bunky. Grafy 153,
15c, 15e obsahuji hodnoty ziskané po spolecné PCA vSech bunék a jejich transformovanych

kopii (dataset 1), 15b, 15d, 15f po PCA jednotlivych bunék a jejich transformovanych kopii

(dataset 2). Koeficient determinace a p-hodnota testu jsou uvedeny v horni ¢asti grafu.
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Obr. 16: Vzajemné korelace jednotlivych typt asymetrie pro popula¢ni praméry Grafy 16a,

16¢, 15e obsahuji hodnoty ziskané po spole¢né PCA vSech bunék a jejich transformovanych
kopii (dataset 1), 16b, 16d, 16f po PCA jednotlivych bunék a jejich transformovanych kopii
(dataset 2). Koeficient determinace a p-hodnota testu jsou uvedeny ve spodni casti grafu.
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Obr. 17: Kolacové grafy ukazuji relativni miru variability pro jednotlivé populace (modra —

symetricka varibilita, cervena — horno-dolni variabilita, zelena — levo-prava variabilita, fialova
— transverzalni variabilita). Pismena nad grafy znaci kod lokality.

M. truncata

3.3.6. Vliv lokality a druhu na miru asymetrie

Cisty vliv lokality a druhu na miru asymetrie byl testovan na absolutnich hodnotach pro
jedince z obou datasetl pomoci mnohorozmérné analyzy variance (Obr. 18). Do analyzy byly
pfidany také proménné globularita (mira komplexity) a centroidova velikost. V piipadé vSech
analyz se jako proménnad, ktera vysvétlila nejvétsi podil variability (po odecteni vlivu
ostatnich tfech proménnych), ukazal byt druh. V ptipadé horno-dolni variability §lo o 11,2 %
(dataset 1)/8,8 % (dataset 2), v piipad¢ levo-pravé variability vysvétlil druh 5,7 % (dataset
1)/4,1 % (dataset 2) a u transverzalni 10,1 % (dataset 1)/9,1 % (dataset 2). Vliv lokality byl o
néco nizsi, ale také vyznamny: 6,1 % v obou modelech popisujicich horno-dolni variabilitu,
3,2 % (dataset 1)/ 2,5 % (dataset 2) vysvétlené variability v piipadé asymetrie levo-pravé a
neceld tf1 procenta v obou pifipadech asymetrie transverzalni. Vliv globularity a velikosti byl
po odecteni vlivu druhu a globularity maly (neptesahl 0,7 % vysvétlené variability), ptipadné
prestal byt statisticky prikazny. Konkrétni hodnoty asymetrickych proporci jsou uvedeny

v Priloze 1.

34



Horno-dolni variabilita

Levo-prava variabilita

c)

Transverzalni variabilita
e)

Obr. 18: Mnohorozmérna analyza variance. Grafy ukazuji Cisty vliv globularity, velikosti,
druhu a lokality na miru jednotlivych typu asymetrie. Grafy 18a, 18c, 18e obsahuji hodnoty
ziskané za pouziti datasetu 1, grafy 18b, 18d, 18f byly ziskany za pouziti datasetu 2.
Jednotlivé hodnoty ptedstavuji Cisty vliv dané proménné, tedy vliv zbyvajici po odstranéni
vlivu pfedchozich tfech proménnych. Hvezdicky znaci hladiny signifikance: * p <0,05 ,** p
<0,01, *** p <0,001
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4. DISKUZE

Krasivka Micrasterias je jednim z protistnich modelovych druhd, na kterém se studuji
zejména problémy spojené s morfogenezi (napi. Kallio & Lehtonen, 1973; Kiermaier, 1981,
Meindl, 1993; Holzinger & Liitz-Meindl, 2002). V ramci této diplomové prace bylo celkem
analyzovano 71 populaci tohoto rodu, které nalezely do 13 odlisSnych druhi. Bylo pouzito
nového geometricko-morfometrického piistupu (Savriama et al., 2010; Savriama &
Klingenberg, 2011), ktery umoznuje rozdélit variabilitu na symetrickou slozku (variabilita
mezi buitkami) a na jednotlivé komponenty asymetrické variability (variabilita mezi
bilateralné symetrickymi segmenty buriky). Mira asymetrické variability byla korelovana

s komplexitou a velikosti bun¢k a dale byly testovany mezidruhové rozdily v mife asymetrie a

vliv spole¢ného vyskytu na lokalité.

4.1. Dva pristupy k ziskani absolutnich hodnot asymetrie pro jednotlivé burnky

Pro rozklad asymetrie bylo pouzito dvou nezavislych ptistupti. V prvnim ptipadé byly
hodnoty absolutni asymetrie pro jednotlivé buniky ziskany po spole¢né Prokrustovské
superimpozici originalnich konfiguraci a konfiguraci transformovanych kopii jako suma
absolutnich hodnot skort buniky na v§ech PC osach vysvétlujicich dany typ variability,

V druhém pfiipadé€ pak jako smérodatné odchylky skort objektii na PC ose ptisluSného typh po
PCA jednotlivych bunék a jejich symetricky transformovanych kopii. Vysledky obou
datovych soubori ukazuji velmi podobné vysledky, které se mezi sebou li§i minimalné (rozdil
V procentech vysvétlené variability se pohybuje v fadu nékolika jednotek a pouze ve dvou
piipadech ptesahuje 10%). Oba zpusoby hodnoceni dat jsou tedy plné nahraditelné. VSechny
studie, ve kterych byl pouzit rozklad asymetrie pro objekty s komplexni symetrii (Savriama et
al., 2010; Savriama & Klingenberg, 2011; Savriama et al. 2012; Neustupa, 2013), pouzily
prvniho pfistupu, ackoliv druhy zptisob ma oproti prvnimu jisté vyhody. Naptiklad umoznuje
navzajem porovnavat datové soubory, které obsahuji rizné pocty studovanych objektt (s
rostoucim poc¢tem objektil roste proporce nejdominantngjsiho typu variability a relativni
hodnoty zastoupeni asymetrii v téchto datovych soubort se tak stavaji neporovnatelné) ¢i
objekty s riznym poc¢tem landmarki (na kterych nejde provést spole¢na superimpozice).
Umozinuje také studovat asymetrie v ramci jedné bunky, coz mize byt uzite¢né napft. pii

studiu zmén proporce typl asymetrie v prib&hu ontogeneze.
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4.2. Pouziti semilandmarki pii analyze asymetrie u biradialné symetrickych objekti
Pouze u druhu M. oscitans bylo pouzito semilandmakd, tedy landmark, jejichz pozice neni
pevnad, ale pti Prokrustovské superimpozici se mize ménit v ramci spojnice sousednich
landmarkt (Bookstein, 1997). Druh M. oscitans byl vyjime¢ny svymi vysokymi hodnotami
transverzalni asymetrie a vyrazn¢ ovliviioval vysledky tykajici se této asymetrie. Savriama et
al. (2012) upozoriiuji, ze pti analyze asymetrie u objekti s komplexni symetrii mohou byt
semilandmarky pficinou jistych, blize nespecifikovanych, potizi. Je tedy mozné, ze vysoka
mira transverzalni asymetrie u M. oscitans je zpusobena metodickymi artefakty, které nemaji
realny biologicky zaklad. Zajimava je ze, zvySena mira asymetrie byla pozorovana pouze u
asymetrie transverzalni. Znamena to tedy, ze semilandmarky ovliviiuji pouze nékteré
segmenty asymetrie? Pouziti semilandmarkt u bilateralné symetrickych objekti nebylo
shleddno problematickym a pficiny potiZi pii aplikaci na objekty s komplexni symetrii nejsou
znamy. Problém miry asymetrie u druhu M. oscitans a vliv semilandmarkii na tuto miru je

jisté zajimavy problém, ktery by zasluhoval dalsi studium.

4.3. Morfologicka charakteristika jednotlivych druhii

Vzajemna morfologicka podobnost jednotlivych druhti a jejich morfologicka plasticita byla
popséana pomoci PCA symetrickych bunék (Obr. 8 a 9). Pomoci prvnich deseti os se podatilo
zachytit 99,7 % variability v datech. Trend na prvni PC ose koresponduje nejvice s Sitkou
apikalniho laloku a s tim spojenym zmél¢enim zatezi u druhi s Sir§im apikdlnim lalokem,
trend na druhé PC ose pak s hloubkou zatezl jednotlivych lalokl pti zachovani Sitky
apikalniho laloku. Neustupa & Stastny (2006) se za pouziti metod landmarkové GM zabyvali
morfologickou charakteristikou u 14 pfirodnich populaci stitedoevropskych krasivek rodu
Micrasterias. I ptes nékteré odlisnosti ve zkoumanych druzich (nezatazeni druhtt M. oscitans
a M. semiradiata a naopak zafazeni druhtt M. apiculata, M. decemdentata a M. radiosa) byl
trend popsany prvni a druhou PC osou téméf identicky. Neustupa & Skaloud (2007) také

ukézali stejny mezidruhovy trend morfologické variability

4.4. Proporce jednotlivych typi variability

Pro vétsinu krasivek rodu Micrasterias je typicka idealné symetricka stavba bunky (Brook,
1981) a kazda odchylka od tohoto symetrického stavu nastava v disledku ptisobeni
nejruznéjsich faktort v pribéhu ontogeneze. Rozklad tvarové variability ukazal, Ze mezi
vSemi populacemi hrala dominantni roli symetrické variabilita (21,8 — 69,8 % vysvétlené
variability) a horno-dolni asymetrie (20,5 — 68,9 %), zatimco levo-prava (3,7 — 15,6 %) a

transverzalni (3 — 14,6 %) asymetrie hraly spiSe roli minoritni (Obr. 17). Savriama et al.
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(2010) ve sv¢ studii zabyvajici se rozkladem asymetrie u druhu M. rotata (zkoumano 50
bunék) poukazali na dominantni roli asymetrie horno-dolni (62,3 % vysvétlené variability),
mén¢ vyznamna pak byla variabilita symetricka (25,8 %) a minoritni roli hraly asymetrie
levo-prava a transverzalni (obé pfiblizné 6 %). Neustupa (2013) se zabyval rozkladem
asymetrie u druhu M. semiradiata (38 bunék) a dvou variet rodu M.radians (31 bun¢k). Ve
vSech tech ptipadech se proporce symetrické a horno-dolni variability pohybovala ptiblizné
okolo 40 %, levo-prava a transverzalni asymetrie opét zaujimaly pouze minoritni podil.
Srovnani zastoupeni jednotlivych typi variability na zaklad¢ relativnich proporci je ovSem
velmi problematické, jelikoz poméry jednotlivych typt variability jsou ovlivnény celou fadou
dalsich faktord. Relativni proporce jsou napiiklad ovlivnény variabilitou jednotlivych objektu,
jelikoz zvysena mira symetrické ¢i libovolného typu asymetrické variability vede ke snizeni
relativni proporce ostatnich typl variability. Dilezity je také pocet analyzovanych objektt,
jelikoz s rostoucim poctem objektl stoupé proporce dominantniho typu variability. Déle je
tieba mit na zfeteli, ze korelace miry levo-pravé a transverzalni asymetrie s asymetrii horno-
dolni je vyrazné nizsi nez korelace levo-pravé a transverzalni asymetrie (Obr. 15 a 16). Muze
tedy napftiklad dojit k tomu, Ze stejné absolutni hodnoty levo-pravé a transverzalni asymetrie
budou v ptipadé relativniho vyjadieni vyrazng jiné kvuli zvySené mite horno-dolni asymetrie
V jedné populaci.

V obou vySe zminénych studiich byly zkoumany klonalni populace, tedy populace
kultivované v laboratornich podminkéch, které vznikly z jedné buniky. Zd4 se tedy, ze
dominantni role horno-dolni asymetrie je u krasivek zcela bézna bez ohledu na to, zda jde o
populace klondlni ¢i ptirodni.

Pomér jednotlivych typi variability je mezi riznymi populacemi pomérné stabilni, ov§em
mezi studovanymi populacemi byly nalezeny nékteré, které vykazovaly vyraznéji zvySenou
miru symetrické (M. papillifera z odbérového mista BR3 a BR4) ¢i transverzalni asymetrie
(M. oscitans z lokality 11). Vzhledem k tomu, Ze ob& populace M. papillifera pochazeji ze
stejné lokality, je moZné, Ze zdejsi abiotické podminky vyvolaly zvySenou miru fenotypické
plasticity, ktera se projevila v rozdilné morfologii jednotlivych bun€k. Napadna je také
vysoka mira transverzalni asymetrie u druhu M. oscitans ma oproti ostatnim studovanym
druhtim redukovany jeden laterarni lalok a tak k jeho studiu muselo byt pouZito takzvanych
semilandmarkd, tj.landmark, jejichz pozice neni pevné déana, ale tyto body mohou klouzat po
spojnici sousednich dvou landmarkt (Bookstein, 1997). Mozné pficiny zvySené transverzalni

asymetrie tohoto druhu jsou diskutovany v kapitole 4.2.
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4.4.1. Pric¢iny vysokého podilu horno-dolni asymetrie

Vysoky podil horno-dolni asymetrie ve srovndni s asymetrii levo-pravou a transverzalni je
dan jejim odlisSnym charakterem. Tato asymetrie totiz odrazi rozdil mezi dvéma ptlbuiikami,
jejichz vyvoj je Casove oddélen, zatimco levo-prava a transverzalni asymetrie srovnava dva
segmenty tvoiené obéma piilbuiitkami. V piipad¢ levo-pravé a transverzalni asymetrie hraji
pravdépodobné dominantni roli vnitini ontogenetické faktory, zatimco v piipadé horno-dolni
asymetrie se jesté pridava vliv abiotickych podminek a alometrie na morfologii pilbunék.
Vliv abiotickych faktorti na morfologii a velikost ptilbunék je zfejmy a je diskutovan

v nékolika publikacich zabyvajicich se krasivkami (Neustupa et al., 2008, Cerna & Neustupa,
2010). Cerna & Neustupa (2010) ukazali, ze morfologie bundk je ovlivnéna pH, ve kterém se
buiky krasivek vyvijeji, a Neustupa et al. (2008) poukéazali na vliv teploty na morfologii
bun¢k. O tom, Ze se ob¢€ pllbuiiky vyvijeji zcela nezavisle na sob¢, sv€dc¢i 1 porovnani Ctyt
kvadranti buniky v ramci tiech klonalnich populaci druhd rodu Micrasterias (Neustupa,
2013). Podobnost dvou kvadrantt tvoticich jednu palbuniku byla vyssi nez podobnost
kvadrantti z opacné ptlbuiiky. Mezi kvadranty pochazejicimi z opacné piilbuiiky ovsem nebyl
Vyss§i rozdil nez mezi kvadranty ze zcela odliSnych bunék.

Dtlezitou roli miize hrat i fakt, Ze mladsi pilburika jesté¢ nemusi byt plné dorostla. Je znamo,
ze aktualni morfologie krasivky Micrasterias je zavisla na velikosti palbunky a v prabéhu
ontogeneze se tedy méni (Lacalli, 1975; Meindl, 1993). Rist nové pilbuiiky Micrasterias

do sitky (Meindl, 1993). Pro morfologicky trend na ose, ktera popisuje nejvice horno-dolni
asymetrie, je typickd zména hloubky zarezli a zména Sifky lalokti mezi palbuitkami. Tyto
tvarové rozdily odpovidaji zmeéné tvaru buniky v prabehu ristu (Lacalli, 1975). Podobny trend
jako mezi pilbuiikami je patrny i na prvni symetrické PC ose, coZ naznacuje, Ze symetricka
variabilita je dana zejména rozdilem ve velikosti bunék. To potvrzuje i Savriama et al. (2010),
kteti ukazali, Ze tvar buniky Micrasterias je siln¢ korelovan s jeji velikosti. Hlavni tvarové
trendy spojené s horno-dolni, levo-pravou i transverzalni asymetrii se shoduji s obéma
studiemi (Savriama et al., 2010; Neustupa, 2013), které se popisem asymetrickych trendd u
krasivky Micrasterias zabyvaly.

4.4.2. Podil symetrické sloZky a asymetrickych sloZek variability
Vysoky vyznam asymetrickych slozek tvarové variability byl ukézan i u jinych skupin
organizmu s VySSim stupném symetrie. Savriama & Klingenberg (2011) se zabyvali studii

schranek polypt a ukézali, Ze asymetricka slozka dosahovala az 96 %. Pti¢inou takto
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vysokého podilu asymetrie je pravdépodobné piisedly zpiisob zivota koralii a s tim spojena
vysoka nestabilita abiotickych podminek. Savriama et al. (2012) se zabyvali rozkladem
variability u biradialn¢ symetrickych kvétt Erysimum mediohispanicum (Brassicaceae).
Ukazali, ze ptiblizné polovina tvarové variability mezi kvéty je dana asymetrickou slozkou,
Z niz nejmén¢ vyznamna byla, stejné jako v této studii, asymetrie transverzalni. Autofi tento
vysoky podil asymetrie pfipisuji riznym genetickym faktorim a také ptisedlému zptisobu
zivota.

Existuje mnoho studii, které se zabyvaji studiem bilateralni asymetrie u mnohobunéénych
organizmu (napt. Klingenberg & Zaklan, 2000; Iriarte et al. 2003; Wilmore et al., 2005) a i
tyto studie ukazuji vysoky podil asymetrické slozky variability. Jako hlavni zdroj fluktuaéni
asymetrie jsou u bilateraln¢ symetrickych organizmi povazovany ontogenetické neptesnosoti
(napft. Klingenberg, 2003; Dongen, 2006; Babbitt, 2008), které mohou byt zesileny
genetickymi faktory ¢i environmentalnim stresem (Klingenberg & Nijhout, 1999; Roy &
Stanton, 1999; Queitsch et al., 2002). U krasivek je vyznam téchto procest nezanedbatelny a
projevuje se v mife levo-pravé a transverzalni asyemetrie, ovSem mnohem vyznamnéjsi roli
maji mechanizmy stojici za velkou fenotypickou plasticitou vzhledem k environmentalnim

podminkam (horno-dolni asymetrie).

4.5. Vliv komplexity a velikosti bunék na miru asymetrie

Jednou z hlavnich otazek této prace bylo zjistit, zda morfologicka komplexita bun¢k ovliviiuje
miru jejich asymetrie. Na zaklad¢ vstupni hypotézy byla ocekavana pozitivni korelace mezi
morfologickou komplexitou bun€k a mirou jejich asymetrické variability. Tato hypotéza
vychdzi z pozorovani Neustupy (2013), ktery sledoval vyssi miru symetrické i asymetrické
variability u dvou morfologicky komplexngjsich druht rodu Micrasterias v porovnani

S druhem tfetim, morfologicky méné€ komplexnim. Vysledky této diplomové prace nejsou
nicméné s vysledky citované studie v souladu (Obr. 11 a 12). Horno-dolni variabilita se zda
byt na morfologické komplexité bunék zcela nezavisla. Levo-prava a transverzalni variabilita
byly s komplexitou bunék slabé negativné korelované, coz znamena, ze ¢im méné byla buika
komplexni, tim vys$si miru asymetrie vykazovala. Tento trend byl nékolikrat siln€;jsi v ptipadé
transverzalni asymetrie, ovSem tento vysledek je ovlivnén druhem M. oscitans, jehoz bunky
jsou velmi malo komplexni a vykazuji vysokou transverzalni asymetrii. Mozné pfi¢iny tohoto
jevu jsou diskutovany v kapitole 4.2. Po odstranéni tohoto druhu z analyzy se vyrazné snizila
procenta vysvétlené variability pfiblizné na hodnoty levo-pravé asymetrie a v ptipadé

prumérnych populacnich hodnot pro dataset 1 ptestaly byt hodnoty signifikantni. Odstranéni
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druhu M. oscitans v piipadé analyz pro levo-pravou asymetrii nemélo na % vysvétlené
variability ani na miru signifikance velky vliv. Zd4 se tedy, ze evoluce morfologicky
komplexnich druht neni limitovana neptfesnostmi v pribehu ontogeneze, které by se projevily
zvysenou mirou asymetrie u komplexnéjsich druhti. Do této studie vSak nebyly zahrnuty
nejkomplexné&jsi druhy Micrasterias (napi. M. radiosa, M. sol), jejichz analyza by jisté
pfinesla dal$i zajimavé data pro srovndvaci analyzu.

Regrese velikosti bun¢k (Obr. 13 a 14) na miru levo-pravé a transverzalni asymetrie ukazala
silny vztah mezi t€émito dvéma proménnymi. Vliv velikosti bun¢k na miru horno-dolni
asymetrie nebyl statisticky signifikantni, ovSem velikost vysvétlila velkou Cast asymetrie
levo-pravé a transverzalni. Tento vztah byl ve vSech pfipadech negativni a vétsi bunky tedy
byly vice asymetrické. Jelikoz mezi komplexitou bunék a jejich velikosti existuje silna
korelace (r = -0,63), je pravdépodobné, ze slabé pozitivni korelace komplexity bunék a miry
asymetrie je spiSe dusledkem negativni korelace velikosti a miry asymetrie.

U protistnich organizmi obecné plati, ze ¢im vétSich rozméru jejich buiiky dosahuji, tim nizsi
jsou jejich rastové rychlosti (napi. Reynolds, 1984; Chisholm, 1992; Tang, 1995; Kagami &
Urabe, 2001). Ackoliv v této praci nebyly ristové rychlosti méteny, da se o¢ekavat, ze tento
vztah plati i pro krasivku Micrasterias. Je tedy mozné, Ze vy$s§i mira asymetrie u mensich
bunék je dana krat§im ¢asem na utvoreni symetrické morfologie a naopak. Tuto domnénku
podporuji i vysledky studie vénované M. rotata, které ukéazaly, ze morfologicka disparita
(tedy mira morfologické variability) byla vy$si mezi buikami rostoucimi v 15 - 30°C nez
mezi buikami kultivovanymi v 10 °C (a tudiZ nejpomaleji rostoucimi — napt. Montagnes et
al., 2003, Montagnes & Franklin, 2001) (Neustupa et al., 2008).

Studie porovnavajici miru asymetrie u druhu M. semiradiata a M. radians ukazala vyssi miru
symetrické i asymetrické variability (vyjadfené v absolutnich hodnotach) pro morfologicky
komplexngjsi druh M. radians. V této studii ale byly studovany klonalni populace, tedy
populace (1) rostouci v laboratornich podminkéch, které jsou ve srovnani s ptirodnimi
populacemi vyrazné stabiln¢j$i a (2) vznikajici z jedné buiiky, takZe mezi jedinci neni
geneticka variabilita. Je tedy mozné, Ze v pfirodnich podminkach ptsobi dalsi ekologické
faktory, které miru asymetrie mezi vice a mén¢ komplexnimi druhy vyrovnaji. Mezi tyto
faktory by mohlo patfit naptiklad nizké pH, kolisani teploty ¢i nedostatek Zivin. Zajimavé by
také bylo porovnani absolutnich hodnot miry asymetrie mezi pfirodnimi populacemi a
klonalnimi kulturami, jelikoz se na zakladé vySe zminénych pfedpokladii da ocekavat vyssi

mira absolutni asymetrie u pfirodnich populaci.
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4.6. Vliv lokality a druhu

Vliv lokality a druhu na miru asymetrie byl testovan pomoci neparametrické MANOVy (Obr.
18). Spolecné s témito faktory byl také testovan vliv komplexity a velikosti bun¢k. Ve vSech
piipadech byl testovan Cisty vliv této proménné, tedy efekt po odecteni vlivu ostatnich
faktort. Rozdil v abiotickych podminkach na jednotlivych lokalitdich neni odrazen jejich
druhovym slozenim a lokalita tedy reprezentuje soubor abiotickych podminek na jednotlivych
odbérovych mistech, ackoliv tyto podminky nebyly pfimo méteny.

Rozdily v mife asymetrie vysvétlené pomoci mezidruhové variability byly vzdy vyssi nez
variabilita vysvétlend spolecnym vyskytem na lokalité. Spolecny vyskyt na lokalité vysvétlila
vice variability v piipad¢ asymetrie horno-dolni (6,1 %) nez v ptipad¢ levo-pravé a
transverzalni asymetrie (pfiblizné 3 %). Mezidruhové rozdily pak vysvétlil ptiblizné 10 %

V ptipadé asymetrie horno-dolni a transverzalni (po odstranéni druhu M. oscitans klesne tato
hodnota ptiblizné na 6 %) a 5 % v ptipadé asymetrie levo-pravé.

Signifikantni vliv lokality i po odecteni vlivu vSech ostatnich faktori naznacuje, ze
spoleCenstva pochazejici z jedné lokality vykazovala spolecné asymetrické trendy. To tedy
znamena, ze urcité abiotické podminky ovliviiuji miru asymetrie specifickym zpisobem bez
ohledu na druh. Krasivky jsou kvili jejich specifickym druhovym narokiim povazovéany za
bioindikaéni druhy (Coesel, 1975; Coesel, 2001; Stastny, 2009). V uréitém prostiedi tedy
mohou byt rizné druhy stresovany riizné€ a vykazovat riiznou miru asymetrie. I pfesto se vSak
zda, ze se v ramci linie Micrasterias zachovaly ur¢ité spolecné ontogenetické rysy, které se
projevuji prostiednictvim stejnych asymetrickych trendt u populaci se spoleénym vyskytem.
Vyssi podil vysvétlené variability v pfipad¢é asymetrie horno-dolni, jejiz mira je ovlivnéna
zejména abiotickymi podminkami, tomu také nasvédcuje.

O vztahu fylogeneze a morfologickych trendi u Micrasterias se jiz zmifiuje Neustupa &
Skaloud (2007), kteti ukazali, Ze fylogeneticky p¥ibuzngj§i druhy vykazuji podobngjsi rysy
fenotypické plasticity nez bunky méné ptibuzné. Je tedy mozné, Ze 1 mira asymetrie je
pfedurcena fylogenetickou strukturou rodu a Ze odliSna evoluéni historie jednotlivych druhti
vedla nejen k vytvoteni odlisnych morfologickych znaktim, ale i Kk odlisnym rysiim
morfologické variability (symetrické i asymetrické) v ramci jednotlivych linii.

Vliv mezidruhovych rozdilii se nicméné ukazal byt vyssi nez vliv lokality a plné vysvétlil i
vliv velikosti. To tedy znamena, Ze rozdil mezi druhy je ¢astecné ¢i uplné ovlivnén rozdily ve
velikosti jednotlivych druhii. Zajimavy je vysoky vliv druhu na miru horno-dolni asymetrie

V porovndni s levo-pravou a transverzalni asymetrii. Rozptyl hodnot této asymetrie je

priblizné trikrat vyssi nez v ptipadé ostatnich dvou typt a vyssi procenta vysvétlené
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variability by tedy mohla byt spiSe disledkem nestejného rozptylu dat nez vyssim vlivem

druhu na miru této asymetrie.

4.6.1. Vliv fylogenetické struktury na miru asymetrie

Skaloud et al. (2011) mapovali miru morfologické komplexity, délku buiiky a strukturu ve
vétveni bunécnych lalokl u jednotlivych druhti na robustni multigenovy fylogeneticky strom
rodu Micrasterias. Ukazalo se, ze komplexita neni na rozdil od délky buiky a struktury
vétveni bunéénych lalokt nijak podstatnéji fylogeneticky korelovana. Jednotlivé druhy se

Vv pribéhu evoluce zifejmé adaptovaly na riizné podminky prostiedi, kterym byly vystavované,
prostiednictvim zmén své komplexity (¢emuz nasvédcuje 1 fakt, Ze vnitrodruhova mira
komplexity je u krasivek faktor velmi proménlivy, ktery je zavisly na abiotickych
podminkéch, jako je teplota (Neustupa, 2008) &i pH (Cerna & Neustupa, 2010)), oviem
tendence k uchovani velikosti a struktury vétveni bunécnych lalokd mezi jednotlivymi liniemi
pretrvala. Spole¢né asymetrické trendy Micrasterias na jednotlivych lokalitach naznacuji, Ze i
asymetrické tendence by mohly byt fylogeneticky korelované. Rozdily mezi jednotlivymi
druhy by také mohly souviset s fylogenetickymi faktory, ovSem otazkou zustava, zda jsou
pric¢inou téchto rozdili vnitini fylogenetické faktory dané podobnou evoluéni tendenci linii
obsahujicich velké ¢i malymi druhy nebo ekologické rozdily mezi velkymi a malymi
buitkami.

Zda se, Ze na miru asymetrie nema vliv struktura vétveni laloku, jelikoz druhy M. papillifera a
M. jenneri, které maji lateralni laloky vétvené az do tietiho fadu, se spiSe shlukuji s druhy
mensimi, mén¢ vétvenymi. Zajimavé ovSem je, ze druhy M. denticulata a M. thomasiana
vykazuji vyrazné niz§i hodnoty asymetrie nez druh M. jenneri, ktery je jejich nejbliz§im
pfibuznym. Tyto druhy se ale také vyrazné& 1i§i v mife komplexity, ackoliv morfologické
trendy u vSech tfech druhti jsou podobné. Mapovani asymetrickych trendy na fylogeneticky
strom rodu Micrasterias by jisté bylo zajimavé téma hodné dal$iho studia, které by mohlo
pfinést dalsi informace ohledné evoluce linie Micrasterias. Mapovavni neni soucasti této
prace kvuli chybgjicim datim pro referenéni skupinu mimo linii Micrasterias (tzv. outgroup),

ktera by umozZnila zakofenéni stromu.

4.7. Otazky vzeslé z této prace

Tato diplomova préce si kladla dvé hlavni otazky: ovéfit, zda existuje vztah mezi
morfologickou sloZitosti krasivkovych buné€k a mirou jejich asymetrie a zda spolecny vyskyt
druhti na lokalit¢ implikuje spole¢né trendy v asymetrii. Na tyto otdzky nalezla odpovéd’,

4

ovSem vyvolala mnoho dal$ich otdzek. Ty nejzajimavéjsi jsou: (1) Je rozdil v absolutnich
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hodnotach asymetrie mezi klonalnimi populacemi péstovanymi v laboratornich podminkach a
pfirodnimi populacemi? Je mezi t€émito populacemi rozdil v proporcich asymetrie? (2) Jaka je
mira asymetrie u morfologicky nejkomplexnéj$ich druht, jako je naptiklad M. radiosa ¢i M.
sol? (3) Pro¢ jsou vétsi buniky méné asymetrické? Je to dusledek fylogenetické korelovanosti
znaku ¢i to souvisi s néjakym ekologickym fenoménem ¢i morfogenetickym aspektem? (4)

Kter¢ abiotické podminky ovliviiuji miru asymetrie? Jakym zptsobem ji ovliviiuji?
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5. ZAVER

-V této diplomové praci bylo pouzitou dvou nezavislych technik rozkladu variability.
Prvni ptistup jiz byl pouzit v riznych studiich a je zalozen na spole¢né PS vsSech
studovanych objekt. Druhy pfistup, ktery byl v této diplomové praci pouzit, je rozklad
variability v ramci ¢ty kopii kazdé jednotlivé bunky. Bylo ukézano, ze oba piistupy
poskytuji velmi podobné vysledky. Druhy piistup ov§em oproti prvnimu umoziuje
porovnavat datové soubory s nestejnym poctem objektl ¢i objekty s riznym poctem
landmarkt. Umoziuje také studovat proporce asymetrie v ramci jedné buiiky.

- Podil symetrické variability a tii typa variability asymetrické je mezi jednotlivymi
populacemi stabilni. Dominantnimi typy variability jsou variabilita symetricka a horno-
dolni, levo-prava a transverzalni variabilita je spiSe minoritniho charakteru. Od tohoto
stabilniho pomé&ru se mohou objevovat vzacné vychylky.

- Korelace absolutnich hodnot jednotlivych typil asymetrie je vysokd, zejména pak vztah
levo-pravé a transverzalni asymetrie. Korelace téchto dvou typt s asymetrii horno-dolni
je nizsi. Pfi¢inou je odlisny charakter horno-dolni asymetrie, ktera popisuje rozdil mezi
dvéma ptlbuiikami (a odréazi tak odlisné abiotické podminky v dob¢€ vzniku pibuné¢k ¢i
mensi velikost mladsi piilbunky), zatimco levo-prava a transverzalni asymetrie popisuje
asymetrie mezi dvéma ¢astmi tvofenymi obéma pulbuiikami a odrazi tak spise
ontogenetické neptesnosti.

- Mira levo-pravé a transverzalni asymetrie je negativné korelovana s velikosti bun¢k a
vétsi buiiky tedy vykazuji vy$si miru asymetrie. Tento trend ovSem neplati v pfipadé
asymetrie horno-dolni, kde byl prokdzan minimalni vliv velikosti.

- Mira levo-pravé a transverzalni asymetrie je slabé pozitivné korelovana s morfologickou
komplexitou buné€k a v ptipad¢ asymetrie horno-dolni nebyl tento vztah signifikantné
prokéazan. To tedy znamend, Ze morfogeneze komplexnégjSich bun¢k neni doprovazena
veétSi mirou asymetrie a Ze pfipadnd limitace morfologické komplexity bun€k neni dana
ontogenetickymi nepiesnostmi.

- Podobné asymetrické trendy, které vykazovaly populace nachazejici se na jedné lokalité
(a které tedy byly vystaveny stejnym abiotickym podminkdm), naznacuji, Ze v rdmci linie
Micrasterias existuji urcité spole¢né evoluéné konzervované ontogenetické rysy, které se
projevuji shodnou reakci jednotlivych druhti na stejné abiotické podminky.

- Vliv mezidruhovych rozdill se ukéazal byt také velmi silny a pln€ vysvétlil 1 variabilitu
danou riznou velikosti jednotlivych druhd. Velikost bun¢k je v ramci linie Micrasterias

fylogeneticky korelovany faktor a otazkou tedy zlistava, zda jsou pfic¢inou téchto rozdild
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vnitini fylogenetické faktory dané podobnou evoluc¢ni tendenci linii obsahujicich velké ¢i

malymi druhy nebo ekologické rozdily mezi velkymi a malymi buitkami.

46



6. LITERATURA

Adams D. C. & Rohlf F. J. (2000): Ecological character displacement in Plethodon:
Biomechanical Differences Found From a Geometric Morphometric Study. PNAS. 97: 4106-
4111.

Adams D. C. (2004): Character displacement via aggressive interference in Appalachian
salamanders. Ecology. 85: 2664-2670.

Agardh C. A. (1827): Aufzahlung einiger in den ostreichischen Landern gefundenen neuen
Gattungen und Arten von Algen, nebst ihrer Diagnostik und beigefugtenBemerkungen. Flora
10: 625-646.

Auffray J. C., Debat V., Alibert P. (1999): Shape asymmetry and developmental stability. V:
Chaplain M. A. J., Singh G. D., McLachlan J. C.: On Growth and form: Spatio-temporal
Pattern Formation in Biology. Chichester, UK: Wiley, 309-324.

Babbitt G.A. (2008): How accurate is the phenotype? An analysis of developmental noise in a
cotton aphid clone. BMC Developmental Biology 19: 1-9.

Baylac M., Villemant C., Simbolotti G. (2003): Combining geometric morphometrics with
pattern recognition for the investigation of species complex. Biological Journal of the Linnean
Society 80: 89-98.

Bookstein F. L. (1989): Principal warps: Thin-plate splines and the decomposition of
deformations. IEEE Transactions on Pattern Analysis and Machine Intelligence 11: 567-58.

Bookstein F. L. (1997): Morphometric tools for landmark data: Geometry and Biology.
Cambridge University Press.

Brook A. J. (1981): The Biology of desmids. Blackwell, Oxford.

Coesel P. F. M. (1975): The relevance of desmids in the biological typology and evaluation of
fresh waters. Hydrobiological Buletin 9: 93-101.

Coesel, P. F. M. (1982): Structural characteristics and adaptations of desmid communities.
Journal of Ecology 70: 163-177.

Coesel, P. F. M. (2001): A method for quantifying conservation value in lentic freshwater
habitats using desmids as indicator organisms. Biodiversity and Conservation 10: 177-87.

Coesel, P. F. M. & Meesters, K. J. (2007): Desmids of the lowlands- Mesoteniaceae and
Desmidiaceae of the European lowlands. KNNV Publishing, Zeist, The Netherlands.

Costa C. & Cataudella S. (2007): Relationship between shape and trophic ecology of selected
species of Sparids of the Caprolace coastal lagoon (Central Tyrrhenian Sea). Environmental
Biology of Fishes 78: 115-123.

Cerna K. & Neustupa J. (2010): The pH-related morphological variations of two acidophilic
species of Desmidiales (Viridiplantae) isolated from a lowland peat bog, Czech Republic.
Aquatic Ecology 44: 409-4109.

47



Demayo C. G., Torres M. A. J., Olvis P. R., Manlegro N. (2010): Face shape differences in
selected indigenous peoples’ groups in Mindanao, Philippines. The Internet Journal of
Biological Anthropology 4.

Dongen S. V. (2006): Fluctuating asymmetry and developmental instability in evolutionary
biology: Past, present and future. Journal of Evolutionary Biology. 19:1727-1743.

Endress P. K. (1999): Symmetry in flowers: diversity and evolution. International Journal of
Plant Sciences 160: 3-23.

Frey F. M., Robertson A., Bukoski M. (2007): A method for quantifying rotational symmetry.
New Phytologist 175: 785-791.

Gontcharov A. A. & Melkonian M. (2011): A study of conflict between molecular phylogeny
and taxonomy in the Desmidiaceae (Streptophyta, Viridiplantae): Analyses of 291 rbcL
sequences. Protist 162: 253-267.

Hall B. K. (1994): Homology: the hierarchical basis of comparative biology. Academic Press.
Hammer @., Harper D. A. T., Ryan, P. D. (2001): PAST: Paleontological Statistics software
package for education and data analysis. Palaentologia Electronica4:1-9.
http://nhm2.uio.no/norlex/past/

Harrgittai 1. & Pickover C. A. (1992): Spiral symmetry. World Scientific.

Holzinger A. & Liitz-Meindl U. (2002): Kinesin-like proteins are involved in postmitotic
nuclear migration of the unicellular green alga Micrasterias denticulata. Cell Biology
International Reports 26: 689-697.

Chisholm S. W. (1992): What limits phytoplankton growth? Oceanus 35: 36-46.

Imasheva A. G., Bosenko D. V., Bubli O. A. (1990): Variation in morphological traits of
Drosophila melanogaster (fruit fly) under nutritional stress. Heredity 82: 187-192.

Iriarte P. F., Céspedes W., Santos M. (2003): Quantitative-genetic analysis of wing form and
bilateral asymmetry in isochromosomal lines of Drosophila subobscura using procrustes
methods. Journal of Genetics 82: 95-113.

Kagami M. & Urabe J. (2001) Phytoplankton growth rate as a function of cell size: An
experimental test in lake Biwa. Limnology 2: 111-117.

Kallio P. & Lehtonen J. (1973): On the plasmatic template system in Micrasterias
morphogenesis. Annales Academiae Scientiarum Fennicae199: 1-6.

Kark S. (2001): Shifts in bilateral asymmetry within a distribution range: The case of the
chukar partidge. Evolution 55: 2088-2096.

Kendall D. (1977): The diffusion of shape. Advances in Applied Probability 9:428-430.

48


http://www.google.cz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&ved=0CEYQFjAD&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FAnnales_Academiae_Scientiarum_Fennicae._Mathematica&ei=_OF8UaG7JouR7Abd_4C4BA&usg=AFQjCNGTIn5aFdz2Rlk-C5lPpjF6X8Olsg&bvm=bv.45645796,d.ZWU

Kent J. T. & Merdia K. V. (2001): Shape, procrustes tangent projections and bilateral
symmetry. Biometrika 88: 469-485.

Kiermaier O. (1981): Cytoplasmic basis of morphogenesis in Micrasterias.
Cytomorphogenesis in Plants 8: 147-189.

Kimball S., Mattis P. a vyvojovy tym GIMP (2012): http://www.gimp.org/

Klingenberg C. P. & Nijhout H. F. (1999): Genetics of fluctuating asymmetry: A
developmental model of developmental instability. Evolution 53: 358-375.

Klingenberg C. P. & Zaklan S. D. (2000): Morphological integration between developmental
compartments in the Drosophila wing. Evolution 54:1273-1285.

Klingenberg C. P., Barluenga M., Meyer A. (2002). Shape analysis of symmetric structures:
Quantifying variation among individuals and asymmetry. Evolution 56: 1909-1920.

Klingenberg C. P. (2003): Developmental instability as a research tool: using patterns of
fluctuating asymmetry to infer the developmental origins of morphological integration,
str.427-442. V Polak M.: Developmental instability: Causes and consequences. New York,
Oxford University Press.

Klingenberg C. P. & Monteiro L. R. (2005): Distances and directions in multidimensional
shape spaces: Implications for morphometric applications. Systematic Biology 54:678-688.

Krieger W. (1939): Die Desmidiaceen Europas mit Berlicksichtigung der aussereuropéischen
Arten. Band 13. Abteilung 1, Teil 2, Lieferung 1 of Dr. Akademische Verlagsgeselschaft
M.B.H., Leipzig

Kiisa B. & Prasil K (1994): Sbér, preparace a konzervace rostlinného materialu.
Prirodovédecka fakulta UK.

Lacalli T. C. (1975): Morphogenesis in Micrasterias. Journal of Embryology and
Experimental Morphology 33: 117-126.

Lens L., van Dongen S., Wilder M. Ch., Brooks T. M., Matthysen E. (1999): Fluctuating
asymmetry increases with babitat disturbance in seven bird species of a fragmented
afrotropical forest. Proceedings: Biological Sciences 266: 1241-1246.

Mardia K. V., Bookstein F. L., Moreton I. J. (2000): Statistical assessment of bilateral
symmetry of shapes. Biometrika 87: 285-300.

Martindale M. Q. & Henry J. Q. (1998): The development of radial and biradial symmetry:
The evolution of bilaterality. Biometrika 87: 285-300.

Meindl U. (1993): Micrasterias cells as a model system for research on morphogenesis.
Microbiological Rewievs 57: 415-433.

Moller A. P., Eriksson M. (1994): Patterns of fluctuating asymmetry in flowers: Implications
for sexual selection in plants. Journal of Evolutionary biology 7: 97-113.

49



Montagnes D. J. S. & Franklin D. J. (2001): Effect of temperature on diatom volume, growth
rate, and carbon and nitrogen content: Reconsidering some paradigms. Limnology and
Oceanography 46: 2008-2018.

Montagnes D. J. S., Kimmance, S. A., Atkinson, D., (2003): Using Q10: can growth rates
increase linearly with temperature? Aquatic Microbial Ecology 32, 307-313.

Nemjova K., Neustupa J., Stastny J., Skaloud P., Vesela J. (2011): Species concept and
morphological differentiation of strains traditionally assigned to Micrasterias truncata.
Phycological Research 59: 208-220.

Neustupa J. & Stastny J. (2006): The geometric morphometric study of central european
species of the genus Micrasterias (Zygnematophyceae, Viridiplantae). Preslia 78: 253-263.

Neustupa J. & Skaloud P. (2007): Geometric morphometrics and qualitative patterns in the
morphological variation of five species of Micrasterias (Zygnemophyceae, Viridiplantae).
Preslia 79: 401-417.

Neustupa J., Stastny J., Hodag J. (2008): Temperature-related phenotypic plasticity in the
green microalga Micrasterias rotata. Aquatic Microbial Ecology 51: 77-86.

Neustupa J., Skaloud P., Stastny J. (2010): The Molecular phylogenetic and geometric
morphometric evaluation of Micrasterias crux-melitensis/M. radians species complex.
Journal of Phycology 46: 703-714.

Neustupa J., Cerna K. Stastny J. (2011): The effects of aperiodic desiccatin on the diversity of
benthic desmid assemblages in a lowland peat bog. Biodiversity and Conservation 20: 1695-
1711.

Neustupa J. (2013): Patterns of symmetric and asymmetric morphological variation in
unicellular green microalgae of the genus Micrasterias (Desmidiales, Viridiplantae). Fottea
13: 53-63

Oksanen J., Blanchet G. F., Kindt R., Legendre P., O'Hara R. B. (2011): Vegan: Community
ecology package. R package version 117-8. http://CRANRprojectorg/package=vega

Osserman R. (1978): The isoperimetric inequality. Bulletin of the American Mathematical
Society 84: 1182-1238.

Palmer A. R. & Strobeck C. (1986): Fluctuating asymmetry: Measurement, analysis, patterns.
Annual Review of Ecology, Evolution and Systematics, 17: 391-421.

Potapova M. & Hamilton P.B. (2007): Morphological and ecological variation within the
Achnanthidium minutissimum (Bacillariophyceae) species complex. Journal of Phycology 43:
561-575.

Pretorius E. (2005): Using Geometric Morphometrics to Investigate Wing Dimorphism in

Males and Females of Hymenoptera — a Case Study Based on the Genus Tachysphex
(Sphecidae: Larrinae). Australian Journal of Entomology. 44:113-121.

50



Queitsch C., Sangster T., Lindquist S. (2002): Hsp90 as a Capacitor of Phenotypic Variation.
Nature 417: 618-624.

R Development Core Team (2012): R: A Language and Environment for Statistical
Computing. Vienna, Austria. http://www.r-project.org/

Rasmuson M. (2002): Fluctuating Asymmtery — Indicator of what? Hereditas 136: 177-189.

Reynolds C. S. (1984): The Ecology of Freshwater Phytoplankton. Cambridge University
Press.

Rohlf F. J. (2010). tpsDig, version 2.16 Ecology & Evolution, SUNY at Stony Brook, New
York. http://life.bio.sunysb.edu/morph/

Rohlf F. J. (2010): tpsRelw, version 1.49 Ecology & Evolution, SUNY at Stony Brook, New
York. http://life.bio.sunysb.edu/morph/

Rohlf F. J. (2012): tpsUtil, version 1.53 Ecology & Evolution, SUNY at Stony Brook, New
York. http://life.bio.sunysb.edu/morph/

Rosen J. (1975): Symmetry Discovered. — Cambridge University Press, Cambridge.

Roy, B. A. & Stanton M. L. (1999): Asymmetry of Wild Mustard, Sinapis arvensis
(Brassicaceae), in Response to Severe Physiological Stresses. Journal of Evolutionary
Biology 12: 440-449.

Ruzicka, J. (1981): Die Desmidiaceen Mitteleuropas. Band 1(2). Lieferung. E.
Schweizerbart’sche Verlagsbuchhandlung, Stuttgart.

Saucéde T., Alibert P., Laurin B., David B. (2006): Environmental and Ontogenetic
Constrains on Developmental Stability in the Spatangoid Sea Urchin Echinocardium
(Echinoidea). Biological Journal of Linnean Society 88:165-177.

Savriama Y., Neustupa J., Klingenberg C. P. (2010): Geometric morphometrics of symmetry
and allometry in Micrasterias rotata (Zygnematophyceae, Viridiplantae). Nova Hedwigia
136: 43-54.

Savriama Y. & Klingenberg C. P. (2011): Beyond Bilateral Symmetry: Geometric
Morphometric Methods for any type of Symmetry. BMC Evolutionary Biology 11: 280-304.

Savriama Y., Gomez J. M., Perfectti F., Klingenberg C. P. (2012): Geometric Morphometrics
of Corolla Shape: Dissecting Components of Symmetric and Asymmetric Variation in
Erysimum mediohispanicum (Brassicaceae). New Phytologist 196: 945-954.

Scuilli P.W., Doyle W. J., Kelley C., Siegel P., Siegel M. 1. (1979): The Interaction of

Stressors in the Induction of Increased Levels of Fluctuating Asymmetry in the Laboratory
rat. American Journal of Physical Anthropology 50: 279-284.

51


http://ceeb.uoregon.edu/faculty_pages/Roy/papers/20.pdf
http://ceeb.uoregon.edu/faculty_pages/Roy/papers/20.pdf

Skaloud P., Nemjova, K., Vesela, J., Cerna, K., Neustupa, J. (2011): A Multilocus Phylogeny
of the Desmid Genus Micrasterias (Streptophyta): Evidence for the Accelerated Rate of
Morphological Evolution in Protists. Molecular Phylogenetics and Evolution, 61: 933-943.

Stastny J. (2009): The Desmids of the Swamp Nature Reserve (North Bohemia, Czech
Republic) and a Small Neighbouring Bog: Species Composition and Ecological Condition of
Both Sites. Fottea 9:135-148.

Tang E. P. Y. (1995): The Allometry of Algal Growth Rates. Journal of Plankton Research.
17: 1325-1335.

Valentin A., Sévigny J.M., Chanut J. P. (2002): Geometric Morphometrics Reveals Body
Shape Differences Between Sympatric Redfish Sebastes mentella, Sebastes fasdatus and their
Hybrids in the Gulf of St Lawrence. Journal of Fish Biology. 60: 857-875.

Weyl H. (1975): Symmetry. Princeton University Press.

Willmore K.E., Zelditch M.L., Young N., Ah-Seng A., Lozanoff S., Hallgrimsson B. (2006):
Canalization and Developmental Stability in the Brachyrrhine Mouse. Journal of Anatomy
208: 361-372.

Wojcik J. M., Polly P. D., Wojcik A. M., Sikorski M. D. (2007): Epigenetic Variation of the
Common Shrew, Sorex araneus in Different Habitats. Russian Journal of Theriology, 6: 43-
49.

Zelditch M. L., Swiderski D. L., Sheets H. D. (2004): Geometric Morphometrics For
Biologists. Elsevier Academic Press.

Zollikofer C. P. E., Leon M. S. P. (2002): Visualizing patterns of craniofacial shape variation
in Homo sapiens. Proceedings: Biological Sciences 269: 801-807.

52



7. PRILOHY

Seznam priloh:
Priloha 1: Relativni proporce symetrické a asymetrické variability u jednotlivych populaci

Priloha 2 (CD): Absolutni hodnoty asymetrie pro jednotlivé buiiky (dataset 1 a 2),
centroidova velikost a komplexita bunék
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Ptiloha 1 (¢ast 1): Proporce symetrické a asymetrické variability u jednotlivych populaci

Symetrickd | Horno-dolni | Levo-prava | Transverzalni
Populace variabilita variabilita variabilita variabilita
(%) (%) (%) (%)

M. americana (§) 49,290 34,456 9,231 7,023
M. americana (CH1) 217,224 51,117 14,768 6,891
M. brachyptera (B1) 41,269 48,645 5,023 5,063
M. crux-melitensis (BB1) 40,566 47,774 6,961 4,699
M. crux-melitensis (BB2) 35,616 51,846 6,856 5,682
M. crux-melitensis (BR1) 35,106 53,363 5,633 5,898
M. crux-melitensis (BR4) 37,021 48,582 7,109 7,287
M. crux-melitensis (BR3) 37,398 49,562 7,434 5,606
M. crux-melitensis (CH1) 34,346 50,648 7,133 7,873
M. denticulata (PKV) 36,036 46,609 9,346 8,010
M. fimbriata (BR1) 33,196 57,089 4,731 4,984
M. fimbriata (CH1) 46,498 37,444 8,884 7,174
M. fimbriata (CH2) 34,124 47,501 9,973 8,402
M. furcata (Fr) 42,464 32,709 15,490 9,337
M. jenneri (11) 41,881 39,347 10,367 8,405
M. oscitans (I1) 46,977 31,423 7,000 14,599
M. papillifera (BB2) 36,307 42,544 9,394 11,755
M. papillifera (BB3) 42,416 43,575 7,029 6,980
M. papillifera (F) 31,323 55,363 7,171 6,143
M. papillifera (S1) 25,411 60,485 7,547 6,556
M. papillifera (S2) 32,773 47,074 10,622 9,531
M. papillifera (PO) 42,791 40,130 8,340 8,739
M. papillifera (R2) 30,748 56,999 6,566 5,687
M. papillifera (BB5) 31,035 56,413 6,507 6,046
M. papillifera (PKV) 28,543 55,966 7,761 7,730
M. papillifera (BR4) 69,828 22,127 3,697 4,349
M. papillifera (BR3) 62,212 28,890 4,653 4,245
M. rotata (BB1) 36,341 44,975 10,632 8,053
M. rotata (BB2) 39,907 42,392 9,620 8,081
M. rotata (BB3) 33,361 54,888 5,849 5,901
M. rotata (BB4) 21,795 68,922 4,788 4,495
M. rotata (F) 39,973 48,489 6,351 5,186
M. rotata (P1) 29,463 58,810 5,577 6,150
M. rotata (R1) 25,565 64,470 5,838 4,128
M. rotata (R2) 37,919 53,212 4,790 4,079
M. rotata (R3) 37,733 54,092 4,372 3,803
M. rotata (BB5) 30,840 61,723 4,459 2,978
M. rotata (B) 45,977 44,032 5,039 4,951
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Ptiloha 1 (¢ast 2): Proporce symetrické a asymetrické variability u jednotlivych populaci

Symetrickd | Horno-dolni | Levo-prava | Transverzalni
Populace variabilita variabilita variabilita variabilita
(%) (%) (%) (%)

M. rotata (VR1) 41,270 40,843 10,555 7,331
M. rotata (VR2) 43,648 43,222 7,434 5,696
M. rotata (PKV) 28,768 60,896 5,922 4,414
M. rotata (BR3) 41,043 48,142 5,596 5,218
M. semiradiata (BB4) 32,370 53,132 7,902 6,545
M. semiradiata (BR1) 28,381 60,924 5,290 5,405
M. thomasiana (BB3) 31,895 53,359 6,463 8,284
M. thomasiana (BR1) 33,709 50,166 8,163 7,962
M. thomasiana (F) 34,681 50,616 7,385 7,318
M. thomasiana (P1) 31,237 54,297 8,301 6,165
M. thomasiana (P2) 29,141 60,042 6,780 4,036
M. thomasiana (PBB) 30,288 54,357 8,137 7,218
M. thomasiana (S1) 35,252 46,210 10,504 8,034
M. thomasiana (S2) 26,901 55,870 8,370 8,858
M. thomasiana (BB5) 30,056 60,105 4,968 4,871
M. thomasiana (B) 29,004 58,771 6,656 5,569
M. thomasiana (VR1) 42,574 39,920 8,686 8,819
M. thomasiana (VR2) 43,985 38,075 8,791 9,149
M. thomasiana (CH1) 42,431 43,642 7,026 6,901
M. truncata (BB4) 36,471 46,356 9,034 8,139
M. truncata (BR2) 31,159 49,129 11,472 8,240
M. truncata (H) 32,796 44,786 11,631 10,787
M. truncata (11) 64,509 20,505 8,827 6,159
M. truncata (M) 38,512 40,019 12,439 9,030
M. truncata (P1) 28,525 56,766 7,613 7,096
M. truncata (P2) 37,135 47,400 7,381 8,084
M. truncata (C) 29,719 48,432 11,783 10,066
M. truncata (PBB) 30,751 44,326 14,468 10,455
M. truncata (S1) 39,001 41,576 9,396 10,027
M. truncata (R1) 34,290 45,613 9,414 10,683
M. truncata (R2) 29,503 44 557 15,592 10,348
M. truncata (BB5) 38,185 45,660 8,950 7,205
M. truncata (B) 29,226 51,478 8,826 10,469
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