1. Analýza fenotypu


Úvod

Genetika je vědní oblast, která se zabývá dědičností a proměnlivostí organismů. Zdrojem proměnlivosti jsou dědičné vlohy obsažené v genotypu, naopak na fenotypovém projevu vnějších znaků se do značné míry podílejí také vlivy prostředí v průběhu života jedince. Fenotyp tedy odráží genotyp jen neúplně a nepřesně. 

Genotyp je soubor genů, který určuje normu reakce organismu v rozmanitých podmínkách prostředí. Fenotyp je souhrn vlastností, kterými se organismus projevuje navenek. Je výsledkem působení genotypu a vnějšího prostředí, ale oddělit jednoznačně genetickou a environmentální determinaci jednotlivých fenotypových znaků je obtížné a často dokonce nemožné. (K vlivům prostředí je zpravidla nutno přiřadit i vlivy maternální – množství žloutku ve vajíčku, množství a kvalita mléka apod. – u některých organismů dokonce i vlivy paternální – např. kvalita otcovské péče.) Cesta od genu k znaku je dlouhá a složitá a procesy naprogramované při expresi genomu mohou být v nejrůznějších stádiích ovlivněny nějakým vnějším faktorem. Vztah mezi fenotypem a genotypem je proto velmi složitý a na některých úrovních dokonce nemusí být snadné mezi oběma pojmy jednoznačně rozlišovat. Diskusi o významu pojmu fenotypu a kritiku dualismu mezi fenotypem a genotypem najdeme v knize Markoše (1997).

Projev znaků fenotypu je velmi rozmanitý a to se odráží také v přístupech k jejich studiu a poznávání. Některé znaky jsou podmíněny pouze jediným genovým lokusem, jiné několika nebo i mnoha. V případě, kdy na fenotypový znak působí více genů, dochází mezi nimi k nejrůznějším interakcím. Tyto interakce mohou vést ke vzniku nových fenotypových variant v potomstvu, aniž by se současně měnily štěpné poměry očekávaných genotypů. Při působení epistáze (funkční nadřazenosti určitých genů nad jinými), inhibice, kompenzace a dalších projevů genových interakcí se fenotypové štěpné poměry v potomstvu mění. Důvodem proto je právě vzájemné ovlivňování genů. Dědičná podstata určitých znaků je velmi složitá a na jejich projevu se podílí velký počet jednotlivých genů. Takové znaky nazýváme polygenní. Opakem genových interakcí je pleiotropie, při které se účinky působení jednoho genu projevují v utváření dvou nebo více různých fenotypových znaků. Tyto a mnohé další komplikace na cestě od genů ke znakům způsobují, že genetickou variabilitu a strukturu přírodních populací můžeme jen obtížně číst a poznávat na základě pouhé vlastností fenotypu. Přesto známe některé metodické přístupy jak k tomuto účelu můžeme analýzu fenotypu využívat.

Jen málo znaků fenotypu je jednoduše dědičných, tzn., že jejich projev je bezprostředním odrazem účinku genů a alel, které jej ovlivňují. Naštěstí však takové znaky existují, i když je jejich výskyt vzácný. Díky tomu se také G. Mendelovi podařilo objevit zákony dědičnosti, když zvolil takové vhodné znaky, které potřebnou jednoduchou (dnes často říkáme mendelovskou) dědičnost mají. Jednoduše dědičné znaky se jen vzácně projevují v morfologických strukturách, častěji se vyskytují u různých variant zbarvení. Některé nemetrické kvalitativní znaky sice nemají jednoduchou mendelovskou dědičnost, nicméně podíl genů na jejich utváření je značný – mají totiž vysokou míru dědivosti. Četnosti diskrétních variant takových znaků proto zprostředkovaně vypovídají o genetické struktuře a proměnlivosti studovaných populací nebo souborů.

Jednoduše dědičné znaky obvykle řadíme mezi znaky kvalitativní. Jsou to znaky vystupující v jednotlivých jednoznačných stavech, které můžeme kvalitativně popsat. Proměnlivost kvalitativních znaků je proto diskrétní. Každý kvalitativní (diskrétní) znak však nemusí být mendelovsky dědičný. Znaky, které nabývají velkého počtu různých diskrétních stavů s kontinuální (spojitou) proměnlivostí označujeme také jako meristické. Jejich dědičnost je obvykle složitá, stejně jako u metrických znaků se spojitou proměnlivostí, u kterých se namísto jednotlivých diskrétních stavů setkáváme s plynulým přechodem. Charakteristiku takových znaků zpravidla určujeme měřením nebo vážením a označujeme je za kvantitativní neboli plastické. Kvantitativní i meristické znaky mají zpravidla polygenní dědičnost a jejich manifestace je do značné míry ovlivňována faktory prostředí. Přesto i u nich je možná genetická analýza a stanovení míry jejich dědivosti. Meristické znaky patří do skupiny tzv. prahových znaků (threshold characters), které jsou geneticky podmiňovány stejně jako znaky plastické větším počtem genů s kontinuální proměnlivostí celkového účinku, avšak spojitý přechod od minimálních po maximální hodnoty tohoto účinku je zde „kategorizován“ do diskrétních tříd překročením jedné nebo více prahových hodnot (tento jev si můžeme představit např. jako náhlé propuknutí nemoci v důsledku postupně se zvyšujícího počtu patogenů v organismu). Přehled rozdělení znaků je uveden v následující tabulce:

Tabulka 1.1. Rozdělení znaků a fenotypové proměnlivosti.
	znaky
	proměnlivost
	genetické určení

	kvalitativní
	diskrétní
	málo genů s velkými účinky

	kvantitativní

(plastické)

meristické
	kontinuální

kontinuální
	mnoho genů s malými účinky 
+ negenetické vlivy

mnoho genů s malými účinky 
+ negenetické vlivy (prahové znaky)


SIGNÁLNÍ FENOTYPY

Přímá manifestace genů a alel ve fenotypu je vzácná, přesto se s ní můžeme v některých případech setkat. Dědičné kvalitativní znaky jsou často ovlivňovány geny velkého účinku, tzv. oligogeny. U všech živočichů jsou například v genomu přítomny komplexy homeotických genů. Pořadí těchto genů na vlákně DNA odpovídá přesně pořadí tělních segmentů, jejichž vývoj ovlivňují. Mutace životně důležitých homeotických genů mají bezprostřední odraz v nápadných morfologických změnách. Homeotické mutace byly nejdříve popsány v genetických experimentech s octomilkami rodu Drosophila. U mutanta nazvaného Antennapedia se namísto tykadel vyvíjejí končetiny, mutant Ultrabithorax má na třetím hrudním článku stejné struktury jako na článku druhém, tzn., že místo halter nese druhý pár křídel.

V morfologickém smyslu tedy tato mutace znamená změnu znaku, který je diagnostický pro celý řád. Možnost výskytu podobných mutací byla prokázána i u jiných živočichů včetně obratlovců. Homeotické mutace mají ohromný význam pro vývojovou biologii, ale jejich výskyt není možné v širším měřítku využívat při studiu genetické struktury populací a druhů, protože vedou k těžkým poruchám vývoje, jsou odstraňovány selekcí a v přírodě se tedy vyskytují jen mimořádně vzácně. Jiné morfologické znaky s jednoduchou dědičností jsou jen vzácné. Jednoduše jsou založeny např. četné defekty v utváření kostry savců, zejména na končetinách (brachydaktylie, polydaktylie, syndaktylie). Bezrohost u tura domácího dominuje nad rohatostí. Úplný nedostatek srsti u savců je způsoben jednoduchou recesivní mutací. Změny těchto znaků mají ovšem obvykle charakter raritních událostí, které jsou téměř vždy spojeny s poškozením jedince a snížením jeho reprodukční zdatnosti.

Dědičnost zbarvení

Jednou z mála vlastností vnějšího fenotypu, která má často jednoduchou dědičnost, je zbarvení. Zbarvení organismů je podmíněno přítomností rozmanitých pigmentů, které vznikají ve specifických metabolických drahách. Narušení metabolických procesů produkce pigmentu následkem mutace má bezprostřední odezvu ve změně zbarvení. Klasickým příkladem je industriální melanismus popsaný u píďalky drsnokřídlece březového (Biston betularia). Tmavá mutace zbarvení se v populacích začala šířit po vymizení lišejníků z kůry stromů následkem průmyslového znečistění ovzduší. Dosavadní světlý typ zbarvení tím ztratil původní ochranný význam a selekce rychle upřednostnila šíření tmavé mutace, která poskytuje lepší ochranu před hmyzožravými ptáky. Podobné jednoduše dědičné varianty zbarvení byly využity při popisu vnitrodruhové genetické struktury u vhodných modelových druhů. Jednoduše dědičný je například charakter zbarvení a výskyt proužků na ulitě páskovek rodu Cepaea a již v první polovině 20. století byl zpracován ohromný materiál populačních vzorků z velké části Evropy. Postupně se ukázalo, že charakter zbarvení ulity u páskovek může mít také adaptivní význam. To umožnilo vytvoření představy o vztazích jednotlivých geografických populací a jejich možném historickém původu. Podobné možnosti analýzy fenotypu existují i u dalších plžů. Jednobarevné zbarvení ulity hlemýždě Helix hortensis je dědičné a dominantní vůči zbarvení pruhovanému.

Nejpodrobnější poznatky o genetice zbarvení máme u obratlovců a zejména u savců. Znalosti o dědičnosti zbarvení byly získány především v chovech laboratorních nebo domácích druhů. Podrobně je propracována genetika zbarvení srsti u kožešinových druhů chovaných na farmách. U savců jsou hlavními pigmenty, které ovlivňují zbarvení kůže a chlupů, melaniny. Jejich tvorba je součástí metabolických drah fenylalaninu a tyrosinu. Pigment se tvoří ve specializovaných buňkách – melanocytech. Ty vznikají ve zvláštních pigmentačních centrech a během ontogeneze migrují do různých částí těla. Dědičné mutace mohou ovlivnit tyto procesy utváření zbarvení na nejrůznějších úrovních – od metabolických dějů při vzniku pigmentů, přes prostorové uspořádání pigmentových zrn v melanocytech, až po způsob či rozsah migrace pigmentových buněk.

Dosud bylo popsáno u různých druhů savců několik desítek genových lokusů, které ovlivňují charakter zbarvení. Geny zbarvení mohou nést jeden alelový pár nebo se na nich vyskytují celé alelové série. Zbarvení savčího chlupu se často vytváří podélným střídáním tmavých a světlých úseků. Typické zbarvení srsti savců (které můžeme pozorovat například u myši domácí nebo králíka divokého), vzniká tehdy, je-li koncová část chlupu světlá – žlutohnědá, zatímco zbývající část tmavá – hnědočerná. Světlé úseky jsou v tomto případě zbarveny pigmentem feomelaninem, tmavé eumelaninem. Zonální rozmístění světlejších a tmavších úseků v chlupech řídí lokus A (agouti), nazvaný podle jihoamerického hlodavce, který má rovněž typické divoké zbarvení srsti. Mutace na tomto lokusu se často vyskytují v alelových sériích a působí rozmanité změny zbarvení, často i melanismus. Gen v lokusu B (brown) ovlivňuje proteinovou složku pigmentových granulí. Dominantní alela tohoto genu vyvolává černé zbarvení srsti, recesivní hnědé. 

Dobře známý je lokus C (albino, z angl. colourless), který nese albinotickou sérii alel. Nepřítomnost epistatické dominantní alely C (barevný faktor) znemožňuje syntézu pigmentu a znamená, že alely jiných genů zbarvení se vůbec nemohou uplatnit. Recesivní alela v heterozygotním stavu způsobuje čistě bílé zbarvení a ke ztrátě pigmentu dochází také v kůži a duhovce oka. Albinotické mutace zastavují oxidaci fenylalaninu na tyrosin nebo přeměnu tyrosinu na melanin. Zásah do metabolických procesů má pleiotropní účinek na další znaky, který je zpravidla nepříznivý. Projevuje se například onemocněním fenylketonurií, narušením sensorických funkcí nebo duševními poruchami. 

Další lokus, E (extension), nese obvykle také alelovou sérii. Dominantní alela E odpovídá za syntézu tmavého až černého melaninu, zatímco recesivní alela e za tvorbu žlutého či světle hnědého feomelaninu. Působení alely E tedy vytváří dominatní černé zbarvení – melanismus. Alely tohoto lokusu mohou vyvolat také mozaikové zbarvení se střídáním tmavých a světlých oblastí (např. u křečka polního). Lokus D (dilute) podmiňuje výrazné syté zbarvení a jeho recesivní alela tmavý pigment zřeďuje a způsobuje světlejší vybarvení. Alelická série bývá také přítomna na lokusu S (spotting), který ovlivňuje bílou skvrnitost nebo strakatost srsti. Strakatost je obecně recesivní. Při extrémní strakatosti může být zbarvení těla téměř úplně bílé, pigmentace kůže a oka však zůstává zachována. Předpokládá se, že po mutacích lokusu S se mohlo vyvinout disruptivní zbarvení, kdy jednotlivé části těla jsou velmi kontrastně vybarveny (např. u tapíra čabrakového nebo kosatky dravé). Bílé zbarvení může působit také dominantní alela na lokusu W (white).

Další lokusy nesoucí geny pro zbarvení ovlivňují různé vzory vznikající v srsti, např. skvrnitost, žíhání, pruhování, jejichž rozmanitost dobře známe například u kočkovitých šelem. U kočky domácí se lokus nesoucí vlohy pro pruhovaný vzor zbarvení srsti jmenuje T (tabby).   Přestože můžeme oprávněně předpokládat, že lokusy genů ovlivňujících zbarvení jsou u savců homologní, u jednotlivých druhů savců můžeme v jejich projevu pozorovat specifické vlastnosti. U každého druhu je také znám jen specifický soubor lokusů. Příklady manifestace genů zbarvení u kočky domácí jsou uvedeny v rámečku 1.1. 

Podobné vlohy jako u savců řídí charakter zbarvení opeření také u ptáků. Základní poznatky o genetice zbarvení u ptáků byly podobně jako u savců získány především u domácí drůbeže anebo u okrasných ptáků chovaných běžně v zajetí. Některé poznatky máme k dispozici také u bezobratlých, velmi dobře je například známa dědičnost zbarvení očí u octomilek.

Poznatky získané v chovech domácích a laboratorních zvířat je možné uplatnit také v analýze populací přírodních. Ohromná proměnlivost zbarvení, kterou způsobila umělá selekce v chovech, je ovšem v přírodě téměř neznámá. Barevné odchylky se v přírodních populacích vyskytují obvykle jenom jako rarity, což můžeme vysvětlit přímým adaptivním významem zbarvení těla, které má v přírodě obvykle krycí anebo ochranný význam. V přírodě je proto naprostá většina mutací zbarvení eliminována přírodním výběrem a na jednotlivých lokusech výrazně převažují alely podmiňující typické nebo standardní zbarvení. Rychlá selekce „divokých“ alel zbarvení je dobře sledovatelná také při feralizaci (tj. při druhotném přechodu k volnému způsobu života) populací některých domácích zvířat, např. u holuba domácího nebo bílých laboratorních myší. Při hodnocení vzácných nálezů barevných variant si musíme uvědomovat, že tradičně používané pojmy jako albinismus, melanismus nebo flavismus jsou pouhým popisem fenotypu a neříkají vlastně nic o genetické příčině změny.  Z výše uvedeného přehledu je zřejmé, že každá z těchto barevných variant může být vyvolána mutacemi na různých lokusech, které mají někdy dominantní, jindy zase recesivní charakter. Odhalit způsob genetické determinace určité barevné varianty je možné pouze při experimentu v chovu a tyto údaje obvykle nemáme k dispozici. 

Jen ojediněle se uvnitř druhu setkáváme s přítomností dvou nebo několika málo typů zbarvení, které se v různých geografických populacích vyskytují v odlišných hodnotitelných frekvencích. Příkladem může být výskyt tmavých forem u veverky obecné nebo u křečka polního. Někdy může mít určitý typ zbarvení i adaptivní význam, např. tmavé, melanistické formy bývají v tropech více zastoupeny ve vlhkých a lesnatých oblastech (tzv. Glogerovo pravidlo). V těchto případech můžeme zjištěné četnosti výskytu barevných variant v populacích použít pro popis vnitrodruhové genetické struktury.

V chovech domácích zvířat se vliv přírodního výběru neuplatňuje a setkáváme se tedy s výskytem celé plejády různých alel, genotypů a fenotypů. V některých případech se tato rozmanitost neomezuje ani po částečné feralizaci. To je charakteristické zejména pro ferální populace kočky domácí, u které byl výskyt jednotlivých alelových variant využit v širokém, v podstatě celosvětovém měřítku při studiu populační struktury a variability. Po stanovení četností výskytu jednotlivých alel v nejrůznějších geografických oblastech bylo možné stanovit příbuznost jednotlivých populací, původ populací v izolovaných územích, například na ostrovech, a postihnout tak evoluční historii šíření různých lidských etnik a jejich průvodců – domácích koček.

Imunologické znaky

Zvláštní skupinou fenotypových znaků s jednoduchou dědičností jsou krevní skupiny. Vzhledem k významu tohoto znaku v humánní medicíně byly vlastnosti krevních skupin důkladně zkoumány již od začátku minulého století a poznatky byly postupně uplatněny v populační genetice člověka i jiných savců. 

Krvinky obsahují určité sloučeniny, které se v sérologických reakcích uplatňují jako aglutinogeny, tzn. látky schopné vyvolat v jiném jedinci tvorbu specifických protilátek – aglutininů. Tato vzájemná reakce se projevuje shlukováním krvinek v odpovídajícím krevním séru. Erytrocytární antigeny jsou přítomny na povrchu krvinky. Antigeny determinované alelami jednoho lokusu potom tvoří systém krevních skupin. Krevní skupiny patří k různým systémům, které mohou být podmíněny geny lokalizovanými na různých chromosomech. Je pro ně charakteristická kodominantní dědičnost (např. mezi lokusy A a B v systému AB0 u člověka). Sér různých jedinců pak můžeme použít ke genetické analýze antigenních vlastností jiných jedinců nebo druhů. Imunologické reakce se tak běžně používají při diagnóze původců některých onemocnění. K reakcím se používají buď přirozené protilátky již přítomné v séru, anebo imunologické protilátky získané po umělém vystavení jedince cizím antigenům.

Poznatky o genetické struktuře je možné získat také při analýzách výskytu některých dědičných onemocnění. Tyto možnosti je však možné uplatnit pouze u člověka nebo některých domácích zvířat. Příkladem může být výskyt srpkovité anémie v lidských populacích.

EPIGENETICKÉ ZNAKY

Jako epigenetické se označují nemetrické diskrétní znaky, které mají vysokou míru dědivosti. Tradičními epigenetickými znaky jsou alternativní varianty nacházené v morfologii kostry obratlovců. Zejména na lebce savců je možné rozeznávat velké množství diskrétních stavů v utváření švů mezi kostmi nebo v charakteru různých otvorů, kterými lebkou procházejí nervy nebo cévy. Vysoká dědivost těchto znaků byla potvrzena v klasických studiích H. Grüneberga a jeho spolupracovníků, provedených u inbredních kmenů laboratorních myší. V nich byl analyzován vliv věku, pohlaví a maternální fyziologie na výskyt a projev epigenetických kosterních variant. Sledována byla rovněž symetrie bilaterálních znaků. Tyto práce ukázaly, že každý inbrední kmen myší má charakteristické četnosti výskytu epigenetických znaků, které se udržují také v následných filiálních generacích potomstva.

Nemetrické znaky na lebce byly již dříve běžně s úspěchem používány také v antropologii. Studium epigenetických znaků se proto v období před nástupem a všeobecným rozšířením elektroforézy enzymů (a později dalších molekulárních technik) stalo významným metodickým nástrojem k poznání dědičné rozmanitosti a struktury přírodních populací. Epigenetické znaky byly při těchto výzkumech chápány jako vyjádření genetické konstituce jedinců nebo populací, založené na působení velkého počtu genů jen málo modifikovaným vlivy prostředí. Výhodou epigenetických studií byla nesporně jejich technická nenáročnost a možnost hodnocení materiálů uložených v muzejních a jiných sbírkách.

Příhodné epigenetické znaky je možné nalézt ve většině živočišných skupin. U plžů se například jako alternativní znak využívá směr točivosti ulity. U hmyzu je možné hodnotit bohatou rozmanitost v morfologii křídelní žilnatiny. U plazů se diskrétní varianty projevují v uspořádání epidermálních šupin, zejména hlavových štítků (folidóza). U savců je to již zmíněný charakter utváření otvorů v lebce (obr. 1.1), počet obratlů nebo přítomnost sezamských kůstek. Významné jsou také vrozené odchylky v počtu zubů (oligodoncie, polydoncie).

Do hodnocení mohou být zařazeny pouze ty varianty a znaky, jejichž stav není závislý na věku a pohlaví jedince. Znaky, které se v průběhu života mění, nejsou pochopitelně pro epigenetickou analýzu vhodné. To se týká např. proměnlivosti vzoru emailu a dentinu na skusné ploše hypsodontních stoliček u hrabošů, kde byla věková závislost v některých případech prokázána. Z hodnocení by měly být vyřazeny rovněž varianty, mezi jejichž výskytem byla prokázána korelace.

U jednotlivých znaků je nezbytné rozlišovat několik diskrétních a snadno rozpoznatelných stavů. S ohledem na následné statistické hodnocení je výhodné rozlišovat u každého znaku pouze dva alternativní stavy. Hodnocení variant je vždy do určité míry subjektivní. Důležitá je proto volba jednoznačných a opakovatelných kritérií pro klasifikaci všech variant. Použité epigenetické znaky také nesmějí být korelovány s velikostí a proto je nutno tento předpoklad u vybraných znaků nejprve testovat.

Pro hodnocení a srovnávání četností výskytu variant v jednotlivých souborech nebo populacích byla vypracována distanční metrická statistika (rámeček 1.2), průměrná míra divergence (mean measure of divergence, MMD). V souboru o velikosti n jedinců (obvykle alespoň 20-30) vybereme vhodné epigenetické znaky a definujeme jejich varianty. Potom zaznamenáme jejich absolutní (xi) a relativní (pi = xi/n) četnosti a z nich vypočteme MMD (jestliže je znak unilaterální, n znamená počet vyšetřených jedinců, u znaků bilaterálních n označuje celkový počet sledovaných stran). Veličinu MMD můžeme chápat jako vyjádření epigenetické rozdílnosti mezi dvěma vzorky. Za signifikantní považujeme MMD větší než dvojnásobek standardní odchylky (viz rámeček 1.2). U bilaterálních znaků je nutné nejdříve ověřit korelaci mezi výskytem variant na obou stranách.

Při výzkumech zahrnujících mnoho populací v širším areálu je potom možné znázornit geografické tendence ve změnách četností variant (obr. 1.2). Epigenetické vztahy mezi populacemi můžeme znázornit formou shlukové analýzy nebo analýzy hlavních koordinát včetně tzv. minimálního stromu, MST (viz „Metody tradiční morfometrie“). Matici hodnot MMD můžeme také použít pro fylogenetickou analýzu (kap. 6). Jedním z možných výstupů je i srovnání matice MMD s maticí geografických vzdáleností pomocí Mantelova testu, které nám umožní zhodnotit, do jaké míry jsou epigenetické vztahy mezi populacemi korelovány s jejich geografickou polohou a tím posoudit relativní význam různých evolučních jevů (náhodný genetický posun vs. selekce, izolace vzdáleností apod.) při utváření genetické struktury studovaných populací. Pro úplnost ještě dodejme, že v ruské literatuře se někdy epigenetické znaky označují jako feny (analogie k pojmu gen) a odvětví, které se zabývá analýzou jejich četností v prostoru fenogeografie.

KVANTITATIVNÍ ZNAKY

Znaky, jejichž stav zjišťujeme většinou měřením nebo vážením, se nazývají kvantitativní. Jak bylo uvedeno v úvodu, jejich proměnlivost má spojitý charakter a obvykle nenabývají diskrétně ohraničených stavů. Patří mezi ně většina znaků, které charakterizují tělesnou velikost nebo produkční schopnosti, můžeme k nim přiřadit také některé znaky fyziologické a etologické. Dědičný základ kvantitativních znaků je zpravidla velmi složitý, jejich projev je výsledkem působení mnoha genů vesměs s malým účinkem a jejich vzájemných interakcí (proto se nazývají také znaky polygenní). Jednotlivé geny vytvářejí stejné diskrétní mendelovské třídy jako geny podmiňující kvalitativní znaky – jejich „kvantitativnost“ tkví jednak v jejich velkém počtu a jednak v působení negenetických vlivů na výsledný fenotyp. Představíme-li si znak určený 6 nezávislými geny, každý o dvou alelách s úplnou dominancí jedné z nich, vznikne celkem 7 tříd (výskyt 0, 1, 2, …, 6 dominantních alel). Ovšem čím více genů se na určení znaku podílí a čím menší jdou jejich účinky, tím menší budou rozdíly mezi třídami až se svým rozsahem vyrovnají chybě měření. Navíc negenetické vlivy, spolupůsobící na konečném fenotypovém projevu, jsou svou podstatou kontinuální. Proto je proměnlivost kvantitativních znaků spojitá, na rozdíl od diskrétní proměnlivosti znaků kvalitativních.

Variabilita kvantitativních znaků, se kterými se v zoologickém výzkumu zpravidla setkáváme, je obvykle charakteristická normálním rozložením. Jejich proměnlivost ve studovaných souborech nebo populacích proto můžeme vyjádřit základními statistickými veličinami, jako je průměr, směrodatná odchylka a rozptyl (variance). Pokud jsou však data svým rozložením asymetrická, je nutno buď aplikovat příslušnou transformaci, nebo požít raději robustní a neparametrické statistiky (medián, kvantily, percentily atd.). 

Dědičnost kvantitativních znaků je znázorněna na obr. 1.3. V první filiální generaci si znak obvykle uchovává intermediární charakter, v druhé nedochází k další změně průměru, ale rozšiřuje se variační spektrum. V dalších generacích je rozložení proměnlivosti znaku variabilní a průměry mohou připomínat stav u obou rodičů.

Na vývoji kvantitativních znaků mají během života značný vliv faktory vnějšího prostředí, takže výsledný fenotyp (P) je určen dvěma složkami, genetickou (G) a environmentální (E): P = G + E. Rozsah proměnlivosti kvantitativního znaku měříme jako jeho rozptyl neboli varianci. Celkovou varianci projevu kvantitativního znaku (VP) tedy můžeme rozdělit na složku variance podmíněnou genetickým základem (VG) a na varianci určenou environmentálními faktory (VE). Součet odchylek vyvolaných prostředím by měl být roven nule, proto je průměrná fenotypová hodnota v populaci shodná s průměrnou genotypovou hodnotou. Geneticky podmíněnou varianci můžeme dále rozdělit na složku vyvolanou aditivním působením genů (sčítaný účinek jednotlivých genů, VA), složku vyvolávanou dominancí (VD) a složku vznikající na základě genových interakcí (VI): 



VP = VA + VD + VI + VE

Toto rozdělení nám umožní odhadnout relativní význam jednotlivých komponent, které se podílejí na utváření výsledného fenotypu, zejména vzájemný podíl působení dědičnosti a prostředí. Prostředí však nemusí mít na různé genotypy stejný účinek a proto musíme brát v úvahu i varianci způsobenou jejich interakcí. Navíc hodnoty genotypového projevu a změny vnějšího prostředí mohou být vzájemně korelovány. Tyto interakce genotypu a prostředí vyjádříme jako



VP = VG + VE + 2covGE + VGE 

Celý obrázek je dále komplikován tím, že environmentální fenotypová variance může být rozdělena na složky vyvolávané stálými, nebo dočasnými vlivy prostředí, tedy na složku obecnou a speciální, jednotlivé složky genotypové variance mohou být vzájemně korelovány atd.

Míra dědičné složky fenotypové proměnlivosti, tj. relativní význam genotypu při určování výsledného fenotypu, je vyjádřena koeficientem dědivosti neboli heritabilitou, h2. Heritabilita je jedním z nejdůležitějších vlastností metrického znaku. Tato dědivost (někdy nazývaná skutečná dědivost, aby se odlišila od dědivosti realizované, viz dále) může mít dva významy: 1. znak můžeme považovat za dědičný v tom smyslu, že je určován celkovým genotypem – v tomto případě hovoříme o dědivosti v širším smyslu; nebo 2. ve smyslu jeho přenosu z rodičů na potomka – v tomto případě hovoříme o dědivosti v užším smyslu. Rozdíl v obou pojetích heritability lze vyjádřit následovně:

heritabilita v širším smyslu: h2 = VG/VP
   heritabilita v užším smyslu: h2 = VA/VP

Z uvedeného vyplývá, že heritabilita v užším smyslu bere v úvahu pouze aditivní složku genotypové variance. V praxi se používá právě toto pojetí. Odhad dědivosti se provádí na základě analýzy podobnosti mezi příbuznými. Čím jsou si měření jedinci příbuznější, tím je odhad dědivosti přesnější. Proto se k výpočtu h2 zpravidla používá korelace znaku mezi sourozenci nebo mezi potomky a jejich otcem (vzhledem k maternálním vlivům je korelace mezi potomky a matkou méně vhodná, neboť někdy dává příliš vysoké odhady dědivosti). Koeficient dědivosti nabývá hodnot od nuly do jedné (nebo 0-100 %). Ideální je mít k dispozici přesné rodokmeny znázorňující příbuznost zvířat v chovných skupinách. Tyto poznatky jsou hojné v plemenářské praxi v chovu domácích zvířat, kde jsou také bohatě využívány pro praktické účely. U produkčních vlastností hospodářských zvířat se hodnoty koeficientu nejčastěji pohybují od 0,20 do 0,70. V přírodních populacích jsou však naše znalosti o dědivosti nejrůznějších kvantitativních znaků zatím omezené a kusé. Zvláště v systematických a fylogenetických studiích musíme počítat s tím, že dědivost různých metrických znaků, používaných při srovnávání tělesných rozměrů, je patrně velmi nízká. Nízká úroveň heritability je typická např. pro znaky ovlivňující reprodukční zdatnost (fitness) jedinců. Prosté srovnání rozměrů ve dvou populacích jednoho druhu tak může informovat spíše o podobnosti environmentálních vlivů na jejich stanovištích než o jejich vzájemné příbuznosti.

Znaky, které mají nízkou dědivost, jsou ovlivňovány vlivy prostředí v průběhu života a působení přírodního výběru na ně je slabé. Naopak u znaků s vysokou dědivostí se působením selekce mění průměrná hodnota sledovaného znaku v parentální populaci. Tato změna populačního průměru se nazývá selekční efekt neboli selekční odpověď, R, a vyjadřuje se jako rozdíl průměrné hodnoty znaku u potomstva (ve filiální generaci), xf, a průměrné hodnoty tohoto znaku v celé populaci před selekcí, x: R = xf – x. Mírou působící selekce je selekční diference, S, která vyjadřuje rozdíl průměrné hodnoty znaku u rodičů, vybraných pro založení filiální generace, xp, a průměru celé populace: S = xp – x. Selekční efekt ovšem neodpovídá přesně selekční diferenci, neboť částečný podíl na projevu znaku mají faktory prostředí. Z původní selekční diference se může v potomstvu realizovat pouze ta část, jejíž proměnlivost je podmíněna dědičně. Selekční efekt potom můžeme vyjádřit jako součin selekční diference a heritability znaku: R = h2S. Veličina h2 se v tomto případě nazývá realizovaná dědivost a je dána rozdílem selekčního efektu a selekční diference: h2 = R/S. Odpověď na selekci kvantitativního znaku ve vztahu k selekční diferenci je graficky znázorněna na obr. 1.4.

Při štěpení kvantitativních znaků v potomstvu se může projevit také heterózní efekt, který znamená, že kříženci mají vyšší hodnoty znaku než je průměr u obou rodičů anebo v rodičovské populaci. Naopak snížení hodnot znaku nastává u potomků příbuzných rodičů. Tento jev se jmenuje inbrední deprese a je vyvoláván  příbuzenskou plemenitbou, ke které dochází především v početně malých populacích. Malý počet jedinců v populaci a příbuzenské křížení vedou k neodvratnému poklesu genetické rozmanitosti, který se projevuje právě inbrední depresí. To má velký význam v ochraně vzácných a ohrožených druhů a v jejich záchranných chovech. Za minimální populační velikost, která dostačuje pro krátkodobé přežití populace, je považováno 50 jedinců. Tato velikost znamená, že v populaci nebo skupině dochází při náhodném křížení ke snižování heterozygotnosti o 1 % za jednu generaci. Minimální počet jedinců představuje efektivní velikost populace (Ne), ve které jsou zahrnuti pouze zdraví a pohlavně dospělí jedinci při vyrovnaném poměru pohlaví. Skutečná velikost populace je tedy většinou větší než efektivní, protože do ní započítáváme také nedospělé a přestárlé jedince nebo jedince s poruchami plodnosti či s jiným závažným znevýhodněním. Některé způsoby výpočtu efektivní populační velikosti jsou uvedeny v rámečku 1.3. Zárukou pro dlouhodobé přežití populace je podle odhadů desetkrát větší populační velikost, tedy 500 jedinců. Toto kritérium pochopitelně nemusí platit univerzálně a u jednotlivých druhů nebo systematických skupin mohou existovat specifické výjimky. Přesto jsou minimální populační velikosti důležitým vodítkem při uskutečňování introdukcí, v záchranných chovech nebo při jiných ochranářských aktivitách.

Metody tradiční morfometrie

Pojmem „tradiční morfometrie“ zde rozumíme skupinu většinou vícerozměrných morfometrických statistických metod, které během posledních 30 až 40 let byly široce využívány k řešení celé řady otázek spojených s velikostí a tvarem (formou) objektů. Jejich kořeny však sahají mnohem dál do minulosti a jsou spjaty se jmény zakladatelů moderní biometrie, Francise Galtona, Karla Pearsona, Ronalda Fishera a Sewalla Wrighta. Ve své typické podobě jsou metody vícerozměrné analýzy dat založeny na obecných principech maticové algebry a proto má většina obecně používaných metod širší využití. Vstupní data vícerozměrných analýz jsou zpravidla ve formě vzdáleností mezi body, mezi extrémy, minimálním a maximálním průměrem, mezi tangenciálou a určitými body nebo mezi několika tangenciálami, ale také ve formě úhlů, ploch, objemů či dokonce titrů. V morfometrii se nejčastěji setkáme se vzdálenostmi získanými měřením posuvným měřítkem, pomocí měřicího okuláru nebo speciálního měřicího mikroskopu, v poslední době se stále více uplatňuje specializovaný software analýzy digitalizovaného obrazu.

Morfometrické otázky pocházejí z různých typů analýz, například z analýzy tvarových změn ve vztahu k růstu během ontogenetického vývoje, vzniku a podstaty polymorfismu, ať už jako pohlavního dimorfismu, životních stadií či dalších typů vnitropopulačního polymorfismu, dále ze studia geografické proměnlivosti velikosti a tvaru mezi taxony i uvnitř taxonů, studia adaptací a jejich vzniku ve vztahu k podmínkám prostředí, konvergencí a evolučních sekvencí, studia alometrie na různých taxonomických úrovních, funkčních vztahů nebo fyziologických omezení.

Data v tradiční morfometrii

Vzhledem ke svému odvození z obecných biometrických metod, které byly často vyvinuty pro potřeby zcela odlišné od morfometrické problematiky (např. faktorová analýza vznikla pro potřeby psychologické praxe) mohou metody tradiční morfometrie pracovat se všemi typy dat, tedy se znaky diskrétními, meristickými i kontinuálními. My se však v následujícím textu omezíme pouze na práci s kontinuálními znaky, které zpravidla získáváme ve formě vzdáleností či rozměrů (délka, šířka, výška objektu).

Požadavky na velikost a kvalitu vzorku

Jednou z nevýhod morfometrických metod jsou vysoké požadavky na velikost vzorku. Ovšem při studiu rozdílů na vyšších taxonomických úrovních nejsou tyto požadavky tak striktní. Pokud jsou rozdíly mezi taxony dostatečně velké v porovnání s morfologickou proměnlivostí uvnitř těchto taxonů, vystačíme si s několika málo jedinci pro každý taxon, v krajním případě i s jedním exemplářem.

Jestliže je však naším cílem studium geografické proměnlivosti či kovariančních struktur na populační úrovni, musíme shromáždit poměrně velký vzorek z každé lokality, při pohlavním dimorfismu pro každé pohlaví zvlášť, v ideálním případě i kontrolovaný z hlediska věku studovaných jedinců, dobu sběru a pravděpodobně i dalších potenciálních zdrojů proměnlivosti. Pro rámcovou představu nám může posloužit skutečnost, že standardní chyba většiny obecně používaných statistických postupů je nepřímo úměrná druhé odmocnině velikosti vzorku. Měli bychom mít rovněž na pamětí, že pro míry proměnlivosti, jako jsou například standardní odchylky a koeficienty variance, jsou nutné vzorky větší než pro výpočet průměrů či mediánů.

Důležitou vlastností dat je jejich přesnost. Ve statistice je však nutno přesně odlišit přesnost ve smyslu blízkosti naměřené hodnoty hodnotě skutečné, od preciznosti, tedy blízkosti hodnot získaných opakovaným měřením téže veličiny. Například vysoce citlivé, avšak špatně nakalibrované měřidlo nám poskytne sice precizní, ale nepřesné výsledky, zatímco málo citlivým měřidlem můžeme náhodou dospět k přesnému, byť nepreciznímu výsledku. Kontinuální veličiny jsou svou povahou nutně aproximativní, což znamená, že jejich skutečná hodnota je neznámá a pravděpodobně nepoznatelná. Z toho plyne otázka, s jakou precizností, tj. na kolik platných míst bychom měli měřit. Všeobecně se doporučuje následující jednoduché pravidlo: jestliže si náš vzorek seřadíme podle velikosti, pak počet jednotek od nejmenší po největší hodnotu by měl být mezi 30 a 300. Například měříme-li na celé milimetry a rozpětí měření je 5-10, počet kroků (jednotek) mezi těmito extrémy je pouze 5 a proto bychom měli počet platných míst o jedno zvýšit: například rozmezí 5,5 až 10,3 dává 48 kroků, naopak 5,51-10,26 (= 475 kroků) by znamenalo zbytečně precizní měření.

Neměli bychom také zapomínat, že přestože většina vícerozměrných metod je poměrně robustní (tj. odolná vůči menším či větším odchylkám od určujících předpokladů), podmínky platné pro běžné parametrické jednorozměrné metody (např. ANOVA) by měly platit i pro jejich vícerozměrné varianty. Morfometrická data by proto měla být nejprve testována z hlediska možných odchylek od normálního rozložení (šikmost, špičatost, Kolmogorov-Smirnovův test apod.), heterogenity rozptylů (např. Bartlettův test), výskytu odlehlých bodů (outliers) atd. stejně jako v případě technik jednorozměrných.

Logaritmické a jiné transformace

Existují-li náznaky, že námi analyzovaná data nesplňují některé podmínky vyžadované či předpokládané běžnými parametrickými metodami, můžeme buď zvolit některou z neparametrických variant, které tyto podmínky neobsahují, nebo musíme data nejprve určitým způsobem transformovat. 

Nejobvyklejším způsobem transformace dat je jejich logaritmování, ať už s využitím přirozených, nebo dekadických logaritmů. Logaritmická transformace je na místě zpravidla tehdy, je-li rozložení dat zešikmeno doprava a především je-li průměr pozitivně korelován s rozptylem (tj. čím větší průměr, tím větší rozptyl). Jestliže se jednotlivé proměnné v rámci jednoho taxonu (nebo jedna proměnná mezi různými taxony) liší svými koeficienty variance, logaritmování tyto rozdíly minimalizuje (jinými slovy snižuje či odstraňuje heterogenitu rozptylů čili heteroskedasticitu). Proto pokud jsou použité statistické metody založeny na variančních-kovariančních maticích, je většinou logaritmická transformace nezbytná. Logaritmování rovněž obvykle zvýší linearitu vztahů mezi proměnnými.

Převádění naměřených hodnot na přirozené či dekadické logaritmy není jediným typem transformace dat. Jestliže jsou data ve formě diskrétních počtů (počet krvinek nebo spermií apod.), můžeme použít odmocninovou transformaci. Pro tento typ dat je totiž většinou typické Poissonovo rozložení, při kterém je rozptyl totožný z průměrem. Převedení hodnot na jejich druhou odmocninu by v těchto případech mělo zajistit vzájemnou nezávislost obou veličin. Jiným typem transformace je tzv. arcsinová (angulární) transformace, vhodná především pro poměry a procentuální vyjádření. Existují však i jiné možnosti, například mocninová, probitová či Box-Coxova transformace. Posledně jmenovaná metoda je výhodná tehdy, jestliže nemáme žádný apriorní důvod zvolit konkrétní typ transformace.

Základní pojmy maticové algebry

Matice o velikosti m ( n představuje soubor čísel o m řádcích a n sloupcích, který považujeme za jednu jednotku. Označují se tučným velkým písmenem a mají obecnou podobu:



  A  =
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kde a11, a12, atd. jsou jednotlivé elementy matice. Elementy a11, a22, …, amn tvoří diagonálu matice a součet těchto diagonálních elementů se označuje jako stopa matice. Jestliže m je rovno n, dostaneme čtvercovou matici. Pokud má matice pouze jediný sloupec, označujeme ji jako sloupcový vektor, pokud má jen jeden řádek, jde o řádkový vektor. Jako transpozici označujeme operaci výměny řádků za sloupce a naopak:

   A’ = 
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Z příkladu je patrné, že po transpozici zůstávají hodnoty na diagonále matice nezměněny.

Mezi speciální typy matic patří například symetrická matice: je formou čtvercové matice, která i po transpozici zůstává neměnná, jinými slovy platí A = A’. Dalšími typy jsou nulová matice, 0, jejíž všechny elementy jsou rovny nule, a diagonální matice, T, která má podobu

   T  =  
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Jednotková matice (singular matrix) je modifikací diagonální matice, kde všechny diagonální elementy (t1-tn) jsou rovny jedné. Dvě matice jsou shodné pouze tehdy, když se rovnají všechny jejich elementy (a11 = b11, a22 = b22, …, amn = bmn).

Početní operace s maticemi

Stejně jako s čísly můžeme i s maticemi provádět základní početní úkony jako je sčítání, odečítání, násobení a dělení, musí však být splněna podmínka jejich stejné velikosti (např. má-li matice A tvar 3(2, musí být i matice B stejného tvaru, tj. 3(2). Potom lze obě matice sečíst tak, že sečteme příslušné elementy: a11 + b11, a12 + b12, a21 + b21, a22 + b22, a31 + b31, a32 + b32. Stejným způsobem postupujeme i při odečítání.

Obyčejné číslo (1, 6, 10, …) se v maticové algebře označuje jako skalár. Násobení matice skalárem k provedeme jednoduše tak, že vynásobíme tímto skalárem všechny elementy matice (k.a11, k.a12, …). Složitější je násobení dvou matic navzájem. V tomto případě musí souhlasit počet sloupců jedné matice s počtem řádků matice druhé. Potom platí

A.B  = 
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Inverze matic je ekvivalentem normálního dělení, takže například pro inverzi (dělení) dvou skalárů platí k ( k-1 = 1. Analogicky dělení matic je ekvivalentní násobení matice (A) maticí, která je vůči ní inverzní (A-1). Výsledkem je potom jednotková matice I: A ( A-1 = I. Inverzní matice mohou být pouze symetrické, ačkoli ne pro všechny symetrické matice je definována jejich inverze. Pokud však inverzní matice existuje, platí AA-1 = A-1A = I.

Důležitými pojmy jsou latentní kořen (latent root, eigenvalue) a latentní vektor (latent vector, eigenvector). Představme si sérii rovnic



a11x1 + a12x2 + … + a1nxn = (x1



a21x1 + a22x2 + … + a2nxn = (x2

                         :

                         :



an1x1 + an2x2 + … + annxn = (xn

kterou můžeme napsat ve tvaru Ax = (x a odtud (A - (I)x = 0, kde I je jednotková a 0 nulová matice. Skalár ( představuje latentní kořen (eigenvalue) matice A, přičemž existuje až n těchto kořenů. Jako i-tý latentní vektor (eigenvector) matice A je označován vektor hodnot x, kde i je v našem případě číslo od 1 po n:

xi  =  
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Součet eigenvektorů matice A je roven stopě této matice.

V zoologických výzkumech systematického zaměření se nejčastěji setkáme s těmito vícerozměrnými morfometrickými metodami: analýza hlavních komponent, faktorová analýza, analýza hlavních koordinát, diskriminační analýza a kanonická analýza, analýza kanonických korelací a parciální analýza nejmenších čtverců, multidimensional scaling, korespondenční analýza a shluková analýza. 

Analýza hlavních komponent (Principal components analysis, PCA)

Analýza hlavních komponent je nejjednodušší metodou ze skupiny tzv. faktorových analýz. Jejím hlavním smyslem je snížení původního počtu proměnných na menší počet transformovaných proměnných, tzv. hlavních komponent, které jsou lineárními kombinacemi původních proměnných. Jednotlivé komponenty pak prokládá v hierarchickém sledu dle připadajícího (a postupně klesajícího) rozptylu. Kromě redukce počtu proměnných je PCA používána, podobně jako faktorová, diskriminační, shluková a některé další typy analýz, i při pátrání po vnitřní struktuře v datech (např. jsou-li si některé objekty bližší než ostatní). PCA byla poprvé popsána v roce 1901 Karlem Pearsonem, avšak praktické výpočetní algoritmy byly prezentovány až v roce 1933 H. Hotellingem. Přesto byla PCA dlouho omezena na několik málo proměnných, protože všechny výpočty musely být prováděny ručně.

Jestliže říkáme, že PCA slouží k redukci většího počtu původních proměnných na několik transformovaných hlavních komponent, musíme mít na paměti, že to neplatí bezezbytku. Například jsou-li původní proměnné vzájemně zcela nekorelované, nezískáme touto metodou zhola nic. Nejlepší výsledky naopak získáme při vysoké korelovanosti jednotlivých proměnných, kdy 20-30 původních proměnných lze zpravidla reprezentovat 2-3 hlavními komponentami.

Geometricky můžeme analýzu hlavních komponent interpretovat jako rotaci systému souřadnic podle jednoduchého maximalizačního principu, přičemž touto rotací se vzájemné vztahy mezi jednotlivými body (reprezentujícími jednotlivé jedince, resp. průsečík naměřených hodnot v dvou- a vícerozměrném prostoru) nemění. Takovou rotaci označujeme za rigidní. Princip metody si lze nejlépe představit na nejjednodušším příkladu dvourozměrného prostoru, který je ilustrován na obr. 1.5. Obrázek a) ukazuje závislost šířky interorbitální konstrikce (IOCW) na šířce mozkovny (BCW) u 180 jedinců myši makedonské (Mus macedonicus) z Evropy a Středního východu. Na obrázku vpravo (obr. 1.5b) jsou naměřené hodnoty pro jednoduchost znázorněny konturní elipsou (pro více než dvourozměrné případy hovoříme o elipsoidu), jejíž centroid je označen 0. Celá situace byla dále zjednodušena posunutím původních karteziánských souřadnic X1 a X2 tak, aby procházely tímto centroidem (transformované souřadnice x1, x2). Jestliže centroid elipsy představuje průměr celého vzorku, pak jeho rozptyl (variance) je dán součtem druhých mocnin hodnot x1 a x2, dělených (n-1). Jeden z jedinců (tj. průsečíků naměřených hodnot BCW a IOCW) je reprezentován bodem P a jeho projekce do osy x1 je označena Q. Součet druhých mocnin čtverců hodnot x1 je tedy roven sumě čtverců vzdáleností mezi 0 a Q pro všechny body. Stejným způsobem (x22 = ((PQ)2. Celkový rozptyl je potom dle Pythagorovy věty vyjádřen jako suma čtverců vzdáleností všech bodů od centroidu (v našem případě ((0P)2).

Osy y1 a y2 na obr. 1.5b představují transformované souřadnice x1 a x2 a jsou totožné s hlavními komponentami (PC1, PC2). PC1 je definována jako komponenta, která vysvětluje maximální část celkové variance, a tudíž rovněž projekce bodu P do osy PC1 (((0R)2) je maximální. Protože rigidní rotace souřadnicového systému nemění vzdálenosti mezi jednotlivými body a centroidem, celková variance musí být zachována a tedy maximalizace ((0R)2 musí současně znamenat minimalizaci ((PR)2. Rozptyl ((PR)2/(n-1) tvoří tu část celkové variance, která není vysvětlena první hlavní komponentou (PC1), a nazýváme ho reziduální rozptyl (reziduální variance).

PCA začíná s maticí naměřených dat o p proměnných pro n jedinců. První hlavní komponenta (Z1) je takovou lineární kombinací těchto proměnných X1, X2, …, Xp


Z1 = a11X1 + a12X2 + … + a1pXp,

že její rozptyl je maximální a platí a112 + a122 + … + a1p2 = 1. Elementy a11, a12, …, a1p se nazývají koeficienty první hlavní komponenty a z grafického hlediska jsou to kosiny úhlů rotace původních souřadnic ve směru hlavních komponent (úhel ( na obr. 1.5b). Obecně pro i-tou hlavní komponentu platí



Zi = ai1X1 + ai2X2 + … + aipXp
Ve skutečnosti PCA hledá latentní kořeny kovarianční matice C
              C  = 
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kde elementy cij jsou kovariance mezi proměnnými Xi a Xi a diagonální elementy cii představují rozptyl (varianci) Xi. Rozptyly hlavních komponent jsou hledanými latentními kořeny (i matice C a spolu s koeficienty aip tvoří elementy příslušného latentního vektoru (eigenvektoru). Některé z nich mohou být nulové a z definice platí (1 ( (2 ( … ( (p ( 0. Samy o sobě se obtížně interpretují, protože závisí na jednotkách měření a v případě logaritmovaných dat i na typu použitého logaritmu (přirozený, dekadický).

Místo kovarianční matice je možno pro PCA použít matici korelační. Tento krok odpovídá analýze standardizovaných proměnných, které mají všechny standardní odchylku rovnu 1 (této standardizace je docíleno natažením, nebo naopak zkrácením souřadnicových os před analýzou). Tato procedura může být výhodná tehdy, jestliže byly proměnné měřeny v odlišných jednotkách. Lze ji použít pokud je naším cílem pouze klasifikace (ordinace) jedinců, např. v systematice. Jestliže však studujeme alometrické vztahy, musíme použít matici kovarianční. Rovněž v případě, že chceme analyzovat více skupin anebo nám PCA slouží jako první krok pro některé další analýzy, využívající kovariance (například pro diskriminační analýzu velikostně korigovaných dat, viz níže), doporučujeme použití kovarianční matice.

Výstupem PCA jsou tři důležité tabulky. První z nich uvádí jednotlivé latentní kořeny spolu s informací, kolik procent celkové proměnlivosti (variance) vysvětlují. Ve druhé tabulce jsou uvedeny tzv. zátěže (loadings) jednotlivých proměnných pro každou hlavní komponentu. Jako zátěže se zpravidla označují koeficienty vynásobené druhou odmocninou latentního kořene a dělené standardní odchylkou příslušné proměnné. Udávají korelaci jednotlivých proměnných s danou komponentou, tj. jakou měrou se každá proměnná podílí na příslušné hlavní komponentě (mohou však obecně vyjadřovat i váhy faktorů, které dávány na druhou mocninu dávají v součtu 1). Příklad zátěží pro první tři komponenty s doplněnými latentními kořeny je uveden v tabulce 1.2. Konečně třetí tabulka udává hodnoty skóre, které jsou souřadnicemi jednotlivých bodů v prostoru vymezeném hlavními komponentami (tabulka 1.3) a lze je vynést do dvou- či třírozměrného bodového grafu (obr. 1.6).

Tabulka 1.2. Hodnoty zátěží jednotlivých rozměrů pro první tři hlavní komponenty. Z tabulky můžeme vyčíst, že na proměnlivosti vysvětlené první hlavní komponentou (PC1) se podílejí především zubní rozměry, zejména šířka druhé dolní (LM2W) a horní (UM2W) stoličky a délka dolní (LML) a horní (UML) řady stoliček. Druhou komponentu (PC2) můžeme přibližně interpretovat jako kontrast mezi kraniálními (URW až LAL) a dentálními rozměry. Dole uvedeny hodnoty latentních kořenů pro PC1-PC3, jejich procentuální (% var) a kumulativní procentuální (kum %) vyjádření.
var
     PC1               PC2
     PC3

var
     PC1
             PC2
     PC3

((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((
URW
 0,3126  -0,3902
-0,0933
LN
 0,4438  -0,6583
 0,2404

ZPW
 0,4818   0,0162
-0,1758
LAL
 0,1440   0,1699
-0,6798

CBL
 0,5590  -0,6997
 0,2391
LM1L
 0,6450   0,5211
-0,0603

OL
 0,3831  -0,6762
 0,3076
LM1W
 0,7188   0,3311
 0,0261

RL
 0,4454  -0,6119
 0,0486
LM2L
 0,5420   0,4698
 0,2232

IOCW
 0,5883  -0,1422
-0,5204
LM2W 
 0,7936   0,2996
 0,1126

BCW
 0,5758  -0,2945
-0,5128
LM3L
 0,3572   0,4141
 0,2567

ZW
 0,6409  -0,6029
-0,1885
LM3W
 0,7147   0,3775
 0,0767

BCH
 0,3083  -0,3053
-0,3544
LML
 0,7815   0,4879
 0,1092

LFI
 0,3956  -0,5874
 0,2949
UM1L
 0,6716   0,4054
-0,0434

I1W
 0,4973  -0,6556
 0,0238
UM1W
 0,7315   0,2869
-0,0957

FP
 0,5640  -0,2443
-0,1547
UM2L
 0,4596   0,4304
 0,2878

FPT
 0,3218  -0,1715
-0,3899
UM2W
 0,8023   0,2360
-0,0642

PM
 0,5434  -0,2574
-0,0485
UM3L
 0,6621  -0,0026
 0,1481

LD
 0,3898  -0,8068
 0,2282
UM3W
 0,6975   0,2560
 0,1133







UML
 0,7739   0,4258
 0,1353

eigen
 10,137   6,059
 2,028

% var
 32,701  19,544
 6,542

kum %
  32,701  52,245
58,793
Jestliže jsme zjistili, jaký podíl celkové proměnlivosti vysvětlují jednotlivé hlavní komponenty, otázkou zůstává, kolik komponent máme brát v úvahu. PCA data transformuje do stejného počtu komponent, kolik je původních proměnných – použitím všech by však základní myšlenka celé metody samozřejmě ztratila smysl (nehledě na to, že několik posledních komponent bude pravděpodobně nulových). Výběr počtu komponent, které budeme dále uvažovat, je nutně arbitrární, přesto však existují některá pomocná kritéria, která nám rozhodnutí usnadní. Pravděpodobně nejpoužívanější z nich je Kaiserovo kritérium, podle kterého jsou zachovány pouze ty komponenty, jejichž latentní kořen je větší než 1. Toto kritérium je založeno na jednoduchém principu, že smysl má pouze ta komponenta, která vysvětluje alespoň tolik variability jako proměnná původní. Alternativní možností je použití suťového grafu. Jeho název je odvozen z tvaru křivky, která připomíná hromadu kamenné suti při úpatí skály. Na ose x je vynesen počet komponent a na use y hodnota latentního kořene (obr. 1.7). Křivka proložená těmito body se v určitém místě lomí z víceméně svislé linie na téměř vodorovnou a všechny komponenty, nacházející se napravo od tohoto bodu jsou zanedbány. Zpravidla jsou uvažovány pouze první dvě až tři hlavní komponenty. Vždy je však vhodné podívat se, zda některá z dalších komponent nereprezentuje důležitý rys v datech nebo kontrast zajímavých proměnných – zásadní potom může být korelační kontrola vzdáleností subjektů v původním prostoru a v prostoru hlavních komponent

Tabulka 1.3. Hodnoty skóre pro první tři hlavní komponenty (ukázáno pouze prvních 20 jedinců). Tyto hodnoty jsou následně vyneseny do dvou- či třírozměrného grafu.
  Pop.         PC1                 PC2
      PC3

1
 -0,4107
  0,3434
 -0,7138

1
 -0,3473
  0,0747
 -0,4280

1
 -0,4107
 10,2478
 -0,6631

1
 -0,2454
  0,5547
 -0,9033

1
-10,1552
  0,9977
-10,6618

1
-10,5334
 10,3502
 10,7457

1
 -0,5520
 20,1285
 10,2274

2
 -0,9484
  0,0695
 -0,4729

2
  0,7837
  0,7317
  0,6073

2
  0,0757
 -0,8404
  0,2365

2
-10,4157
-10,4619
 -0,1617

2
 -0,8787
-10,6109
 10,0195

3
  0,5419
 -0,9804
  0,5811

3
 10,4301
  0,3881
  0,4764

3
  0,6310
  0,3449
 -0,0335

3
  0,2657
  0,0851
 10,2535

3
  0,8796
  0,6772
  0,2254

3
 10,7009
 -0,2075
  0,4952

3
 -0,0263
  0,3242
  0,9853

3
  0,9681
 10,2721
 -0,0680
Více skupin

Analýza hlavních komponent je určena především pro studium jednoho vzorku, nebo pro několik vzorků, které nechceme nebo nemůžeme předem vymezit. Mnoho morfometrických prací je však zaměřeno na studium více než jedné skupiny jedinců (různá pohlaví, různé druhy či ekomorfy atd.). Někdy se mohou koeficienty pro jednotlivé hlavní komponenty mezi skupinami lišit jen minimálně a je možno uvažovat i použití některé z metod využívající společné kovarianční struktury, například výše uvedenou PCA. Často je však nutno oddělit proměnlivost uvnitř skupin a mezi skupinami – v opačném případě můžeme dospět k chybným výsledkům (smíchaná alometrie, nemožnost diskriminace mezi skupinami vzhledem k vysoké variabilitě uvnitř skupin apod.). Na rozdíl od běžné PCA musíme jednotlivé skupiny vymezit a priori, čímž jsou tyto metody blízké například diskriminační analýze. 

Pro analýzu hlavních komponent dvou a více skupin lze zpravidla použít jednu z následujících metod, které sdílejí společný předpoklad, že hlavní osy elipsoidů pro jednotlivé skupiny jsou vzájemně rovnoběžné. První z nich je analýza společných hlavních komponent, CPCA (common PCA), která je graficky znázorněna na obr. 1.8. Metoda nalézá společnou osu (společnou hlavní komponentu) která je rovnoběžná se směrem maximálního rozptylu v jednotlivých skupinách. Stejně jako u běžné PCA všechny následující komponenty jsou na sebe kolmé (tj. korelace mezi nimi je nulová) a vysvětlují stále menší podíl celkové variability.

Druhou běžně používanou metodou analýzy hlavních komponent pro více vzorků je víceskupinová PCA, MGPCA (multiple-group PCA). Od předchozí techniky se liší striktnějšími předpoklady – kromě rovnoběžných os hlavních komponent vyžaduje, aby rozptyly v jednotlivých skupinách byly přibližně stejné. Základem MGPCA je algoritmus, který nejprve vypočítá kovarianční matice pro každou skupinu zvlášť a z nich potom vytvoří jedinou matici (within-group covariance matrix). Další postup je totožný s normální PCA. Pro užší aplikační vymezenost svých předpokladů byla tato metoda občas kritizována a namísto ní doporučována CPCA. Avšak vzhledem k tomu, že metody PCA pro více předem vymezených skupin zpravidla slouží jako první krok k dalším analýzám, založeným na stejných předpokladech jako MGPCA (např. kanonická a diskriminační analýza, viz dále), nejsou její aplikační možnosti menší než tyto – poměrně rozšířené – techniky. Rozdíl mezi předpoklady CPCA a MGPCA je názorně ukázán na obr. 1.9b a c.

Problém velikosti

Diskriminace mezi skupinami je často obtížná z toho důvodu, že proměnlivost uvnitř těchto skupin může převýšit proměnlivost mezi nimi. Tento případ je typicky především pro organismy s neukončeným růstem, ale i u druhů, u kterých se růst v dospělosti výrazně zpomaluje nebo dokonce zastavuje, může velikost hrát důležitou roli. Příkladem může být africká krysa mnohobradavková (Mastomys natalensis), u které morfometrická analýza přinesla nečekané výsledky: přestože byli studováni jedinci téhož druhu a pohlaví, se stejnou abrazí stoliček (a tedy přibližně stejného věku), odchycení v podobných biotopech a dokonce ve stejném ročním období, ve vzorku se objevily dvě zřetelně odlišné velikostní skupiny. Nakonec se ukázalo, že v letech s převládajícím velmi suchým podnebím je růst zvířat výrazně zpomalený, zatímco v jiných letech je jejich vývoj rychlejší. Kromě vlivu pohlaví, věku, prostředí a sezóny bylo tedy nutno vzorky kontrolovat ještě z hlediska možného vlivu meziročních klimatických fluktuací.

Metody korekce velikosti mohou být v zásadě buď univariátní, nebo multivariátní. Do první kategorie patří kromě pouhého logaritmování dat především vydělení dané veličiny Y jinou proměnnou (X), kterou považujeme za míru velikosti (např. hmotnost, délka těla, kondylobazální délka lebky): Z = X/Y, popřípadě logaritmus tohoto poměru: Z = log(X/Y). Jinou možností je adjustace naměřených veličin na hodnoty očekávané na základě jejich regrese na nezávislou velikostní proměnnou. Jednou z regresních metod je alometrická rovnice navržená R. S. Thorpem: Z = logY - ((logX - log
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), kde ( je směrnice regresní přímky vztahu mezi logY a logX a
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je celkový průměr velikostní proměnné pro všechny měřené jedince. Na základě této rovnice jsou původní data přepočítána na hodnoty, které by na základě své velikosti měl mít průměrný jedinec. 

Nejčastěji používanou metodou univariátní korekce velikosti je použití tzv. reziduí. Jako rezidua se označují odchylky skutečných rozměrů od hodnot očekávaných pro „průměrného“ jedince dané velikosti, měřené ve směru osy y, z regresní rovnice Y = a + bX + E (kde E značí reziduální proměnlivost). Dále potom pracujeme s maticí těchto reziduí, která nahradí původní matici naměřených hodnot. 

Určitou kombinací regresních metod a poměrů je metoda, kterou navrhnul R. S. Corruccini, podle níž jsou velikostně-adjustované rozměry dány vztahem Z = (Y – a)/X, kde koeficient a je opět odvozen z výše uvedené regresní rovnice. Přestože použití poměrů v minulosti patřilo a často ještě patří k metodám v zoologickém výzkumu velmi oblíbeným – ať už jako nástroj korekce velikosti, nebo ve formě nejrůznějších diagnostických indexů či koeficientů – ze statistického hlediska je jejich aplikace problematická. Jestliže existuje korelace mezi danou veličinou Y a „velikostní“ proměnnou X, potom samotný poměr těchto dvou veličin (včetně Corrucciniho modifikace) tuto korelaci nesníží, ale většinou naopak zvýší – jinými slovy, vliv velikosti na ostatní proměnné není odstraněn, ale spíše naopak. Rovněž použití poměrů do následných vícerozměrných analýz může mít nepředvídatelné statistické důsledky a měli bychom se jim proto raději vyhnout.

Metody založené na regresích a vůbec všechny univariátní metody jsou vhodné tehdy, zajímá-li nás vztah závislé proměnné y (např. ekologického nebo fyziologického parametru) k nezávislé (a nezávisle měřené) velikostní proměnné x. Ve vícerozměrných situacích, pro morfometrická studia typických, však není žádný apriorní důvod považovat jednu z proměnných za komponentu reprezentující celkovou velikost. Velikost trojrozměrných objektů je ve své podstatě vícerozměrný fenomén a proto je nutno použít některou z příslušných multivariátních metod. K tomuto účelu se zpravidla používá několik technik, založených na analýze hlavních komponent (včetně jejích modifikací). V případě zkoumání více než jedné skupiny si opět musíme uvědomit, že při hledání vektoru velikosti, popřípadě jeho odstranění, předpokládáme, že jednotlivé skupiny sdílejí společný alometrický (růstový, velikostní) vektor. Pokud tomu tak není, potom velikostní korekce fungující pro jednu skupinu nebude fungovat pro skupiny ostatní. Ať už zvolíme tu či onu metodu, vždy platí, že žádná z nich nemůže zastoupit pozorné zkoumání vzorků – skrytá heterogenita uvnitř skupin (např. v důsledku nedetekovaného pohlavního dimorfismu či v případě podvojných neboli kryptických druhů) může výsledky nežádoucím způsobem zkreslit.

Jednou z multivariátních metod eliminace velikosti je tzv. Burnabyho metoda, založená na projekci jednotlivých bodů v mnoharozměrném prostoru do podprostoru, který je ortogonální (kolmý) k velikostnímu (růstovému) vektoru. Tento na velikosti nezávislý podprostor má o jeden rozměr méně než původní prostor, tj. třírozměrný prostor redukuje na plochu, dvourozměrný prostor pak na přímku, jak je ukázáno na obr. 1.8. Postup Burnabyho velikostní korekce je následující: 1. Rigidní rotace do směru hlavních komponent (PCA, v případě více skupin CPCA nebo MGPCA); 2. Projekce první hlavní komponenty do ortogonálního vektoru, tj. převedení všech příslušných skóre na nulovou hodnotu; 3. Rigidní rotace do původního souřadnicového systému.

Alternativní možností je vynechání bodu 3: první hlavní komponenta (PC1, CPC1, MGPC1) je z matice jednoduše odstraněna a skóre všech následujících komponent jsou použity jako vstupní matice pro další analýzy. Výsledky těchto analýz jsou totožné s výsledky analýz po korekci velikosti Burnabyho metodou. Na rozdíl od odstranění první hlavní komponenty je interpretace dat po Burnabyho proceduře poněkud obtížná. S jistou rezervovaností na ně lze pohlížet jako na rozměry adjustované na „jednotkovou velikost“ – proto se tato metoda zpravidla označuje jako Burnabyho adjustace.

Při velikostní korekci pomocí PCA však musíme být opatrní. Abychom totiž mohli latentní vektor korespondující s první hlavní komponentou považovat za vektor velikosti, 

musí splňovat tři podmínky: 1. jeho zátěže musí mít stejné znaménko a 2. přibližně stejnou velikost a 3. osy prvních hlavních komponent pro jednotlivé vzorky by měly mít stejnou orientaci (viz podmínky CPCA a MGPCA). Jestliže byla použita kovarianční matice, dají se očekávat velké rozdíly mezi zátěžemi pro různé proměnné. V tomto případě je třeba vypočítat společnou vnitropopulační (pooled within-group) korelaci mezi proměnnou a danou komponentou.

Faktorová analýza (Factor analysis, FA)

Faktorová analýza si klade podobné cíle jako PCA, která je s ní často zaměňována. Ústředním motivem je zde opět myšlenka, že lze p proměnných X1, X2, …, Xp popsat menším počtem indexů neboli faktorů. Důležitým rozdílem mezi oběma metodami je to, že PCA není založena na žádném statistickém modelu. Vznik a časný vývoj FA je spjat se jménem Charlese Spearmana, který studoval korelaci mezi výsledky různých typů testů mentální způsobilosti dětí i dospělých. Při své analýze si povšimnul, že řadu pozorovaných korelací lze vysvětlit jednoduchým modelem. Na základě své práce Spearman formuloval dvoufaktorovou teorii mentálních testů, podle níž výsledek každého testu je tvořen dvěma částmi: jedna část je společná všem testům („všeobecná inteligence“), zatímco druhá je pro každý test specifická. Později svůj model modifikoval tak, že všem testům je společných několik faktorů, nikoli pouze jeden. Spearmanův model faktorové analýzy lze matematicky vyjádřit rovnicí



Xi = ai1F1 + ai2F2 + … + aimFm + ei
kde Xi je standardizované skóre i-tého testu s nulovým průměrem a jednotkovou variancí, konstanta ai se nazývá faktorová zátěž i-tého testu, F jsou společné faktory (s nulovým průměrem a jednotkovou variancí) a ei je specifický faktor (o nulovém průměru). Platí, že společné faktory jsou vzájemně nekorelované a součet zátěží ai1 + ai2 + … aim tvoří tzv. komunalitu.

Vstupní data pro faktorovou analýzu mají stejnou podobu jako pro PCA, tj. matici o p proměnných a n jedincích. Postup FA sestává ze tří fází. V první fázi jsou stanoveny provizorní faktorové zátěže. Jedním z možných způsobů, jak provizorní zátěže získat, je běžná PCA, z jejíž p možných hlavních komponent zvolíme prvních m jako společné faktory a ostatní zanedbáme. Nevýhodou tohoto přístupu je to, že zatímco společné faktory jsou nekorelované jak mezi sebou, tak i s faktory specifickými, vzájemná nekorelovanost specifických faktorů neplatí a tím současně neplatí jeden z předpokladů FA. Jsou-li však komunality vysoké, nemusí být tato nevýhoda dramatická.

Ve skutečnosti mohou být provizorní faktory a zátěže jakékoli, takže existuje nekonečně mnoho alternativních řešení modelu FA. Proto ve druhé fázi jsou provizorní faktory transformovány tak, aby byly nalezeny faktory nové, které jsou charakterizovány velmi vysokými zátěžemi (v porovnání s ostatními se zátěžemi velmi malými) a které lze lépe interpretovat. Tento postup se nazývá faktorová rotace. Rotace může být buď ortogonální (faktory zůstávají nekorelovány), nebo šikmá (vzniká korelace mezi faktory). Jedna z nejpoužívanějších metod ortogonální rotace je rotace varimax, která maximalizuje sumu rozptylů druhých mocnin faktorových zátěží pro všechny faktory („variance maximální“). Jinými způsoby rotace jsou metody equamax, quartimax a biquartimax. Komunality zůstávají rotací nedotčeny. Přes relativní oblibu rotace faktorů je třeba si uvědomit, že její použití může přinášet i některé problémy (zvýšenou variabilitu faktorů apod.) – například jestliže první komponenta vysvětluje více než 60 až 70 procent celkové proměnlivosti, bude mít další rotace negativní důsledky (v podstatě dojde k „rozbití“ této komponenty). Pro úplnost dodejme, že rotaci lze aplikovat i při PCA, kde jsou původní komponenty nejprve transformovány do redukovaného počtu komponent a ty jsou vzápětí znovu rotovány ve snaze snáze je interpretovat.

Konečně třetí, závěrečná fáze sestává z výpočtu faktorových skóre. Problém, kolik faktorů budeme považovat za smysluplné, je obdobný jako u PCA a proto lze i v případě faktorové analýzy použít stejná kritéria, například Kaiserovo kritérium nebo suťový graf.

Analýza hlavních koordinát (Principal coordinates analysis, PCOA)

Tato metoda je obdobou analýzy hlavních komponent, aplikované na data v podobě vzájemných podobností nebo distancí mezi jedinci či taxony. Tyto vzdálenosti (resp. podobnosti) jsou sumarizovány první, druhou až poslední hlavní koordinátou, které vysvětlují postupně klesající podíly celkové proměnlivosti mezi objekty. PCOA je vhodnou alternativou pro data, která lze získat výhradně ve formě symetrické matice (DNA-hybridizace, imunologie).

Analýza diskriminačních funkcí (Discriminant function analysis, DFA) a kanonická analýza (Canonical variates analysis, CVA)

Analýza diskriminačních funkcí neboli diskriminační analýza (DA) se zabývá problémem, jak na základě získaných proměnných vzájemně oddělit (diskriminovat) dvě a více předem vymezených skupin. Současně identifikuje a do těchto skupin zařazuje vzorky o neznámé příslušnosti. Pracuje s maticí, která obsahuje m náhodných vzorků či skupin o velikostech n1, n2, …, nm a p proměnných X1, X2, … Xp pro každý vzorek. Matematicky je DA podobná jednosměrné analýze variance (ANOVA/MANOVA). Základní myšlenkou je určit, zda se skupiny liší s ohledem na průměr dané proměnné a pokud ano, použít tuto proměnnou k predikci členství v té které skupině. Je zřejmé, že jestliže se průměry pro danou proměnnou mezi různými skupinami průkazně liší, můžeme prohlásit, že tato proměnná skupiny rozlišuje (diskriminuje). V případě jedné proměnné je průkaznost diskriminace testována F testem (F je v zásadě počítáno jako poměr variance mezi skupinami a společné vnitroskupinové variance – je-li meziskupinová variance signifikantně vyšší, pak musí existovat i signifikantní rozdíly mezi průměry). Diskriminační analýza hledá diskriminační funkce (v případě více než dvou skupin zpravidla zvané kanonické funkce), které jsou lineárními kombinacemi původních proměnných



Zi = ai1X1 + ai2X2 + … + aipXp
pro které je poměr F jednosměrné analýzy variance maximální; současně platí, že Zi je nekorelovaná se Z1, Z2, …, Zi-1. Z1, analogicky k PCA, odráží v maximální míře rozdíly mezi skupinami, Z2 co nejvíce rozdílů nevysvětlených Z1 atd. V případě více proměnných je porovnávána matice celkových variancí a kovariancí s maticí společných vnitroskupinových (pooled within-group) variancí a kovariancí. Tento postup je identický s vícerozměrnou analýzou variance (MANOVA).

Ústřední deskriptivní statistikou DFA jsou Mahalanobisovy neboli generalizované vzdálenosti (D, popř. jejich druhá mocnina, D2). Od ostatních distancí používaných v morfometrii se liší tím, že berou v úvahu varianci a kovarianci proměnných v rámci apriorně určených skupin. Jednotlivé osy, vypočtené ze společné matice vnitroskupinových kovariancí, jsou převedeny na stejné měřítko vydělením příslušnou standardní odchylkou (která je druhou odmocninou latentního kořene hlavní komponenty, odpovídající této ose). Toto převedení na stejné měřítko (re-scaling) původní osy transformuje tak, že již nejsou vzájemně kolmé, což současně deformuje vzdálenosti mezi jednotlivými body. Rotace a re-scaling hlavních os mění elipsu (elipsoid) na kružnici (sféroid). Mahalanobisovy vzdálenosti jsou potom eukleidovskými vzdálenostmi v tomto transformovaném prostoru nových, vzájemně nekorelovaných proměnných, tzv. kanonických variátů. Diskriminační analýza počítá Mahalanobisovy vzdálenosti každého bodu (kanonického skóre) od centroidů jednotlivých skupin. Vzdálenost k nejbližšímu centroidu determinuje afinitu k příslušné skupině (někdy ovšem není možné jednoznačně rozhodnout, do které skupiny daný bod patří).

Jestliže je naším cílem zobrazit naměřená data v redukovaném prostoru nekorelovaných proměnných, které maximálním způsobem oddělují více než dva vzorky nebo taxony (nikoli zjistit, které proměnné se na diskriminaci nejvíce podílejí nebo ke které skupině lze neznámý vzorek přiřadit), použijeme kanonickou analýzu (CVA). CVA je příbuzná DFA, výsledkem je však klasifikace průměrů jednotlivých skupin vzhledem k vnitroskupinové proměnlivosti. Stejně jako DFA diskriminuje skupiny tak, že maximalizuje proměnlivost mezi skupinami a současně minimalizuje variabilitu v rámci těchto skupin. Protože grafické znázornění centroidů v dvou- či třírozměrném prostoru nemusí přesně odrážet vztahy mezi skupinami v prostoru o více než třech rozměrech (celkem existuje m-1, nebo p-1 kanonických proměnných podle toho, která hodnota je nižší), používá se k jejich zobrazení tzv. nejkratší strom (minimum spanning tree, MST), který je jakousi „sítí“ o minimální délce, spojující vzájemně si nejbližší centroidy (obr. 1.10 a 1.11).

Stručně vyjádřeno, CVA je používána ke klasifikaci (ordinaci) více než dvou skupin, DFA k diskriminaci dvou a více skupin a k zařazování neznámých jedinců do těchto skupin a Mahalanobisovy generalizované distance ke kvantifikaci blízkosti bodů v prostoru. K testování, do jaké míry je diskriminace mezi skupinami statisticky průkazná, slouží MANOVA. Jestliže chceme zjistit, analogicky k jednorozměrné situaci, které skupiny (resp. jejich centroidy) jsou vzájemně signifikantně odlišné, musíme použít multivariátní obdobu Studentova t testu, Hotellingův T2 test. T2 statistika je počítána podle vztahu:
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kde n1 a n2 jsou velikosti vzorků a D2 je druhá mocnina Mahalanobisovy vzdálenosti mezi body. Statistická průkaznost T2 je testována pomocí hodnoty F
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kde p je počet proměnných a F má Snedecorovo F rozložení s p a n1+n2-p-1 stupni volnosti.

Jak bylo uvedeno výše, diskriminační analýza je výpočetně blízká MANOVA a tudíž všechny předpoklady, platné pro analýzu variance, musí platit i pro DFA a CVA. Především je to předpoklad, že jednotlivé proměnné jsou normálně rozložené. Tento požadavek však většinou není „fatální“, protože diskriminační analýzy jsou vůči menším odchylkám od normality dostatečně robustní. Dalším předpokladem je homogenita vnitroskupinových kovariančních matic. Podobně jako v případě normálního rozložení nemusí mít menší odchylky zásadnější důsledky, nicméně ve zvlášť důležitých analýzách je vhodná inspekce vnitroskupinových variancí a korelačních matic. Pokud jsme na pochybách, můžeme z analýzy vyřadit jednu či více méně důležitých skupin a celý výpočet zopakovat, zda nedošlo k zásadní změně výsledků. Konečně musíme mít na paměti, že jestliže je celkový počet jedinců ve všech vzorcích nižší než počet proměnných, dojde k statisticky průkazné diskriminaci i zcela náhodně sestavených skupin a celá metoda tak ztratí smysl.

Kroková diskriminační analýza

Jednou z všeobecně oblíbených aplikací DFA je určení redukované sady proměnných, které studované skupiny nejlépe diskriminují. Tradičním výstupem je určitý „model“ neboli diskriminační rovnice, podle níž dosazením naměřených hodnot příslušných proměnných dokážeme jednotlivé jedince zařadit do příslušné skupiny. Obvykle je používáno buď postupné přidávání, nebo odebírání proměnných. V prvním případě („forward“ metoda) jsou jednotlivé náhodně vybrané proměnné potupně přidávány do analýzy tak dlouho, dokud přidání další proměnné již neposkytuje signifikantně lepší diskriminaci. Ve druhém případě („backward“ metoda) jsou proměnné z celkového počtu postupně odebírány, dokud odebrání další proměnné nezpůsobí statisticky průkazné snížení diskriminační schopnosti. V každém kroku je statistická průkaznost zlepšení diskriminace (v případě přidávání proměnných), nebo zachování diskriminační schopnosti (v případě odebírání proměnných) kontrolována pomocí hodnoty F.

Problémem krokové DFA je zkreslení, které tato procedura vnáší do testů průkaznosti. Při dostatečném množství proměnných je téměř jisté, že kombinace některých z nich čistě náhodou poskytne signifikantní diskriminační funkce. Při jiném pořadí vkládání/odebírání proměnných tak proto můžeme dospět k odlišným diskriminačním rovnicím. Podobný problém se týká i krokové regresní analýzy s tím rozdílem, že důsledky jsou v případě krokové DFA výraznější. Zatímco bylo prováděno několik simulací typu Monte Carlo ohledně problému opakování při krokové regresní analýze, informace o tomto problému u diskriminační analýzy je velmi omezená. Pokud tedy krokovou analýzu chceme použít, měli bychom mít na paměti, že čím více diskriminačních proměnných zvolíme, tím méně pravděpodobné je dosažení téhož výsledku při opakovaných analýzách. Vkládání a odebírání proměnných je proto výhodné kombinovat a každou analýzu opakovat s jiným pořadím proměnných. Opatrnost je zde na místě více než u jiných metod.

Kanonické korelace (Canonical correlations) a parciální analýza nejmenších čtverců (Partial least-squares)

V některých souborech vícerozměrných dat se proměnné přirozeně dělí do dvou skupin. Například 16 populací motýla Euphydryas editha z Kalifornie a Oregonu se lišilo ve čtyřech ukazatelích prostředí (nadmořská výška, roční úhrn srážek, roční maximální a minimální teplota) a v šesti enzymatických genech (6 lokusů fosfoglukózoizomerázy), analyzovaných pomocí proteinové elektroforézy. Vědci se snažili zjistit, zda a jaké vztahy existují mezi těmito environmentálními a genetickými proměnnými – jakýkoli signifikantní vztah by totiž mohl ukazovat na možnou adaptaci E. editha k prostředí na úrovni enzymatických genů. 

Jednou z metod, jak tohoto cíle dosáhnout, je analýza kanonických korelací. Tato metoda se snaží nalézt dvojice lineárních kombinací proměnných tak, aby korelace mezi korespondujícími páry z každého souboru byla co největší, přičemž tyto lineární kombinace jsou v rámci každého souboru ortogonální (nekorelované) a nekorelované jsou současně i mezi soubory, s výjimkou lineární kombinace s maximální korelací. Jestliže vezmeme v úvahu jednoduchý případ dvou skupin o dvou proměnných (X1, X2 a Y1, Y2), analýza kanonických korelací hledá kombinace 


U = a1X1 + a2X2 
a
V = b1Y1 + b2Y2

tak, aby korelace mezi U a V byla co největší. Například dosadíme-li si za X1 rychlost čtení a za X2 nadání ke čtení a podobně za Y1 rychlost v počtech a za Y2 početní nadání, pak U a V udávají rozdíl mezi talentem a skutečným výkonem ve čtení a počtech. Korelaci mezi U a V tedy můžeme interpretovat tak, že děti s velkým rozdílem mezi X1 a X2 měly rovněž tendenci k větším rozdílům mezi Y1 a Y2.

Při mnohočetné regresní analýze je jedna proměnná Y vztažena ke dvěma a více proměnným X1, X2, …, Xp. Z tohoto hlediska jsou kanonické korelace zobecněním mnohočetné regrese, kde několik proměnných X je současně vztahováno k několika proměnným Y.

Účelem parciální analýzy nejmenších čtverců je nalézt takové páry lineárních kombinací, které vysvětlují nalezené korelace mezi dvěma soubory proměnných. Tyto lineární kombinace nemusí být v rámci každého souboru ortogonální. Korelace mezi korespondujícími lineárními kombinacemi nebudou tak velké jako kanonické korelace, zpravidla se jim však blíží. Na rozdíl od nich jsou parciální nejmenší čtverce často snáz interpretovatelné, což může vyplývat z faktu, že se u této metody vyskytuje méně omezujících podmínek.

Mnohorozměrná klasifikace objektů (Nonmetric multidimensional scaling, MDS)

Existuje několik příbuzných a různě složitých metod, známých pod souhrnným názvem mnohorozměrná klasifikace (multidimensional scaling). Zde máme na mysli její nejobecnější podobu, která nevyžaduje metričnost dat. Podobně jako PCA, PCOA nebo dále popsaná korespondenční analýza se snaží zobrazit rozdíly mezi n objekty formou n bodů nacházejících se v k-rozměrném prostoru, přičemž vzdálenost mezi těmito body by měla co nejlépe odpovídat pozorovaným (naměřeným) vzdálenostem mezi objekty. Na rozdíl od příbuzné analýzy hlavních komponent nehledá takovou projekci bodů v k-rozměrném prostoru, která by vysvětlovala maximální část celkové proměnlivosti nalezené u měřených objektů, a jediné, co vyžaduje, je monotónní vztah k původním distancím. Podobné objekty by měly být zobrazeny co neblíže k sobě, méně podobné ve větší vzdálenosti. V praxi jsou ovšem výsledky PCA i MDS velmi podobné s tím rozdílem, že MDS má tendenci zachovávat nejmenší vzdálenosti mezi body věrněji než PCA.

Korespondenční analýza (Correspondence analysis, CA)

Je podobná PCA i předchozí metodě, avšak existují mezi nimi důležité rozdíly. Zatímco PCA vychází z matice tvořené p proměnnými (většinou sloupce) a n objekty (řádky), vstupní data pro CA mají spíše podobu kontingenční tabulky zjištěných frekvencí. Typickým příkladem je klasifikace n stanovišť na základě abundance p druhů, které se na nich vyskytují, jak je ukázáno v následující tabulce (tabulka 1.4), jejíž řádky představují sadu druhových hodnot a1, a2, …, an a sloupce soubor stanovištních hodnot b1, b2, …, bp. Druhové hodnoty jsou váženými průměry stanovištních hodnot a naopak, stanovištní hodnoty jsou váženými průměry hodnot druhových. Proto je tato metoda, oblíbená zejména mezi ekology, někdy nazývána reciproční průměrování.

Tabulka 1.4. Abundance n druhů na p stanovištích s uvedenými druhovými a stanovištními hodnotami.

	druh
	stanoviště
	řádkový

součet
	druhová hodnota

	
	1       2   …   p 
	
	

	1

2

:

n
	x11   x12  …  x1p
x21   x22  …  x2p
  :      :           :

xn1   xn2  …  xnp
	R1
R2
:

Rn
	a1
a2
:

an


Jedna z možných interpretací korespondenční analýzy je snaha vybrat stanovištní a druhové hodnoty tak, aby byly spolu maximálně korelované pro bivariátní rozložení, ve kterém počet výskytů druhu i na stanovišti j je úměrný zjištěné abundanci xij (viz tabulka 1.4).

Dalším důležitým rozdílem PCA a CA je typ použitých distancí: zatímco PCA posuzuje blízkost objektů pomocí eukleidovských vzdáleností a vztahy mezi proměnnými pomocí kovariancí nebo korelací, korespondenční analýza používá (2 distance jak pro řádkové, tak i sloupcové proměnné.

Shluková analýza (Cluster analysis)

Výše uvedené metody se zpravidla souhrnně označují jako ordinační (klasifikační) analýzy. Cílem těchto metod je zobrazení vzájemných vztahů mezi proměnnými nebo jedinci (nebo obojími), vyjádřené formou jejich pozice k jedné nebo více souřadnicovým osám. Naproti tomu metody shlukové analýzy mají za úkol v datech detekovat přirozené skupiny neboli shluky. Jestliže máme vzorek n objektů a pro každý z nich p naměřených proměnných, ptáme se, jak tato data hierarchicky uspořádat do několika tříd tak, aby podobné objekty byly členy stejné třídy. Na rozdíl od podobné diskriminanční analýzy v tomto případě však předem neznáme ani počet skupin, ani příslušníky těchto skupin.

Existuje mnoho metod shlukové analýzy, lišících se způsobem, jakým jsou jednotlivé objekty přiřazovány k již vytvořeným skupinám (shlukům). Nejznámější a nejčastěji používanou metodou shlukové analýzy je UPGMA, ve které je podobnost či nepodobnost (na základě které je hierarchická klasifikace prováděna) objektu s daným shlukem rovna aritmetickému průměru vzdáleností tohoto objektu od každého člena shluku. Protože shluková analýza patří k nástrojům používaným při rekonstrukci fylogeneze, je UPGMA spolu s některými dalšími technikami shlukové analýzy popsána v kapitole 6.

Bez ohledu na použitý algoritmus vytváření shluků, vstupní data pro shlukovou analýzu tvoří symetrická matice (v našem případě morfologických) vzdáleností, z nichž mezi nejpoužívanější patří eukleidovské, manhattanské a taxonomické distance. Označíme-li hodnotu k-té proměnné u dvou objektů i a j (jedinců, průměrných hodnot pro populace či druhy apod.) jako xki a xkj, bude eukleidovská distance dána vztahem
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Podobně průměrná manhattanská distance („city block“) je 
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a průměrná taxonomická distance bude
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Problémy shlukové analýzy

Vezmeme-li v úvahu množství možných typů distancí i různé algoritmy shlukování, naskýtá se otázka, kterou metodu použít. Bohužel, neexistuje žádná obecně akceptovaná „nejlepší“ metoda a co je ještě horší, jednotlivé algoritmy nemusí dávat shodné výsledky. Výběr té či oné metody je tak nezbytně do značné míry subjektivní. V případech, kdy body v prostoru tvoří zřetelné vymezené skupiny, nebývají většinou rozdíly mezi metodami příliš velké – například metoda nejvzdálenějšího souseda (viz kap. 6) má pouze tendenci vytvářet kompaktnější shluky než metoda nejbližšího souseda. Tam, kde body v prostoru tvoří málo zřetelné nebo dokonce vůbec žádné shluky, může být výsledek shlukové analýzy velmi odlišný od skutečnosti. Ovšem i v případech jasně vymezených (distinktních) skupin mohou některé algoritmy poskytnout chybné výsledky. Modelový příklad je znázorněn na obr. 1.12, výsledek praktické aplikace dvou metod shlukové analýzy je ukázán na obr. 1.13.

Kterou metodu použít?

Srovnání uvedených metod není snadné a konkrétní volba bude vždy záviset na okolnostech, především na našich cílech a typu dat, která máme k dispozici. Například PCA nemůžeme použít v případě, že naše data mají podobu matice distancí nebo podobností – v tomto případě musíme použít analýzu hlavních koordinát, nebo mnohorozměrnou klasifikaci. Typickým použitím korespondenční analýzy jsou situace, kdy jsou objekty našeho zájmu popsány relativním zastoupením různých charakteristik. Diskriminační analýza se snaží oddělit různé skupiny na základě dostupných měření. Její nezastupitelná role je v nalezení diskriminačních kritérií a aposteriorní klasifikaci neznámých objektů do vymezených skupin. Kanonické korelace a parciální nejmenší čtverce se snaží zjistit, zda mezi dvěma skupinami proměnných existuje nějaký vztah, například jestliže první skupina proměnných se vztahuje k prostředí, ve kterém studovaný druh žije, a druhá skupina odráží genetické rozložení v různých populacích. Konečně shluková analýza identifikuje a hierarchicky klasifikuje skupiny (shluky) podobných objektů, například druhů, populací, proměnných apod. Na rozdíl od běžné PCA, která je určena pro jednu skupinu (nebo několik skupin, které však nejsou a priori vymezeny), a kanonických korelací, které analyzují vztah mezi dvěma skupinami, shluková analýza má smysl pouze pro tři a více skupin.

Příklad možné aplikace některých běžných morfometrických metod na zoologická data je ukázán na obr. 1.14.

Geometrická morfometrie

Analýza obrysů

Samostatnou kapitolou geometrické morfometrie je analýza tvaru objektu, vyjádřeného sérií bodů podél jeho obrysu, přičemž tyto body mohou být uspořádány buď pravidelně, nebo nepravidelně. K věrnému zachycení studované křivky je však většinou nutno použít velké množství bodů, což není z hlediska dalšího matematického zpracování příliš praktické a navíc naměřené souřadnice bývají vzájemně vysoce korelované. Metody používané k analýze obrysů proto většinou naměřeným hodnotám přiřazují určitou funkci menšího počtu popisných proměnných, které lze použít pro další vícerozměrné morfometrické analýzy. Výhodou tohoto postupu je, kromě redukce počtu proměnných, určité „vyhlazení“ studovaného obrysu a tím i snížení vlivu chyb při digitalizaci. 

Alternativní možností je přímé použití vybraných proměnných, určitým způsobem charakterizujících studovaný objekt, například úhlů tangeciálních přímek (tečen k povrchu křivky) jako je tomu v analýze charakteristického tvaru (eigenshape analysis). Výhodou přiřazování funkce je možnost její inverze a vizualizace (idealizovaného) tvaru hypotetického objektu.

Jednotlivé metody, které jsou pro daný účel používány, se rozdělují podle toho, zda slouží k analýze otevřených, nebo uzavřených křivek. Do první skupiny patří použití polynomů, aplikace série kubických polynomických funkcí (cubic splines a parametric cubic splines) a Bezierovy křivky. V zoologickém výzkumu se však většinou setkáme s křivkami uzavřenými, na které je zaměřena druhá skupina metod. Sem řadíme zejména tři typy Fourierovy analýzy, o nichž se zmíníme o něco podrobněji.

Fourierova analýza
Základní metoda Fourierovy analýzy je založena na měření vzdálenosti křivky od určitého bodu uvnitř křivky (význačný bod, nebo centroid). Tyto vzdálenosti jsou měřeny v pravidelných intervalech, určených úhlem (, který nabývá hodnot od 0 po 2( (obr. 1.15a). Jestliže bychom uzavřenou křivku v počátečním bodě otevřeli a rozvinuli (obr. 1.15b), dostali bychom složitou soustavu vln, kterou lze rozložit na sérii sinových a kosinových vln o různé amplitudě a frekvenci, které by opětovným složením daly více či méně věrný obraz originální struktury. Matematicky je zkoumaný obrys vyjádřen sérií několika harmonických složek, daných funkcí
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kde ai a bi jsou Fourierovy koeficienty pro i-tou harmonickou složku a kde k < p/2 (termín harmonický se vztahuje ke skutečnosti, že původně byla Fourierova metoda zavedena pro analýzu fyzikálních vlastností kmitající struny). Odhady koeficientů jsou dány jako
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Nulté koeficienty jsou 
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Například máme-li objekt zachycený koeficienty 20 harmonických složek, znamená to, že jsme původní data transformovali do 20 ( 2 + 1 = 41 proměnné (k 20 složkám připočten koeficient a0, b0 = 0), které můžeme použít jako vstupní data pro další matematické operace.

Určitou analogií této metody je tangenciální Fourierova analýza, která tvar objektu vyjadřuje jako úhel, který svírají tečny (tangenciály) křivky ve zvoleném počátečním bodě a v určité vzdálenosti od tohoto počátku (obr. 1.15c). Příslušná funkce má tvar (*(t) =  ((t) – t, kde ((t) je úhlový rozdíl v orientaci obou tangenciál a t je kumulativní vzdálenost sečen od počátečního bodu, kde jednotlivé sečny jsou stejně velké a odpovídají zvolenému prostorovému úhlu v rozmezí 0 až 2(.

Třetí metodou z této skupiny je eliptická Fourierova analýza. Vstupní data představují souřadnice x a y série jednotlivých bodů podél křivky, které na rozdíl od předchozích metod nemusí být pravidelně rozmístěny (počáteční bod musí být u všech objektů stejný, proto se zpravidla volí určitý význačný bod, který pro všechny objekty homologický a lze ho bezpečně identifikovat). 

Výpočty Fourierových koeficientů jsou v tomto případě složitější a nebudeme je zde uvádět. První harmonická složka představuje tvar elipsy (obr. 1.16) na rozdíl od obou předchozích metod, kde počáteční složky vyjadřují kruh. Dalším rozdílem je počet Fourierových koeficientů, který je v tomto případě čtyřnásobek počtu harmonických složek (při 20 složkách tedy získáme 20 ( 4 + a0 + c0 = 82 koeficientů, koeficienty b0 a d0 jsou nulové). Dvojnásobný počet koeficientů je zde vyvážen tím, že k dostatečnému zachycení stejného objektu je zapotřebí poloviční počet harmonických složek. Na první pohled by se mohlo zdát, že čím vyšší počet harmonických složek, tím přesněji je zkoumaný objekt zachycen. Avšak s rostoucím množstvím složek jsou vyjadřovány stále větší detaily, které nemají systematický význam a mohou dokonce odrážet nepřesnosti v digitalizaci tvaru objektu („šum“). Vhodný počet složek by proto měl být předem testován, abychom předešli možnému nárůstu chyby měření. Pro objekty podobné tvaru první horní stoličky myši domácí, zobrazené na obr. 1.16, dostačuje 8-10 harmonických složek.

Protože na hodnoty výsledných Fourierových koeficientů má vliv velikost a poloha digitalizované křivky, je třeba před vlastní analýzou objekty standardizovat. Tato standardizace zahrnuje orientaci objektů do stejné polohy a zpravidla i převedení na stejnou velikost. Křivky jsou orientovány vzhledem k poloze počátečního bodu, který je po transformaci u všech objektů určen souřadnicemi [0,0] a jsou rotovány tak, že hlavní osa elipsy určené první harmonickou komponentou je horizontální. Alternativní možností je objekt orientovat pomocí dvou vybraných význačných bodů. Velikostní standardizace se může dosáhnout vydělením všech souřadnic druhou odmocninou celkové plochy objektu (pouze ve dvourozměrném prostoru), druhou odmocninou plochy elipsy určené první harmonickou složkou nebo délkou obrysu křivky.

Jak bylo řečeno výše, výhodou Fourierovy analýzy (i ostatních metod přiřazování popisné funkce) je možnost výpočtu funkce inverzní, která umožňuje zpětné zobrazení – v tomto případě však již nikoli původního obrysu, ale křivky idealizované, určené několika Fourierovými harmonickými složkami. Jednou z možných aplikací této metody je proto výpočet a zobrazení průměrného tvaru, stanoveného inverzní Fourierovou analýzou po zprůměrování koeficientů všech měřených objektů. Fourierovy koeficienty lze dále použít jako vstupní data pro PCA, diskriminační a kanonickou analýzu, shlukovou analýzu i pro rekonstrukci fylogeneze.

Význačné body

Jádro geometrické morfometrie tvoří metody založené na tzv. význačných bodech (landmarks). Mohou to být například průsečíky švů lebečních kostí, konce ostnů atd. a tyto body by měly být mezi objekty homologické. Homologie je důležitou vlastností význačných bodů, protože umožňuje zkoumání morfogenetických procesů, jimiž jsou studované struktury formovány. Jejich poloha na objektu je ve dvourozměrném prostoru zaznamenána dvojicí  karteziánských souřadnic x a y (trojice x, y, z v trojrozměrném prostoru), které slouží k výpočtu několika algebraických funkcí. 

Na rozdíl od metod tradiční morfometrie, kde výstupem matematických analýz je systém tabulek či bodových grafů (viz výše), metody založené na studiu význačných bodů umožňují studované objekty kdykoli zpětně zobrazit a interpretovat tvarové rozdíly mezi nimi. Výsledkem analýzy proto není pouze to, že se dva nebo více objektů svým tvarem liší, ale současně i informace o těch částech objektů, jejichž pozice se změnila vůči ostatním. Geometrické vztahy mezi body ovšem netkví v koordinátách samotných, ale jsou zachyceny přiřazením příslušné algebraické funkce. Odhady parametrů těchto funkcí pak lze použít jako proměnné pro standardní vícerozměrné analýzy (PCA, CVA).

Vybrané význačné body zkoumaného objektu mohou být digitalizovány například s využitím digitalizačního tabletu, na jehož pracovní plochu je obrázek promítán pomocí Abbého přístroje, nebo naskenováním obrázku do paměti počítače a digitalizací bodů příslušným softwarem (např. tpsDig). Digitalizace třírozměrných objektů je náročnější a zpravidla vyžaduje použití specializovaných přístrojů. Na trhu existuje celá řada modelů, buď ručně ovládaných – elektromagnetických (DigiTracker, 3DRAW atd.), laserových (Flashpoint Model 3000i, Optotrak atd.), akustických (GP-12 ES atd.), s otočným ramenem (Cyclone, Romer Model 2000 atd.), nebo dálkově ovládaných – laserových (Digibot II, Optica atd.) či optických (CyberScan, Surveyor atd.) – až po digitalizační makroskopické stereomikroskopy (Reflex Microscope, Video Comparator DVC 110 atd.).

Protože souřadnice význačných bodů na objektu budou záviset na jeho poloze, orientaci a velikosti, je nutno tento objekt (resp. konfiguraci jeho bodů) nejprve adjustovat tak, aby těmito parametry nebyl ovlivněn. Metody, jak toho dosáhnout, spadají do dvou základních skupin: metody první skupiny pracují s jistým způsobem upravenými souřadnicemi význačných bodů, kdežto do druhé skupiny patří metody založené buď na vzdálenostech mezi všemi dvojicemi bodů, nebo na úhlech mezi stranami trojúhelníků, tvořených trojicemi bodů. Vzhledem k některým problémům vlastním metodám druhé skupiny i s ohledem na četnost použití v zoologických výzkumech se zde budeme zabývat pouze metodami skupiny první.

Původní souřadnice význačných bodů objektu, libovolně umístěného na ploše digitalizačního tabletu nebo monitoru počítače (popřípadě v prostoru) tvoří tzv. formový prostor (form space), který má p(k rozměrů (pro p bodů a k souřadnic, tedy 2p u dvojrozměrného a 3p u trojrozměrného objektu). Centrováním, rotací a izometrickou změnou velikosti digitalizovaných landmarků (viz dále) je počet rozměrů snížen na pk-k-k(k-1)/2-1. Tento prostor se nazývá tvarový (shape space); pro nejjednodušší konfiguraci bodů – trojúhelník – je tedy tento prostor 3(2 – 2 – 2(2-1)/2 – 1 = 2-rozměrný. Nepříznivou vlastností tvarového prostoru je jeho zakřivení (takový prostor označujeme za neeukelidovský) – v případě trojúhelníku si ho můžeme představit jako povrch koule, pro složitější konfigurace je jeho znázornění obtížné. Toto zakřivení značně komplikuje další matematické operace a proto jsou koordináty jednotlivých bodů transponovány do tzv. tangenciálního prostoru, ve kterém jsou vztahy mezi objekty lineární. Jak jeho název napovídá, tento prostor tvoří plochu, přiloženou k tvarovému prostoru (představme si desku, která se v jednom místě dotýká koule). Bod styku tangenciálního a tvarového prostoru představuje tzv. referenční neboli tangenciální konfigurace. Tu může představovat například výchozí ontogenetické nebo fylogenetické stadium, zpravidla však jde o konsensuální konfiguraci, vytvořenou zprůměrováním souřadnic homologických bodů všech zkoumaných objektů.

Booksteinovy koordináty a prokrustovská analýza

Metody srovnání konfigurace význačných bodů dvou a více objektů lze rozdělit na superpoziční a deformační. Jak bylo zmíněno výše, jestliže pracujeme se souřadnicemi bodů, musíme nejprve odstranit vliv jejich polohy při digitalizaci a další vlivy, například rozdílné nastavení souřadnicového systému na digitalizačním tabletu. Proto je nutno landmarky určitým způsobem transformovat.

Jednou z možností jak toho dosáhnout je jednoduchá lineární transformace původních souřadnic, navržená Fredem Booksteinem. Celý postup si můžeme znázornit na nejjednodušší konfiguraci tří bodů (obr. 1.17a). Nejprve zvolíme dva body A a B – jejich spojnice se nazývá základní čára (baseline). Trojúhelník ABC je potom posunut, rotován a jeho velikost je izometricky změněna tak, že bod A prochází počátkem a má tedy souřadnice [0,0] a bod B má souřadnice [1,0] (obr. 1.17b). Pokud konfigurace obsahuje více bodů, lze ji tímto způsobem převést na systém trojúhelníků, které budou sdílet společnou základní čáru a budou se lišit vždy třetím z vrcholů (obr. 1.17c). Souřadnice x a y těchto bodů, transformované popsaným způsobem, se nazývají tvarové (Booksteinovy) koordináty. Tyto koordináty potom můžeme použít jako proměnné pro deformační metody (viz „Deformace souřadnicových sítí“).

Superpoziční metody lze ovšem použít nejen pro standardizaci souřadnic význačných bodů, ale také pro analýzu tvarových rozdílů mezi objekty. Homologické body jsou pomocí těchto metod vzájemně superponovány tak, aby byla optimalizována určitá míra shody (goodnes of fit). Po této transformaci jsou potom sledovány rozdíly ve vzájemné poloze bodů a tyto rozdíly mohou být jistým způsobem kvantifikovány.

Nejvýznamnější superpoziční metodou je metoda nejmenších čtverců, známá jako prokrustovská analýza. Celý postup spočívá ve třech krocích: 1. posunutí (translation) objektů tak, aby jejich centroidy (tj. jejich těžiště) ležely v průsečíku os (0,0); 2. rotace a 3. izometrická změna velikosti (scaling) objektů tak, aby suma druhých mocnin rozdílů souřadnic x, y (z) mezi homologickými body byla minimální (jde tedy o obdobu proložení regresní přímky). Izometrická změna velikosti znamená, že všechny objekty mají standardizovanou velikost, protože jejich centroidová velikost je rovna jedné. Centroidová velikost je definována jako druhá odmocnina součtu čtverců vzdáleností jednotlivých landmarků od centroidu nebo analogicky jako druhá odmocnina součtu rozptylů landmarků okolo centroidu ve směru osy x a y (ve skutečnosti je jednotková pouze centroidová velikost konsensuální konfigurace – protože konfigurace landmarků ostatních objektů nejsou zcela totožné, jejich centroidová velikost se bude od jedničky velmi mírně odchylovat). Metodu prokrustovské analýzy lze zevšeobecnit na více jak dva objekty (Generalized Least Squares, GLS) i na třírozměrný prostor. 

Lokální změny tvaru jsou detekovány analyzováním reziduí (podobně jako při regresi) a znázorněny buď zobrazením shluku jednotlivých bodů okolo konsensuální (průměrné) konfigurace, nebo formou vektorů (obr. 1.18). V případě mnoha objektů a nepřehledného shluku bodů či vektorů je možno použít zobrazení elipsou intervalu spolehlivosti okolo průměrných bodů nebo formou os dvou hlavních komponent. Kromě samotného superpozičního procesu je většinou vhodné míru úspěšnosti superpozice dvou a více objektů nějakým způsobem kvantifikovat. Touto mírou je tzv. prokrustovská vzdálenost, která je vyjádřena sumou čtverců rozdílů souřadnic mezi homologickými body. Vyjádření prokrustovské vzdálenosti umožňuje jednak testovat míru shody, tj. zda tyto distance nejsou větší než je možno očekávat pouze na základě chyb při digitalizaci, jednak kvantifikovat míru rozdílů mezi objekty a jako takovou lze tuto veličinu použít pro další matematické operace.

Použití nejmenších čtverců jakožto kritéria shody však může v některých případech přinášet určité problémy. Představíme-li si například dvě konfigurace bodů, které se budou lišit pouze posunutím jednoho z nich, pak tento posun jediného bodu bude znamenat posunutí centroidu a tím (po superpozici) i ostatních bodů, přestože mají stejné souřadnice. Proto byla navržena poněkud odlišná superpoziční metoda, rezistentní přizpůsobení (resistant fit) a pro více jak dva objekty generalizované rezistentní přizpůsobení (Generalized Resistant Fit, GRF). Tato metoda začíná normální prokrustovskou analýzou jakožto první aproximací, potom však při posunutí a rotaci dává pomocí mediánů větší váhu těm bodům, které se nejvíce mezi konfiguracemi liší.

Stejně jako u prokrustovské analýzy, může být i v případě rezistentního přizpůsobení problém detekovat tzv. uniformní neboli afinní změnu tvaru a odlišit ji od změn lokálních, neafinních. Jako uniformní označujeme všechny tvarové změny, které zachovávají rovnoběžky rovnoběžné (např. natažení a stlačení kvádru nebo posun jeho horní a dolní plochy v opačných směrech – viz obr. 1.19). Proto byly navrženy modifikace prokrustovské i rezistentní metody, šikmá prokrustovská analýza (Oblique Procrustes = Generalized Afinne Least Squares, GALS) a šikmé rezistentní přizpůsobení (Oblique Rezistant Fit = Generalized Afinne Resistant Fit, GARF), které při superpozici používají kromě posunu, rotace a změny velikosti i uniformní změny tvaru objektů. Teoreticky si však můžeme představit dva objekty, které se liší pouze uniformním natažením jednoho z nich – potom by výsledkem metod GALS a GARF byly dva naprosto shodné objekty, bez ohledu na jejich rozdílný tvar. K detekci a oddělenému zkoumání afinních a neafinních tvarových změn jsou proto vhodnější metody deformace souřadnicových sítí.

Deformace ohebných pásků (Thin-Plate Spline)

Metoda ohebných pásků (Thin-Plate Spline, TPS), známá teprve od konce 80. let 20. století, spojuje účinný matematický aparát s elegantní vizualizací tvarových změn pomocí transformačních sítí D’Arcyho Thompsona, který se v duchu renesančních tradic snažil umístit síť karteziánských souřadnic přes obrázek jednoho (referenčního) objektu a deformování tohoto obrázku spolu se souřadnicovou sítí, dokud jeho tvar neodpovídá obrázku druhému. Problémem Thompsonovy metody byla subjektivnost transformací, takže ne všechny body byly umístěny přesně tam, kde by měly být.

Na rozdíl od transformace koordinát D’Arcyho Thompsona je metoda TPS založena na přesné lokalizaci význačných bodů – transformaci těchto bodů si potom můžeme představit jako fyzickou deformaci objektů, na kterých jsou tyto body umístěny. TPS hledá funkci, která umisťuje všechny body ve fyzickém prostoru referenčního objektu do odpovídajících bodů objektu srovnávaného. Tato funkce má k(k+1) + kp parametrů, z nichž první část určuje afinní (uniformní) složku tvarových změn a druhá část (kp) složku neafinní. Obě složky jsou definovány maticí souřadnic i-tého objektu (Xi) a maticí tzv. deformační energie (Lq-1). Deformační energie je metafora převzatá z mechaniky tenkých kovových plátů: můžeme si představit sadu bodů na nekonečně velké a nekonečně tenké ploché kovové desce – jestliže bychom jeden z bodů posunuli ve směru kolmém k ploše desky, pak deformační energie představuje energii potřebnou k ohnutí desky ve směru posunu tohoto bodu. Z toho vyplývá, že čím jsou dva body k sobě blíž, tím větší energii musíme vynaložit k ohnutí desky a proto deformační energie je tím vyšší, čím lokalizovanější je změna tvaru. Analogicky se vzrůstající vzdáleností mezi landmarky deformační energie klesá a pro uniformní (tj. nelokalizovanou) změnu je nulová.

Z matice deformační energie jsou vypočítány latentní vektory, tzv. hlavní deformace (principal warps), které definují neafinní komponenty TPS – jestliže jsou tyto vektory aplikovány odděleně podél každé souřadnicové osy, nazývají se parciální deformace a jejich skóre (partial warp scores) mohou být použity jako proměnné pro další analýzy, například kanonickou nebo shlukovou analýzu.

Neafinní změny tvaru jsou vizualizovány pomocí deformace karteziánských souřadnic (obr. 1.20). Výhodou tohoto postupu oproti superpozičním metodám je elegantnější zobrazení, separace uniformní a neuniformní složky tvaru a snazší detekce lokálních tvarových změn.

Relativní deformace

Pro více jak dva objekty může být příliš komplikované srovnávat současně vždy pouze jeden zkoumaný objekt s objektem referenčním. Navíc často nás zajímají systematické vztahy mezi objekty a rozložení tvarových změn, které je definují, mezi nimi. K tomuto účelu slouží metoda relativních deformací (thin-plate spline relative warps, TPSRW). Jde v podstatě o analýzu hlavních komponent, přičemž vstupní data jsou tvořena maticí parciálních deformací. Výsledné skóre jsou vyneseny do bodového grafu, kde každý bod představuje jeden objekt. Na obr. 1.21 jsou zachyceny morfologické vztahy mezi 8 druhy amerických komárů (každý druh je reprezentován jedním jedincem), spolu s příslušnými tvarovými změnami. Uprostřed obrázku je normální bodový graf průsečíků skóre podél osy x a y, po jeho okrajích potom tvarové změny ve vztahu k referenčnímu (konsensuálnímu, tj. průměrnému) objektu podél jednotlivých os (v kladném a záporném směru). Změny tvaru objektů ležících mimo osy jsou kombinací změn podél os (druh č. 7 na obrázku nahoře vpravo). Úplně nahoře (obr. 1.21a) je uniformní změna tvaru ve směru kladných hodnot podél osy x.

Modifikace v případech nedostatku význačných bodů

Metody založené na význačných bodech jsou velmi efektivní, bohužel však jsou omezeny pouze na objekty, na kterých můžeme bezpečně lokalizovat dostatečný počet homologických bodů. Proto byly hledány možnosti, jak tento nedostatek eliminovat. Jednou z nich je rozšíření pojetí landmarku začleněním informace o křivce, která daným bodem prochází. Takovéto body se nazývají edgels (z angl. „edge elements“) a specifikují buď směr křivky, procházející landmarkem, nebo prodloužení podél této křivky, nebo obojí.

Jinou možností je použití pohyblivých semilandmarků, které jsou v první fázi více či méně pravidelně rozmístěny podél křivky a poté příslušným programem volně posouvány tak, aby byla minimalizována hodnota deformační energie. (Podle současné terminologie jsou jako „semilandmarky“ označovány všechny body podél křivky, včetně např. bodů používaných při Fourierově analýze.) Tímto způsobem byl například studován tvar zakřivení vnitřní a vnější strany kosti čelní u moderního a archaického člověka (včetně Homo neandertalensis a H. heidelbergensis; pro srovnání byla použita lebka australopitéka a šimpanze). Výsledky byly překvapující. Zatímco vnější profil byl mezi studovanými lebkami velmi odlišný (především v oblasti nadočnicových oblouků), vnitřní frontální profil byl prakticky totožný. Ukázalo se tak, že vnitřní a vnější aspekt čelní kosti u člověka jsou určovány zcela nezávislými faktory. Neobvyklá evoluční konzervativnost vnitřní strany frontální části lebky naznačuje nečekanou stabilitu morfologie přední části mozku během období, kdy se utvářely kognitivní schopnosti moderních lidí.

Slibné využití deformačních metod při hledání morfometrických znaků využitelných při kladistické fylogenetické analýze (viz kap. 6) nabízí nová metoda tzv. záhybů (creases), prezentovaná roku 2000 F. Booksteinem. Tato technika je založena na automatické rotaci deformační sítě a příslušnému zesílení signálu tak, aby byla splněna určitá kritéria (podrobnosti této metody sahají mimo rámec tohoto učebního textu). Zajímavá a z hlediska zoologických systematiků potěšující je skutečnost, že touto metodou bylo možno detekovat tvarové rozdíly mezi objekty i v případech, kdy běžné metody ohebných pásků selhaly nebo bylo obtížné jejich výsledky interpretovat.

Fluktuační asymetrie

Výzkum proměnlivosti bilaterálně souměrných znaků, které se vyskytují zrcadlově na obou stranách těla, nalezl uplatnění také v širších biologických souvislostech. Schopnost vytvářet „ideálně“ symetrické formy je odrazem vývojové stability organismu – čím menší tato stabilita je, tím vyšší je pravděpodobnost odchylky od „ideálu“. Tento vztah odchylek od normy a stability ontogentického vývoje nalezl odezvu zejména při zkoumání genetického nebo environmentálního zatížení (stresu) a snížení fitness organismu. Drobné fluktuace okolo perfektní symetrie je však třeba odlišit od ostatních typů asymetrie. 

V typické podobě se ve variabilitě bilaterálních znaků mohou vyskytovat tři typy asymetrií. První z nich je fluktuační asymetrie, FA (obr. 1.22 vpravo nahoře), při které jsou odchylky na pravé a levé straně normálně rozloženy kolem průměru nula. Je způsobena nestabilitou během ontogenetického vývoje (vývojovým „šumem“, obr. 1.23), jinými slovy sníženou schopností organismu „kanalizovat“ svůj vývoj (jako kanalizace je označována schopnost organismů vyvíjet se podél ideální vývojové trajektorie při působení různých podmínek prostředí). Důležitým předpokladem použití FA jako měřítka vývojové (ne)stability je ovšem skutečnost, že odchylky od perfektní symetrie u jedince nemají dědičný základ. 

Druhým typem asymetrie je usměrněná asymetrie, DA (obr. 1.22 vpravo uprostřed), projevující se konstantní odchylkou v projevu znaku na určité straně. Průměr pravých a levých odchylek je tak vždy menší, nebo větší než nula. Příkladem může být převažující směr točivosti ulity u některých měkkýšů. Poslední typ se označuje jako antisymetrie (obr. 1.22 vpravo dole), při které jsou rozdíly v projevu znaku vždy výrazné, ale odchylky se projevují střídavě a rovnoměrně na obou stranách, takže průměr pravolevých odchylek je nulový. Příkladem je nestejný vývoj pravého a levého klepeta u krabů. Oba posledně jmenované typy asymetrie se od FA liší tím, že mají alespoň částečný genetický základ.

Fluktuační asymetrie má velký význam v různých studiích populační biologie. Její úroveň je možné hodnotit u metrických i nemetrických znaků a je známo více než 20 indexů, kterými můžeme tuto úroveň kvantitativně vyjádřit. Nejčastěji používané indexy jsou uvedeny v tabulce 1.5 a na obr. 1.24. Analýzy FA jsou poměrně náročné na přesnost měření i na velikost vzorků. Chyba měření může mít vážné důsledky, stejně jako v každé analýze, ale navíc může vést k mylnému závěru, že variabilita mezi pravou a levou stranou je velká. Zatímco u běžných morfometrických znaků zvyšující se chyba vede k vyššímu rozptylu těchto znaků aniž by docházelo ke změně průměru, u FA čím vyšší chyba měření je, tím vyšší je i odhad celkové asymetrie. Proto je nezbytné vždy chybu kvantifikovat (a nebo použít příslušný index, např. FA10 v tab. 1.5) – bez vyjádření chyby měření bude „naměřená FA“ vždy směsí „skutečné FA“ a chyby měření.

Velikost vzorku bude závislá na přesnosti měření a míře asymetrie. Obecně se uvádí 30 jedinců jako minimální vzorek pro měření FA, v některých případech však může tento počet vzrůst na 40 až 50 jedinců. Čím nižší je úroveň fluktuační asymetrie (a čím menší rozdíly v FA mezi vzorky) a naopak čím vyšší je chyba měření, tím více jedinců musíme měřit. Počítačové simulace ukazují, že i při velkých vzorcích je měření FA málo účinné, jestliže měření téhož znaku na jednom objektu bylo opakováno pouze 2-3( a pokud chyba dosahovala maximálních hodnot FA. Naopak devítinásobné opakování měření 20 jedinců odpovídalo dvakrát opakovanému měření 80 jedinců. Tyto výsledky napovídají, že počet opakování měření stejného objektu je stejně důležité (ne-li důležitější) než zvyšování počtu jedinců ve vzorku, zvláště je-li chyba měření vysoká.

Jak bylo uvedeno výše, rozsah fluktuační asymetrie je považován za měřítko vývojových „šumů“, tj. ontogenetické nerovnováhy a narušení homeostáze organismu, přičemž příčinou tohoto narušení mohou být jak vlivy vnějšího prostředí, tak vnitřní genetická konstituce. (Pojem homeostáze je nutno odlišit od kanalizace: první se týká vyjádření určeného tvaru – v našem případě perfektní symetrie – navzdory rušivým vlivům prostředí během ontogenetického vývoje jedince, kdežto druhý označuje schopnost skupiny organismů reagovat na odlišné podmínky stejnou vývojovou trajektorií. Opakem je vývojová plasticita, která označuje schopnost organismů v různých prostředích vytvářet odlišné fenotypy.) 

Úroveň fluktuační asymetrie je proto považována za indikátor narušení nebo znečištění prostředí, případně i jako ukazatel sociálního postavení jedince. Důležitá je souvislost mezi výskytem fluktuační asymetrie a úrovní genetické rozmanitosti. Na ni upozornilo srovnání rozsahu asymetrie s údaji o heterozygotnosti získanými ze studia elektroforézy enzymů. Korelace úrovně fluktuační asymetrie a heterozygotnosti je negativní, tzn., že v málo variabilních populacích nebo u jedinců s nízkou heterozygotností je zjišťována vyšší úroveň fluktuační asymetrie a naopak. Příčinou ztráty heterozygotnosti může být zejména snížení populační velikosti u ohrožených a vzácných druhů. Nejznámějším případem zvýšené fluktuační asymetrie u druhu s malou populační velikostí je studie provedená u jihoafrických gepardů. Tamní populace téměř postrádají detekovatelnou genetickou variabilitu a zároveň u nich byla zjištěna významně zvýšená úroveň fluktuační asymetrie. U některých ryb byl rovněž zaznamenán nárůst fluktuační asymetrie u mezidruhových hybridů. Tomuto nálezu však protiřečí situace v hybridních zónách mezi Mus musculus a M. domesticus, kde se naopak projevuje pokles fluktuační asymetrie. Biologická interpretace poznatků o rozsahu fluktuační asymetrie v přírodních populacích a jeho významu bude nepochybně ještě dále diskutována.

Software a důležité internetové adresy

Tradiční morfometrie

Tradiční morfometrické metody jsou většinou součástí velkých, komerčně dostupných programových balíků s všestranným využitím (proto jsou vesměs poměrně drahé), jako jsou například Statistica, SAS, BMDP, Statgraphics, SPSS, SYSTAT, NCSS, SPLUS. Program NTSYSpc je zaměřen úžeji na systematickou problematiku a obsahuje metody tradiční i geometrické morfometrie (Fourierova analýza, metoda ohebných pásků).

Geometrická morfometrie
Z mnoha programů zaměřených specificky na metody geometrické morfometrie uvádíme na ukázku jen některé z nich.

tpsDig: program, umožňující digitalizaci souřadnic význačných bodů na obrázcích uložených v některém z běžných grafických formátů (JPEG, BMP, TIFF, GIF, PCX atd.). U dostatečně kontrastních uzavřených křivek dokáže automaticky zaznamenat souřadnice série bodů podél celého obrysu. Současné verze rovněž umožňují měření lineárních vzdáleností mezi dvojicemi vyznačených bodů.

EFA: program pro eliptickou Fourierovu analýzu. Přímo na obrazovce ukazuje tvar objektu, zachycený zvoleným počtem harmonických složek, takže můžeme přímo usuzovat, kolik složek nám k zachycení tvaru postačí.

GRF a GRF-ND: superpoziční program; metody GLS, GRF, GALS, GARF.

tpsSplin: program k výpočtu TPS (metoda ohebných pásků); konfigurace jednoho objektu, určeného jako referenční, je deformována spolu se sítí pravoúhlých (karteziánských) souřadnic tak, aby odpovídala konfiguraci objektu studovaného.

tpsRelw: program k výpočtu relativních deformací (TPSRW), v podstatě analýze hlavních komponent matice parciálních deformací.

tpsSuper: program, který dva obrázky (perokresby, fotografie atd.) deformuje tak, aby konfigurace jejich význačných bodů odpovídala konfiguraci konsensuálního obrázku (průměru konfigurací bodů obou obrázků). Příklad aplikace tohoto programu na lebku moderního člověka a australopitéka je ukázán na obr. 1.25.

tpsRegr: počítá regresi hodnot parciálních deformací na nezávislou proměnnou, v typické podobě centroidovou velikost.

tpsPLS: počítá korelaci dvou skupin proměnných metodou dvoublokových parciálních nejmenších čtverců. Tento program lze použít například pro výpočet korelace mezi landmarky na dorzální a ventrální straně lebky.

tpsTree: k jednotlivým uzlům předem definovaného fylogenetického stromu (konstruovaného např. z molekulárních dat) přiřazuje příslušné tvarové změny zachycené deformací souřadnicové sítě.

Všechny tyto programy, včetně celé řady dalších (některé z nich jsou i tradičně morfometrické) lze nalézt a zdarma získat na morfometrické webové stránce J. F. Rohlfa (State University of New York at Stony Brook):

http://life.bio.sunysb.edu/morph/

Tabulka 1.5. Přehled některých nejčastěji používaných indexů, vyjadřujících míru fluktuační asymetrie.

	
	Míra asymetrie jedince

	Způsob velikostní korekce
	Asymetrie bez znaménka (absolutní) (P-L(
	Asymetrie se znaménkem (P-L)
	Podíl mezi stranami (P/L)

	žádný
	FA1: průměr (P-L(
	FA4: var(P-L)

FA5: ((P-L)2/N
	

	jedinec
	FA2: prům. [(P-L(/((P+L)/2)]
	FA6: var[(P-L)/((P+L)/2)]
	FA8: var(log(P/L))

	vzorek
	FA3: prům.(P-L(/prům.((P+L)/2)
	FA7: var(P-L)/prům.((P+L)/2)
	

	Ostatní indexy pro jeden znak:

FA9: 1 – r2 korelace mezi P a L

FA10: (i2 = (MSsj – MSm)/M z ANOVA strany ( jedinci; popisuje rozsah nesměrované asymetrie po odstranění chyby měření



	Indexy založené na více znacích na jednom objektu:

FA11: asymetrie jedince Ai = ((P-L( pro všechny znaky; index pro celý vzorek je (Ai/N, kde N je počet        jedinců ve vzorku

FA12: asymetrie jedince Ai = celkový počet asymetrických znaků u jedince, nezávisle na tom, jak velká je odchylka mezi stranami; index pro celý vzorek (Ai/N
FA13: generalizovaný index celkové fluktuační asymetrie (GFA): vícerozměrná míra průměrné odchylky od symetrie pro více metrických znaků
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Obrázky

Obr. 1.1 Epigenetické znaky na lebce srnce obecného.

Obr. 1.2 Četnost výskytu nadpočetného špičáku v populacích srnce obecného v bývalém Československu.

Obr. 1.3 Dědičnost kvantitativních znaků v průběhu generací.

Obr. 1.4 Selekční diference a selekční efekt u kvantitativních znaků.

Obr. 1.5  Princip analýzy hlavních komponent: a) dvojrozměrný bodový graf, znázorňující průsečík hodnot šířky mozkovny (BCW) a šířky interorbitální konstrikce (IOCW), měřených na vzorku 183 lebek myši makedonské (Mus macedonicus); b) stejná data znázorněná konturní elipsou a centroidem (0). Centrované souřadnice x1 a x2 jsou odvozeny od původních souřadnic X1 a X2 odečtením jejich průměrných hodnot. Hlavní osy (hlavní komponenty) y1 a y2 jsou ve směru největšího, respektive nejmenšího rozptylu.

Obr. 1.6 Graf skóre první (PC1) a druhé (PC2) hlavní komponenty pro data v tabulce 1.3 a obr. 1.5. Přestože se v grafu ukazuje jistá tendence rozdělení populací podél jednotlivých os (např. plné kosočtverce dosahují takřka výhradně záporných a plné čtverce kladných hodnot PC1 skóre), překryv mezi nimi je značný. Tento překryv může znamenat buď celkovou morfologickou podobnost mezi zkoumanými vzorky, nebo můře být naopak způsoben smícháním několika nepodobných vzorků a chybným určením hlavních komponent.

Obr. 1.7 Suťový graf latentních kořenů PCA kraniálních a dentálních rozměrů M. macedonicus (viz tabulku 1.2) – ukázáno pouze prvních 10 kořenů.

Obr. 1.8 Princip analýzy společných hlavních komponent (CPCA) a Burnabyho metody velikostní korekce. Vzhledem k tomu, že hlavní osy elips jsou rovnoběžné, ale nikoli shodné, celková PC1 vytvořená normální PCA by měla velmi odlišný směr a došlo by tak ke smíchání proměnlivosti uvnitř skupin a mezi nimi. Při Burnabyho velikostní adjustaci je veškerá variabilita promítnuta do osy kolmé k CPC1 tím, že všechny skóre pro CPC1 stanoví 0.

Obr. 1.9 Tři úrovně podobnosti mezi kovariančními strukturami: a) dvě skupiny se liší ve směru a délce hlavních os; b) skupiny mají stejně orientované hlavní osy, ale liší se rozsahem variability, s těmito osami spojené (CPCA); c) skupiny s totožnými kovariančními maticemi mají hlavní osy stejně orientované i stejně dlouhé (MGPCA).

Obr. 1.10 Dvourozměrný bodový graf kanonických skóre centroidů pro 10 druhů myší. Centroidy jsou spojeny nejkratším stromem (MST), který spojuje body o nejkratší Mahalanobisově vzdálenosti.

Obr. 1.11 Třírozměrný bodový graf kanonických skóre centroidů pro 20 populací pěti druhů myší, spojené pomocí MST. Protože Mahalanobisovy vzdálenosti jsou počítány na základě kanonické analýzy a kombinují tedy informaci ze všech kanonických os, může být MST užitečným ukazatelem skutečné podobnosti mezi body – na obrázku vidíme, že některé body by se na základě vzájemné blízkosti ve trojrozměrném prostoru mohly jevit jako podobnější, než ve skutečnosti jsou.

Obr. 1.12 Problém shlukové analýzy. V tomto hypotetickém případě bude pozice bodu 3 záležet na použitém shlukovacím algoritmu: metoda nejbližšího souseda sloučí bod 3 s body 1 a 2 – ((1,2)3),(4,5) – zatímco metoda nejvzdálenějšího souseda sloučí bod 3 s body 4 a 5 – (1,2),(3(4,5)).

Obr. 1.13 Výsledky dvou metod shlukové analýzy, aplikované na lebeční a zubní rozměry u 10 druhů myší: vlevo UPGMA, vpravo metoda nejvzdálenějšího souseda. Kromě toho, že druhá z nich je typická „kompaktnějšími“ shluky, v tomto konkrétním případě správně shloučila dva druhy řazené do samostatného poddruhu Nannomys, M. setulosus a M. minutoides. Oba druhy jsou charakteristické vysokou mírou morfologické a genetické divergence v důsledku časného odštěpení.

Obr. 1.14 Schéma možných způsobů zpracování tradičních morfometrických dat v zoologickém výzkumu.

Obr. 1.15 a) princip Fourierovy analýzy aplikované na obrys první horní stoličky myši domácí: v pravidelných intervalech, daných úhlem (, jsou měřeny vzdálenosti r od centroidu C k obrysu; b) jestliže bychom konturu objektu rozvinuli, získali bychom zvlněnou linii, kterou lze popsat sérií sinových a kosinových funkcí Fourierových harmonických složek; c) princip tangenciální Fourierovy analýzy: body t jsou rozmístěny podél linie v pravidelných intervalech určených předem danou délkou sečny S-t. Příslušná funkce je pak vyjádřena úhlem ( mezi tečnami dotýkajícími se obrysu v bodě t a v počátku (S) a kumulativní vzdáleností (tj. součtem sečen) mezi počátkem a bodem t.

Obr. 1.16 Kumulativní účinek harmonických složek eliptické Fourierovy analýzy. Jak je vidět z obrázku, prvních osm složek vcelku věrně zachycuje studovaný obrys – přidáváním dalších složek bychom nedosáhli lepšího výsledku, ale znázorňovali bych spíše individuální, nesystematické odchylky a nepřesnosti při digitalizaci.

Obr. 1.17 Transformace původních souřadnic do Booksteinových tvarových koordinát.

Obr. 1.18 Prokrustovská analýza křídla 8 druhů severoamerických komárů: a) znázornění křídla s vyznačenými význačnými body; b) výsledek vyjádřený formou shluku jednotlivých bodů kolem konsensuální (průměrné) konfigurace a c) formou vektorů. Z obrázku můžeme mj. vyčíst, že nejmenší odchylky se vyskytují na distálním konci křídla, z čehož můžeme usuzovat na silnější selektivní omezení (pravděpodobně funkční) této části, zatímco v proximálnějších oblastech křídla je působení selekce slabší.

Obr. 1.19 Uniformní (afinní) změna tvaru zachovává rovnoběžky rovnoběžné.

Obr. 1.20 Metoda ohebných pásků. Nahoře: lebka šimpanze jako referenční objekt, s vyznačením význačných bodů (a); jestliže přes objekt položíme souřadnicovou síť, můžeme tuto síť spolu s landmarky deformovat tak, aby body odpovídaly homologním bodům na lebce člověka, přičemž tyto tvarové změny můžeme rozložit na uniformní (b) a neuniformní složku (c). Dole: lebka člověka (d), deformovaná obdobným způsobem tak, aby odpovídala lebce šimpanze (e, f). Vidíme kompresi opičí lebky v obličejové partii a „roztažení“ mozkovny, naopak lidskou lebku bychom museli vertikálně zploštit a protáhnout v oblasti nadočnicových oblouků a horní čelisti.

Obr. 1.21 Bodový graf znázorňující výsledek analýzy relativních deformací (TPSRW, uprostřed). Body 1-8, patřící 8 druhům amerických komárů, jsou rozděleny prvními dvěma hlavními komponentami (relativními deformacemi, RW). Vpravo, vlevo, nahoře a dole jsou formou deformace souřadnicových sítí znázorněny příslušné tvarové změny od konsensuální konfigurace (vlevo dole), spojené s posunem ve směru kladných a záporných hodnot podél RW1 a RW2. Vpravo nahoře tvarová změna druhu č. 7. Zcela nahoře uniformní změna tvaru ve směru kladných hodnot RW1.

Obr. 1.22 Typy asymetrie.

Obr. 1.23 Vztah vývojové stability a nestability (vývojového „šumu“), vyjádřených fluktuační asymetrií.

Obr. 1.24 Grafické znázornění některých indexů fluktuační asymetrie.

Obr. 1.25 Ukázka programu tpsSuper. Tento program nejprve vytvoří zprůměrováním konfigurací význačných bodů na dvou objektech – v našem případě lebce australopitéka (a) a moderního člověka (b) – konfiguraci kosensuální a digitalizované obrázky potom deformuje tak, aby odpovídaly této konsensuální konfiguraci. Na obrázku c) vidíme „narovnání“ obličejové části lebky australopitéka do svislé polohy, vyklenutí mozkovny a zmenšení robustní mandibuly, na obrázku d) naopak protažení nadočnicových oblouků a oblasti úst dopředu a kompresi nosu a kalvy.
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