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Abstrakt

Predkladan4 bakalafska prace shrnuje souc¢asné znalosti morfologie a ultrastrukturnich
znaki zastupct tfidy Eustigmatophyceae, Stramenopila. Roku 1971 byla tfida
Eustigmatophyceae Hibberdem a Leedalem vy¢lenéna z tfidy Xantophyceae na zakladé
vyznamnych rozdili v ultrastruktufe vegetativnich bun€k a hlavné zoospor. Vy¢lenéni bylo
pozdé&ji potvrzeno molekularnimi analyzami. Prace uvadi pfehled znaki vybranych rodi:
Nannochloropsis, Pseudotetraédriella, Monodopsis, Eustigmatos, Vischeria,

., Pseudocharaciopsis “, Pseudocharaciopsis, Pseudostaurastrum a Chlorobotrys.

V teoretické €asti je dale vénovan oddil nejnovéj§im poznatkiim o prib&hu mitdzy u
Nannochloropsis oculata a unikatnimu chemickému sloZeni zastupct tiidy
Eustigmatophyceae se zaméfenim na EPA (eikosapentenova kyselina). V praktické ¢asti prace
je provedeno srovnani ultrastrukturnich znaki vegetativnich bun€k Ophiocytium maius
(CCAP 855/1) a eustigmatofytniho kmene E4f. Na zakladé ultrastruktury je diskutovana

pfislusnost kmene Ophiocytium maius k tfidam Xanthophyceae a Eustigmatophyceae.

Klicova slova: Eustigmatophyceae, ultrastruktura, EPA, Xantophyceae

Abstract

Proposed Be. Thesis summarizes current knowledge on morphology and
ultrastructural attributes of members of the class Eustigmatophyceae, Stramenopila, in light of
known molecular phylogenies within the class. In 1971, the class Eustigmatophyceae was
detached by Hibberd and Leedale from the class Xantophyceae on the basis of prominent
differences in ultrastructure of vegetative cells and more importantly in ultrastructure of
zoospores. The separate status of the class was later confirmed by molecular analyses. The
thesis reviews morphological features of selected genera: Nannochloropsis,
Pseudotetraédriella, Monodopsis, Eustigmatos, Vischeria, ,, Pseudocharaciopsis “,
Pseudocharaciopsis, Pseudostaurastrum and Chlorobotrys. Moreover the unique mitosis of
Nannochloropsis oculata is described and chemical composition of eustigmatophytes,
especially EPA (eicosapentaenoic acid) content is discussed. The aim of the practical part is to
demonstrate the differences in the ultrastructure of the Ophiocytium maius (CCAP 855/1)
and the eustigmatophyte E4f vegetative cells. On the basis of ultrastructure the classification
of the Ophiocytium maius strain to the class Xanthophyceae and/or Eustigmatophyceae is

discussed.
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I. UVOD

Ttida Eustigmatophyceae (Hibberd & Leedale, 1971) patii do velmi diverzifikované
a malo prozkoumané skupiny Stramenopil (Hackett et al., 2007) spolu s tfidou
Bacillariophyceae (rozsivky), Chrysophyceae (zlativky), Synurophyceae, Xantophyceae
(riznobrvky) a Phaeophyceae (chaluhy). Skupina byla vyclenéna ze skupiny Xantophyceae
roku 1971 a popsana jako nova t¥ida kvili rozdiltim v submikroskopické struktufe zoospor
i vegetativnich bunék (Hibberd & Leedale, 1971). Nasledné analyzy DNA potvrdily, Ze se
jedna o samostatnou vyvojovou linii a nové druhy jsou do této skupiny neustéle priibéZné
piefazovany (Andersen et al., 1998).

Eustigmatophyceae je mala téida pfedstavovana v soucasnosti dvanacti rody, které se
v pfirodé obvykle vyskytuji v nizkych abundancich (Wehr & Sheath, 2003). Diverzita
nepopsanych druht je v8ak obrovska. Vi se o existenci mnoha novych linii a druhd (Bailey et
al., 2008). Skupina je stadle pomérn¢ mélo prozkoumana a cilem mé prace je sestavit pfehled
soucasnych znalosti o ultrastruktufe nékolika vybranych rodi patficich do tfidy
Eustigmatophyceae. V praktické ¢asti se budu snazit srovnat ultrastrukturni znaky
vegetativnich bunék zastupct tfidy Xantophyceae a Eustigmatophyceae a prakticky zvladnout
metodiku zhotoveni ultratenkych fezi. V diplomové praci se chci poté hloubéji vénovat

ultrastruktufe vice rodt Eustigmatofyt a zarover jejich taxonomii.

Il. TEORETICKA CAST

1. Zakladni charakteristika

Eustigmatophyceae (Hibberd & Leedale, 1971) sdileji spole¢né znaky se skupinou
Chromophyta, do které jsou zatazovany, ale v mnoha znacich se odliSuji. Jejich pfesné
postaveni v ramci skupiny je stale nejasné, ale je potvrzeno, Ze skupina je monofyleticka
(Andersen et al., 1998).

Buiiky ve vegetativnim stadiu maji jednoduchou morfologii. Jsou bud’ sférické,
ovalné, eliptické nebo nepravidelné kokalni. Vyskytuji se samostatné, ve slizovitych koloniich
po dvou nebo po vice burikach. Obsahuji obvykle jeden parietalni Zlutozelené zbarveny
chloroplast s napadnym pyrenoidem. V plastidech se viibec neobjevuje chlorofyl ¢ ani
fukoxantin. Z tohoto diivodu se buriky jevi Zlutozelené az zelené a mohou se €asto plést se
zelenymi fasami. Hlavnim pigmentem je chlorofyl a a jako hlavni pfidatny pigment se v

plastidech vyskytuje violaxantin. Dal§im ptidatnym pigmentem je -karoten, zeaxantin a
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vaucheriaxantin. Vaucheriaxantin byl zatim nalezen pouze u tfidy Raphidiophyceae,
Xantophyceae a Eustigmatophyceae.

Sexualni rozmnoZovani nebylo u této skupiny doposud pozorovano. Buiiky se déli
nepohlavné pomoci nepohyblivych autospor nebo pohyblivych zoospor (Hibberd & Leedale,
1971). Zoospory maji obvykle jeden bicik a dveé bazalni téliska (rod Pseudocharaciopsis ma
dva biciky u zoospor) a vétsinou i velké stigma uloZené mimo chloroplast (z toho pochazi
oznacCeni celé skupiny ,, Eustigmatophyceae* - pravé stigma, Hibberd & Leedale, 1971.)

U této skupiny se vyskytuje také struktura zvana ,, reddish globule* neznamé funkce
a neznamého sloZeni. Zasobni latka také zatim neni znama (Santos, 1996). Zastupci t¥idy
Eustigmatophyceae se vyznacuji velkym obsahem nenasycenych mastnych kyselin, obzvlasté
eikosapentenové kyseliny (EPA), a jsou proto intenzivné zkoumani pro priimyslové vyuZiti

(Apt & Brehmens, 1999).

2. Morfologické znaky Eustigmatofyt

Soubor vyraznych znaki, které miizeme u tfidy Eustigmatophyceae pozorovat ve
svételném a elektronovém mikroskopu, jsem sestavila pro vétsi prehlednost dal$iho textu.
Cerpala jsem hlavné od autorda Wehr a Sheath (2003), Van den Hoek et al. (1995), Kalina a
Varia (2005) a z ¢lank citovanych p#imo v textu.

Biciky: pouze jeden bi¢ik je umistén subapikalné. Dvé bazalni téliska jsou ale vzdy pfitomna.
Bicik, ktery je opatfen mastigonematy (tripartitni tubularni glykoproteiny), sméfuje dopiedu
buriky. U rodu Pseudocharaciopsis (Lee & Bold) maji zoospory dva bi¢iky. Bicik s
mastigonematy smétuje stale doptedu a druhy bicik je nahy a pfi plavani sméfuje do strany
nebo dozadu. Pfechodna zéna pleuronematického bi¢iku obsahuje helikoidalni strukturu a na

bazi je vzdy zdufely.

Plastidy: v buiice je vétSinou jen jeden Zlutozeleny chloroplast. Chloroplasty maji &tyti
obalné membrany. Tylakoidy jsou v nich uspofadany v lamelach po ttech jako u vsech
Chromofyt, ale na rozdil od vétsiny tfid této skupiny nemaji véncovou lamelu (soubor
tylakoidt jdouci pod povrchem celého chloroplastu). Svrchni membrana plastidu obvykle

tvoti kontinuum s jadernou membranou u vegetativnich bunek, ale ne u zoospor.

Pyrenoid: vegetativni buiiky maji velky polygondlni pyrenoid (pokud se u nich vyskytuje)
mimo chloroplast, se kterym je pouze spojeny stopkou. Matrix pyrenoidu neni penetrovana
membranami plastidu nebo tylakoidy. Pyrenoid je obalen vacky s jemné vrstevnatym

obsahem. Zoospory pyrenoid neobsahuji.



Stigma: Eustigmatophyceae maji velké extraplastidialni (umisténé mimo chloroplast) stigma.
Lezi v predni ¢asti buiiky a mé oranZovocervené zbarveni. Sklada se z nepravidelnych globuli
bez obalnych membran a cely komplex stigmatu také neni obalen Zadnou membranou
(Hibberd & Leedale,1971). Strukturné je stejné jako stigma krasnoocek, ale fotoreceptivni

mechanismus se od nich pravdépodobné lisi.

Zoospory: vétsinou protahlé ale i kulovité pohyblivé buriky, které slouzi k nepohlavnimu
rozmnoZovani. Nemaji bunéénou sténu a pyrenoid. U vétSiny druhi se nevyskytuje

v zoosporach ani Golgiho komlex. Chloroplast je obvykle jeden a zabira dvé tretiny
posteriorni ¢asti buiiky. Zoospory obsahuji stigma a vét§inou jeden bi¢ik. K rozmnoZovani

zoosporami dochdzi méné ¢asto nezZ pomoci autospor.

Autospory: nepohyblivé buriky bez schopnosti tvorby bi¢iku, které maji buné¢nou sténu.

Nejcastéjsi zpiisob rozmnoZzovani u tiidy Eustigmatophyceace je pravé pomoci autospor.

3. Taxonomické ¢lenéni
V této kapitole uvadim soucasné poznatky o taxonomii a vyvoji uvnitf t¥idy
Eustigmatophyceae. U deviti vybranych rodi popisi zékladni charakteristiku s dirazem na

ultrastrukturni znaky a ekologii.

Rise: Chromalveolata
Oddé¢leni: Stramenopila (Hackett)
Ttida: Eustigmatophyceace (Hibberd & Leedale)
Rad: Eustigmatales (Hibberd)
Hibberd (1981) rozdélil Eustigmatales ptivodné do ¢tyr ¢eledi hlavné na zakladé

Pozdgji byla pfidana jesté pata ¢eled Hegewaldem et al. (2007).

e FEustigmataceae (Hibberd): Do této Celedi patii rody Eustigmatos (Hibberd), Vischeria
(Pascher) a Pseudostaurastrum (Chodat), které se vyznacuji tvorbou zoospor s jednim
bi¢ikem.

e Pseudocharaciopsidaceae (Lee & Bold): Rod Pseudocharaciopsis (Lee & Bold) tvoii
zoospory se dvéma biciky.

e Chlorobotryaceace (Pascher): Celed’ tvoti rod Chlorobotrys (Bohlin). Zoospory
netvofi.

e Monodopsidaceae (Hibberd): Rod Monodopsis (Hibberd) a Nannochloropsis
(Hibberd) se také vyznaduje absenci zoospor v Zivotnim cyklu.

e Loboceae (Hegewald): Jedinym rodem této ¢eledi je Pseudotetraédriella (Hegewald),

ktera tvoii zoospory s jednim bi¢ikem a bez stigmatu.
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Toto ¢lenéni vsak v sou¢asné dobé neodpovida molekularné fylogenetickym
poznatkiim a neda se podle néj rekonstruovat vyvoj uvnitt skupiny. Pro zakladni ptehled

soucasnych poznatkiim uvadim fylogeneticky strom od Hegewald et al. (2007), obr. 1.

Ochromonas danica M32704

Ochromonas sp. CCMP 1278, U42382

Spumella elongata CCAP 995/1, AJ236859 Chrysophyceae and

Synurophyceae
Chrysosaccus sp. CCMP285, AF044845

1
00 95/1{ Maflomonas papilfosa CCMP A380, M55285
4

¢ Synura uvella CCMP 871, U73222
10096 Nannochloropsis fimnetica SAG 18.99, AF251496
99,:; Nannochloropsis granulata CCMP 529, U41092
94778 15501001 Nannochioropsis salina CCAP849/2, AF045046
” 100’2 ﬁ Nannochloropsis gaditana CCMP536, AF045040
39/09 Monodopsis subterranea UTEX 151, U41054
107:000 9:{: Pseudotetraedriella kamiilae SAG 2056, EF044311 Eustigmatophyceae
Pseudocharaciopsis minuta UTEX 2113, U41052

100/100
(9854 109 3601100 { EUStigmatos magna CCMP 387, U41051
100 [

Vischeria helvetica UTEX 49, AF045051

100/100
100 100/100 Pseudostaurastrum limneticum SAG 14.94, EF044312

{00 Pseudostaurastrum enorme SAG11.85, EF044313

Scytosiphon lomentaria D16558
100/100
106

Chorda tomentosa 1.43056

Saccorhiza polyschides 1.43059 Phaeophyceae

Dictyota dichotorna AF350227

Bumilferiopsis filiformis UTEX 309, AF083398

99/98

100 Botrydium stofoniferum UTEX 156, U41648

Tribonema aequale UTEX 50, M55286

Xanthophyceae
Heterothrix debilis UTEX 155, U43277

e dlid Botrydiopsis intercedens UTEX 296, U41647

Heterococcus caespitosus UTEX 385, AF083399
— Q.01 substitutions/site

Obr. 1: Na zastupcich tfidy Eustigmatophyceae, pfibuznych heterokontnich fasach, dvou druzich rodu
Pseudostaurastrum a druhu Pseudotetraédriella kamillae byla provedena parsimonicka analyza 18S oblasti
ribosomalni DNA. Jako sesterska skupina byly vzati zastupci tfidy Bacillariophyceae. Zvyraznéné vétve
fylogenetického stromu jsou podpoieny boostrapem > 0,8 (Hegewald et al., 2007)

a. Nannochloropsis (Hibberd)

Rod Nannochloropsis tvofi sesterskou skupinu cladu Monodopsis/ Pseudote-
traédriella. Vyznacuje se jednoduchou morfologii. Buriky jsou prevazné kulovité (obr. 2).
Uréeni druhu ve svételném mikroskopu se z tohoto diivodu stava ¢asto nemoZnym a proto je

navrhovan molekularné druhovy koncept (Krienitz et al., 2000).



Obr. 2: fotografie Nannochloropsis limnetica
ze svételného mikroskopu, méfitko=10 um
(Fietz et al., 2005)

Buriky Nannochloropsis jsou kokalni a velké okolo 5 um. Znamé jsou primarné
z moftského prostiedi, ale v nedavné dob& byl popsan i sladkovodni druh N. limnetica
(Krienitz et al., 2000) z rybniku a mé&lkého jezera v Némecku a posléze byl nalezen i
v Bajkalském jezete (Fietz et al., 2005) a v nékolika jezirkach v Severni Dakoté a Minnesoté
(Fawley et al., 2007). U N. limnetica izolovaného z Bajkalského jezera bylo jako u prvniho
zastupce tfidy Eustigmatophyceae popsano klidové stddium (Fietz et al., 2005).

Vzhledem k tomu, Ze vétSina zastupcti tiidy Eustigmatophyceae je primarné
sladkovodnich, zda se, Ze mofské druhy Nannochloropsis se pivodné vyvinuly ze
sladkovodniho pfedka (Fawley et al., 2007). Podle molekularnich analyz 18S rDNA a rbcL
sekvenci, dnesni sladkovodni linie naopak tvoii monofyletickou skupinu vzniklou z moiského
rodu (Fawley et al., 2007). Nannochloropsis tedy moZna sekundarné osidlil sladké vody a
ponechal si nékteré vlastnosti, které ho zvyhodriuji ve studeném prostiedi. Jeho nalezy ze
sladkovodnich biotopti (z Némecka, Severni Ameriky i Bajkalského jezera) jsou vzdy spojeny
se zimni aZ ran€ jarni sezonou (Fawley et al., 2007).

Moftské druhy jsou vzdy jednobunééné a rozmnoZzuji se délenim. ,,Reddish globule* a
zrnité inkluze se vyskytuji vZdy aspoii v néjakych pozorovanych buiikach a se stafim kultury
jich pfibyva (Suda et al., 2002). Buiiky maji kulovity, hruskovity az valcovity tvar. Obsahuji
vétSinou jednu mitochondrii a jeden Golgiho aparat. VSechny maji cytoplasmatické
membranové vacky, pyrenoidu podobny ttvar a vyraznou papilu vy€nivajici ven z bunééné
stény. Tato papila je unikatni znak rodu Nannochloropsis v ramci zastupcu tiidy
Eustigmatophyceae, ale jeji funkce je neznama. Tylakoidy jsou v chloroplastech uspofadany
v lamelach po tfech. Pfitomnost membranovych vacki a elektrondenznich €astic se velmi lisi
1 mezi buitkami jedné kultury a tak jednotlivé druhy nemohou byt s jistotou rozliSeny ani na
zaklade ultrastrukturnich snimki (Suda et al., 2002). Obr. 3 zobrazuje ultrastrukturu interfazni
buriky u M.oculata.
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Obr. 3: ultrastruktura Nannochloropsis oculata, zfetelné viditelny
jediny plastid a mitochondrie, P-plastid, N-jadro,
M-mitochondrie, vnéj§i membrana jadra (dlouha Sipka) a
povrchova membrana plastidu (kratka Sipka) jsou spojené a tvofi
kontinuum, méfitko= 200 nm (Murakami et al., 2009)

Sladkovodni druhy obsahuji jeden aZ dva parietalni Zlutozelené plastidy, ale bez
pyrenoidu. Buriky jsou tvarové rozmanité od kulovitych, ovalnych, kapkovitych az po srd¢ité.
,»Reddish globule* je pfitomna a je vyraznéjsi u vétsich bunék. Buriky obsahuji ovélné az
tyCovité bunééné vacky. Papila bunééné stény je rizn€ napadna u odliSnych izolovanych
kmenti (Fawley et al., 2007). Buné&¢na sténa je hladka, silna 10- 25 pm . Tylakoidy jsou
uspofadané v lamelach po tfech az ctyfech. Déleni probihd pomoci dvou az ¢tyt autospor,
které se uvoliiuji z mateiské buriky (Krienitz et al., 2000).

U kmenti izolovanych z Bajkalského jezera bylo pozorovano az osm chloroplasti v
burice a osm jader, jejichZ mnoZstvi koresponduje s velikosti buriky. Eustigmatofyta maji
obvykle jen jedno jadro. Mala lamava, tyCovita téliska jsou Casto pozorovatelnd v buiikéach.
Povrchova membrana plastidu tvofi kontinuum s jadernou membranou.

Nekteré mensi buiiky s tlustou, méné prostupnou bunécnou sténou jsou povaZzovany za
klidova stadia, protoZe z nich kli¢i jedina buiika misto n€kolika autospor (obr. 4). Tento

proces je srovnatelny s pucenim zelené fasy Marvania geminata (Hindak, 1976).



yoos "
Obr. 4: putici klidové stadium Nannochlorbpsis limnetica,
B-bakterie, mé&fitko=1 um (Fietz et al., 2005)

Zjistilo se, Ze Eustigmatophyceae a hlavné Nannochloropsis v planktonu Bajkalského
jezera jsou dobfe odlisitelni pigmentovym sloZenim od ostatniho planktonu, hlavné tfidy
Xantophyceae a Chlorophyceae. Vyznacuji se vysokym podilem chlorofylu a vici
violaxantinu a zaroveri nepfitomnosti diadinoxantinu. Diverzita a roz§ifeni sladkovodnich
druhtit Nannochloropsis je mozna stale podcenéna kvili jejich jednoduché morfologii, ale
pokud by bylo zkoumano i pigmentové sloZeni planktonu, tak by se mohlo ukazat, Ze jsou

wewr

sekvenovani, pfi kterém se molekularné analyzuji smésné vzorky planktonu.

Mitéza u Nannochloropsis

Nannochlorpsis oculata je prvni fasou z tiidy Eustigmatophyceae, u které bylo pomoci
elektronového mikroskopu pozorovano a poté popsano bunééné déleni (Murakami &
Hashimoto, 2009). Vysledky pomahaji oziejmit pribéh mitézy u jednobunéénych fas
s plastidem vzniklym sekundarni endosymbidzou. Eustigmatophyceae maji stejné jako ostatni
Stramenopila ¢tyfi plastidové membrany chloroplastu. U svrchni membrany hrubého
endoplasmatického retikula se pfedpoklada vznik z vakuolarni membrany fagocytujici
hostitelské buriky. U druhé membrany pod ni se ptedpokladéd vznik z plasmatické membrany
symbiotické buriky (Cavalier - Smith, 2003). Obé vnitini membrany plastidu jsou homologni
s dvojitou membranou primarnich plastidt (Hashimoto, 1997). U mnoha stramenopilnich
druhti s jednim nebo dvéma plastidy je nejsvrchn€js$i membrana plastidu spojena s
membranou jadra a tvofi kontinuum uzavirajici jadro spolu s plastidem ¢i plastidy (Van den
Hoek et al., 1995).

V interfazi u N. oculata je jadro a jeden plastid také spojené kontinuem svrchnich
membran jadra a plastidu, a tim padem se vnitfni membréna jadra a druha svrchni membrana
plastidu na ur¢ité plose dotykaji. V profazi Murakami a Hashimoto (2009) pozorovali

sudovité polové télisko, ze kterého sméfuje mnoho mikrotubuli smérem k jaderné membrané
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a na opanou stranu do cytoplasmy. Povazuji proto tento utvar za druh MTOC (microtubule
orginizing center). Délici vieténko je uzavieno jadernou membranou, takZe se jedna

0 uzavienou mitézu. V metafazi uz ale sudovité télisko popsané v profazi nepozorovali.
Vyskytoval se zde utvar ve tvaru pismene L, ktery oznacéuji jako bumerangovité télisko,

a z kterého vystupuje mnoZstvi mikrotubuld. Usuzuji proto, Ze tento utvar je také typem
MTOC. Od sudovitého téliska se ale 1i§i tvarem a lokalizaci. Je mozné, Ze piivodni télisko
prodélava zmény pfi ptechodu z profaze do metafaze. Neni ale zatim mozné fici, jestli se
jedna o ten samy utvar, ktery pouze prochazi zménou, nebo o zcela jinou strukturu (Murakami
& Hashimoto, 2009).

V posledni fazi mitdzy nejdfive dokoncuje déleni vnitini membrana jadra a az poté
vnéj$i membrana jadra. Obé membrany se za¢inaji délit najednou, ale vné€j§i membrana zahy
zaostava. Uvazuje se o tom, Ze se membrany déli pomoci jinych mechanismt. Vnitini
membrana je mozna ovladana faktory uvnitf jadra a vnéj§i membrana mozna faktory
z cytoplasmy (Murakami & Hashimoto, 2009). Pofadi déleni jadra a plastidu neni pfesné
uréeno. NejdFive se miiZe rozdélit jadro anebo naopak plastid.

Takto neobvykly zptisob mitdzy nebyl jesté popsan u Zadné stramenopilni skupiny. Je
potieba dal§iho zkoumani, které by pomohlo vysvétlit evoluéni proces sekundarni

endosymbidzy (Murakami & Hashimoto, 2009).

b. Pseudotetraédriella (Hegewald)

Hegewald ( 2007) popsal jako novy druh fasu Pseudotetraédriella kamillae (Hegewald
& Padisak). Hegewald (2007) sice vytvoril i novou ¢eled’ Loboceae, kam pattila jen
P. kamillae, ale na zakladé fylogenetickych dat se takové rozdéleni nezda opodstatnéné.
Pseudotetraédriella byla asto v ekologickych studiich zaménovana za zastupce tfidy
Xantophyceae nebo zelené fasy z tfidy Chlorophyceae. Morfologicky se svymi ¢tyfmi laloky
podoba rodu Pseudostarastrum, ale na zakladé 18S rDNA je nejvice pfibuzna druhu
Monodopsis subterraneus (Petersen). Tyto druhy se od sebe ale ekologicky i morfologicky
vyznamné li§i. M. subterraneus je druh aerofyticky a P. kamillae je druh planktonni, typicky
pro studend roéni obdobi (vysoce sezonni). NejvétSich abundanci dosahuje v mirném pésu od
ledna do dubna. Pravdépodobné dokaze vyuzit Ziviny nejlépe v dob€ jarniho michani nez se
vytvofi letni stratifikace (Hegewald et al., 2007).

Buriky jsou jednotlivé s pravidelnymi laloky, jejichz tvar je ale podminén stavem
a podminkami v péstované kultuie (Hegewald et al., 2007). Pfitomen je jeden chloroplast v
mladych buiikach a ve star$ich buiikach jeden nebo dva chloroplasty bez pyrenoidu. Velikost
bunék se pohybuje mezi 3-7 pm. RozmnoZuji se nepohlavné zoosporami s jednim bicikem a

bez stigmatu. Autospory nebyly zatim pozorovany. Bunééna sténa se jevi hladkd. V Zivotnim
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cyklu je pfitomno kulovité klidové stadium (Hegewald et al., 2007).

Obr. 5: morfologie druhu Pseudotetraédriella
kamillae (SAG 2056, EF 044311), fotografie ze
skenovaciho elektronového mikroskopu (Hegewald et
al., 2007)

c. Monodopsis (Hibberd)

Rod Monodopsis tvoti spoleény clade s rodem Pseudotetraédriella. Monodopsis tvoii
samostatné, asymetrické, 5-10 um dlouhé buriky. Netvofi zoospory a mnoZi se autosporami.
Na obr. 6 miiZeme pozorovat spojeni chloroplastové a jaderné membrany u M. subterraneus.
M. subterraneus je pidni fasa vyskytujici se acrofyticky (Hegewald et al., 2007), ale i
epifyticky a v metafytonu dystrofnich nadrzi (Wehr & Sheath, 2003).

Obr. 6: spojeni chloroplastové a jaderné
membrany u Monodopsis subterraneus (3ipka),
N-jadro, Nu-jadérko (Santos, 1996)

d. Eustigmatos (Hibberd)
FEustigmatos (Hibberd) tvoii kulovité buriky s hladkou buné¢nou sténou. Obvykle ma
jeden parietalni chloroplast a extraplastidialni polygonalni pyrenoid. Obr. 7C ukazuje

chloroplasty bez véncové lamely u E.vischerii. RozmnoZuje se zoosporami s jednim bi¢ikem
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a stigmatem. V pfirodé se vétsinou vyskytuje v ptidé nebo na povrchu pidy (Wehr & Sheath,
2003). Obr. 7A a 7B znazortiuji zoospory a vegetativni buiiku (Neustupa & Némcova, 2001).

Obr. 7: Eustigmatos vischeri: 7A- zoospory s jednim bi¢ikem (Neustupa & Ncové,2001), i
7B- vegetativni kulovita buitka (Neustupa & Némcova, 2001), 7C- chloroplasty bez véncové lamely
(Santos, 1996)

e. Vischeria (Pascher)

Morfologicky velmi podobna fasa rodu Eustigmatos je rod Vischeria. Vischeria je
charakterizovana pfevazné svymi zoosporami s jednim bi¢ikem a schopnosti tvofit
polyedrické buriky (Hibberd, 1990), které ale mohou byt pomérné vzacné (Neustupa &
Némcova, 2001). Eustigmatos a Vischeria tvoii spolecny clade.

Vischeria ma bud’ kulovité (7-14 um), nepravidelné polyedrické (7-9 pm v priméru)
az ovalné burky (Sitka 5,5-8 um, délka 8-20 pm). Morfologické tvary druhu Vischeria sp.
vyobrazuji obr. 8A-8C (Neustupa & Némcova, 2001). Z autospor a zoospor (obr. 8D) vznikaji
v naprosté vétsin€ piipadt mladé kulovité buiiky. Polyedrické buriky se vyskytuji zfidka a
obecné jsou mensi neZ buriky kulovité. Dospélé buriky se prodluzuji a ve starych kulturach
najdeme vétSinu ovalnych bunék. Kulovité buriky maji prakticky stejné rozméry a strukturu
jako vegetativni butiky E. vischeri a jsou od sebe nerozeznatelné (Neustupa & Némcova,
2001).

S

Obr. 8: Vischeria sp.: 8 A-polyedricka buiika, 8B-ovalna buiika, 8C-kulovitéa burika, 8D-zoospory s
jednim bi¢ikem (Neustupa & Némcova, 2001)
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Obr. 9: vnitini stavba Vischeria punctata,
Py-pyrenoid, C-plastid, N-jadro (Santos, 1996)

Vischeria obsahuje polygonalni pyrenoid spojeny stopkou s jedinym parietalnim
chloroplastem (obr. 9). Plastid ma sloZitou strukturu tvofenou mnoha laloky.

V dospélych burikach je patrna napadna ,,reddish globule®. Pti déleni ziska ,,reddish globule*
vZdy jedna z autospor.

Rasa se déli pomoci zoospor nebo dvou aZ osmi autospor. Ovalné buiiky tvoii vétinou
jen dvé autospory. Nahé zoospory maji jeden parietdlni chloroplast a v apikalni ¢asti velké
napadné stigma (Neustupa & Némcova, 2001).

Zastupce rodu Vischeria nalezneme v planktonu a metafytonu dystrofnich

a mesotrofnich rybnikd, potokd nebo chranéného litoralu jezer (Wehr & Sheath, 2003).

f. Chlorobotrys (Pascher)

Chlorobotrys tvoti kulovité buiiky o priméru 12,5 pm. Jedna nebo dvé buriky jsou
obaleny ve slizovité pochvé a tvofi kolonie dvou aZ 32 bunék. Slizovita pochva je vrstevnata
a shluky kolonii mohou tvofit slizovité utvary o velikosti nékolik mm. Buiiky netvoii
zoospory a nebyla pozorovana ani klidova stadia.

V burice je ptitomen jeden parietalni chloroplast a typicky eustigmatofytni pyrenoid.
Membrany plastidu a jadra nejsou spojené ( Hibberd, 1972).
Chlorobotrys zije v planktonu kyselych raselinist’ a slatini$t’ nebo miZe byt pfichyceny

na kamenech (Wehr & Sheath, 2003).

g. ,Pseudocharaciopsis “
Rod ,,Pseudocharaciopsis “ byl pivodné povaZovan za rod Pseudocharaciopsis,

protoZe je morfologicky téméf totoZzny. Na zakladé molekularnich dat se ale zjistilo, Ze je
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soucasti nové hluboké linie v ramci Eustigmatofyt a bude nutné pro néj vytvofit novy rod
(Elias, osobni sdéleni). Je charakterizovan tvorbou pfisedlych vegetativnich bunék a zoospor
se dvéma biciky. ,,Pseudocharaciopsis “ se vyskytuje ve dvou zékladnich morfotypech:
kapkovité volné buriky na pevném médiu a na stopce upevnéné buriky v tekutém médiu.
Morfotypy jsou znazornény obr. 10A az 10C u druhu ,, Pseudocharaciopsis ovalis *
(Neustupa & Némcova, 2001). Kapkovité buiiky mohou byt nékdy zakulacené se ztlustélou

bunéénou sténou.

Obr. 10: ,, Pseudocharaciopsis ovalis“: 10A-ptisedla buiika, 10B-volna buiika, 10C-pfisedla
burika, 10D- zoospora se dvéma bi¢iky (Neustupa & Némcova, 2001)

Stopka, kterou se drzi ptisedlé buiiky na substratu, je odvozena od bunééné stény.

U mladych bunék vzniklych ze zoospor je stopka kratka a tlusta, zatimco u star§ich bunék se
prodluzuje a zestihluje. Buiiky obsahuji nékolik parietalnich chloroplasti. ,,Reddish globule*
se vyskytuje u vétsiny vegetativnich bunék (Neustupa & Némcova, 2001).

RozmnoZuji se zoosporami (obr. 10D), které jsou nahé s jednim nebo dvéma
parietalnimi plastidy v posteriorni ¢asti buriky. Zoospory maji dva biciky, ale jeden z nich je
pouze rudimentarni.V anteriorni ¢asti zoospory je snadno viditelné extraplastidialni stigma.
Buiiky se déli pomoci dvou az 16 autospor. Osm autospor je nejcastéjsi pocet. Autospory maji
nepravidelny nebo kapkovity tvar a pravdépodobné je dokazi tvofit jen volné Zijici kapkovité
buriky (Neustupa & Némcova, 2001).

»Pseudocharaciopsis “ byl nalezen ve sladkovodnich nebo aerofytickych habitatech.
Do sladkovodnich habitati se miize moZna dostat inokulaci napt. pomoci vétru
z aerofytickych habitath jako u druhu ,,Pseudocharaciopsis ovalis “ (Neustupa & Némcova,
2001).

h. Pseudocharaciopsis (Lee & Bold)

Pivodni rod Pseudocharaciopsis ma velmi podobnou morfologii rodu
»Pseudocharaciopsis“, ale je sestersky cladu Eustigmatos/ Vischeria. Zoospory maji dva
bi¢iky a na obr. 12 miiZeme vidét dvé bazalni téliska u P minuta. Jeden bicik je dlouhy,
pleuronematicky. Druhy biéik je kratky, hladky, asi tfikrat uzsi neZ pleuronematicky a nema
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Zadnou ztlustlinu (Lee & Bold, 1973). Ptisedl4 burika je jasné zobrazena na obr. 11.

P = A g
Obr. 11: vnittni stavba ptisedlé Obr. 12: prifez bazalnimi t&lisky a helikoidalni
buitky Pseudocharaciopsis struktura (3ipka) u Pseudocharaciopsis minuta (Santos,
minuta, C-chloroplast, 1996)

Py-pyrenoid, N-jadro, W-buné¢na

sténa (Santos, 1996)

f

i. Pseudostaurastrum (Chodat)

Podle molekularnich analyz 18S rDNA provedené Hegewaldem et al. (2007) se zda, Ze
Pseudostaurastrum enorme a P.limneticum tvofi sviyj vlastni clade, sestersky ke viem
ostatnim skupinam. Do tohoto cladu také patfi velké mnoZstvi planktonnich druhd
Eustigmatofyt, které zatim nejsou popsany (Bailey et al., 2008). Mimo jiné mezi né patfi
Goniochloris sculpta dtive fazeny mezi Xantophyta. Na zakladé t€chto poznatki se tfida
Eustigmatophyceae déli na dvé velké skupiny.

Pseudostaurastrum tvofi buiiky se ¢tyfmi nepravidelné rozvétvenymi, silné zafizlymi
laloky (obr. 13). Bunky P.limneticum méfi v priméru 20-25 pm a mohou mit i vice nez Ctyfi
laloky, n€kdy dokonce jen tfi. Laloky se jednou az tiikrat dichotomicky déli a mohou
dosahovat délky 12 pm. V mladych vegetativnich buiikach jsou vyplnény cytoplasmou a
plastidy. Chloroplasty maji cockovity tvar a je jich velké mnozstvi. Jsou uloZeny prevazné

parietalné. Plastidy neobsahuji pyrenoid a vnéj$i membrana neni nikdy spojena s jadernou
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vnéjsi membranou (Schnepf et al., 1995-1996).

Rozmnozuji se vytvofenim ¢tyf nahych zoospor s jednim bi¢ikem z jedné mateiské
buriky, ktera se zakulacuje a pozdgji jeji bunééna st€na praska pod tlakem rostoucich zoospor.
Ty jsou pohyblivé jen tfi az pét minut a neobsahuji typické extraplastidialni stigma. Poté
za€nou tvotit laloky a na zavér se obali bunéénou sténou. Tento proces trva 3-12 minut.
Zoospory obsahuji mnoho chloroplasti stejn€ jako vegetativni buriky. Absence stigmatu je pro
zastupce tfidy Eustigmatophyceae neobvykla, ale uvazuje se, Ze butiky moZna prestaly stigma
potiebovat. Zoospory jsou totiZ mobilni jen po velice kratkou dobu. Schnepf et al. (1995-
1996) nalezli Gtvary na bazi biciku, o kterych se domnivaji, Ze by mohly byt poziistatky
stigmatu. Pseudostaurastrum tak mozna stigma druhotné ztratilo (Schnepf et al., 1995-1996).

Pseudostaurastrum se vyskytuje v planktonu dystrofnich jezirek a nadrzi nebo
v planktonu mesotrofnich rybniki a jezer. MtiZe se vyskytovat i metafyticky spole¢né
s raSelinikem Sphagnum (Wehr & Sheath, 2003).

Obr. 13: Pseudostaurastrum sp.,
plankton, lokalita Cep u Tfeboné

4. Diskuze

Zastupci cladi Nannochloropsis a Pseudotetraédriella/ Monodpsis se vyznacuji
pfitomnosti jednoho az dvou plastidl ve vegetativnich buiikach. Pouze u jednoho kmene
Nannochloropsis limnetica izolovaného z Bajkalského jezera bylo pozorovéno az 8 plastidi v
burice. U zastupcii téchto cladi plastidova membrana tvoii obvykle kontinuum s jadernou
membranou. Polygonalni, typicky eustigmatofytni pyrenoid nebyl v burikach nalezen, ale u
rodu Nannochloropsis se vyskytuji Casto pyrenoidu podobna téliska, u kterych ale nemtizeme
s jistotou potvrdit, Ze je to opravdu pyrenoid.

Druh Pseudotetraédriella kamillae a Nannochloropsis limnetica (kmen z Bajkalského
jezera) se jako jediné dva dosud znamé druhy vramci Eustigmatofyt vyznacuji tvorbou
klidovych stadii. Rod Narnnochloropsis a Monodopsis se rozmnoZuji pomoci autospor,

zatimco rod Pseudotetraédriella se déli pomoci zoospor a autospory u néj nebyly zatim
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pozorovany. Zoospory maji jeden bi¢ik a neobsahuji extraplastididlni stigma. Stavba zoospor
se nejvice podoba stavbé zoospor zastupci cladu Pseudostaurastrum. Tyto dva rody ale
nejsou fylogeneticky blizké.

Pseudostaurastrum tvofi sesterskou skupinu ke zbytku Eustigmatofyt a vykazuje velké
rozdily v ultrastrukturnich znacich. Buriky obsahuji mnoho ¢ockovitych plastidi bez
pyrenoidu. Plastidy a jadro nejsou spojeny membranami. RozmnoZuje se pomoci zoospor
s jednim bic¢ikem a bez stigmatu. Zoospory obsahuji mnoho chloroplasti jako vegetativni
buriky.

Zastupci cladu Eustigmatos/ Vischeria si jsou ultrastrukturné velmi podobni. Oba rody
maji obvykle jeden plastid s napadnych extraplastidialnim pyrenoidem. Tvofi také zoospory
s jednim bi¢ikem a stigmatem.

V3ichni zéstupci tfidy Eustigmatophyceae jsou kokélni fasy s jednoduchou morfologii,
kterd znemoZiiuje snadné uréeni a zafazeni. [ ultrastrukturné si jsou nékteré rody a druhy
velice podobné. V soucasnosti je k popsani vztahl v ramci tiidy nutny tzv. polyfazicky
pristup, ktery kombinuje znalosti molekularnich dat, ultrastruktury, Zivotnich cykli

i morfologie a ekologie.

5. Mastné kyseliny

Ttida Eustigmatophyceae je vyznamna vysokym obsahem esencialnich @- 3 mastnych
kyselin, zejména EPA (eikosapentenova kyselina, 20:5(n-3), tj. dvacetiuhlikaty fetézec s péti
cis dvojnymi vazbami, prvni dvojna vazba je na tfetim uhliku od omega konce). Tyto mastné
kyseliny s dlouhym fetézcem mohou sniZit smrtelna rizika koronarnich srde¢nich onemocnéni
(Simopoulos, 1991) a jsou nezbytné pro vyvoj mozku, retiny a nervového systému (Innis,
1992).

Clovek piijima eikosapentenovou kyselinu konzumaci moiskych ryb (losos, makrela,
sardinka), které ji ziskavaji poziranim fas. EPA je poté sloZkou rybiho tuku, coZ je zdroj
dostate¢né kvalitni pro lidskou vyZivu, ale nedostadujici pro farmaceutické ucely. Rybi tuk je
smési mnoha mastnych kyselin a extrakce EPA je velice finanéné nakladna. Proto jsou
zpusoby kultivace fas s vysokym obsahem EPA pfedmétem intenzivniho zkoumani ve snaze

ziskavat kyselinu pfimo z jejich primarnich producentt, tj. fas (Cohen, 1999).

a. EPA v Nannochloropsis

Rod Nannochloropsis se pouziva jako slozka uméle vytvoteného potravniho fetézce
pouzivaného pro chov ryb. Nannochloropsis se kultivuje jako potrava pro vitniky a krevety,
kterymi je krmen rybi potér. Je to také potencionalni dileZity pfimy zdroj - 3 mastnych
kyselin pro lidskou vyZivu. EPA je u rodu Nannochloropsis podstatnou soucasti galaktolipidii
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(monogalaktosyldiacylglycerol), ale také fosfolipidii (fosfatidylglycerol, trimethyl-
homoserin).

Zménou ristovych podminek 1ze u jednobunéénych fas docilit zvysené syntézy
mastnych kyselin (Shifrin, 1981). V optimalnich riistovych podminkach totiZ fasy produkuji
hlavné proteiny potfebné pro riist. V suboptimalnich podminkach akumuluji lipidy
a uhlovodiky. Toho se vyuziva v primyslové produkci.

V Japonsku se tato fasa kvili rybimu potéru kultivuje velkoplosné v diisledku stale
vetsi celosvétové poptavky po moiskych rybach. Proto je mimo jiné kladen velky tlak na
zefektivnéni produkce fas obsahujicich EPA a jejich primyslové a komeréni vyuziti.
Kultivaéni podminky jsou ménény riiznymi zptisoby, napf. pfidanim travicich enzymi do
kultury Nannochloropsis, které odstrani vétsinu obalt buriky, vede k zefektivnéni této fasy

jako zdroje potravy pro bezobratlé v potravnich fetézcich (Seto, 1992).

b. Produkce EPA v Monodopsis subterraneus

EPA tvoii 20-37 % vSech mastnych kyselin této fasy (Cohen, 1994). Nejvice je
zastoupena v galaktolipidech. Déle tvoii vcelku velkou ¢ast fosfolipidd a v mensi miie je
i soucasti triacylglycerolti. MnozZstvi EPA i ostatnich mastnych kyselin stoupa pfi péstovani
kmenti za nizkych svételnych intenzit. Obsah EPA tedy roste se stoupajici hustotou bunék
v kultufe. Nejvyssi obsah EPA byl zaznamenan na konci faze exponencialniho ristu populace,
kde se rist zpomaluje.

EPA je hlavni soucasti galaktolipdi, které tvoii soucast fotosyntetickych membran.
Adaptace na stin pfi vysoké hustoté populace se projevuje zvySenou syntézou
fotosyntetickych komplexii. Zvyseni obsahu EPA pfi vy$§im zastinéni by mohla byt
fotoadaptivni reakce na nedostatek svétla.

Browse a Somerville (1994) studovali biosyntézu lipidl u vysSich rostlin. Tento
sloZity proces se sklada z mnoha reakci pohanénych desaturazami, acylazami, trans-
acylazami a mnoha dal8imi enzymy. Navic mnoho téchto enzymi se vyskytuje ve dvou
formach: prokaryotické v chloroplastu a eukaryotické na endolpasmatickém retikulu. Pies tyto
cenné informace se toho vi méné o syntéze mastnych kyselin s dlouhym fetézcem, jelikoz
vy$3i rostliny neprodukuji kyseliny s vice nez 18 uhlikovymi atomy.

Khozin-Goldberg et al. (2002) se zabyvali biosyntézou EPA u M. subterraneus a je
ziejmé, Ze biosyntéza mastnych kyselin je komplikovanéjsi nez u vyssich rostlin . Mastné
kyseliny se lisi pfitomnosti dal$ich péti dvojnych vazeb a ¢tyf atomi uhliku. Autofi pouzili
rizné inhibitory pro objasnéni biosyntetické drahy. Z jejich vysledki vyplyva, Ze hlavni cesta
syntézy EPA u M. subtearraneus jde ptes o-6 mastné kyseliny. UvaZzuje se o tom, Ze pokud by

se podatilo ovlivnit pomér prokaryotické a eukaryotické cesty syntézy, mohlo by se to vyuzit
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ke zvySeni obsahu EPA. Pfesto je v tomto procesu jesté pfilis mnoho neznamych, které zatim
znemoZiiuji pouziti genového inZenyrstvi. Predpoklada se navic, Ze syntéza EPA neni

kédovana jen jednim genem (Cohen, 1999).
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lll. PRAKTICKA CAST

1. Uvod

V praktické ¢asti bych rada srovnala ultrastrukturni znaky vegetativnich bunék kmene
E4f, ktery patii mezi Eustigmatofyta, a kmene Ophiocytium maius (Négeli), (CCAP 855/1),
u kterého je fylogeneticka pozice nejasna. Ophiocytium maius je tradi¢né fazeno do tfidy
Xantophyceae, ale Ehara et al. (1997) provedli analyzu mitochondrialniho cox 1 genu a fadi
O. maius (CCAP 855/1) do tfidy Eustigmatophyceae. AvSak molekularni analyzy provedené
na dvou plastidovych genech rbcL a psaA téhoz kmene, Maistrem et al. (2007), fadi O. maius
do tfidy Xantophyceae. Diikladné prozkoumani ultrastrukturalnich znakd O. maius (CCAP
855/1) a srovnani s typickym eustigmatofytnim zastupcem miZe pfispét k objasnéni
fylogenetické pozice tohoto kmene.

Na zéklad€ vyraznych odli$nosti v ultrastruktute vegetattivnich bunék i zoospor byla totiz

tfida Eustigmatophyceae z tfidy Xantophyceae vy¢lenéna (Hibberd & Leedale, 1971).

2. Material a metody

Ophiocytium maius (Ndgeli), SAG 855-1, CCAP 855/1, UTEX 48, ATCC 30601, jsem
ziskala ze sbirky CAUP (Culture Collection of Algae of Charles University in Prague). Rasa
byla pé€stovana na pevném Bold Basal Médiu, BBM (Bischoff & Bold, 1963). Pro pozorovani
v transmisnim elektronovém mikroskopu jsem fasy fixovala 2 % glutaraldehydem v 0, 05
fosfatovém pufru, poté 1% oxidem osmicelym ve fosfatovém pufru a 1% octanem uranylu v
metanolu. Buiiky byly odvodnény ve vzristajici etanolové fad€, potom pievedeny do butanolu
a zality do Spurrovy pryskyfice s nizkou viskozitou (Spurr, 1969). Zalité bloc¢ky byly
nafezany diamantovym noZem, kontrastovany a pozorovany v transmisnim elektronovém

mikroskopu JEOL 1010.

Jako zastupce tfidy Eustigmatophyceae jsem pouZila tropicky kmen E4f izolovany
Jifim Neustupou v Malajsii. Tento kmen je sestersky k Fustigmatos/ Vischeria cladu.
Péstovany byl také na pevném BBM. Pro pozorovéni v elektronovém mikroskopu byly

vzorky E4f ptipraveny stejnym zplisobem, jaky jsem uvedla vyse.

3. Vysledky
Vegetativni burika Ophiocytium maius (CCAP 855/ 1) obsahuje vétSi mnoZstvi
relativné malych chloroplasta (obr. 14). Chloroplasty maji vyraznou véncovou lamelu

(obr. 15). Tylakoidy jsou v chloroplastech spojeny v lamelach po tfech (obr. 15). Mezi
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tylakoidy jsou umistény kulovité utvary, plastoglobuly (obr. 14). V blizkosti jadra se nachazi
centrioly (obr. 16). Bunééna sténa je $iroka 300-450 nm. Zbytek buriky je vyplnén vakuolami
se zasobni latkou (obr. 14, 15).

Vegetativni buitkka kmene E4f obsahuje lalo¢naty chloroplast (obr. 17). Plastidy
neobsahuji véncovou lamelu (obr. 19). Z chloroplastu vychazi napadny polygondlni pyrenoid
na stopce (obr. 20). Pyrenoid je vZdy mimo chloroplast (obr. 17). V burikach E4f se nachazi
typicka eustigmatofytni struktura ,,reddish globule®, sloZena z né¢kolika kapek (obr. 18).

4. Diskuze

Vy¢lenéni tfidy Eustigmatiophyceae bylo ptivodné zaloZeno zejména na rozdilech
v ultrastruktufe zoospor a vétsina star$ich studii se na n¢ zaméfuje. Napiiklad Hibberd a
Leedale (1971) popisuji ultrastrukturu nékolika kokalnich xantofytnich fas s dirazem na druh
Ophiocytium maius. Hibberd a Leedale (1971) neudavaji pfesné ¢islo zkoumaného kmene a
navic se zamétuji na zoospory, které jsem ja nepozorovala.

Ophiocytium maius pozorované Hibberdem a Leedalem (1971) tvofi trubkovité buriky
se stopkou, ktera slouzi k pfipevnéni k substratu. VéEtsinou jsou buriky spojeny s dal§imi
burikami, ale mohou byt i volné Zijici. Dochazi u nich k synchronni mitéze a buriky bézné
obsahuji 1, 2, 3, 4 aZ 16- 32 a vice jader. VétSina bunék obsahuje étyti jadra. Jadra jsou
uloZena centralné a maji kulovity aZ hruskovity tvar. Blizko jadra jsou lokalizovany dvé
centrioly. Chloroplastti je v burice n€kolik a jsou parietalné uloZené. Nemaji véncovou lamelu.
Pyrenoid neni pfitomny.

Ophiocytium maius (CCAP 855/1) je morfologicky velmi podobné vyse popsanému
kmenu. Také tvofi stopky a je pfichyceno na substrat. Tvar bunék je tubuldrni a zatoCeny.

U bunék jsem pozorovala nejvyse dvé az tfi jadra, ale vétSinou pouze jedno jadro. Kolikrat se
jadro rozdgli, nez dojde k cytokinezi miZe byt zpisobeno kultivaénimi podminkami, napf.
teplotou, sloZzenim média. Jadro ma spiSe ovalny aZ nepravidelny tvar.

Chloroplastti je nékolik a jsou parietaln€ uloZené. Na rozdil od Hibberda a Leedalea
(1971) kteti popisuji jednotlivé probihajici tylakoidy v chloroplatsu, jsem pozorovala
tylakoidy spojené v lamelach po tfech. Pivodné se ptedpokladalo, Ze Xanthofyta pyrenoidy
viibec nemaji (Hibberd & Leedale, 1971), ale pozdéji byly popsany u nekterych druht
pyrenoidy ve tvaru vyduté (,,bulging pyrenoids®), napt. u Bumilleriopsis filiformis (Némcova,
1999). Podobné pyrenoidy jsem u O. maius nepozorovala. Chloroplasty maji zietelnou
véncovou lamelu. Buiiky byly vyplnény velkym mnoZstvim zasobni latky uloZené ve vaécich
mimo chloroplasty.

Uvadim obecné srovnani zastupci téidy Xantophyceae a Eustigmatophyceae,
konkrétné s kmenem E4f. Vegetativni buiiky zastupci tfidy Eustigmatophyceae jsou kokélni
a obsahuji obvykle jeden lalo¢naty chloroplast (obr. 17). Na snimcich z elektronového
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mikroskopu se miiZe zdat, Ze chloroplastt je vice, ale jedna se vétSinou o rtizné profiznuté
laloky jednoho nebo dvou plastidii (pouze rod Pseudostaurastrum ma mnoho Eockovitych
plastidi). Mezi zastupce tfidy Xantophyceae patfi kokalni i vldknité fasy. Obvykle obsahuji
n€kolik aZ velmi mnoho diskovitych plastidi (obr. 14).

Pokud je v butice pfitomen pyrenoid, coZ je u zastupct tiidy Xantophyceae pomérné
vzacné, tak se vyskytuje ve vegetativnich buiikach i v zoosporach. Pyrenoid je napil zanoteny
v chloroplastu a je penetrovan tylakoidy, které jsou uloZeny v lamelach po tfech. Neni obalen
Zadnou zasobni latkou. U t¥idy Eustigmatophyceae, pokud ho maji, je pyrenoid pfitomny vzdy
jen u vegetativnich bunék. Je velky a napadny, polygonalni, na stopce &nici z plastidu
(obr. 20). Jeho matrix neprochazeji Zadné tylakoidy.

Zastupci tfidy Eustigmatophyceae se vyznacuji nepfitomnosti véncové lamely v
chloroplastu oproti tfidé¢ Xantophyceae, kde je véncova lamela obvykle, ale ne vzdy, pfitomna
(obr. 15, 19).

Zvlastni strukturou, ktera odlisuje tfidu Eustigmatophyceae od vSech ostatnich chromofytnich
skupin, je ,,reddish globule“(obr. 18).

Podstatné se obé tfidy 1isi ve struktufe zoospor. Zastupci tfidy Xantophyceae tvori
zoospory ovalné, bilateralné symetrické se Sikmo sefiznutym anteriornim koncem, zatimco
zastupci tfidy Eustigmatophyceae maji zoospory vyrazné protahlé a uzsi s ne tak jasnou
bilateralni symetrii. Jadro je hruskovité v anteriorni ¢4sti buriky, protahlé smérem k bazim
biciku bez spojeni s membranami plastidu. Jadro xantofytnich zoospor je vétsi a protahlé
k bazalnim ¢astem obou bi¢ikd. VZdy je spojeno s jednim nebo dvéma plastidy (Hibberd &
Leedale, 1972). Xantofytni zoospory obsahuji obvykle dva parietalni diskovité chloroplasty.
Naopak eustigmatofytni zoospory maji obvykle pouze jeden protahly chloroplast (Hibberd &
Leedale, 1971).

Vétsina zastupci tfidy Eustigmatophyceae, ktefi tvofi zoospory, ma jeden anteriorné
umistény bicik. Bi¢ik je pleuronematicky a na jeho bazi je ztlustlina, ktera tlaci na buriku
v misté uloZeni stigmatu. Stigma je velké, sloZzené z nepravidelného shluku elektrondenznich
kapek rizné velikosti, které nejsou obaleny membranou. Je lokalizovano v pfedni ¢asti buriky
vedle bazalniho téliska, vZdy mimo chloroplast (Hibberd & Leedale, 1971). Eustigmatofytni
zoospory maji obvykle sice jen jeden bicik, ale vZdy obsahuji dvé bazalni téliska. Pokud maji
dva bi¢iky (napf. Pseudocharaciopsis), tak ztlustina je vZdy na bazi del§iho biéiku (Hibberd
& Leedale, 1972). Oproti tomu xantofytni zoospory maji dva nestejné dlouhé bi¢iky. Dlouhy,
pleuronematicky mifi dopfedu a kratky, hladky mifi do strany. Hladky bi¢ik nese ztlustlinu,
ktera pfiléha na misto uloZeni stigmatu. Stigma se skladd z jedné vrstvy globuli stejné
velikosti. Je umisténo v plastidu, jenz je bliz§i bazi hladkého bi¢iku, hned pod sefiznutym
anteriornim koncem buriky (Hibberd & Leedale, 1972).

Xantofytni zoospory obsahuji vZdy Golgiho aparat lokalizovany blizko jadra u bazi
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bi¢ikd. Eustigmatofytni fasy tvofi Golgiho aparat jen u vegetativnich bunék a ne u zoospor

(Hibberd & Leedale, 1971).

Na zaklad¢ ultrastrukturnich znakd Ophiocytium maius (CCAP 855/1) odpovida vice
obecnym znakim tfidy Xantophyceae. Mezi hlavni znaky patfi pfitomnost nékolika a
u nékterych bunék mnoha chloroplastt, pfitomnost vyrazné zietelné véncové lamely a
v neposledni fadé pravdépodobné i neptfitomnost pyrenoidu, ktery je u této tfidy vzacny.
Oproti tiid¢ Eustigmatophyceae ho vymezuje pravé absence napadného pyrenoidu
a pfitomnost véncové lamely. Buiiky také neobsahuji ,,reddish globule* typickou pro
Eustigmatofyta.
Taxonomickou pozici Ophiocytium maius (CCAP 855/1) je potieba potvrdit pomoci dalSich

molekularnich markeri a také pozorovanim zoospor.
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Obr. 15: Ophioéytium Am‘aius CP 855/1), hlorlasty s véncovou lamelou
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Obr. 16: Ophiocytium maius (CCAP 855/1), centriola

Obr. 17: E4f, lalo¢naty chloroplast a polygonélni pyrenoid uprostied buitky
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2 ; 2 : %’1 5 . .
Obr. 20: E4f, polygonalni pyrenoid na stopce vychazejici z chloroplastu
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IV. ZAVER

V bakalafské praci jsem se shrnula soucasné znalosti o morfologii a ultrastruktuie
zastupct tfidy Eustigmatophyceae. Nékteré ultrastrukturni znaky jsem ilustrovala v praktické
¢asti prace na snimcich z elektronového mikroskopu a zvladla jsem metodiku zhotoveni
ultratenkych fezd. Cile prace tak byly splnény.

Ttida Eustigmatophyceae je stale z velké ¢asti neprobadanou skupinou, u které je
potfeba dalsiho zkoumani jak uz popsanych, tak novych druhl. U mnoha jiZ popsanych
druhti nemame k dispozici molekularni data, ktera by pfispéla k lepSimu pochopeni
vyvojovych vztaht uvniti skupiny. Mnoho druhti je pravdépodobné nepopsanych a nemame
o nich Zadné informace.

V diplomové praci bych se rada zaméfila na zkoumani ultrastruktury, molekuldrni
analyzy a taxonomii eustigmatofytnich druhi fas. Budu se snaZit izolovat rod
~ Pseudostaurastrum z lokality Piskovny Cep a objasnit jeho ultrastrukturu a taxonomickou

pozici.
Réda bych podékovala své skolitelce RNDr. Yvonne Némcové, PhD. za vSechen ¢as

a rady, které mi laskavé vénovala. Za uvedeni do fasové problematiky bych rada podékovala

Mgr. Ladislavu Hodacovi.
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