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ABSTRAKT

V této bakalaiské praci jsem se vénoval odolnosti streptofytnich fas proti vysychdni.
Ptesto, ze se této oblasti doposud vénovalo jen par lidi, v poslednich letech bylo na toto
téma publikovano zna¢né mnozstvi praci. Byly zjistény zajimavé informace a objeveny
nov¢ skutecnosti. Vyzkum pokracuje stale dal a tak by bylo uzitecné se poohlédnout,
na co vSechno se pfislo. Vétim, ze porozuméni tomuto fenoménu je kli¢ové pro
pochopeni nékterych udalosti ve vyvoji ptirody a uvédomeéni si, jak houzevnaty dokaze
zivot byt na samych hranicich svého mozného vyskytu.

Pokusil jsem se utiidit sou¢asné védomosti 0 mechanismech stresové odolnosti
streptofytnich fas a doufam, ze ziskany piehled mi do budoucna pomuze 1épe se v dané
problematice orientovat.

Doposud bylo pozorovano nékolik ptistupti k obrané proti vysychani. Prevence
vysuseni, adaptace na nedostatek vody a tolerance uplného vyschnuti. Mezi preventivni
zpusoby obrany patii vytvareni shlukti bunék, kobercovitych porostii, ¢i sekrece

v podob¢ zmén ultrastruktury, ¢i regulaci fyziologickych procesu. Napt. Klebsormidium
je schopné béhem plilhodiny nastartovat vyrobu znaéného mnozstvi kaldzy a zabudovat
ji do bunééné stény. Tim ziskd potiebnou pruznost, aby v disledku rapidniho tbytku
vody nedoslo k mechanickému poskozeni jeho ultrastruktury. Bylo zji§téno, ze
vysychani urychluje proces fotoinhibice. Vysledky vyzkumt naznacuji, ze nékteré
odpovédi na stresové podminky jsou druhové specifické a ze si streptofyta své
predpoklady pro dobyti souse nesou stale s sebou.

In this thesis | dealt streptophyta algae resistance against desiccation. Even though the
area previously devoted only a few people. Considerable amount of work in recent
years has been published on the subject. They were found interesting information and
discovered new facts. Research continues on and on, and it would be useful to look at
what was observed. | believe that understanding this phenomenon is the key to
understanding some of the events in the evolution of nature and realizing how tough life
can be on the very border of its possible occurrence. | tried to sort out the current
knowledge about the mechanisms of stress resistance streptophyta algae and hope that |
obtained an overview will help me understand better this issues.

So far, it has been observed several approaches to defend against drying. Preventing
drying, adaptation to water shortage and tolerance to desiccation. Among the preventive
methods of defense include creating clusters of cells, multi-layered mats or secretion
mucilage. As an adaptation to the lack of water algae evolved more complex answers in
the form of changes in ultrastructure, or regulation of physiological processes.
Klebsormidium is capable of half an hour to start the production of significant quantities
callose and incorporate it into the cell wall. This will give the necessary flexibility, that
due to rapid loss of water, avoid mechanical damage to the ultrastructure. It was found
that drying accelerates photoinhibition. The research results suggest that some responses
to stress conditions are species specific and that streptofyta its assumptions for the
conquest of the land still carry with them.
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Uvod

Alpinské ledovce, docasna feciste, chladné plan¢ ale 1 Cerstvé odkryta
syrova pida. VSechna tato stanovi$t¢ maji néco spole¢ného, jsou tu drsné
podminky k zivotu v podobé malo dostupné vody, silného slune¢niho zareni a
vysoké, ale i nizké teploty. Tyto lokality jsou v mnoha smérech extrémni. A
pfesto maji spoleénou jesté alespoii jednu véc. Casto se na nich vyskytuje
skupina organismt, které jsou schopny takové podminky piezit. Dokonce tam
dokazi zit trvale. Patfi mezi n¢ 1 streptofytni fasy, organismy, které jsou

nejbliz§imi piibuznymi davného predka, ktery jako prvni kolonizoval pevninu.

Ptechod na sou$ musel klast na pionyrsky druh obrovské naroky, a ptesto se
dokéazal stak velkym stresem vyrovnat. Pfedpoklady pro odolnost proti
takovému stresu po ném pravdépodobné zdédili 1 jeho dnes$ni nejblizsi
pfibuzni. Pravé proto je zajimavé se jejich stresovou odolnosti, potazmo

mechanismy, které jim takovou odolnost propijcuji zabyvat. Pomiize nam to

vvvvvv



1 Streptofytni rasy - obecna charakteristika

Streptofyta jsou vyvojova vétev linieViridiplantae, pod kterou patii vyssi rostliny a
streptofytni tasy, neboli Charophyta. Charophyta jsou tedy parafyletickou skupinou,
nebot’ maji spolecného predka, ale nezahrnuji vSechny jeho potomky, tedy vyssi
rostliny. Charakteristickd je pro né pfitomnost fragmoplastu, mikrotubularni struktury
vymezujici prostor, kde se matetfska buiika rozdéli na dvé dcefiné. Mikrotubularni
charakter fragmoplastu umoznuje dopravu materidlu na stavbu stfedni lamely, ktera
svymi kvalitami nema daleko od plnohodnotné bunécné stény. Vznik fragmoplastu
ziejme& umoznuje lepsi regulaci déleni v rdmci pomérné rigidni bunééné stény a je tak
dobrym ptedpokladem pro mnohobunécnost.

Streptofytni fasy jsou jednobunééné i mnohobunééné stélkaté zelené rostliny. Jejich
buiiky obsahuji pfedevsim chlorofyl a a b. Obsahuji i dal§i pigmenty ale ty vétSinou
chloroplasty neptekryvaji, takze jsou streptofytni fasy prevazné zelené. Tylakoidy tvofi
grana. Zasobni latkou je vétSinou skrob.

Streptofytni fasy jsou primarné sladkovodni a jsou povazovany za nejblizsi ptibuzné
prvnich rostlin kolonizujicich sous. (Jan de Vries et al. 2016)

Druhou vyvojovou vétvi linie Viridiplantae jsou chlorophyta. Chlorophyta byly
puvodné na rozdil od streptofyt motskymi organismy, ale pozd¢ji se i v jejich fadach
vyvinuly sladkovodni druhy. Od streptofyt se 1isi tfeba tim, Ze tylakoidy netvoii grana,
ale srastaji v lamely. (http://www.sinicearasy.cz/134/Charophyceae)

Na néasledujicim fylogenetickém strom& muizeme vidét soucasnou piedstavu o

piibuzenskych vztazich v ramci skupin Chlorophyta a Streptophyta.(Obr.1.)



2 Nedostatek vody v bunce

Pfitomnost vody je nutnou podminkou pro zivot. Jeji nedostatek znacné stézuje zivot
vSem organismim na planeté. V pfirodé je nedostatek vody pro streptofytni fasy
zpusobovan mnoha pfic¢inami. Tou asi nejbéznéjsi je nadmérny odpar zpiisobeny bud’
vysokymi teplotami, nebo nizkou vzduSnou vlhkosti. Dalsi pficinou je nedostatek
srazek. Hned né€kolika zpisoby mize zpisobit nedostatek vody mraz. Tani ¢i zamrzani
vody ve vysSich polohach mize ovlivnit pratok vody, potazmo vysku hladiny potoka
V polohach nizsich. Pak plati prosty fakt, ze zamrzla voda je pro buiikku nedostupna. A
treti cestou jak mraz ovlivni vodni rezim buiiky je ta, Ze s postupné zamrzajici vodou
roste koncentrace rozpusténych latek ve vodé zatim nezamrzlé, ¢imz stoupd jeji
osmoticky potencial. (B.Fuller 2004) Jako posledni pii¢inu nedostatku vody uvedu
salinitu, ta muize byt zplsobena nadmérnym odparem, zamrzinim nebo lokdlnimi
podminkami na stanovisti.

Nedostatek vody jako stres bychom tedy mohly rozdélit do dvou zakladnich
kategorii. Dlouhodobg&jsi-sezonni nedostatek, ktery vétSinou nastupuje pozvolna, ale
trva déle. A kratkodoby-narazovy nedostatek zptisobeny nenadalou udalosti - poklesem
vodni hladiny, rychlou zménou pocasi ¢i ndhlou zménou lokdlnich podminek, ktera
vody muzeme zaradit také periodické zmény teploty, osvitu ¢i vysky hladiny vody
béhem dne.

Odlisné parametry téchto dvou tipt stresové zatéze kladou na fasy odlisné naroky a

vedou ke vzniku odlinych odpovédi a rozvoji jinych strategii.



3 Disledky vysychani

Pro spravné porozuméni mechanismiim stresové odolnosti streptofytnich fas bychom se

méli nejprve podivat, jaké nasledky nedostatek vody, potazmo vysychani, v buiice ma.

3.1 Strukturalni zmény

Voda vbuice plni hned nékolik funkci a jeji nedostatek vede ke zménam
v ultrastruktute. (Karsten 2012) Povazovat ji pouze za rozpoustédlo by bylo chybou.
Ptitomnost vody je napfiklad nezbytna pro sprdvnou konformaci a funkénost vétSiny
membran a biomolekul. (Holzinger 2013) Pokud mnozstvi vody v cytoplazmé vyrazné
poklesne, za¢ne dochazet k agregaci proteint, dojde ke vzniku kovalentnich vazeb a
Kk denaturaci proteint. (Agrawal 2009) Postupné dojde K naruseni integrity organel a
k zaniku buniky. At uz fizenou cestou apoptozy, nebo dojde k nekroze (F. Kaplan
2011,2012, Holzinger, Karsten 2013, Pichrtova 2014) Integritu organel dokaze vaznym
zpuisobem narusit i zamrzani. A to hned dvéma zpisoby.

Jeden z efektd zamrzani vody je zvySovani koncentrace roztoku v okoli bunky, ¢imz
roste osmoticky tlak v buiice, ktery mize vyustit v poskozeni organel.

Druhy efekt je mechanické poSkozeni bunétnych struktur v dasledku tvorby
krystalk® ledu p¥imo uvniti buiiky. (B.Fuller 2004, Elster et al. 2008) Casto pozorované
zahusténi cytoplazmy riznymi cukry, polyalkoholy a oligosacharidy (F.Kaplan 2012)
stejné jako zvySeni koncentrace osmoticky aktivnich latek mize souviset se snahou
snizit teplotu tani potazmo zamrzani a zabranit tvorbé krystalku ledu. Poptipadé diky
vy$§Simu osmotickému potencidlu zadrzet déle vodu a zajistit hydrataci nékterych
strukturnich proteinti, ¢i membran, pro néz je, jak uz bylo feceno, hydratace nutnou

podminkou pro udrzeni tfidimenzionalni struktury, potazmo jejich funk¢nosti. (Karsten
2010)



Pii vysychani také dochazi k tézkému poskozeni F-aktinovych vlaken. (Holzinger et
al. 2011) Rozpad tubularniho aparatu vSak mizeme chapat jako adaptaci na vysuSeni.
Pravé ztrata rigidity, kterou buiice tubularni aparat proptjcuje, umoziuje bufnice spolu
S pruznosti bunécnych stén a prepazek reagovat na ztratu vody celkovym smrSténim
buiky. Tim se bunka vyvaruje protrzeni protoplastu a dals$im mechanickym
poskozenim.

Nabizi se otazka, zda je mozné odd¢lit od sebe jevy probihajici v buiice nasledkem
vysychani na prosté nasledky nedostatku vody a na funk¢ni adaptace. Pravdépodobné
7zadna takto ostra hranice neexistuje. V pribéhu evoluce se jednotlivé nutné reakce,
zalozené na fyzikalni a chemické podstaté¢ bunécnych komponent, zapojily do vice ¢i
mén¢ slozitych reakci bunky na stres. Nam tak nezbyva, nez chéapat cely proces
komplexn¢, a uvédomit si, ze v buiice souvisi vSechno se v§im a stresovd odolnost je
vysledkem celé fady rizné provazanych pochodt a reakci, které na konci vedou
K preziti bunky, ¢i nikoliv. Ptikladem slozitosti téchto d&ji muze byt fotoinhibice, které

se budu vénovat v dalsi kapitole.

3.2 Fyziologické zmény

Veskeré fyziologické pochody v bufice jsou ovlivnény jeji celkovou kondici. Pokud
nejsou podminky idedlni, ma to vliv na celkovou kondici buiiky a nésledné to ovlivni
fyziologické pochody v ni probihajici. Naptiklad pokles vzduSné vlhkosti snizuje
schopnost piijmu CO,. (Bertsch 1966) Oxid uhli¢ity je pro fotoautotrofni organismy
zdrojem uhliku, ktery tvoii pfevaznou ¢ast biomasy butiky. Pokles vzdusné vlhkosti tak
nejen buiiku vysuSuje, ale navic mize zhorsit ptistup ke zdroji zakladniho stavebniho
kamene pro vétSinu syntetickych procest v buiice.

Mezi tyto procesy patii také syntéza novych D1 proteind pro fotosystém II. Funkce
fotosystému II je izce spjata s calvinovym cyklem. Pokud tedy dojde k omezeni piijmu
CO; snizi se spotieba ATP potazmo NADPH. Nadbytek NADPH vede logicky
k nedostatku NADP*. NADP" je ptijemcem e .
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Pokud nema buiika dostateéné mnozstvi NADP" které by absorbovalo elektrony, tyto
elektrony déle reaguji za vzniku volnych kyslikovych radikalti oznacovanych jako ROS.
Mezi ROS patfi i peroxid vodiku H,0, , ktery ptsobi inhibi¢né na syntézu prekurzorii
proteinu D1.

V disledku vysychani tedy dochazi k tvorbé volnych kyslikovych radikalt, kterou
nazyvame oxidativni stres a pro buiiku je nezddouci. Oxidativni stres vede k celé fad¢
poskozeni bun&&nych struktur a to véetné DNA. (Ron Mittler 2002)

Vykon fotosystému II je dany rovnovéhou mezi mnozstvim svétlem poskozenych D1
proteinit a mnozstvim téchto proteinti nové syntetizovanych. S poklesem mnozstvi
funkénich D1 proteini se dale zpomaluje fotosyntéza, ¢imz opét klesa mnozstvi
fixovaného CO,, tato zpétnovazebna reakce vede nakonec k tomu, ze fotosyntéza se
pomérné rychle zastavi, dojde k tzv. fotoinhibici. Jde tedy o jakysi regulacni systém,
ktery tlumi fotosyntézu v momenté, kdy mnozstvi jejim prostfednictvim piijimané
energie presahne schopnost buniky takové mnozstvi energie zpracovat. Jako je tomu
naptiklad pti nedostatku vody. (Obr.2.) (Takahashi and Murata 2008) Je vsak tfeba miti
na zfeteli, ze k fotoinhibici mtze dojit z mnoha dalSich divodd a mnoha jinymi
zpusoby.

Omezeni fotosyntézy jako nasledek vysychani byl ukazan v pokusu na Klebsormidiu
dissectum , kde byl méfen kvantovy vytézek fotosystému I béhem vysychani a béhem
nasledné re-hydratace. Experiment byl rozdélen na nékolik casti. V prvni byla
zkoumana odpovéd’ na nahlé vysuSeni a naslednou re-hydrataci, 3h vysouseni a 3h re-
hydratace. V dalsi ¢asti schopnost regenerace fotosystému po tydennim a tfitydennim
vysouseni pii rlznych urovnich vzdusné vlhkosti (100%, 55%, 5%). Ve vSech
pripadech doslo k omezeni ¢i Uplné inhibici fotosyntézy s riznymi parametry nasledné

rekonvalescence. (Karsten, Holzinger 2011)
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3.3 Dvé roviny odolnosti proti nedostatku vody

Muzeme, a méli bychom, se snazit rozlisit mezi dvéma typy tolerance k nedostatku
vody. Tolerance k dehydrataci, tj. situaci, kdy se bunnkam nedostava vody v dostate¢ném
mnozstvi a ty se snazi jejim dal$im ztratam v maximalni mife zabranit a K vysuSeni tj.
uplné ztraté vody.

Organismy tolerantni k dehydrataci se snazi za kazdou cenu udrzet vnitini
homeostazi. Snazi se tedy vyuzit kazdé piilezitosti, aby se ztrat¢ vody vyhnuli.
V ptirodé to vypada tak, ze ze svych vldken formuji mnohovrstevnaté koberce, kde
blize povrchu nachdzejici se vrstvy chrani spodni vrstvy pied svétlem a bréni
nadmémému odparu (Holzinger 2013). Podobné funguji i padni krusty (S.Chmeldr
2011) Rasy si také vytvaii slizové obaly a tlusté bunééné stény. (K.Herburger 2015,
A.Holzinger 2011, M.Pichrtova 2014) Vyvinuly se i funkéni fyziologické odpovédi na
urovni regulace exprese jednotlivych genii. Které piispivaji k udrzeni homeostaze
(P.Mulo 2012). Velice zajimava je schopnost Coleochaete naprosto zménit svij
fenotyp, pokud je vystavena aeroterestrickym podminkam. (Linda E. Graham, 2012).
Elegantnim zpusobem jak se vyhnout ztrat¢ vody b&hem nepfiznivych podminek je
tvorba odolnych stadii (oospory, pre-akinety, akinety), ktera dokazi dlouha obdobi
nedostatku vody pieckat. (M.O.Morison 1985)

Tolerance k vysusSeni naopak znamena, ze organismus je schopny vyschnout na
urovenn 10% obsahu vody, ale i mén¢, a po re-hydrataci opét obnovit své fyziologické
funkce. (Oliver et al., 2010) Tato schopnost neni zalezitosti pouze fas. Tolerantni
k vyschnuti jsou liSejniky, mechy (Roser et al. 1992), vyssi rostliny tzv. resurection
plants. (G.Bianchi 1991), ale i Zivo¢ichové napf. zelvusky, které preziji pokles vnitiniho
obsahu vody az na 2% ptvodni hodnoty. (L.Rebecchi 2007, J.C.Wright 1988)
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4 Vyznam stresové odolnosti streptofytnich ras

4.1 EKkologicky: pudni krusty - vyznamny producent biomasy a fixator

dusiku a uhliku, pionyrské sukcesni stadium, plidotvorny efekt

Ekologicky vyznam stresové odolnosti streptofytnich fas spoc¢iva v tom, ze tato jim
umoziuje piezit 1 na uzemich, ktera svymi tvrdymi podminkami brani ve vyskytu
ostatnim rostlinam. Tato houzevnatost jim dava nejen velice dilezitou roli v osidlovani
novych stanovist, ale 1 vyznamnou ulohu coby primarnich producentii na takovychto
lokalitich. Rasy spolu se sinicemi, houbami a heterotrofnimi bakteriemi vytvaii
heterogenni spoleenstva, takzvané pudni krusty. (U. Karsten, A. Holzinger 2012, S.
Chmelar 2014) Tento typ agregace jim piinasi mnohé vyhody v podob¢ stabilnéjsiho
vodniho rezimu, vzajemného stinéni a tedy ochrany proti UV zafeni ¢i kolob&hu prvki
a metabolitd. Vzajemny vztah vSech clenli téchto spoleCenstev mizeme oznacit za
synergismus. (Malachova 2004) Dalsi ekologicky vyznam pudnich krust, potazmo tedy
stresové odolnosti ¢lend téchto spolecenstev patiicich mezi streptofytni fasy, se zaklada
na zpevnéni nejsvrchnéjsich vrstev pid a tedy v omezeni eroze. (Wynn-Williams 1990)
Nezanedbatelnym piinosem pudnich krust coby raného sukcesniho stadia, nebo
s ohledem k lokalnim podminkam, jako stadia finalniho, je fixace uhliku - celosvétove
6% a dusiku - celosvétové 40%. Piesto, ze jsou tato Cisla vyznamnd, pidni krusty
zustavaji dale velice mélo prozkoumanymi spolecenstvy. (Elster, Kovacik 2008)

Ekologicky vyznamna je také schopnost tvofit odolna vegetatvivni stadia, kterd se
mohou §ifit vétrem a umoziuji Sifeni na nova stanovisté. (Holzinger 2009, Pichrtova

2014)
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4.2 Evoluéni: kolonizace souse, vznik evolucnich novinek

vvvvvv

zivota na zemi. V kontextu poslednich studii, dle kterych jsou nejbliz§imi ptibuznymi
vyS$8ich rostlin pravé streptofytni tasy (S. Wodniok 2011, Turmel et al. 2007), jevi se
prozkoumani jejich ochrannych mechanismi jako klicové pro pochopeni, zptsobu
jakym probihala kolonizace souse rostlinami.

Jako krasny ptiklad toho, ze vyzkumy na tomto poli mohou pfinést svétlo do dé&jt
probihajicich pied 500-470 miliony let a pfiblizit nAm dosud tajemny zpusob piechodu
rostlin na sou$, nam poslouzi zajimavy objev, ktery ucinila Linda E. Graham v roce
2012 pti pokusu na Coleochaete. (Linda E. Graham, 2012)

Pokus spocival v kultivaci dvou druhit Coleochaete, ktera je povazovana za obligatné
vodni fasu, ve vlhkych aeroterestrickych podminkdch na minerdlnim médiu a na
ktemicitém pisku. Takto kultivované Coleochaete orbicularis a scutata vykazaly na
obou podkladech morfologii naprosto odli$nou od své vodni formy. V aeroterestrickych
podminkéach tvofily mnohovrstevné shluky bunck, jakési hromadky. Které na svém
povrchu nesly jednovrstevné mnohobunécné laloky. Obdoby primitivnich “listecka’ s
chemicky odolnymi bunéénymi sténami. Cela tato struktura se napadné podoba
mikrofosilnim zaznamim zahadného piedka z obdobi paleozoika. Je tedy mozné, Ze
pravé za témito fosilnimi néalezy se skryvaji streptofytni ptfedchtidci dneSnich
suchozemskych rostlin. Na obrazku 3. muzete vidét rozdil v morfologiich Coleochaete
kultivované v aquatickych a terestrickych podminkach. (Linda E. Graham 2012)

Zuvedeného by mohlo vyplyvat, Zze zevoluéniho hlediska byla vyznamnéjsi
schopnost avoidance, neboli snaha uniknout vyschnuti, nez tolerance Kk uplnému
novych komplexnéjsich struktur odlisnych funkci. Ty mohli dale podléhat evolu¢nimu
tlaku a byt tak zdrojem evolu¢nich novinek a mohli dat postupné vzniknout uplné

novym formam Zivota.
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5 Stresova odolnost jednotlivych skupin streptofytnich ras

V této kapitole se budu vénovat jednotlivym skupindm streptofytnich fas, které se
vzdy pokusim lehce charakterizovat. Nasledné uvedu mechanismy, které vyvinuli

behem evoluce v boji proti vysychani.

5.1 Chlorokybophyceae

Charakteristika Chlorokybophyceae

Zahrnuji zatim jediny rod, Chlorokybus. Patti mezi jedny z morfologicky
nejjednodussich streptofytnich fas. Vyskytuje se ve vlhkych terestrickych podminkach a
v pud¢. Tato fasa je typicka vytvafenim malych sarcionoidnich balickt bungk, které
jsou spojeny a obaleny slizovou pochvou. (Skaloud 2009) (Obr.4.) RozmnoZuji se

asexualné pomoci pohyblivych zoospor. (http://www.sinicearasy.cz/134/Charophyceae)

Mechanismy stresové odolnosti u Chlorokybophyceae

Praveé tvorbu téchto balickt a vytvateni slizové pochvy miizeme povazovat za zptisob

ochrany pred vysychdnim. (Rogers et al., 1980) Avsak 74dné studie, které by se

zabyvaly odolnosti rodu Chlorkybus pied vysychanim zatim nebyly vypracovany. Pro
konkrétnéjsi zavery tak chybi potiebna data.
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5.2 Klebsormidiophyceae

Charakteristika rodu Klebsormidiophyceae

Klebsormidium je celosvétové rozsiteny rod s pomérné Sirokou ekologickou valenci.
(D.Rysanek a kol. 2015, Herburger 2015) Muzeme ho nalézt jak v fekach, potocich
¢i raSeliniStich, tak i1 na takovych lokacich jako ktra stromt, skaly, omitky nebo
v pudéch. Je pro néj typicka vlaknita stélka tvorend buikami s nasténnym chloroplastem

a pyrenoidem. (http://www.sinicearasy.cz/134/Charophyceae)
Mechanismy stresové odolnosti u Klebsormidiophyceae

Klebsormidium

Klebsormidium je pravdépodobné diky své kosmopolitnosti (U.Karsten, A. Holzinger
2012) jednou z nejtestovanéjsich fas v oblasti odolnosti vici vysychani. Byla na ném
provedena celd fada experimentd, které dobfe dokumentuji jeho schopnost ptizplsobit
se t¢ém nejdrsnéj$im podminkam.

Pro Klebsormidia je typicka tvorba mnohovrstevnatych kobercovitych porosta.
(Karsten, Holzinger 2012, Karsten et al. 2013) Takovato agregace umoziuje ochranu
spodnéjsich vrstev pfed nadmérnym odparem vody a slune¢nim zarenim. Tomu, Ze je
Klebsormidium na takovouto strategii dobie adaptovano nasvédcuji i pomérné nizké
naroky na intenzitu svétla pro efektivni fotosyntézu.

Asi nejnapadnéjsi reakei na vysychani u Klebsormidia je scvrknuti bunék. A to
vyrazné, K. crenulatum se na pii¢né ose dokaze smrstit z témét 9,5um na 5,9um, coz je
zhruba 60% puvodni Sitky. (Obr.5) (Holzinger 2011) K. dissectum se smrsti dokonce i
podélné. Po jednodennim vysouseni pii 5% vzdusné vlhkosti se K. dissectum smrstilo
V podélné ose na 65% a v pricné na 46% hodnot namétenych u kontrolniho vzorku.
Schopnost takového smrsténi je u Klebsormidii ddna zvlaStnim slozenim bunéénych
stén a piepazek. Ty neobsahuji tolik celulozy a glykosidickych vazeb jako tomu je u
jinych embryofyt. Naopak obsahuji vétsi mnozstvi kaldzy, coz vysvétluje jejich

obrovskou pruznost. (Holzinger 2013)
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Ze jde v piipadé obsahu kaldzy o jednoznaénou adaptaci na vysouseni ukazuji
nejnovejsi studie. Ty porovnavaly zménu mnozstvi kal6zy v bunéénych sténach u
Zygnemy a Klebsormidia béhem vysouseciho experimentu. Ukazalo se, ze
Klebsormidium je schopné reagovat na vysouseni okamzitou syntézou kalozy.
Zatimco u Zygnemy nic takového pozorovano nebylo. K. crenulatum vykazalo
po 210 minutach vice jak 200% prirastek mnozstvi kalozy. (Obr.6.) (Herburger,
Holzinger 2015)

Smrsténi buiiky v takovém rozsahu by ale nebylo mozné, pokud by ztstal
zachovany cytoskelet. Jeho rozpad byl také pozorovan. (Obr.7.) (Holzinger et al.
2011) Nerozpada se jen cytoskelet, rozpadaji se i cela vlakna na jednotlivé
buiiky. Vyhoda rozpadu na jednotlivé buiiky je nejspi§ ve snadnéjSim zapojeni
jednotlivych bun¢k do ptdni krusty, kterd mlize poskytnout vhodny ukryt pred
proudénim vzduchu ¢i osvitem. (Karsten 2012)

Jakkoliv je takovato flexibilita ictyhodnd a umozni Klebsormidiim ptezit
nahlou ztratu vody, pro preziti sezonnich obdobi nedostatku by to nestacilo.
Piesto dokaze Klebsormidium vydrzet celé tydny a mésice. Vyvinulo totiz celou
fadu fyziologickych adaptaci.

Mezi takové adaptace jisté patii vysoky osmoticky potencial cytosolu. Ten je
V porovnani s ostatnimi zelenymi fasami nezvykle vysoky. K plazmolyze u K.
crenulatum doslo az pii koncentraci roztoku sorbitolu 800mM. A u K. nittens pfi
koncentraci 600mM. K tak silnému osmotickému potencialu pfispiva i, pii
vysychéni zvySend, produkce nizkomolekularnich sacharidl a oligosacharidt
jako jsou serdza, glukoza, fruktoza, xyloza, galaktoza, mandza, inositol, glycerol,
mannitol a sorbitol. Tak silny osmoticky potencial vsak nemize byt dan pouze

obsahem téchto cukrii, nebot’ téch je po vysuseni pouhych 1,2% susiny. Co je
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ptic¢inou takto silného osmotického potencialu by mélo byt predmétem dalSich

studii. (Kaplan 2012)

Vysoky osmoticky potencial ma také K. rivulare, které po 4 tydenim
vysouseni vykazuje aZ 350% narust osmolitll. Po této dobé doslo takée k tvorbé
tzv. akinet. Bunék, které maji az ¢tyfndsobné ztlustlé bunécné stény, vysoky
obsah Skrobovych zrn a zasobu lipidii. Akinety maji redukované vakuoly a mensi
mnozstvi chlorofylu. Jsou schopné preckat dlouha neptizniva obdobi, po jejichz

uplynuti z nich opét vyrostou vlaknité stélky. (M. Morison 1985, Nagao 2008)

Interfilum

Dalsi pokusy byly provedeny na Interfilu, které je dal$im ze zastupct
Klebsormidiophyceae. VSechny testované kmeny vykazaly postupny pokles méfeného
kvantového vytézku fotosyntézy s naslednou inhibici. LiSily se vSak v ¢asech nastupu
téchto jevi. Velky rozdil byl mezi kmeny vyskytujicimi se v podobé¢ solitérnich bunék a
kmeny tvoticimi agregované shluky. U samostatné se vyskytujicich bunék doslo
Kk inhibici pomé&rn¢ zahy. Zatimco shluky bunék odolavaly déle. To ukazuje, Ze agregace

bunék je efektivni obranou proti vysychani. (Karsten. 2014)

Hormidiella , Entransia

Dalsi méné bézni zastupci klebsormidiophyceae. Témto rodim dosud prilis velka
pozornost vénovana nebyla. Je to nejspiSe tim, Ze se nevyskytuji tak ¢asto jako dva
predeslé. Piesto i tyto fasy byly podrobeny vyzkumu efektivity fotosyntézy pti riznych
stresovych zatézich. Oba rody jsou dobie ptizpiisobeny podminkam, ve kterych se

vyskytuji.
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Entransia je fasa vyskytujici se v Seru limnetickych zon. Z toho také prameni vétsi
efektivita vyuziti svétla a naopak méné pruzna reakce na prebytek svétla.
Rekonvalescence Entransie po vysuseni a nasledné re-hydrataci byla sice horsi, nez u
sesterské Hormidielly, ale lepsi, nez u jinych sladkovodnich fas.

Hormidiella je fasa vyskytujici se v pudach vysychajicich stanovist. Jako takova je
tedy citlivéjsi na zmény osvitu a teploty a reaguje na n¢ pruznéji, tj. podobné jako
ostatni aeroterestrické fasy. V porovnani s Entransii ji vysuseni ovlivnilo méné. Po re-
hydrataci vykazovala fotosyntéza stejné hodnoty jako pted vysuSenim. (Herburger
2015)
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5.3 Charophyceae

Charakteristika rodu Charophyceae

Zastupci tadici se do tadu charophyceae, Cesky Paroznatky ziji vétSinou v Cistych
stojatych a piedevsim sladkovodnich vodach. Jejich stélka patii k t€ém nejslozitéjSim ze
streptopfytnich fas, je pletivna a délend na clanky a uzliny. K podkladu je pfichycena
tzv. rhyzoidy. Rist zajistuje jedna vrcholova buiika tzv. terminala, ktera odd¢luje vzdy
jednu ¢lankovou buitku a buiiku uzliny. Clankova buiika roste pouze do délky a byva
dlouha i nékolik cm. Bunka uzliny se dale déli a vytvari tak bo¢ni vétve v preslenu.

Bunécna sténa je Casto inkrustovana vapnikem. Charophyceae se rozmnoZzuji pohlavné 1
nepohlavné. Pohlavni rozmnozovéni je oogamni. Nepohlavni rozmnozovani je

umoznéno fragmentaci stélky, odnozovanim ¢i pfitomnosti specidlnich télisek, ktera se

nachazeji mezi rhyzoidy. (http://www.sinicearasy.cz/134/Charophyceae)

Mechanismy stresové odolnosti u Charophyceae

Jediné odolné stddium v Zivotnim cyklu Paroznatek je oospora. Ta je Ccasto
inkrustovéana uhli¢itanem véapenatym. Takto inkrustované schranky jsou velice estetické
a jsou nazyvany gyrogonity. (Obr.8.) Jsou uzplsobeny k tomu, aby ptezily anoxické
prostiedi na dné jezera, vysuSeni i pozieni ptadkem, jehoz trusem jsou nasledné Siteny.
Oospory jsou schopné prezit v sedimentu né€kolik let a v pfiznivych podminkach opét

vyklicit.
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5.4 Coleochaetophyceae

Charakteristika rodu Coleochaetophyceae

Coleochaete je vlaknita fasa jejiz stélka je tvoiena heterotrichalnimi vldkny, ktera se
sdruzuji v disk. Rozmnozuji se pohlavné i nepohlavné. K nepohlavnimu rozmnozovani
dochdzi fragmentaci stélky, nebo zoosporami. Pohlavni rozmnozovani je oogamie. Pfi
pohlavnim rozmnoZovani vznika zygospora, ktera je tvoiena zygotou obklopenou

sterilnimi vlakny. (http://www.sinicearasy.cz/134/Charophyceae)

Mechanismy stresové odolnosti u Coleochaetophyceae

Z téchto vlaken vznikne Casem korovitd vrstva zajiStujici ochranu ptfed vnéjSim
stresem. Coleochaete tvoii tzv. algaenan, sporopoleninu podobnou latku, ktera chrani

zygosporu pted UV zafenim a vyschnutim. (Delwiche et al. 1989)

Coleochaete vystavena aeroterestrickym podminkam, v laboratofi napfiklad na
agarovém médiu, nebo kiemicitém pisku, vykazuje morfologii naprosto odliSnou od
stélky, kterou tvoii ve vodé. Misto diskovité stélky tvorené jednou vrstvou bunék,
vzniklou stocenim bohaté vétvenych vldken, vytvoii mnohovrstevnaté shluky bunck.
Tyto hromadky maji na svém povrchu laloky tvofené jednou vrstvou bunék
ptfipominajici primitivni listecky. (Obr.9.) Bunky této aeroterestricé formy maji ztlustlé,

chemicky odolné buné¢né stény. (L.Graham 2012)
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5.5 Zygnematophyceae

Charakteristika rodu Zygnematophyceae

Tiida Zygnematophyceae je Cisté sladkovodni skupina kokalnich a vlaknitych fas.
Délime je na Zygnematales a Desmidiales, jejichz zastupce nalezneme spiSe ve vodach
S niz§im pH.

Zygnematales tvofi vétSinou nevétvenou vlaknitou stélku, jejiz fragmentace slouzi
k nepohlavnimu rozmnoZovani. Buiiky ve vlaknu jsou oddé€leny septem, jehoz stfedovy
otvor je zakryt fragmoplastem. Pohlavni rozmnozovani se nazyva konjugace. Ke
konjugaci miize dojit mezi dvéma bunkami riznych vldken (tzv.skalariformni
konjugace), nebo mezi sousednimi buiitkami téhoz vldkna (konjugace lateralni). Pii
konjugaci vystupuji jako gamety protoplasty sterilnich bun€k, které se amébovité
pohybuji ve vymezeném prostoru. Po jejich splynuti dochazi ke karyogamii, tim
vznikne odolna zygospora obalena tlustou bunéénou sténou. Po ptreckani nepfiznivych
podminek dochazi v zygospote k meiotickému déleni a vykliceni.

Desmidiales jsou jednobunééné fasy, zijici samostatné ¢i v koloniich. Jejich bunky
jsou uprostied rozdéleny zarezem na dvé tzv. semicely. Nepohlavni rozmnozovani
probiha rozestoupenim semicel, v prostoru vzniklém mezi nimi dojde k rozd¢leni jadra.
Dcefind jadra se oddé€li septem a nové vzniklé bunky si néasledné dotvoii druhou
semicelu. Pohlavni rozmnoZovani je opét konjugace. Dvé buiiky se k sobé pfiblizi,
obklopi se slizovym obalem. Nasledn¢ se poloviny bunck rozestoupi a dojde ke splynuti
protoplast. Vznikld zygota se opét obali a vznikd odolnd zygospora.

(http://www.sinicearasy.cz/134/Charophyceae)
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Mechanismy stresové odolnosti u Zygnematophyceae

Zygnematales

Podobné jako nékteti zastupci Klebsormidiophyceae tak i mezi Zygnematophyceae
jsou fasy, které vytvaii mnohovrstevné kobercovité narosty, kde svrchni vrstvy stini
vrstvy spodni a vytvari jim tak pfivétivéjsi podminky k zivotu. O tom, Ze je takové
feSeni uc¢inné svéd¢i méteni na Spyrogire, které provedli Berri a Lembi. Pti svém
experimentu métili troven zaieni dopadajiciho na svrchni stinici vrstvu a poté uroven
zateni pod touto vrstvou. Urovei zafeni v zastinéné oblasti byla 30x niz§i. Kdyz byl
poté méfen vykon fotosyntézy, byl naméfen vyssi v zastinéné oblasti. Z toho plyne, ze
tato nizka uroven zafeni je pro pribéh fotosyntézy optimalni. (Berri a Lembi 2000)
Zygnema je taktéz adaptovana na nizkou uroven zafeni a i ona vytvaii kobercovité
porosty. (Herburger et al. 2015) Zygogonium ericetorum dokonce vytvaii specialni typ
bunck bohatSich na pigment, které se vyskytuji ve svrchnich vrstvach a lépe tak
absorbuji slune¢ni zafeni, ¢imz chrani nejen sebe, ale také u¢inngji stini spodni vrstvy.
(A. Holzinger et al. 2010)

Vyse zminlovand strategie byvd oznacovana jako tzv. self-protection. Dalsi zptisob
jak se branit uschnuti, ktery mizeme pozorovat u Zygnematophyceae je pieckani
nepfiznivych podminek v podobé néjakého odolného vytrvalého stadia. Casto je to
néjakym zpusobem specializovana bunka. U Zygnematophyceae jich je hned nékolik.
Prvni znich je zygospora, kterd vznikd pohlavnim rozmnoZovanim. Bunécna sténa
zygospory ma tii vrstvy, pficemz pro stresovou odolnost je klicova prostfedni vrstva
obsahujici algaenan, coZz je sporopoleninu podobnd latka zajiStujici odolnost proti
vyschnuti a UV zafeni. (L.Graham 2012)

Dalsi specializované bunky, které vSak nevznikaji sexualnim rozmnoZovéanim, ale
z vegetativnich bunék jsou pre-akinety. (Obr.11) Charakteristické jsou sekundarné
ztlustlou bunécnou sténou, zvySenym mnozstvim Skrobovych zrn a lipidi, redukovanym
chloroplastem. (McLean 1971, Holzinger et al. 2011, Herburger et al. 2015)

Vznik pre-akinet neni indukovan ani tak nedostatkem vody jako spise nedostatkem
dusiku. S rostoucim stafim populace pfibyva i pre-akinet, coz muize byt dano i

postupnym vycerpavanim zdroji. Pokud jsou pre-akinety pii své genezy vystaveny
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mirnému vysychani, jsou schopny se na takovou zaté¢z adaptovat. Takzvané se otuzi.
Otuzilé pre-akinety jsou pak schopny snést intenzivni vysouseni pii 10% relativni
vzdusné vlhkosti.

Pre-akinety jsou pro pfeziti Zygnemy V drsnych podminkach klicové, nebot
zygospory Vv tézkych podminkéch vznikaji jen ztidka. Vyhodou pre-akinet je, Ze nejde o
spici stadia, takze mohou v pfipadé navratu piiznivych podminek nastartovat své
fyziologické funkce a dat vzniknout novym vldknim. Po rozpadu vldken mohou byt

také roznaseny vétrem, ¢i ptaky, coz napomaha §iteni. (Pichrtova 2014)

Desmidiales

O schopnosti desmidiales ¢elit vysychani toho dosud p#ili§ napsano nebylo. I piesto
jsou n&které takové piipady evidovany. Konkrétn¢ Staurastrum habeebense , jehoz
vegetativni stddia maji ztlustlé bunécné stény, piiznivy pomér mezi plochou buiky a
jejim obémem a produkuji sliz. (Obr.10) Tak dokazi piezit bez vody i n€kolik mésica.

(J. Stastny 2008)
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6 Shrnuti

U streptofytnich fas bylo pozorovano velké mnozstvi adaptaci a mechanismil, které
fasam umoznuji vyrovnat se s mnohdy drsnym prostfedim v misté jejich vyskytu.
Veskeré pozorované mechanismy stresové odolnosti bych rozdélil do tii zakladnich
skupin.

V prvni skupin€ je prevence, snaha organismu vyhnout se ztrat¢ vody. Tak ¢ini
naptiklad agregaci bun€k a tvorbou slizového sekretu. Nebo vzajemnym stinénim, at’ uz
jde jen o shluk jednobunécnych tas nebo tvorbu kobercovych narosti fas vlaknitych,
kde vrchni vrstva stini vrstvy spodni. Casto pozorované sekundarni ztlustnuti bunééné
stény je také preventivnim mechanismem ochrany proti vyschnuti. Zapojeni bun¢k do
pudni krusty, ¢i rozpad vldkna na jednotlivé buiiky usnadni ukryti do stinu. Do
mechanismu preventivnich bych zahrnul i tvorbu odolnych stadii, jako jsou zygospory,
oospory, akinety, ¢i pre-akinety.

Druha skupina mechanismu se da nazvat adaptace na vysychani. Mezi tyto
mechanismy patii tieba schopnost Klebsormidia velice rychle zareagovat na ztratu vody
produkci kalozy, kterd zajisti pruznost bunécnych stén a umozni tak bunice smrsténi
potazmo zachovani vnitinich struktur neposkozenych. Patii sem také produkce
osmoticky aktivnich latek, které zvysi osmoticky potencial vnitiniho prostfedi buiiky a
tim v ném udrZzi vét§i mnozstvi vody, kterd zabrani denaturaci biomolekul a membran.
Schopnost regulovat Groven fotosyntézy zcela jisté prispiva udrzeni stabilniho vodniho
rezimu bunky a brani poSkozeni bunécného aparatu kyslikovymi radikaly.

Poslednim mechanismem jsou opravy a nasledna rekonvalescence. Mnozstvi nutnych
oprav zavisi na tvrdosti podminek, kterym byla fasa vystavena, a na ucinnosti
obrannych mechanismi vyjmenovanych vyse. Cim lépe je fasa adaptovana, at’ uZ svou
evoluéni historii, ¢i jen tim, Ze se otuZila béhem mirngjsiho stresu, tim rychleji se
zotavuje. Jinak strukturovany ptehled pfic¢in vysychani a moznych odpovédi na né¢ nam
poskytne (Obr.12) z jednoho starsiho review.
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Figure 1. A hyp

hibition of the synthesis of the D1 protein upon limitation of the photosynthetic fixation of CO,. When the photosynthetic fixation of

CO; is limited, electrons from PSI tend to be transferred to molecular oxygen. This results in the production of superoxide, which is converted to H,0, by superoxide

dismutase. H,0, inhibits the repair of photodamaged PSI| by inhibiting the synthesis of the precursor to the D1 protein (pre-D1) at the translation step. Abbreviations: cytbgf,

cytochrome bgf complex; DHAP, dihydroxyacetone phosphate; e , electron; LHC, light-harvesting complex; 3-PGA, glycerate-3-phosphate; PC, plastocyanin;
plastoquinone; pre-D1 protein, precursor to D1 protein; RuBP, ribulose-1,5-bisphosphate; TM, thylakoid membrane.

Obr. 2 (S.Takahashi 2008)
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Fig. 1. Differing morphologies of Coleochaete orbicularis grown in aquatic vs. subaerial conditions. (A) Typical monostromatic, discoid body of C.
orbicularis grown in the laboratory in aquatic media, viewed with differential interference contrast microscopy. Cells having C-shaped plastids (arrow-
heads) are hair cells, with hairs projecting upward from the plane of focus. Bar = 50 pm. (B) Typical three-dimensional mounded body having “leafy lobes™
of C. orbicularis grown on agar, in subaerial conditions, viewed with a stereomicroscope. Bar = 500 um. (C) Single cells or multicellular aggregates (ar-
rowheads) produced by C. orbicularis grown on the surface of quartz sand under subaerial conditions, viewed with compound microscope. Bar = 40 um.

Obr. 3 (L.Graham 2012)

© Pavel Skaloud

Obr. 4 Chlorokybus atmophyticus (foto Pavel Skaloud, https://botany.natur.cuni.cz/skaloud/Charo/Chlatm.htm)

30



Obr. 5 (c) One-day desiccated (5% relative air humidity [RH]) algal filaments observed in immersion oil in the light
microscope; note the shrinkage of the cell diameter (arrows)

(Holzinger et al. 2011)

15
[ control
712 - [ desiccated 30 min
g M desiccated 210 min
5 9+
£
Z6-
2
o
8 3
o . L
Zygnema sp. Zygnema sp. Klebs. Klebs.
‘Saalach’ ‘Elmau-Alm’ crenulatum nitens

Fig. 1 Comparison of the callose content in two Zygnema and
Klebsormidium strains (control and desiccated for 30 and 210 min)
determined by colorimetric quantification (n=4+SD). Callose con-
tent is expressed in ng of pachyman equivalents per mg of algal dry
mass. Significant differences between groups are indicated by lower
case letters. Data were analyzed by one-way ANOVA followed by

Tukey's post-hoc test (P < 0.001).

Obr. 6 (Herburger 2015)
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STRUCTURAL EFFECTS OF DESICCATION IN KLEBSORMIDIUM

6. 2. Actin microfilament (MF) visualization in Klebsormidium crenulatum after Alexa Phalloidin staining. (a) MFs (green) in cells from
liquid culture. (b) Fine network of cortical MFs in cells obtained from liquid culture. (c) Cells desiccated for 1 d (5% relative air humidity
[RH]), no MF network remaining, instead dotlike batches of fluorescence. (d) Detail desiccated as (c¢) showing individual damaged cells.
Scale bars, 10 pm.

Obr. 7 (Holzinger et al. 2011)

Obr. 8 Gyrogonity (https://www.niwa.co.nz/freshwater-and-estuaries)
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Fig. 2. SEM and LM comparisons of aeroterrestrial Coleochaete orbicularis occurring as “leafy lobes™ or irregular clusters. (A) SEM showing multi-
cellular “leafy lobes.” Bar = 50 um. (B) Light micrograph showing multicellular “leafy lobes.” Bar = 50 pm. (C) SEM showing an irregular mound of cells.
Bar = 50 pm. (D) Stereoscope view of a cellular mound. Bar = 200 um.

Obr. 9 (L.Graham 2012)

Obr. 10 Staurastrum habeebense
(http://protist.i.hosei.ac.jp/pdb/images/Chlorophyta/Staurastrum/Prostaurastrum/sp_20/sp_01b.html)

33



Fig. 2 Morphology of a—d
Zygnema sp. ‘Saalach’ and e-h
Zygnema sp. ‘Elmau-Alm’ from
cultures of different age (a, e

1 month; b. f6 months: ¢. g

9 months; d, h 15 months). a
Young vegetative cells, pyrenoids
are marked with arrows, (b)
beginning pre-akinete formation,
¢ pre-akinetes, d pre-akinetes of
old cultures, accumulation of
starch grains and lipid bodies
(arrow) and thickened cell walls
(arrowheads), e young vegetati
cells, pyrenoids marked with
arrows, f older vegetative cells, g
pre-akinetes, h pre-akinetes filled
with storage compounds
(arrows). Bars 10 um

Obr. 11(Herburger 2015)
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Obr. 12 (Holzinger 2013)
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