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I. UVOD

Vice neZ jedno stoleti bylo bi¢ikaté stadium u rodu Scenedesmus zcela
neznamé, az dosud se totiZ véfilo, Ze existuje jen jeden zplisob rozmnoZovani a to
nepohlavnim zplisobem tvorby autospor. Pfed tficeti lety pozoroval jako prvni
TRAINOR (1963) pohyblivé buiiky této fasy Scenedesmus obliquus, které oznagil
jako zoospory. Pozd&ji viak u tohoto druhu izolovali TRAINOR; BURG (1965 a)
plus a minus (mt * a mt ") typ bungk, které se chovaly jako gamety. LUKAVSKY
(1991) prvy pozoroval bitikaté butiky Scenedesmus obliquus v malé venkovni
kultivaéni jednotce. Nedavno potvrdili opst HINDAK; TRAINOR (1995), ze
existuje bicikaté stadium u dvou kment Scenedesmus obliquus. Podet bunk
produkujici zoospory fasy Scenedesmus obliquus znatné vzrista se vzristajici
svételnou intenzitou a klesajici teplotou (TRAINOR, 1965). Zjistilo se, e
nepfitomnost dusiku je pfedpokladem pro produkci zoospor u tasy Scenedesmus
obliquus. To se t€Z prokazalo i pro jiné chlorokokalni fasy jako Scenedesimus
dimorphus nebo Coelastrum microsporum (TRAINOR; BURG, 1965 b). Dnes jiz
tedy neni pochybnost o existenci bi¢ikatych stadii u rodu Scenedesimus.

Rod Scenedesmus je nejvétsi a nejkomplikovangjsi rod  z tadu Chlorococcales.
Je to jedna z nejb&Zn&jdich fas, kterd se vyskytuje v Sirokém spektru prirodnich
podminek. Pfedstavuje velmi roziifeny laboratorni a produkédni organismus
uZivany ve venkovni masové kultivaci. Na zakladg ultrastruktury bunééné stény
a obzvlasté pritomnosti i nepfitomnosti vng&ji sporopoleninové vIstvy
(KOMAREK; LUDVIK, 1972), byl druh Scenedesmus obliquus zatazen do
skupiny obliqguus a poté i do samostatného rodu Acurodesmus (HEGEWALD,
1978).

Objev pohyblivych bungk rodu Scenedesmus byl tak prekvapujici, e vétsina
fykologii vazn€ pochybovala o tomto jevu. Vyskyt pohyblivych bundk u rodu
Scenedesmus byl tak nazvan algologickou Lochnesskou nebo Yettim
(LUKAVSKY, 1991).



1.1 Obecn4 charakteristika druhu Scenedesmus obliquus

Rasa Scenedesmus obliquus je druh, ktery se rozmnoZuje vegetativné
opakovanym dé€lenim na 2, 4, 8 nebo 16 bunék a vytvaii rozpadava dcefind cenobia
pfi Siroké variabilité riistovych podminek. Buiiky této fasy maji vietenovity tvar
a jsou na obou koncich Spicaté (obr. 1). Cenobium je sestaveno z ploché dvojité
séric  bun€k, které jsou rovnob&Zné podle svych dlouhych os (FOTT, 1967).
Chloroplasty fasy Scenedesmus obliquus obsahuji pro fotosyntézu potiebna barviva
chlorofyl a + b, a- a B- karoteny, xanthofyly a pyrenoid. Bilkovinné t&lisko
pyrenoid obsahuje aktivni enzym 1,5 - ribuldzobisfosfat karboxylazu / oxidézu.
Povrch pyrenoidu byva pokryt Skrobovymi zrny. Povrch choroplastll pokryva
dvojice obalnych membran. Thylakoidy sristaji po dvou az Sesti v lamely.
V chloroplastové matrix jsou rozptyleny ostriivky DNA (nukleoidy). Hlavni z4sobni
latkou je Skrob (o - 1,4 - glukan) uloZeny v chloroplastech nebo na povrchu
pyrenoidu. Dalsi zasobni latkou jsou polyfosfitova zrnka (volutin) (KALINA,
1994).

Buriky jsou obvykle jednojaderné, mohou v3ak obsahovat i n&kolik jader
(LUKAVSKY, 1991).

Bunéfna sténa fasy je polysacharidova. Jeji stavby se wlastni pevna
mikrofibrilarni sloZka a slozka amorfni. V malém mnoZstvi jsou pfitomny bilkoviny
(extensin) (CONWAY; TRAINOR, 1972). K daldim specifickym latkdm patii
sporopolenin. Pevna ¢4st bunééné stény se sestiva ze svazkli submikroskopickych
mikrofibril, které jsou nejéastéji celulosni (a - 1,4 - glukan), ale mohou mit i jiné
sloZeni, napf. mannan, xylan aj. Amorfni slozky jsou hemicelulozové nebo
pektinové (KALINA, 1994).

(8]



Obr. 1. Morfologie zelené chlorokokalni fasy Scenedesmus obliquus. 1 - chloroplasty, 2 -

Jjadro, 3 - endoplasmatiské retikulum. Pievzato z PICKET - HEAPS (1975).



1.2 Obecné poznatky o pohyblivych buiikich zelenych Fas

Zelené fasy se vyznaduji strukturalni a chemickou rozmanitosti buné&énych stén.
V nejjednodud$im pripadé jsou buiiky bidikovcd, zoospor a gamet nahé, tj. jejich
povrch pokryva pouze plazmatickdi membrana. U zoospor byvd takovy stav
prechodny, nebot’ se po kritké dob& zoospory oblani nékolika vrstvami bundéné
stény (HEGEWALD, 1982). N&ktefi bigikovei tidy Prasinophyceae, gamety
a zoospory tiidy Charophyceae maji na povrchu submikroskopické Supiny
z organického materilu. Ojedinéle se vyskytuji Supiny i ve tide Ulvophyceae.
Povrch bicikovel  a zoospor ve tHid& Chlamydophyceae pokryva glykoproteinovy
plast,, obal (chlamys) (KALINA, 1994).

1.3 Morfologicks variabilita

Rod Scenedesmus je zndmy svymi ekomorfami, které byly €asto popisovany
Jjako samostatné rody. Tento jev je zptisoben ménicimi se podminkami na téZe
lokalit¢ (KALINA, 1994). Morfologicka variabilita rodu Secenedesmus byla
studovana v laboratornich pokusech. Produkce riiznych druhli coenobii
a jednobunéCnych stadii byla vysledkem koncentrace bungk, rizného pH a sloZeni
zivného roztoku (EGAN, P. F.; TRAINOR, F. R. (1989); SWALE, 1967). Piesto
viak nevnesl laboratorni vyzkum jednotny princip do problematiky zohledsiujici
stimulaci vyvoje morfologické formy jednobundéného stadia. TRAINOR (1979)
predpoklada, Ze produkce jednobund®nych formaci miiZe byt jen laboratornim

artefalktem.

1.4 Gametogeneze u zelenych Fas
Po vyGerpani Zivnych létek z roztoku se buiiky zadinaji pohlavné rozmnoZovat
(ZACHLEDER, 1972). Diferenciace bunék z vegetativniho stavu do stavu gamet je
zavisla na svétle (ISHIURA, 1976). V posledni dobg se prokdzalo, Ze se gamety



u nékterych druhii fas (Chlamydomonas) tvofi i v piitomnosti dusikatého zdroje.
V tomto piipad® ma pfitomnost amonného iontu podstatny vliv na pocatek
gametogenese tim, Ze plisobi na gen, ktery zabezpetuje syntézu specifickych
gametickych komponent (TRAINOR a kol., 1988). Proces gametogeneze zading,
jestlize mnoZstvi amonného iontu klesne pod urditou hladinu (TOMSON;
DEMETS, 1989). Pii kultivaci na agarovych plotnich dochdzi k procesu
gametogeneze po 5 az 6 dnech od pogatku kultivace (MARTIN; GOODENOUGH,
1975). Palmelové stadium nemtzZe byt klasifikovano jako pohlavni stadium, nebot’
buitky nemaji biciky, které jsou diileZité pfi pohlavnim procesu nejen u zelenych fas
(MITCHINSON, 1971). Zagatek gametického cyklu lze sledovat, Jestlize se kultura
zalije Cerstvym Zivnym roztokem za jednu aZ dvé hodiny se bufikém vytvoli bi¢iky
a jsou pohlavn¢ aktivni (Prasinophyceae, Chlamydophyceae). V roztoku véak musi
byt pfitomen nitrat ve vhodné formé (GAVIS a kol., 1979). Gamety se diferencuji
ve vegetativni bufiky, které se zacinaji opét dg&lit. Pouze kdyZ kulturu bundk
zalijeme roztokem obsahujici inhibitor proteinové syntézy, palmelova stidia se
zméni na buiiky s pohlavni aktivitou (ISHIURA, 1976). Naproti tomu kultury bungk
zalité roztokem NH,C1 (100 mM) nejsou schopné vstoupit do pohlavniho cyklu.
Bi¢iky se jim sice vyvinou, ale buiky zlstavaji pohlavné inaktivni. Existuje
domnénka, Ze amonné ionty selektivné blokuji expresi gametickych proteind
zelenych fas (GERLOFF; FISHBECK, 1979). Bitiky gamet, oproti vegetativnim
buiikam, jsou schopny se spojit s bitiky opa&ného pohlavniho typu, protoze
v biCikové membrané jsou piitomny adhezivni molekuly (BERGMAN a kol., 1976).
Bylo zji§t€no, Ze pohlavni piilnavost gamet neni konstantni, ale je ovlivnéna
nékolika vnittnimi a vnéjsimi faktory jako jsou diurnalni rytmy v pohlavni aktivité.
S ohledem na organizaci uvnitf bunék, je moZné konstatovat, e toto uspoiadani
mizZe odrazet schopnost plizplsobit se metabolickym stresfim zplsobenych
nedostatkem Zivnych latek. Mimo to, gamety maji nizkou metabolickou aktivitu
a mohou prezivat za nepiiznivych podminek fadu mésicti (TOMSON; DEMETS,
1989).



1.5 Bunéény cyklus

Zelené fasy maji celou fadu zvla3tnosti, coz je nejnapadngj3f u chlorokokalnich
fas, kde zcela b&Zné je i za fyziologickych podminek oddg&lena karyokineze a cyto-
kineze (a dokonce i replikace DNA). V matefské butice dochézi k namnoZeni jader
a teprve pozdéji se burika rozdéli na odpovidajici podet bunék (simultanni déleni).
Tyto bun&&né cykly byly oznageny jako cykly typu C,. Podle toho, na kolik bungk se
rozdéli mateiska burika, tj. zda na 21, 22, 2 2" jsou tyto bunééné cykly
rozdé€lovéany na cykly prvniho, druhého a tretiho, resp. n - Fadu (oznaduji se jako C,
Cs, G5, resp. C, cykly). Buné&éné cykly typu C, jsou jedine¢nym modelem pro
analyzu kauzalniho propojeni dil&ich procesit vedoucich k reprodukei buriky
(NECAS a kol,,1981),

Dosud byly popsény dva zakladni typy buné&nych cykld fas. Prvni z tchto dvou
cykld se nazyva C; a jeho podstatou je rozd€leni matefskych bungk tas na dve
dcefiné buiiky. Druhy bunétny cyklus se nazyva C, a zahmuje mnoho druhi fas,
u nichz bunéény cyklus konéi rozdélenim matefske buiiky na 2" dcefinych bungk.
I'kdyz se takové cykly vyskytuji i u jinych organism (napf. u plisni), jejich vylugné
pouZiti pro vegetativni reprodukeci bundk v mnoha taxonomickych skupinach je
zvlastnosti fas a pro studium cykldi C,, nalézéme u fas nejvhodnéjsi modely. Cyklus
méa fadu modifikaci, které se i3 regulaénimi mechanismy buné&ného cyklu
a vzdjemnym &asovym spiaZenim Jednotlivych nédslednych stupit replikace na
riznych genomovych, jadernych, organelovych a bun&énych urovnich (NECAS
akol.,1981).

U fas, jejichz bun&&ny cyklus se oznacuje C,, konéi bun&ny cyklus rozdélenim
matefské buiiky na 2" deefinych bundk, pfigems n Jje obvykle v&tsi ne 1 buiika.
Pocet dcefinych bunék je tedy 4, 8, 16, az ny,, . Maximdlniho podtu dcefinych
bun€k se doséhne za optimélnich podminek ristu, kdy buitka roste maximalni
specifickou riistovou rychlosti. S klesajici riistovou rychlosti se zmenSuje podet
deefinych bung&k a miZe eventualng klesnout na dve buriky, ¢imz se cyklus piiblizi
cyklu typu C,. V praxi je tteba vidy uvaZovat primémy podet deefinych bungk,
nebot’ se &ast populace déli na 2" bungk, ale ¢ast na 2" ' bungk a &asto byva

zastoupen jesté jeden nebo dva dalsi stupné (NECAS a kol.,1981).



Cyklus typu C, je typicky pfedeviim pro chlorokokalni a volvokalni druhy fas,
u nichz byl také nejpodrobnéji studovan (obr. 2). Vyskytuje se viak také u jinych
fada fas. Lze jej rozliSit na dva dalsi typy: U prvniho typu je poget deefinych bunék
poméme nizky, hodnota n se pohybuje nejéast&ji mezi 2 az 5 a vyjimeéns nabyva
n vyssich hodnot. Charakteristické pro tento typ cyklu je, Ze se n pfi pomalém rfistu
snizuje na dvé a v mnoha piipadech se pfi velmi pomalém ristu d&li matefské
buiiky pouze na dvé deefiné (n = 1). Je zde tedy patrny plynuly prechod k cyklu typu
C\, coZ je zv1ast’ vyznamné pro studium povahy cykld C, (NECAS a kol.,1981).
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Obr. 2 Schéma zévislosti pochodii bunééného cyklu chlorokokalnich
a volvokalnich fas na osvétleni. Bilé Sipky = pochody zavislé na

svétle, Cerné Sipky = pochody nezavislé na svétle (NECAS a kol.,1981).




Charakteristickymi zastupci druhého typu jsou napi. n€které kolonidlni fasy
pochazejici z cCeledi Volvocaceae a nékteré cenobiglni fasy z Celedi
Hydrodictyaceae  a t¢z rod Scenedesmus (obr. 3). Takeé u téchto fas se hodnota
poctu bun¢k n méni s podminkami réstu, ale nesnizuje se pod jistou dolni mez
(NECAS a kol., 1981).

U viech fas, jejichz bun&ény cyklus patfi k typu C;, dojde v pribéhu cyklu
k n postupnym jadernym délenim a ke stejnému podtu déleni protoplasti bungk.
V nékterych pripadech nésleduji jednotlivé stupné deéleni protoplastu vzdy tésné po
prisluSném stupni jadern¢ho délent, tj. jests pred nasledujicim stupném dgleni jader,
Jindy se déleni protoplastu zaéne teprve po skonceni viech jadernych déleni, k nimz
v daném cyklu dojde. Existuji tudiz rozdily v regulagnich vazbach, jimiz jsou spjata
jadernd a bunétna déleni (NECAS akol.,1981).

Bunéfny cyklus typu C, u rodu Scenedesmus. Schéma se vztahuje na
nejpodrobnéji prostudovany druh Scenedesmus quadricauda (obr. 4). Dcefiné buiiky
z jedné matefské bunky zlstdvaji stmeleny a tvoi dvoj -, &tyf - a osmibundéna
cenobia. Dvojbunééna cenobia se tvoti jen za extrémnich podminek, pii vysokych
ristovych rychlostech viak vznikajf dvojjaderné deefiné butiky. Kratkym osvétlenfm
Ize indukovat rozdéleni jader na dvé bez buné&ného déleni; extrémnimi
podminkami Ize indukovat &tyfjaderné bufiky. Jadra mohou obsahovat jeden nebo
dva genomy, je tedy n =2 nebo 3 pro buné&tné déleni, 1 az 4 pro jaderné déleni a 1
az 5 pro replikaci genomu. Syntéza DNA zadin zahy v cyklu a md zietelné
nekolikastupiiovy charakter; déleni protoplastt zadina po skonéeni jadernych delem
(cyklus typu C,). Variabilita startovnich &as Jjednotlivych d&ja se pro_]evuje
1 v ramci jednoho cenobia, kde vnitfni buiiky jsou vidy pokrogilejsi (u nekterych
kloni jsou to vnéjsi buiiky) (NECAS akol.,1981),

Pro analyzu cykld C, je zdvaznou okolnosti zavislost poctu dcefinych buné&k na
specifické rlistové rychlosti bunék. V synchronnich populacich zavisi pocet
deefinych bunék také na dobg, po niz je populace osvétlena a kdy roste s pozitivni
syntetickou bilanci. To se nejnazorngji ukaze, sledujeme - li. tzv. indukci bun&¢ného
déleni, resp. potencialni podet deefinych bungk. Jestlize ze synchronni populace

rostouci na svétle odebirdme postupné vzorky, které umistime ve tmé (zbavime



prisunu energie), zjistime, Ze od jistého bodu v cyklu se mohou buriky po uplynuti
dostateéné dlouhého &asu ve tme rozdslit. V okamziku, kdy jsme vzorky
z populace odebrali, byly v nich jiz pfedpoklady pro rozdéleni Jadra a buriky - bylo
v nich indukovano bun&éné (jaderné) d&leni. V synchronni populaci se po urgité
dobé rlistu objevi bufiky schopné déleni na dvé dcetiné buiiky a s postupujicim
Casem jejich podil v populaci roste. Na rozdil od cykl C, dojde v cyklech C,
s pokradujicim rlstem po indukei déleni na dvé deefiné butiky (i;) k indukci d&leni
na Ctyfi deefing buiky (i,), dale k is, iy atd. a3  k ip, kde  n je dano nejvyssim
poctem dcefinych bungk, jehoz je za danych podminek rfistu schopna. Pribéhy
indukei  ddvaji kiivky esovitého charakteru, které charakterizuji variabilitu
generacnich dob v populaci. Indukce jednotlivych naslednych stupiitt se ve
skuteCnosti nezfidka &asteéné prekryvaji. (NECAS a kol., 1981). Schematicky je

pribéh indukei v modelovém cyklu znazornén na grafu 1.



Obr. 3 Postup déleni mateiské buniky fasy Scenedesmus obliquus

na ¢ty deefiné buiiky, které zéstavaji po rozdéleni spojeny
rozich a tak vytvaieji étyrbunééné coenobium. Deldi Sipky
ukazuji mista, kde dochazi k déleni bunék a tvoi se deefing

bunééna sténa, prevzato od PICKET - HEAPS (1975).
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Obr. 4  Na obrazku 4 jsou schemata pribéhu d&jii v bundénych cyklech za riznych
specifickych rychlosti ristu: a) u = 0.06 h™', z bungk Ctyfbunéénych cenobii
vznikaji opét ¢tyfbun&ena cenobia, b) a ¢) u = 0.08 h'', v populaci existuji
vedle sebe étyfbunééna a osmibunééna cenobia s Jjedno - a dvojgenomovymi
Jadry v burikach na poéatku cyklu; znazornény jsou dva nejéastéjsi vzory,

podle nichz probihaji bunééné déje. dyu=0. 12h"' z osmibunécnych cenobii



vznikaji opét osmibun&cna; znaéné procento deefinych bunék je dvoujaderns,
pii cyklu zadinajicim dvoujadernou burikou vzniki dcefiné cenobiumm se
viemi bufikami dvoujadernymi, Pasy nad schematickymi kresbami bunék
znazoriiuji sled dgjii v jednotlivych naslednych jademych cyklech; vysvétleni
je mnad obrazkem. Schematické kresby ukazuji pouze vyvoj jedné buiiky
v cenobiu oznacené Sipkou. Krouzky v bufikach jsou jadra, usetky v jadrech

Jsou genomy, Y znamena replikujici se genom. (NECAS akol., 1981),
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Graf. 1 Schematické zndzornéni pribchu indukénich kiivek a bunééného déleni v cykli
typit C, pro n = 2. Kfivky 1 a 2 sleduj pribéh indukce déleni na dvé a na &tyii deefing
buitky. Kiivka 1 ukazuje skutedny podil bungk v populaci, které se déli na dvé dcefing
buriky. Diive, nez jejich podil v populaci dosédhne 100 %, za¢ina u nejvyspélejSich bunék
indukce déleni na ¢tyfi, ktera pocet pozorovanych dvojic snizuje. Kiivky 1" a 2° jsou
derivace kiivek 1 a 2, které ukazuji charakter variability startovnich &asit indukce
v populaci. Kfivka 3 sleduje déleni bungk, 3° Je jeji  derivace. Bily a ¢emny pruh nad

obrazkem oznaduje, kdy byla kultura na svétle a kdy ve tm& (NECAS a kol., 1981).



1.6 Proces synchronizace bun&éné kultury

Synchronni kultura je v idedlnim pfipad€ soubor bun&k, u kterych jednotlivé
udalosti buné&ného cyklu nastavaji vzdy soucasné v celém souboru. Synchronizace
Ize dosdhnout pomoci synchronizagnich metod, které se dili na dv& zikladni
skupiny:

a) Selekénimi metodami se vyéleni z nesynchronni kultury frakce stadii bunék,
v ur€itém stadiu bun&&ného cyklu;

b) Induk&nimi metodami se zisahem do prib&hu bun&iného cyklu pievede
nesynchronni kultura do stejného stadia. Indukuje se synchronni priibsh
nasledujicich cykli. Analyza odchylek od normalniho cyklu pfind$i cenné udaje
o pficinnych vztazich mezi jednotlivymi udalostmi cyklu. Pti analyze vysledkd je
v8ak tfeba mit na zfeteli, Ze v realné synchronizované kultufe neprobihaji udalosti
v jednotlivych butikach simultdnng. P¥i¢inou Je pfirozena variabilita a nedokonalosti
synchronizaéniho postupu (NECAS a kol., 1981). Je tfeba zvlast poznamenat, Ze
u rodu Scenedesmus jsou bunééné cykly pfi priibhu vlastniho pokusu nesynchronni.
Na zékladé pomémé vysoké rlistoveé rychlosti se totiz bun&né cykly ponékud
prekryvaji (BERGMAN a kol., 1976).

V soutasné dobé& se vétSinou pouzivé nasledujici uspofadéni. Nesynchronni
kultura se péstuje pfi intenzivnim osvétleni nékolik hodin. V ndsledujicim intervalu
zatemnéni probéhnou pochody nezavisié na svétle (to se tykd zvIast€ déleni na dvé
nebo vice bungk) podle toho, v jakém stadiu cyklu byla matefska bufika v dobg
prviiho osvétleni. Potom nasleduje druhé osvétleni, bdhem kterého se vét§ina bunék
pfipravi k daldimu déleni. Doba zatemnéni v druhém cyklu je takova, aby se
rozdélily i buriky, které nebyly zcela pripravené k dg&leni b&hem predchoziho
osvétleni. Nékolik prvnich cykld se vyznacuje nestejnou délkou svételnd periody.
K ustaleni rezimu dojde po dvou az Ctyfech cyklech (TAMIYA, 1966). Délka
svetelné periody je dana kultivadnimi podminkami (KOMAREK, 1964). Vhodna
perioda cyklu svétlo - tma byva vétSinou 24 hodin, coz naznaGuje souvislost
s pfirozenym dennim rytmem. Ziskany synchronni material ma schopnost tvorby
autospor. Vhodna perioda cyklu svétlo - tma byva v&tSinou 24 hodin, coz naznacuje

souvislost s pfirozenym dennim rytmem (NECAS a kol., 1981).



Synchronizace bunéénych cykli v nasich experimentech probghla za podminek
stfidani svétla a tmy v denni periodé 16 : 8. Tento postup se obvykle uziva u viech
jednobuné&&nych nebo jednoduchych cenobialnich typli fas a dale n&kterych rozsivek
a sinic (TAMIYA, 1966; MITCHINSON, 1991: DOUCHA a kol., 1976).

Pon¢kud hor3i synchronnost vykazuje jaderné déleni. Také pocet autospor
vzniklych z jedné buiky nékdy kolisa (SETLIK a kol., 1972; KOMAREK;
SIMMER, 1965).

1.7 Cil price
Cilem mé préce je potvrdit existenci zoospor u fasy Scenedesmus obliquus a jejich

moznou indukei pomoci specifickych podminek.

V pfipadg, Ze se podafi tento jev doloZit, zméni se nahled na reprodukci celé
skupiny fas Chlorococcales. Indukce tvorby gamet by méla téz prakticky vyznam
v fasove genetice, umoznila by kfiZeni a tim i mo¥nost napf. §lechténf novych

kmend, mnohem vhodnéj8ich pro venkovni masovou kultivaci.
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II. MATERIAL A METODY

2.1 Kultivaéni aparatura
Kultivaéni aparatura se skladala z téchto zakladnich &asti (obr. 5):
a) kultivaéni panel s nadrZi na vodu
b) systém rozvodu smési vzduchu a CO,
c) osvétlovaci télesa a hodinovy spinaé

ad a) Na dné& nddrze s vodou byl umistén stojan na kultivaéni nadoby. Vedle
vodni nadrZze se nachézel ultratermostat s plynule nastavitelnou teplotou, ktery
zabezpeCoval udrzeni stalé teploty vodni lazng. Pro kontrolu teploty vody byl
piipevnén na sténé nadrze kontaktni rtutovy teplomér.

ad b) Pro kultivaci fasové suspenze byl nutny pfisun smési vzduchu a CO,.
Zdrojem oxidu uhli¢itého byla tlakova nadoba. Smés vzduchu a CO, byla vedena
systémem rozvodného zafizeni az na regulovatelné vystupy (plynové kohoutky),
kam bylo moZzné pfipojit hadi¢ky vedouci pfimo do kultivadnich nadob.
ad c) Zafivkova télesa (Tungsram F33, cool white) byla umisténa na svételném
panelu na predni stran€ nadrze temperované vodni ldzn& a pfipojena na Gasovy

spina¢, ktery uréoval délku periody svétla a tmy.

2.2 PouZzité kmeny rasy Scenedesmus obliquus

Zkoumand kultura fasy Scenedesmus obliquus, kmen BARTOS a MANSO
1986/206 pochézi jako kontaminujici fasa z venkovni masové kultivace fasy

Chlorela na Kubg a byla uzivéna ve venkovni masové kultivaci v Tteboni.



Druha testovana fasa byl Scenedesnus obliquus, kmen HINDAK 94/11. Tento kmen
pochazi z Tteboniské sbirky fas, BU AV CR. Fyziologickou zvlastnosti kmene

HINDAK 94/11 Je neschopnost tvorby dvoubunéénych dcefinych cenobii oproti
kmenu BARTOS a MANSO 1986/ 206.

Obr. 5 Kultivagni aparatura; ¢ - Casovy spinag, T - termostat, V - vodni lazefi, Te -

teplomér, S - smés vzduchu a CO,.




2.3 Postup indukce bunééného déleni

Ke 100 ul fasové suspenze jsem piidala Zivny roztok Z (STAUB, 1961) o objemu
1.4 ml. Tento pfipraveny roztok byl rozetfen sterilni klickou na Petriho misku
s agarovou pidou, jejimz zikladem byl Zivny roztok Z. Petriho misky se poté ulozily
do uzaviratelné nadoby a ta se umistila do lednice, kde byla teplota 7 °C. Kultiva&ni
Zivny roztok Z vytvafel spolu s temnym a chladnym prostfedim takové podminky,
které umoznily indukci déleni bungk. Nespornou vyhodou bylo i to, Ze bun&&na
cenobia zistavala v celku a nerozpadala se jako pfi kultivaci v roztoku, coz

umoznilo poéitani bunék.

2.4 Uzité Zivné roztoky

Zivny roztok Z ( sloZeni pozménéno podle Zehndera), (STAUB, 1961)

NaNQO; 467 mg/ 1 =550 mM /1
Ca (NOs), . 4 H,0O 59 mg/l =025mM/1
K,HPO; 31 mg/1 =031 mM/1
MgS0, . 7H,0 25 mg/1 =025mM/1
Na,CO; 21 mg/l =021 mM /1
Fe - EDTA komplex 10 ml/1 =0.01 mM /1

Stopové prvky byly pripraveny dle Zachledera a Setlika (1982)
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Zivny roztok 1/2 S § (ZACHLEDER; SETLIK, 1982)

KH,PO, 034g/1
KNO, 020g/1
CaCl, . 6 H,0O 0.11g/1
Chelat. zelezito sodny 0.18g/1
MgSO, . 7H,0 099¢g/1
Mikroelementy:

H;BO; 0.046g/1
MnSQ, . 7H,0 0.018g/1
CuSQ, . 5 H,0O 0.019g/1
ZnSQ, . 7H,0 0.022g/1
(NH4)s Mo; Oy 0.013g/1
CoCl,. 6 H,O 0.018g/1

2.5 Pouzité postupy

- Sterilizace. Roztoky, nastroje a laboratorni sklo bylo sterilizovano v autoklavu pi
150 kPa a 125 °C po dobu 20 minut. Laboratorni sklo bylo sterilizovano
v horkovzdusném sterilizatoru pfi teploté 160 °C po dobu 2 hodin.

- Priprava Zivné pidy. Do 3 litrovych bangk byla nalita Zivna ptda Z, byl ptidan
agar v praSku (LACHEMA a. s. Bmno o. z. Neratovice). Na jeden litr bylo ptidano
7.5 g agaru. Tato smés byla sterilizovana v autoklavu. Po vyjmuti z autoklavu se
nechala smés v batice mirné vychladnout a poté za stalého michani nalila do rovngs
vysterilizovanych Petriho misek. Pro pfipravu tekutych Zivnych piid se uZila Zivna
pida Z. Tato pida se pripravovala bud v kompletnim sloZeni, slouzila - li ke
kultivaci fas nebo bez pridavku dusikatych slougenin, slouzila - li k indukci tvorby

ZOOSPOT.

18



- Fixace glutaraldehydem
Pii fixaci fas byl pouzit glutaraldehyd ve vysledné koncentraci 1 %. Pro
elektronovou mikroskopii byly fasy konzervovany ve 2 % formaldehydu. Po

promyti v 0.2 M kakodylatovém pufru byly tyto vzorky pfefixovany OsO,

2.6 Strategie experimentu

V' provedenych experimentech jsme pouzili fasy Scenedesmus obliquus kmen
BARTOS a MANSO 1986/206 a kmen HINDAK 94/ 11. V priitb&hu naseho pokusu
rostly kultury v Zivném roztoku Z s minerdlnimi mikroprvky 1 / 2 SS. Roztok
s fasami byl neustéle zdsobovan CO, o koncentraci 3 % (objemovych procent ve
vzduchu). Bylo pouzito osvétleni 90 W.m> pfi 30 °C.  Prvnim predpokladem
k moZnosti pozorovani a zkoumani buné&ného cyklu fasy Scenedesmus obliquus
a k nasledné indukci zoospor je dokonald synchronizace bunéénych cykld
v pokusné kultufe. Pro sp&$nou synchronizaci bunéénych cykl byla stanovena
perioda svétla a tmy 16 : 8. Pribé&ing se sledoval stav bunék ve svételném
mikroskopu a méfila se opticka hustota nartstajiciho mnoZstvi bunék fas v roztoku.
Kultivace fas Scenedesmus obliquus probihala za vyse uvedenych podminek
v Tamiyovych lahvich. Po uplynuti nékolika buné&énych cyklf doslo k dokonalé
synchronizaci kultury. Nasledovalo rozfedéni roztoku na pocateéni hustotu asi 10 °
bunek v 1 ml a tato suspenze fas byla aplikovana do nékolika kultivagnich valc,
kde poté probihal ptipraveny pokus zaroveri s odbéry vzorkl. Zoospory, byly
indukovany v Zivném roztoku Z, ktery neobsahoval zadny zdroj dusiku. Kultura
rostla pfi 15 °C, pfi osvétleni 10 W.m™ a za periody svétla a tmy 16 : 8. Vzorky
byly odebirany kaZdou hodinu. Pro fixaci odebranych vzorkd byl pouzit 1 %
glutaraldehyd.
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POKUS¢. 1
Po tfidenni synchronizaci fasové kultury Scenedesmus obliquus kmene
HINDAK 94/11, se kazdé dvé hodiny odebiraly vzorky, které byly nasledn
zpracovany a vyhodnoceny.  Hlavnim zdmérem pokusu & 1 bylo stanoveni

bunéénych indukci.

Vyhodnoceni vzork:
a) Meéfeni absorbance roztoku fas se provadélo pti 750 nm.

b) Z kazdého odebraného vzorku se nalilo 0.5 ml suspenze bunék do malé
laboratorni kyvety (Ependorf) a fixovalo glutaraldehydem.
¢) Poslednim bodem zpracovani vzorkil byl odbér fasové suspenze pro stanoveni

indukce buné&ného déleni. Pro toto vyhodnoceni bylo tfeba 100 pl fasové suspenze.

POKUS¢. 2

Uspésnému provedeni druhého pokusu pfedchazel proces synchronizace
bunéénych cykld fasy Scenedesmus obliguus kmen HINDAK  94/11. Za ti dny byla
kultura bungk zcela synchronni. Proces synchronizace probihal ve dvou kultivagnich
valcich o objemu 400 ml, pii teploté 30 °C, za stalého provétravani smési vzduchu
a3 % CO, (v/v), pti ozéteni 90 W m™ a periods svétla a tmy v poméru 16 : 8.
Po dokonCeni sychronizace byla kultura fas natedéna na inicialni koncentraci 10°
buné€k / ml pii absorbanci 0.09. Tento roztok fas byl umistén do tfi Tamiyovych
lahvi a dalsi kultivace probihala jiz za stejnych podminek, tj. pfi teplot& 30 °C,
provzdusitovani 3 % CO,, ozafovani 90 W m™? a period€ svétla a tmy v poméru
16 : 8. Z dané kultury bungk se odebral po hoding vzorek o stanoveném objemu
a ten byl pouZit k jednotlivym diléim vyhodnoceni. Timto zplisobem se odebralo

celkem 15 vzorku.



a) Postup odebirani a zpracovani vzorkd kultury tasy Scenedesmus obliguus.
Odbér vzorkl zapogal prvni Tamiyovou lahvi a po provedeni nékolika odb&ri
pokragoval druhou a tfeti Tamiyovou lahvi. Podminky pokusu byly ustanoveny tak,
aby byly kultivaéni podminky ve viech tiech lahvich stejné. Prvni odbér mél objem
140 ml pfi absorbanci 0.09. K diléimu vyhodnoceni bylo jeité treba 5 ml suspenze
buneék a tudiz ¢inil celkovy objem prvntho odb&ru 145 ml.

b) Vypocet objemu vzorku. Vypoget objemu odebiraného vzorku V se vypocital

z absorbance pfedchoziho vzorku A;s, s ohledem na pocet bunék v ml :

V(ml)=15/A

K nasledujicimu zpracovani vzorkd bylo nutné, aby byl podet bunék na 1 ml stejny.
Objem odebiraného vzorku s dalsimi odbéry klesal, nebot se zvySovala koncentrace
bungk v roztoku,

c) Kultivace vzorkli na indukci tvorby zoospor. Odméfeny objem suspenze
bunek jsem nalila do kyvety a odstfedila pti 3200 otackach za minutu. Teplota pri
odstfed’ovéni byla 22 °C a odstted’ovéni trvalo 10 minut. Obsah kyvety jsem opatrné
slila a sediment bun&k zalila 100 ml sterilniho bezdusikatého Zivného roztoku Z,
Tuto smés jsem opét odstfedila v centrifuze za stejnych podminek a postup
opakovala ttikrat. Ugelem tohoto postupu bylo odstranéni dusiku z Zivného roztoku
a tak pfipravit podminky pro indukei zoospor. Po poslednim odstfed’ovani jsem
roztok opét slila a sediment bunék rozredila 5 ml bezdusikatého Zivného roztoku ve
sterilnim boxu. Tuto suspenzi jsem nalila do mensiho kultivagniho vilce o objemu
40 ml a umistila do ldzn& o teploté 15 °C, provzdusfiované smési vzduchu a 3 %
CO, a ozafované 10 W m™. Kultivace za téchto podminek probihala 40 hodin.

d) Pro vyhodnoceni dil¢ich odbéri bylo zapotebi 5 ml roztoku ke stanoveni
absorbance a na fixaci fas glutaraldehydem.

e) Vyhodnoceni vzorkll na indukci bunééného déleni. Pro vyhodnoceni bylo

tieba 100 pl buné&né suspenze.



f) Pozorovani zoospor v elektronovém mikroskopu. Objektem pozorovani pro
fotografie ziskané v elektronovém mikroskopu byla tasa Scenedesmus obliquus
kmen BARTOS a MANSO 1986/206. Kultura této fasy byla odebrana z malé

kultivacni plodiny v Tfeboni v r. 1995,

POKUS¢. 3
Zamérem pokusu & 3 bylo zjiténi zavislosti réstu bunddné suspenze a tvorby
Z0oospor na intenzité ozafeni.

Po synchronizaci bunééného dgleni se roztok s fasami nafedil na
vychozi koncentraci 10° bunék na ml do ¢tyl Tamiyovych lahvi. Kazdd Tamiyova
lahev byla ozafovéna jinou svételnou intenzitou. Prvni Tamiyova lahev byla
ozafovana 12 W.m*, druhd 25 W.m’, tieti 60 W.m> a étvrta 110 W.m?% Z kazdé
lahve se po hodiné odebiral vzorek o urditém objemu pro vyhodnoceni dil¢ich
vzorki. Prvni odbér mél objem 85ml, celkem bylo provedeno 20 odbéri. Obéry ze

subkultur byly provadény po 4 hodinach celkem 40 hodin.

Vyhodnoceni vzorki:

a) Stanoveni absorbance pfi 750 nm.

b) Stanoveni indukce bun&&ného déleni, K vyhodnoceni bylo tfeba 100 ul bun&sné
suspenze.

c) Fixace bunék glutaraldehydem. K fixaci bylo tieba 0.5 ml bun&&né suspenze.

d) Vypocet objemu vzorku a kultivace vzork® na indukci tvorby zoospor.



I1I. VYSLEDKY

3.1 Vysledky pokusu & 1.

V pokusu €. 1 se podafilo stanovit indukce bun&ného déleni fasy Scenedesmus
obliguus kmene HINDAK 94/11 pii kultivaci bungk fasy na agarové plotné
v Petriho miskéch. Agarové plotny v Petriho miskach se nasledujici den vyhodnotily
ve svételném mikroskopu. Charakter rychlosti rastu bunégné suspenze lze dobie
vidét z grafu &. 2 (graf ¢. 2). Domnivam se, e kolem 13, hodiny doslo k hromadéni
latek metabolismu a téZ jiz byla patrna nizdi rychlost riistu bun&tné populace
v zakladni kultufe (graf ¢. 2). Charakter indukénich kfivek Je dobfe vidét z grafu &.
3 (graf €. 3). Jiz od pocatku experimentu se objevily indukce bunééného déleni na
Ctyfi dcefiné buiiky. Od &tvrté hodiny od pogatku kultivace se objevily indukce na

osm deefinych bunék a od esté hodiny na Sestnact dcefinych bunék.
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Graf €. 3 Indukéni kivky tasy Scenedesmus obliquus kmene HINDAK 94/11 pii
90 W.m™,

3.2 Vysledky pokusu & 2.
Zoosporam podobné buiiky fasy Scenedesmus obliquus kmene BARTOS
a MANSO 1986/206 v pokusu &. 2 se vyskytly pii kultivaci v Zivném roztoku Z
v buné&né subkultufe za nedostatku dusiku. Podafilo se dosahnout indukce
a vzniku zoospor. Tyto buiiky se viak vyskytly az v dobg, kdy se  vétsina bungk
nachazela ve stavu vysoké zralosti. Z t&chto okolnosti lze usuzovat, Ze zoospory se

pfi tomto pokusu objevily az po dostateéném vyspéni matefskych bunék a tudiz byly



schopn€ po nasledném vystaveni vlivu nedostatku dusiku tvorby zoosporickych
komponent. Je zvlastni, Ze pravé syntéza a vyvin Jednotlivych souédsti zoospor je
pravdépodobné zdvisla na velikosti buiiky a celkovém dosazeném vyvinu v uréitém
obdobi bunétného cyklu, tedy zejména v jeho druhé poloving a v neposledni tadé
1 na rychlosti riistu bun&¢né suspenze. To znamena podstatny rozdil oproti dobie
prostudovanému rodu Chlamydomonas, u kterého Je principem tvorby zoospor 167
nedostatek dusiku, aviak tento proces tvorby zoospor nastane jen v tzv. Gl fazi
buné&ného cyklu, tedy hned po rozdéleni a vyrejdéni deefinych bunék. Perioda G1
faze se nazyvé tzv. ,precommitment period”. U rodu Scenedesmus viak dochézi
k tvorbé zoospor zfejmé az po vyspéni matefskych bungk, které jsou teprve po
nabyti ur€ité velikosti, obsahu bilkovinnych komponent a zmnoZeni genetického
materialu schopné tvorby zoospor. Jedné se tedy pravd&podobné o reliktni jev, ktery
nenastava za b&znych podminek kultivace. V naem pokusu se zoospory objevily
v nejvysSim poétu ve vzorcich, které se odebraly po deviti hodinach od pocatku

kultivace v hlavni kultufe a poté prenesly do subkultury (obr. 6).

Obr. 6 Zoospory tasy Scenedesnius obliguus kmen BARTOS a MANSO 1986/206.



V subkultufe se provadél téZ odbér vzorkd a nasledna fixace glutaraldehydem po
4 hodinach ve 40 hodinovém tseku, kdy nejvyssi pocet zoospor jsme pozorovali ke
konci ¢asové periody pfi 32 hoding. Z indukénich kiivek v grafu 6 vyplyva, ze
zoospory vznikaly pfedevdim pfi vyskytu osmibun&énych a Sestnactibunécnych
indukeli, tedy pfi nejvy3si riistové rychlosti suspenze bungk. Z poCtu napocitanych
bun€k lze pozorovat, Ze a& byly podminky pro tvorbu zoospor téméf idealni,
hodnoty procentualniho zastoupeni téchto bungk jsou pomérné nizké, jen 20 %
v maximalnim zastoupeni potu zoospor 53 % (graf ¢. 6). Pri provadéni pokusu
doslo k vyterpani zdroje oxidu uhliitého a pfiblizné v desaté hoding kultivace té>
k prudkému poklesu rychlosti bun&ného riistu, coz je velmi dobie patrné z grafu 4
(graf & 4). Procentualni hodnoty po&tu zoospor ve zkoumaném roztoku jsou
spocteny kumulativné vzhledem k hoding odb&rii z hlavni kultiva&ni suspenze
(graf €. 6).

Soucasné s timto pokusem byly vyhodnoceny vzorky fas, které byly odebrany
po hodiné z hlavni kultivagni suspenze a umistény na agarové plotny na Petriho
misky do tmy. Vzorky byly vyhodnoceny jiz druhy den po odbéru. Vyznamem
tohoto zpisobu vyhodnocovani vzorki bylo piedeviim to, Ze se podaiilo pozorovat
cela nerozpadla cenobia fasy Scenedesmus obliquus, ktera je znama svou snadnou
rozpadavosti cenobii ve vodnych roztocich a z toho diivodu jiz lze nasledovné
zjistit, zda deefiné buiiky pochézeji piivodné z Styfbunééného, osmibundéného nebo
Sestnactibunééného cenobia. Tvar bunék a morfologie cenobii Ize pozorovat

z nakresd na obrazcich 7a 8 (obr. 7, 8).
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Obr. 7 Tvar bunck a cenobi



Obr. 8 Snimky ze svételného mikroskopu. 1 - 4 tvar Jednobunéénych dcefinych bungk, 5 -

autospory v matefske bufice, 6 - 11 zoospory v mateiské buiice, 12 - autospory.



Z kfivky narbstu bunek, kterd byla ziskana z hodnot namérenych absorbanci
vzorkldl v Casovém useku 15 hodin, je mozné vyCist charakter a rychlost riistu
populace bunék (graf ¢. 4). Zde lze pozorovat kolisavy priibéh nartistu absorbance
roztoku vlivem odbéru vzorkd postupné ze tii Tamiyovych lahvi, kter¢, a¢ byly

kultivovany za stejnych podminek, vykazovaly rlizny nariist bunék.
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Graf €. 4 Narfist mnozstvi bunék v roztoku vyjadiené v zavislosti na ¢ase pii 750 nim.
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Graf ¢. 5 Indukéni kiivky fasy Scenedesmus obliguus kmene BARTOS a MANSO 1986/
206 pii 100 W.m™>.

30

20

Pocet bunék [%)

10 -

Graf €. 6 Pocet zoospor fasy Scenedesmus obliguus kme BARTOS a MANSO 1986/206
pii 100 W.in%.



3.2.1 Vyhodnoceni vzorkii z pokusu & 2 pomoci elektronové mikroskopie.

Vzorky tasy Scenedesmus obliguus kmen BARTOS a MANSO 1986/206,
plvodné odebrané z venkovni masové kultivaéni Jednotky, byly vyhodnoceny za
pomoci elektronového mikroskopu. Fotografie ziskané v elektronovém mikroskopu
nejsou tak jednoznaéné proto, Ze zoospor je ve vzorku malo a je velice tézké ziskat
podélny fez v urovni obou bigikl (obr. 9, 10, 11, 15, 16, 18). Dale je interpretace
snimkd komplikovana mnozstvim kontaminujicich bakterii ve vzorku, ktery byl
odebran  z venkovni ploiny. Piesto jsme nalezli jasné charakteristické struktury
bi¢ikl na fezech (obr. 15, 16, 17) a to i u zoospor uvnitt matefskych bunék (obr.
12,113,117, 18). Déle se ukézalo, Ze bunééna sténa zoospor uvnitt matefskych bunék
je jednovrstevnd  a teprve pozdgji, po nebo t&sné pred uvolngnim se zdvojuje (obr.
9, 10). Také bun&na sténa matefskych bunék tvoticich zoospory je tenka, kdezto
bunétna sténa bunék tvoricich autospory je silnd a vicevrstevna (Obr. 19). Buiky
byly ovilného tvaru a doposud obalené matefskou bundtnou sténou. Od
vegetativnich bunék se lidily uspofaddnim dcefinych bunék v mateiské buiice.
V' priénych fezech vegetativnimi buiikami jsou zfetelné pyrenoidy v obalu
Skrobovych zrn (obr. 20). Autospory, rozdélené vegetativni buniky uvnitf matefské
buiiky, jsou uspofadané tésn& vedle sebe (obr. 19). Naopak zoosporam podobné
buriky jsou uloZené v matefské bufice pongkud voln&ji a maji kulovity tvar.

Nejcast&jsi pocet zoospor v matefskeé buiice &ini 4 a 8 bungk.
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Obr. 9 Rezy v transmisnim elektronovém mikroskopu. Zoospory s jednovrstevnou
buné&cnou sténou, B - bi¢iky, J - jadro, BS - bunééna sténa, BA - bakterie
kontaminujici venkovni kulturu. Snimek fasy Scenedesmus obliguus kmen BARTOS
a MANSO 1986/206.




Obr.10 Rezy v transmisnim elektronovém mikroskopu. Zoospory s dvojitou bunénou

sténou. B - bi¢iky, J - jadro, BS - bunééna sténa, BA - bakterie.
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Obr. 11 Rezy v transmisnim elektronovém mikroskopu. Detail zoospor s kolmo profizlymi

biciky (B), J - jadro, BS - bunééna sténa, BA - bakterie.

34



Obr. 12 Rezy v transmisnim elektronovém mikroskopu. Detail zoospor uvniti matefské

buiiky s kolmo profizlymi bigiky (B), J - jadro, BS - bunééna sténa, BA - bakterie.
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Obr. 13 Rezy v transmisnim elektronovém mikroskopu. Papila s kolmo profizlymi bigiky

(B), I - jadro, BS - buné&éna sténa, BA - bakterie.
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Obr. 14 Rezy v transmisnim elektronovém mikroskopu. Papila s kolmo profizlymi biéiky

(B), J - jadro, BS - bunééna sténa.
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Obr. 15 Rezy v transmisnim elektronovém mikroskopu. Podélny a kolmy fez bigiky (B).
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Obr. 17 Rezy v transmisnim elektronovém mikroskopu, Podélny fez zoosporou s dvéma

bigiky (B).
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Obr. 19 Pri¢ny fez matetskou buitkou s autosporami, Charakteristicky stladené uvnitf

matefské bunky.
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Obr. 20 Piicny fez vegetativni busikou se zfetelnym pyrenoidem v obalu skrobovych zm.

Bunédna sténa (BS) je dvojitd a silna.
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3.3 Vysledky pokusu ¢&. 3.

Zoospory bun&k Scenedesmus obliquus kmene HINDAK 94/11 v pokusu & 3 se
podatilo ziskat pfi vSech dil¢ich pokusech (obr. 21). Nartist bunééné populace
b&hem pokusu je zndzornén na grafu 8 (graf &. 8), kde miizeme sledovat charakter
rychlosti riistu vyjadfené hodnotou absorbance v zavislosti na Ease. Nejvyssiho
naristu  poftu bunék dosahla suspenze bunék, kde ozafenost byla 110 W.m™
kiivek je patrny jisty posun indukce déleni bunék, kdy s klesajici intenzitou
ozafenosti roste ¢asovy usek, kdy nedochazi k indukci déleni bundk (graf ¢. 8, 9, 10,
11). Tento jev je zpisoben nedostatenym osvétlenim, a tim i vyvinem bungk
a nizkou rychlosti d&leni bunék. Cim nizsi byla rychlost déleni bunék, tim se téz
zpoZd'ovala tvorba zoospor, nebot’ pomalu se d&lici buiiky nemohly dosahnout
dostatecné zralosti. V pfipadé ozafenosti 12 W.m™ doglo k tvorbé zoospor az po 12.
hodiné od pocatku kultivace a maximum nastalo ve 14. hoding od pocatku
kultivace, kdy maximalni pocet zoospor dosahl hodnoty 5 % (graf ¢&. 12). Ve 14.
hodiné se poCet vyskytu zoospor sniZil na 1 % a v nasledujicim Sasovém tseku se
Jiz vyskyt nepodatil dolozit. U diléiho pokusu, kde byla suspenze bunék ozafena
25 W.m™ se maximum poCtu zoospor objevilo kolem 12. hodiny a dosahlo poétu
20 %. Zoospory se objevovaly az do 17. hodiny od po&atku kultivace (graf €. 13).
Pii ozéafenosti 60 W.m™ rostly buiiky veti rychlosti a tim se zvysila i tvorba zoospor
az na 45 % s maximem kolem 11. hodiny od pogatku kultivace (graf ¢. 14).
Zoospory bylo mozné pozorovat jiz od 7. hodiny az do 15. hodiny od poé&atku
kultivace. Nejvys§i vyskyt zoospor byl zaznamenan u pokusu s ozafenosti 110
W.m™, Maximalni pocet zoospor byl zjidtén kolem 10. hodiny od po&atku kultivace
v hodnot& 58 %. Zoospory bylo mozné sledovat od 4. hodiny do 16, hodiny od
pocatku kultivace (graf €. 15). Nariist po&tu zoospor jiz nebyl tak vyrazny, protoze
ozéfeni 110 W.m™” spliije pozadavky na maximalni rychlost rlistu bun&éné
populace a dal8im zvySovanim ozafeni by doslo jen k nepatrnému vzristu rychlosti
déleni a ristu bunék. Rést a morfologie bundk i autospor jsou zachyceny na

obrazku &. 22 (obr. 22).
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Obr. 21 Tvar a morfolo
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Obr. 22 Riist bunék fasy Scenedesmus obliquus kmen HINDAK 94/11 a tvorba autospor.
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Graf €. 12 Poget zoospor fasy Scenedesmus obliquus kmen
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Graf €. 15 Pocet zoospor fasy Scenedesmus obliguus kmen

HINDAK 94/11 p#i 110 W.m™.
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IV. DISKUZE

Produkce pohyblivych bunék (zoospor nebo gamet) u chlorokokalni fasy
Scenedesmus obliquus, kmen WH 50, poprvé pozoroval TRAINOR (1963)
a naposledy tento jev dokumentovali HINDAK a TRAINOR v roce 1995. Vlivem
nizkych teplotnich podminek spoleéné s nedostatkem dusiku v kultivaéni piidé se
dosahlo tvorby a uvolnéni zoospor z matefské butiky. Zcela neobvyklym jevem je
moznost pozorovani téchto pohyblivych bunék rodu Scenedesmus ve venkovni
masové kultivaci (LUKAVSKY, 1991). Produkce zoospor byla vysledkem
kultivace za anaerobnich podminek. Podle CEPAKA a kol. (1991) pozoroval
LUKAVSKY (1991) pohyblivé buiiky ve venkovni masové kultivaci, kde zfejmé
doslo k vycerpani dusiku, a anaerobii. CEPAK (1993) pozoroval ve vzorcich
sebranych ve stejné malé venkovni kultivacni jednotce butiky fasy Scenedesmus
obliquus podobné tém, které popsal LUKAVSKY (1991) ve venkovni masoveé
kultufe. Buiky podobné zoosporam se vyskytovaly hojné, asi ve 30 % celkového
podtu bun€k druhu Scenedesmus obliguus. Jejich morfologie pod svételnym
mikroskopem byla téméf stejnd jako u bunék, které popsal LUKAVSKY (1991).
Jednalo se o bunky sférického tvaru s parietalnim chloroplastem bez stigma a bez
biciku. Zoosporam podobné buiiky se ligily ve velikosti, coZ nasvédéovalo tomu, e
se nachazeji v riznych stadiich bun&éného cyklu, atkoliv Z4dny vyvoj zoospor
u druhu Scenedesmus obliguus nebyl dosud pozorovan (TRAINOR,1965 a,
TRAINOR; BURG, 1965 b, CAIN; TRAINOR, 1965). CEPAK (1993) ovéfoval za
pomoci fluorescenéniho mikroskopu stadium buné&ného cyklu, ve kterém se buiiky
nachazely, prekvapivé viak nenaSel Zadné struktury obsahujici DNA. Na druhou
stranu nejveétsi buriky podobné zoospordm obsahovaly dvé jadra. V laboratofi byly
navozeny podminky, za nichz do$lo k indukei tvorby zoospor ve venkovni masové
kultivaci. Na zakladé provedenych pokustl a pozorovani zpochybnil CEPAK (1993)
moznou existenci zoospor u rodu Scenedesmus a tyto buiiky oznaéil za buiiky

rostouci za nepfiznivych podminek.
Podle nadeho nézoru se jedna o zatim nedostateéné prozkoumany proces, ktery

ma mnoho otazek nezodpovézenych. Lze pozorovat vyskyt zoospor, ale nepodafilo
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se zatim urCit, jestli tyto bufiky patfi k pohlavnim typim mt ~ a mt *, Jakym
zpisobem by mohla probihat kopulace, interakce gamet, splynuti protoplastti &i
jader. Jedna se zfejmé o proces, ktery dnes existuje jen jako poziistatek né&jakého
uplneho procesu rozmnozovani. Rovnéz viak nevime, prod pravdépodobné doslo
u rodu Scenedesmus ke ztratd této evoludni vyhody. Z nasich vysledki plyne, Ze
v laboratornich podminkach lze proces tvorby zoospor Usp&iné indukovat vnéj§imi

podminkami v procesu kultivace.
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V. ZAVER

Ve vSech naSich provedenych pokusech jsme métili absorbanci suspenze bunék
ras, stanovovali indukce (charakterizuji fazi v bun&&ném cyklu), vyskyt a pocet
zoospor. Vzhledem k né&kolika stlim vzorkd ziskanych bshem jediného pokusu
nebylo mozné ihned vzorky mikroskopovat, a bylo nutné je fixovat
glutaraldehydem. U takto ziskanych vzorktl je viak mnohem t8% detekce bigiky,
nez je tomu u zivych bungk. Pozorovani Zivych bunék by umoznilo Iépe detekovat
vyskyt bi¢ikl a celkové chovéni zoospor. Charakterizovali jsme hlavni reprodukéni
procesy v synchronnich kulturdch Scenedesmus obliguus kmen BARTOS
a MANSO 1986/206 a srovnali s kmenem HINDAK 1994/11, ktery v literatufe
vykazoval doposud nejvétsi mnoZstvi vzniklych zoospor. Zjistili jsme, e kmen
HINDAK 1994/11 nema schopnost tvofit pfi viech testovanych ozafenostech
dvoubunéené autospory, zatimco kmen BARTOS a MANSO 1986/206 ano, ¢imz se
podoba nerozpadavym typtim Scenedesmus jako Scenedesmus quadricauda,

Dal$i moznosti, jak prokazat vyskyt zoospor u tfasy Scenedesmus obliquus, je
pozorovani téchto bun€k elektronovym mikroskopem. Pfi pozorovéni Z00Spor
v elektronovém mikroskopu jsme zjistili, ¢ zoospory uloZené v matefské buiice
maji bi¢iky, které oviem nebylo snadné pozorovat. Z fotodokumentace Je dobfe
vidét vicevrstevna bundnd sténa oddélujici autospory charakteristicky stlaéené
uvnitft mateiské bunky, na priéném fezu vegetativni buiikou lze vidst zietelny
pyrenoid v obalu Skrobovych zrn a dvojitou bunéénou sténu, jadro buiiky a kolmo
profizlé bi¢iky. Bylo velmi obtizné potidit snimky fezi zoospor z elektronového
mikroskopu, protoze jejich procentualni zastoupeni je ve vzorcich obvykle velmi
nizké. Vyhodnoceni téz komplikovaly etné bakterie obsazené ve vzorcich.

Z nasich vysledkl vyplyvd, Ze fasa Scenedesmus obliquus je schopna tvotit
pohlavni stadia - zoospory. Tyto pohyblivé buitky se ndm podafilo pozorovat
svételnym mikroskopem pouze v matefské bufice. Biciky jsme vidéli jen
sporadicky. Podafilo se ndm navodit vhodné podminky pro indukci a pro tvorbu
zoospor. Podstatou podminek pro iniciaci tvorby zoospor bylo dodrzeni podminek

pro vylouceni dusiku ze zivného roztoku, dale temné prostiedi a nizka kultiva&ni
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teplota udrzovand pomoci temperované lazn&. Zoospory nevznikaly v prvnich fazich
po prevedeni bunék do podminek vhodnych pro indukei tvorby téchto bigikatych
bunek, ale az po nékolika hodindch. Poget zoospor vzhledem k poétu ostatnich
bungk nartistal az do urité doby, kdy doséhl svého maxima a poté zaZal klesat, Po
nékolika hodinach jiz nebylo mozné zjistit tyto buiiky ve zkoumanych vzorcich..
Zoospory se tvofily ve velké mife jen tehdy, dosahly - li matefské buitky svého
ristového a déliciho maxima, coZ bylo dobfe patrné z charakteru indukénich kfivek,
které popisuji stav buné&ného cyklu, déleni bun&k a rychlost riistu populace. Je tedy
zfejme, Ze vznik zoospor je vdzan na dostatednou zralost mateiské buiiky, coz je
piekvapujici zjiSténi, protoze k tvorbé zoospor dochazi obvykle jiz na zagatku
bunééného cyklu v G1 fazi u mnoha fas. Naptiklad u rodu Chlamydomonas probiha
indukce vzniku zoospor na potatku G1 faze, kterd se nazyva ,precommitment
period™ téZ za nepiitomnosti dusiku. V nasich experimentech byla dostate¢nd zralost
bungk zavisld pfedeviim na ozafeni suspenze bungk svétenymi t&lesy. Vys3i
ozafenost umoZfiovala rychlejsi rist bungk a néasledné déleni v pribshu temné
periody. Existuje domnénka, Ze tvorba zoospor u rodu Scenedesmus je pouze
poziistatek dfivéjsiho pohlavniho procesu. Tento nazor, vzhledem k soucasnym
znalostem o pohlavnim rozmnoZovani rodu Scenedesmus viak nemiizeme dokazat
ani vyvratit, jisté by to znamenalo daleko vice ¢asu a tsili, coz zdaleka pievysuje

ramec této prace.
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