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Podékovani

patfi vSem, kdo si je zaslouzi. Diky.

A my, jenom divaci, vSude a naporad,

ohledy ke vSemu, nikdy vSak pohled ven!
Cosi v nas kypi, vie. A tak to tfidime. Cosi se
rozpada, tridime to dal, aZ jsme sami rozpad.

Rainer Maria Rilke: Osma elegie
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1. Uvod

Uvod
Kryoseston a snézZné fasy

Kryoseston (nazev poprvé pouzil NAUMANN 1931) je spoleCenstvo
mikroorganismu Zijicich v tajicim snéhu nebo ledu; jeho souéasti jsou
bakterie, sinice, houby a predevSim rasy, které zpusobuji viditelné
zbarveni a kterym se fika snézné rasy (snow algae). Vyskyt kryosestonu,
resp. snéznych fas je omezen na permanentni a dlouhodoba (semi-
permanentni) snéhova pole nebo ledovce, tedy na vy§si nadmorské vysky
a zemépisné 8ifky. Vegetacni sezonou je obdobi, kdy jiz nepada novy snih
a kdy tato pole taji; v horadch byva kratka (v zavislosti na nadmofské
vySce pozdni jaro az ¢asny podzim), v polarnich oblastech mtiZe byt delsi
(KoL 1968, HOHAM 1980).
jsou teplota, ozéfeni a koncentrace Zivin.

Teplota tajiciho snéhu se pohybuje kolem 0°C, v zavislosti na
koncentraci rozpusténych soli.

Ozafeni muZe pfedevSim ve vysokych horach dosahovat velmi
znacné (pro fotosyntetické organismy aZ inhibi¢ni) intenzity, a navic
obsahuje vysoky podil UV-B zateni, které ma mutagenni ucinky (THOMAS
et DUVAL 1995). thong Pobsp G4

Dalsim dulezitym ekologickym faktorem je koncentrace Zzivin,
ktera dosahuje velmi nizkjych hodnot pfedevSim v nékterych
antarktickych biotopech; v oblastech ovlivnénych lidskou ¢innosti se
naopak muze pohybovat kolem hodnot typickych pro eutrofni rybnik
(KOMAREK et al. 1973, LUKAVSKY osob. komunikace).

Vzhledem k témto Zivotnim podminkam patfi fasy snéhovych poli
k takzvanym extremofilnim organismtim. Extremofilové jsou organismy,
které ziji v podminkach mimo ,normalni“ hodnoty, které definovali WALSH
et SECKBACH (1999) jako rozmezi teplot 4-40°C, pH 5-8,5 a salinity mezi
sladkou a mofskou vodou. Organismiim vyskytujicim se pod hranici 4°C
se potom fika psychrofilni. Tyto organismy mohou slouZit napfikiad
jako mozna analogie pripadného mimozemského Zivota (SECKBACH et
OREN 2001).



1. Uvod

1.2

Snézné Tasy se témto extrémnim podminkam (a jejich velkym
vykyvim) pfizpasobuji casto velmi sloZitymi Zivotnimi -cykly
(pfedevsim fasy z tfidy Chlamydophyceae — viz HOHAM 1975b, HOHAM et
MULLET 1977, 1978, HOHAM et al. 1979, 1983, LING 2001) ¢&i pfitomnosti
ochrannych (vétsinou karotenoidnich) pigmentt (KOL 1968, BIDIGARE et
al. 1993). } Sppple vy wfhan, Vo

Diky své napadnosti pfitahoval kryoseston pozornost jiz odedavna,
prvni védecka studie pak pochazi z 19. stoleti (WITTROCK 1883).V Ceské
republice resp. Ceskoslovensku byly populace snéznych fas popsany
z Krkono§ (FOTT et al. 1978, KOCIANOVA et al. 1989) a Sumavy (LUKAVSKY
1993), dlouhou tradici ma studium kryosestonu ve slovenskych Tatrach
(napf. KoL 1968, 1975, KOMAREK et al. 1973). Mnoho praci pochazi
z Antarktidy (BROADY 1996, LING et SEPPELT 1990, 1993, 1998) a Arktidy
(MULLER et al. 1998a, KoL et EUROLA 1973, 1974) nebo nejvyssich
svétovych pohoti (YOSHIMURA et al. 1997).

V soucasné dobé je vénovana pozornost pravé studiu Zzivotnich
cykld a sezonni dynamiky snéZnych fas (MULLER et al. 2001),
biochemickym a fyzikalnim charakteristikdm (MULLER et al. 1998a, b,
THOMAS et DUVAL 1995) a biologii a ekologii jednotlivych druhul (LING et
SEPPELT 1993, 1998, LinGg 2001).

Cile prace

Cilem této prace je
nalézt lokality s vyskytem kryosestonu, pozorovat fasova spolecenstva
v jejich prostfedi a zjistit, jak probiha jejich Zivotni cyklus
odebrané vzorky prenést do laboratofe, determinovat a pokusit se
vyizolovat kmeny a kultivovat je
kmeny vyizolované ze snéhu podrobit testovani na zkfizenjch
gradientech teploty a svétla a zjistit tak jejich ekofyziologické naroky
porovnat jednotlivé kmeny podle jejich ekofyziologickych narokt
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Popis lokalit

Lokality byly vybrany tak, aby spliovaly dvé podminky:
a) Na pfislusné lokalité se rozvijeji rasova spolecenstva pravidelné kazdy
rok.
b) Prislusna lokalita je snadno dostupna a pristupna, aby bylo lze
provadét odbéry a pozorovani co nejcastéji.
Tyto dvé podminky spliuji pouze dvé krkonosské lokality; proto byla

vlastni terénni prace zaméfena predevsim na ne.

1) Krkonose

Labsky dil

V horni casti dolu (nadmorska vyska 900-1100 m.n.m.) pfi
meandrech feky Labe pretrvavaji snéhova pole do kvéina az Cervna.
Sklon se pohybuje mezi 0°- 10°, expozice na JV-V. Pole jsou zastinéna
fidkym smrkovym lesem, vegetatnimi dominantami jsou druhy
Vaccinium myrtillus, V. uliginosum a Sphagnum sp. Snih je velmi
zneciStén opadem (pfedev&im jehli¢im), ptidnimi ¢asticemi a eolickym

sedimentem.

Luéni hora

Na kryoplanacnich terasach Luéni hory (v nadmorské vySce 1450-
1550 m.n.m.) vytrvavaji snéhova pole do cervence aZ srpna. Sklon je 10°-
20°, svahy jsou exponovany na vSechny strany. Pole nejsou zastinéna

vysSi vegetaci, snih je znecCistén pouze eolickym sedimentem. Podlozim

jsou svory a fylity.

2) Sumava, Pleiné jezero

Sténa nad PleSnym jezerem (hladina jezera lezi v nadmofrské vysce
1090 m.n.m.) muze byt pokryta snéhem v zavislosti na snéhovych
srazkach a jarnich teplotach az do konce kvétna. Sklon je 0° az 40°,
expozice na SV. Pole jsou zastinéna smrkovym porostem, ve vegetaci

dominuji keficky Vaccinium myrtillus, V.vitis-idaea a V.uliginosum. Snih
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je znecistén opadem, pudnimi ¢&asticemi a eolickym sedimentem.

Podlozim je granit.

3) Vysoké Tatry, sedlo Vaha

Ze sedla Vaha (2339,7 m.n.m.) se na obé strany svazuji snéhova
pole pretrvavajici celé 1éto. Pole orientované na JZ ma mirné&jsi skion (do
10°) a veétsi prisun sluneéniho zafeni. Pole orientované na V je velmi
strmé (30-40°) a po vétSinu dne zastinéné. Snih je nepfili§ znedi§tén
vétrnym sedimentem. PodloZim je v obou pfipadech granodiorit, okoli je

bez vegetace.

4) Ceské Budé&jovice
Nadmofska vyska 380 m.n.m., sklon 0°, zastinéno, snih znedi§tén
opadem, pudnimi éasticemi, eolickym sedimentem a antropogennim

odpadem. Snih vytrvava velmi kratce. PodlozZim je asfalt.
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3.2

Material & metody

Odbér vzorku

Vzorky byly odebirany pétkrat za sezdonu na lokalitach Labsky dul
a Luéni hora (1.3., 9.4., 6.5., 29.6., 1.8.2000 a 28.2., 10.4,, 8.5, 17.6.,
6.8.2001.) a jednou na lokalitich Vaha (5.9.1999), Ceské Budé&jovice
(15.2.2000) a Ple$né jezero (4.5.2001). Snih s rfasami byl odebiran do
sterilnich plastovych lahviéek o objemu 10 cm3a S0 cm3 bez média nebo
s tekutym meédiem Z a tyto lahvicky byly umistény do predem vychlazené
termolahve Tatonka HCS naplnéné snéhem. Na lokalitdch Vaha a Ceskeé
Budéjovice bylo rovnéz odebrano 5 1 snéhu do plastového kanystru,
zfiltrovano s pozitivnim tlakem pres filtry Synpor 4 (dle FOTT et STUCHLIK
nepubl.) a filtry byly posléze umistény do Erlenmeyerovych bané€k
s tekutym médiem Z.

Na lokalitdch Labsky dul, Lucni hora a Plesné jezero byla méréna
teplota vzduchu a snéhu, hloubka snéhu, hloubka zbarveni snéhového
profilu, pH snéhu a byla posuzovana barva snéhu. K méfeni teploty byl
pouzit laboratorni lihovy teplomér s presnosti 0,5°C, k méfeni pH
univerzalni indikatorové papirky Lachema Brno a k méfeni hloubky

kapesni skladaci metr.

Examinace, izolace, kultivace

Po prevezeni termolahve do laboratofe byla éast vzork® odebrana
pro pozorovani a zbytek byl uréen pro izolaci kmenti a kultivaci.
Examinovany byly rovnéz vzorky odebrané pracovniky KRNAPu
v mezidobi mezi uvedenymi vlastnimi odbéry. _

Vzorky byly pozorovany zivé, pozorované buiiky byly zakreslovany,
fotografovany, byly méfeny jejich morfologické parametry a byla
zji§tovana hustota bunék. K pozorovani byl pouzit svételny mikroskop
Olympus CX 40 s digitalnim fotoaparatem Olympus DP 10, fotografie
byly upravovany v programu Adobe Photoshop 5.0. K méfeni hustoty

bunék poslouzila Biirkerova poéitaci komtrka. Rasy byly determinovany
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podle téchto praci: ETTL et GARTNER 1995, HOHAM et MULLET 1977, 1979,
KoL 1968, KOMAREK 2001, LUKAVSKY 1993.

Izolace kmena byla provadéna standardni metodou pasazovani
narosti ze zivych vzorkll na agarovych plotnach; vzniklé kolonie byly
preockovany do tekutého meédia i na Petriho misky s médiem zpevnénym
agarem (LUKAVSKY 1974). Byla pouzita média Z (ZEHNDER in STAUB
1961), BG11, L-C a L-C s padnim dekoktem (BOURRELLY 1948). Petriho
misky a Erlenmeyerovy bafnky s naockovanymi rasami byly umistény do
kultivaéniho boxu IDAF C95 a udrzovany pfi teploté 4°C a ozareni 100

pmol.m-2.s-1,

ZkiiZené gradienty

U izolovanych kmenn byly testovany teplotni a ozafenostni naroky
metodou kultivace na zkiizenych gradientech teploty a svétla (LUKAVSKY
1982, KVIDEROVA et LUKAVSKY 2001a, b): suspenze fas byla zfedéna na
cca 10 000 bunék/ml a naockovana do 25 sterilnich sérologickych
desticek. Ty byly umistény na plochu kultivaéniho zafizeni. Bylo
nastaveno rozmezi teplot 0 az 20°C a rozmezi ozateni 58 az 1180
pmol.m-2.s-!, Po dosazeni stacionarni faze ristu byla zméfena absorbance
pfi 750 nm na spektrofotometru iEMS plate reader, Labsystems Finland,
maximalni hodnoty byly prepoéteny podle empiricky stanovenych
konverznich kiivek.

Ke zpracovani vysledkti byl pouzit tabulkovy procesor MS Excel 97
a program Statistica 5.5.
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Vysledky

4.1 Fyzikalni parametry lokalit
4.1.1 Labsky dil

Fyzikalni parametry lokality Labsky diil jsou uvedeny v Tab. 1.
K rozvoji fasovych spolecenstev zde doslo v obou sezdnach 2000 a 2001
zaCatkem kvétna, kdy se denni teplota vzduchu pohybovala kolem 15-
16°C; vyska snéhové pokryvky (jiz nesouvislé) dosahovala 15-20 cm.
Hloubka zbarveni snéhového profilu byla 0-12 cm, tedy od povrchu
snéhu misty az k povrchu pudy. Hustota bunék dosahovala hodnot az
1.105 bunék/ml roztatého snéhu. Barva snéhu byla Zlutozelena az

zelenA.

Tab.1. Fyzikalni parametry lokality Labsky dul.

2000 2001
Labsky diil 1.3. | 94. | 6.5. |296|1.8|28.2| 104 8.5. |17.6 | 6.8
Teplota vzduchu [°C] -2 16 23 | 20 0 8 15 25 | 24
Teplota snéhu [°C] 05 | 0,5 0 - - | 0,5 0] 0 - -
pPH snéhu 5 5 4,5 - - 5 4.5 4,5 - -
Vyska snéhu [cm] 180 | 155 | 20 0 | 85 | 40 15
Hloubka zbarveni [cm] 0 0 0-10 0o 0 0 0-12 0

4.1.2 Lucni hora

Fyzikalni parametry lokality Luéni hora jsou uvedeny v Tab.2.
K rozvoji kryosestonu zde v obou sezonach 2000 a 2001 doslo pozdéji nez
v lokalité Labsky dul, a to od zacatku ¢ervna do tiplného roztani snéhové
pokryvky, coz byl v pripadé roku 2000 konec srpna, v roce 2001
c¢ervenec. Denni teploty vzduchu se pohybovaly kolem 20°C. Vy§ka snéhu
¢inila 25 cm na konci cervna 2000, resp. 10 cm v poloviné éervna 2001.
Zbarveni dosahovalo hloubky 2-4 cm, resp. 1-5 cm. Hustota bunék se
pohybovala okolo 8.105 bunék/ml roztatého snéhu. Barva snéhu byla

raZova az Cervena.
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Tab.2. Fyzikalni parametry lokality Luéni hora.

2000 2001
Lucni hora 13. | 94.| 6.5. [296| 1.8 |28.2|104 | 85. |17.6|6.8
Teplota vzduchu [°C] -5 -2 11 [ 19,5]| 18 -2 3 18 20 | 20
Teplota snéhu [°C] 0 0 0 0,5 | 0,5 0] 0 0 0 -
pH snéhu 45 | 4,5 5 45 | 4545 | 45| 45 | 45| -
Vyska snéhu [cm] 65 | 55 45 25 10 | 60 | 50 20 10 | O
Hloubka zbarveni [cm] 0 0 0 2-4 | 24 0 0 0 2-5

4.1.3 PleEné jezero
Fyzikalni parametry lokality PleSné jezero jsou uvedeny v Tab.3.
K velmi kratkému rozvoji spolecenstva snéznych fas zde doSlo v roce
2001 zacatkem kvétna. Teplota vzduchu ve dne byla 18-19°C, vyska
snéhavé pokryvky dosahovala az 70 cm, pokryvka nebyla souvisla.
Zbarveni bylo patrné v hloubce 1-12 cm. Hustota bunék dosahovala

1,2.106 bunék/ml roztatého snéhu. Barva snéhu byla zelena.

Tab.3. Fyzikalni parametry lokality Pledné jezero.

2001
Plesné jezero 4.5.
Teplota vzduchu [°C] 18,5
Teplota snéhu [°C] 0
pH snéhu 4,5
Vyska snéhu [cm] 70
Hloubka zbarveni [cm] 0-12

4.2 Seznam nalezenych druhi

Na popsanych lokalitach bylo nalezeno celkem 6 druhu fas (druhi :

zelenych fas a jeden druh tfidy Xanthophyceae), 1 druh sinice a 2 druhy
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hub (viz Tab.4). Jejich struéna morfologicka a ekologicka charakteristika

nasleduje (druhy jsou v rdmci taxonomickych skupin fazeny abecedné).

Tab.4. Nalezené druhy Tas, sinic a hub.

Vysoké | Krkonose | KrkonoSe | Sumava | Ceské
Tatry Labsky Luéni Pledné Budé-
Vaha dul hora jezero jovice
rasy
Chlamydomonas nivalis : +
Chlorella cf.vulgaris + + th +
Chloromonas brevispina + + +
Cryocystis brevispina + % +
Chloromonas nivalis + + +
“Scotiella nivalis” + + +
“Scotiella cryophila® % # +
“Chloromonas palmeloidni” +
Stichococcus bacillaris + + + +
Xanthanema hormidioides +
sinice
Romeria nivicola =
houby
Chionaster nivalis + + + + +
Selenotila nivalis + + + + +

Chlamydomonas nivalis (BAUER) WILLE

Viibec jedna z nejéastéjdich snéznych ras roz§ifena kosmopolitné

ve vysokych hordch i v polarnich oblastech (KOL 1968). Pfitomné na
lokalitach Luéni hora a Vaha.
Byly nalezeny pouze syté Cervené zbarvené nepohyblivé zygoty

kulovitého aZz ovalného tvaru se ztlustlou bunécnou sténou, ¢asto

skulpturovanou. Primér bunék 15-25 pm, resp. rozméry 15-20 x 18-

25um. Pohybliva rozmnozovaci stadia nebyla pozorovana.

Chlorella cf. vulgaris BELJERINCK
Hojna plidni a subaerofytni rasa (ETTL et GARTNER 1995). Pritomnéa
na lokalitach Vaha, Labsky diil, Plesné jezero a Ceské Budéjovice.
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Bunky kulovité nebo mirné ovalné, o priméru 7-10 pm.

Rozmnozuje se autosporami.

Chloromonas brevispina (FRITSCH) HOH., ROEM. & MULL. comb. nov.

Bézna kryosestonni fasa, pfitomna na lokalitaich Labsky dil,
Lucni hora a Ple§né jezero.

Byly nalezeny nepohyblivé zygoty, diive povazovany za samostatny
druh Cryocystis brevispina (HOHAM et al. 1979). Tvar bunék je ovalny,
rozméry 9-13 x 14-23 um. Povrch buiiky je pokryt kratkymi (do 1 pm)
jehlickami.

Chiloromonas nivalls (CHODAT) HOH. & MULL. comb. nov.

Jedna z nejéastéjSich snéZnych fas, pfitomna na lokalitach
Labsky diil, Luéni hora a Plesné jezero.

Byly nalezeny vegetativni dvoubicikaté bunky, G&tyFbicikaté
planozygoty, nepohyblivé zygoty s riizné skulpturovanym povrchem
buriky (nejcastéji 2-3 Zebra) a bezbicikaté mnozici se buiky (pouze na
lokalit€ PleSné jezero). Morfologie bunék, ekologie a Zivotni cyklus
podrobnéji viz kapitolu 4.4.

Stichococcus bacillaris NAGELI

ubikvitni (ETTL et GARTNER 1995). Piitomna na lokalitach Vaha, Labsky
dtl, Pledné jezero a Ceské Budéjovice.

Tvori kratka velmi lehce rozpadava vidkna {max. 10 bunék).
Burniky maji cylindricky tvar o rozmérech 2-3 x 3-6 pum, chloroplast
vypliuje az dvé tfetiny bunky. Rozmnozuje se prostjm délenim.

Xanthonema hormidioides (VISCHER) SILVA

Casta fasa horskych a lesnich pad (ETTL et GARTNER 1995).
Pritomna na lokalité Vaha.

Vléknita heterokontni fasa; vlakna dlouha a pevna, buiky 4-5 x
7,5-12,5 pm velké. Ve snéhu pfitomny pfevazneé inicialni buiky

10
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kulovitého tvaru o praméru 5-6 pm.

Romeria nivicola (KoL) KoM. O. & KomM.

Kryosestonni vlaknita sinice, neprilis hojna (KOMAREK 2001).
Nalezena na lokalité Luéni hora (prvni nalez v Ceské republice).

Vlakna kratka, jednotliva, buniky Casto nasedaji nerovné. Tvar
bunék cylindricky, rozméry 4-10 x 2 pm.

Kultivace a laboratorni pozorovani
Izalovany byly tyto kmeny:

Xanthonema hormidioides - z lokality Vaha, 5.9.1999

Chlorella cf. vulgaris — z lokality Vaha, 5.9.1999

Stichococcus bacillaris ~ z lokality Labsky dul 6.5.2000

Chloromonas nivalis — z lokality Plesné jezero 4.5.2001

U kmene Xanthonema hormidioides bylo pozorovano pouze
nepohlavni rozmnozZovani délenim bunék v roviné kolmé na vlakno.
Pohlavni rozmnozovani zoosporami nebylo pozorovano. Pii pokusné
kultivaci pri teploté 25°C byl zaznamenan rychlej§i narust nez v teploté
4°C.

U bunék kmene Chlorella cf. vulgaris bylo pozorovano roz-
mnozovani autosporami. Narust pri teploté 25°C byl vyrazné véisi nez pii
teploté 4°C.

U kmene Stichococcus bacillaris dochazelo k rozmnozovani délenim

bunék v roviné kolmé na vlakno a fragmentaci kratkych vlaken. Rovnéz u
tohoto kmene byl nariist pfi teploté 25°C vy38i neZ pii 4°C.

Kmen Chloromonas nivalis viz kap. 4.4.2,

11
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4.4 Zivotni cyklus fasy Chloromonas nivalis
4.4.1 Pozorovani in situ
Bezprostfedné po odebrani snéhu na lokalitach Labsky dal, Luéni

hora a Ple$né jezero byla pozorovana tato stadia:

Vegetativni dvoubiéikaté buitky (Lucni hora 17.6.2001)

Tyto buiiky maji protahly kapkovity tvar, s rozméry 5-10 x 15-26
um. Chloroplast bez pyrenoidu je nasténny hrncovity. Dva stejné biciky
dosahuji délky 10-20 pm. Barva bunék je zelena. Bunky se mnozi
délenim na 2 aZ 16 dcefinnych bunék.

Tyto bunky vznikaji vykliCenim zygot z minulé sezény, ve snéhu
jsou pfitomny velmi kratce (vzdy jen v jednom odbéru) a zptisobuji vznik

zbarveni.

Ctyrbicikaté planozygoty (Luéni hora 17.6.2001)

Planozygoty vznikaji kopulaci dvoubicikatych vegetativnich bunék.
Maji kapkovity nebo vejCity tvar, rozméry 8-12 x 16-24 pm, ¢tyfi stejné
bi¢iky o délce 10-20 pm a jeden nasténny hrncovity chloroplast vznikly
splynutim dvou puvodnich. Mohou mit zelenou, Zlutozelenou nebo
naruzovélou barvu. Biciky posléze odpadaji, oddéluje se bunécéna sténa a

z pohyblivé planozygoty se stava zygota.

Nepohyblivé zygoty (Labsky diil 6.5.2000, 8.5.2001, Luc¢ni hora 29.6. a
1.8.2000, 17.6.2001 , Plesné jezero 4.5.2001)

Vznikaji z planozygot (viz vySe). Existuji dva morfologicky
odlisitelné typy, které byly dfive povazovany za dva samostatné druhy
Scotiella nivalis a Scotiella cryophila (KOL 1968) Maji ovalny aZz protahly
tvar, rozméry 7-12 x 16-21 pm (typ S. nivalis), resp. 7-9 x 23-32 pm (typ
S. cryophila). U typu S. nivalis jsou na povrchu bunky patrna 2 nebo 3
spirdlni Zebra. Barva bunék je zelena, zZlutozelena, narizovéla nebo
cervena. Tato stadia jsou pfitomna ve snéhu jiz kratce po vzniku

zbarveni snéhu a vytrvavaji do aplného roztani.
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4. Vysledky

4.4.2

Bezbicikaté vegetativni buiiky (Plesné jezero 4.5.2001)

Maji ovalny nebo kapkovity tvar, rozméry 12-17 x 17-25 pm. Déli
se na 2 nebo 4 dcefinné butiky, které mohou po néjaky éas ztstavat
spojené matefskou bunéénou sténou. Tyto busiky posléze bez kopulace
tvoii spory identické se zygotami typu Scotiella nivalis. Barva bunék je
zelena. Tyto buniky nebyly dosud u druhu Chloromonas nivalis

pozorovany.

1.3. a2 9.4. 2000 a 28.2. a 10.4. 2001 (Labsky dul a Luéni hora) a
6.5. 2000 a 8.5. 2001 (Lucni hora) nebyly ve snéhu nalezeny zadné
bufiky C. nivalis; 29.6. a 1.8. 2000 a 17.6. a 6.8. 2001 (Labsky dal) a 6.8.
2001 (Lucni hora) rovnéz nebyla v pudé zjiSténa Zadna pozdni stadia

Zivotniho cyklu této fasy.

Rultivace & laboratorni pozorovani

U kmene Chloromonas nivalis (viz kap. 4.3.) byly pozorovany pouze
bezbicikaté vegetativmi buiiky (viz kap. 4.4.1). Dochazelo k déleni
v jedné nebo dvou rovinach (tedy na 2 nebo 4 dcefinné bunky). Dcefinné
burniky dortstaly do rozmérii matefské bunky (12-17 x 17-25 pm) a
znovu se délily. Po 30 dnech kultivace zacalo dochazet k pFeméné
nékterych bunék na bufiky pfipominajici typ Scotiella nivalis, aniz by
pfedtim dochazelo ke splyvani bunék. Po 120 dnech kultivace byly
véechny bunky pfeménéné nebo mrtvé.

Pri pokusné kultivaci pfi teploté 25°C byly po 3 dnech vsechny
bunky mrtvé.

Nastin celkového zivotniho cyklu fasy Chloromonas nivalis je na

Obr.1 (cyklus s bicikatymi stadii) a Obr.2 (cyklus s bezbiéikatymi

vegetativnimi bunkami).
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4. Vysledky

Obr.1: Zivotni cyklus fasy Chloromonas nivalis s bicikatymi stadii (popsan in HOHAM et
MULLET 1977). ,Zrala” zygota s inicialnimi bunkami (1), které ve vhodnych podminkéach
klici v (2) vegetativni dvoubicikaté bunky. Vegetativni bufiky se déli (3) na dvé dcefinné
(4), které doristaji velikosti matefskou buiku a znovu se déli. Po dostatecném
namnozeni dochazi ke splyvani bunék (5) a vzniku ctyfbicikatyjch planozygot (6). Ty
pomérné rychle odhazuji biciky a bunécnou sténu a pfeméiiuji se na nepohyblivé zygoty
se strukturovanym povrchem (7). Uvnitf zygoty pak dochazi k déleni aZ na 8 pfistich
inicidlnich bunék {8 — 1). — zvétSeno 2500x
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Obr.2: Zivotni cyklus fasy Chloromonas nivalis bez bicikatych stadii a syngamie
pozorovany na lokalité Flesné jezero: Zygota s pfipravenymi inicidlnimi bunkami (1),
které kli¢i ve vegetativni bezbicikaté bunky (2). Ty se déli ve dvou rovindch na étyfi
bunky dcefinné (3). Dcefinné buiky z0stavaji po néjaky cas spojeny matefskou
bunécnou sténou (4). Po dosaZeni velikosti matefské buiky (5) opét déleni (dale viz 2)
nebo na konci rozmnoZovaci faze cykilu pfeména na spory morfologicky identické se
zygotami typu ,Seotiella nivalis* {6), Pod strukturovanou sténou posléze dochéazi k déleni
na piist inicidlni bunky (7). — zvétSeno 2000x



4. Vysledky

4.5 Teplotni a svételné naroky
4.5.1 Xanthonema hormidioides
Kmen Xanthonema hormidioides dosahl stacionarni faze rastu po
45 dnech. Nejvétsiho nartstu (hodnota A= 0,43, coz odpovida mnozstvi
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Obr.3. Teplotni a svételné naroky kmene Xanthonema hormidioides

sudiny — DM - 195 mg/1) doséhl pfi teploté 20°C a ozafeni 725 pmol.m-
2,81 a pfi teploté 16°C a ozafeni 58 pmol.m2.s1 (viz Obr.3). Nejvy3ssi
prumérny nartust byl pfi ozafeni 58 pmol.m-2.s1 (viz Obr.4) a pfi teploté
20°C (viz Obr.5).
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Obr.4. Kfivka zavislosti ristu Xanthonema hormidioides na ozafeni
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Obr.5. Kiivka zavislosti ristu Xanthonema hormidioides na teploté

4.5.2 Chlorella cf. vulgaris
Kmen Chlorella cf. vulgaris dosahl stacionarni faze po 40 dnech.

K maximalnimu narastu (A=0,8; DM=540 mg/1) doSlo pfi teploté 20°C a
ozafeni 70 pmol.m-2.s! (viz Obr.6). Nejvy§si prumérny narust byl pfi

ozafeni 58 pmol.m-=2.s'1 (viz Obr.7) a pii teploté 20°C (viz Obr.8).
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Obr.6. Teplotni a svételné naroky kmene Chlorella cf. vulgaris
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Obr.7. Kfivka zavislosti ristu Chlorella cf. vulgaris na ozareni
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Obr.8. Kfivka zavislostd rastu Chiorella ¢f. vulgaris na teploté

4.5.3 Stichococcus bacillaris
Kmen Sfichococcus bacillaris dosahl stacionarni faze rastu po 45
dnech. K maximalnimu nartstu (A=0,37; DM=155 mg/1) dodlo pfi teploté
20°C a ozareni 70 pmol.m-2,s-! a pii teploté 16°C a ozéafeni 270 umol.m-
2,81 (viz Obr.9). Nejvys§si pramérny narust byl pfi ozafeni 58 pmol.m-2.s-1
(viz Obr.10) a pfi teploté 20°C (viz Obr.11).

18



4. Visledky

Ozarenost
fumol.m-2.s-
1]

[mo-0,05 @o0,050,1 [@*0,1-0,15 [0,1502
@02-028 [@—O02503 @O03035 [TO3504

Obr.9. Teplotni a svételné naroky kmene Stichococcus bacillaris
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Obr, 10. Kfivka zavislosti riistu Stichococcus bacillaris na ozateni
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Obr.11. Kfivka zavislost rlistu Stichococcus bacillaris na teploté

19



4. Vijsledky

4.5.4 Chloromonas nivalis
Kmen Chloromonas nivalis dosahl stacionérni faze ristu po 35
dnech. K maximalnimu narastu {(A=0,1; DM=27 mg/l) doslo pii teploté
0°C a ozéfeni 58 pmol.m2.s! (viz Obr.12). Nejvyssi pramérny narast byl
pii ozafeni 100 pmol.m-2.s-1 (viz Obr.13) a pfi teploté 0°C (viz Obr.14).
Limitni teplotou pro rast C. nivalis bylo 10°C (viz Obr.14).
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Obr.12. Teplotni a svételné naroky kmene Chloromonas nivalis
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Obr.13. Kfivka zavislosti riistu Chloromonas nivalis na ozafeni
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Obr.14. Kfivka zavislosti riustu Chlorbmonas nivalis na teploté

4.5.5 Srovnini kmneni
Kmeny Xanthonema hormidioides, Chiorella cf. wulgaris a
Stichococcus bacillaris vykazuji velmi podobné teplotni a svételné naroky.
Nejvydsiho néartiistu dosahuji shodné v teploté 20°C (viz Obr.15);
optimalni ozafeni je 58-70 pmol.m-2.s1, tedy spiSe zastinénéj$i mista
(Obr.16). Nejvétsiho absolutniho naristu dosahl kmen Chlorella cf.

vulgaris.
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Obr. 15. Srovnani teplotnich narokt
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Kmen Chloromonas nivalis ma teplotni optimum v 0°C; optimalni ozafeni

je shodné 58-70 pmol.m-2.sl. Absolutni narust tohoto kmenu je ve

srovnani s pfedeslymi tremi kmeny nejmensi.
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Obr.16. Srovnani narolal na ozareni

22

—e—Xanthonema
—=—Stichococcus
—+—Chlorella
—e—Chloromonas




5. Diskuse

Diskuse
Zivotni cykly sn&Znych fas

Zivotni prostfedi snéznych fas - tedy tajici snih — je prostfedim nejen
extrémnim, ale i zna¢né nestabilnim a ¢asové omezenym. VétSina t€chto fas
piekonava vykyvy i dlouhodobéjs§i nepfiznivé podminky pomoci sloZitych
zivotnich cykld; ty mohou zahrnovat sexualni i asexualni rozmnoZovani,
pohybliva biCikata stadia a riizné tvarované zygoty nebo ,balicky“ bunék
uloZené ve slizovém obalu (HOHAM et MULLET 1977, LING et SEPPELT 1990,
1993, LiNG 2001). Diky této morfologické rozriiznénosti v ramci ontogeneze
jednoho organismu byla jednotliva stadia popisovana jako samostatné druhy,
a dokonce rozdélovana do poddruhti podle detailnich morfologickych znaka
(KOMAROMY 1982).

Zelena fasa Chloromonas nivalis (CHODAT) HOH. & MULL. comb. nov.
neni v tomto sméru vyjimkou,; jeji zivotni cyklus byl popsan jiz v praci HOHAM
et MULLET (1977). Ti ukazali, ze Ctyfbicikaté planozygoty vzniklé syngamii
dfive povazované za samostatné druhy rodu Carteria a zygoty pokladané za
druhy rodu Scotiella (napt. S. nivalis, S. cryophila) patii jednomu jedinému
druhu a navrhli celé schéma Zivotniho cyklu, které je dodnes pfijimano.

Takto popsany zivotni cyklus byl potvrzen i vlastnimi pozorovanimi
popsanymi v kapitole 4.4. Vegetativni dvoubiéikaté bunky, které ve vhodnych
podminkach vykli¢i ze zygot z minulé sezény, mohou diky schopnosti pohybu
aktivné nalézt misto s nejvhodnéjsimi podminkami a tam se pomérné rychle
namnozit. Po dostateéném namnoZeni nastava kopulace, tvorba pohyblivych
planozygot a po odvrzeni biéikt vznik zygot. Zygoty pifedstavuji klidové
stadium rasy, které je schopné prezit jak vysS8i teploty po Uplném roztani
snéhu, tak vymrznuti v zimé. V pozdnim jaru dochéazi pak opét k vykliceni.

Z dalsich pozorovani (rovnéz viz kap.4.4) ovSem vyplyva, Ze tento
dlouho popsany cyklus mutze byt neaplny. Pozorované vegetativni buiiky bez
bicikii (a tedy bez aktivniho pohybu) déﬁci se a posléze tvorici stadia
sScotiella nivalis® bez splyvani bunék nebyly u tohoto druhu pozorovany;
pfipominaji vSak asexualni cyklus nedavno popsany u druhti Desmotetra
aureospora a D. antarctica (LING 2001). Je tedy mozné, Ze fasa Chloromonas
nivalis mize podstupovat bud sexuilni cyklus s pohyblivimi bunkami,
které splyvaji a tvofi zygoty, nebo asexualni cyklus s nepohyblivymi

vegetativnimi buiikami pouze se pfeméfiujicimi na spory morfologicky
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5.2

identické se zygotami sexudlniho cyklu. K potvrzeni & vyvraceni této
domnénky a pripadné k poznani, jaké podminky vedou k ,pfepinani“ mezi
témito dvéma alternativami, by bylo tfeba dalsi detailnéjsi studium. MozZnost
podobného asexualniho cyklu se nabizi také u druhu Chloromonas
brevispina, ktery se ¢asto vyskytuje spolu s C. nivalis a u néhoz na lokalité
Plesné jezero rovnéz nebyla pozorovana vegetativni bi¢ikata stadia. Zaroven
vyvstava otazka, z jakého diivodu miize byt nepohlavni cyklus vyhodnéjsi nez
pohlavni, ktery nabizi v tajicim snéhu velmi uZiteénou moZnost aktivniho
pohybu, kterou LING et SEPPELT (1990) povaZzuji za hlavni adaptaéni vyhodu.
Moznou napovédu nabizeji HOHAM et al. (1998), ktefi zkoumali rozmnozovaci
strategie jednoho druhu rodu Chiloromonas v zavislosti na hladiné ozafeni a
mnozstvi vody ve sné€hu; tyto fyzikalni podminky podle nich rozhoduji (ovSem
v ramci sexualniho cyklu) o tom, zda se bude vegetativni busika nepohlavné
délit nebo kopulovat. Vyhodou nepohlavniho rozmnoZovani by mohla byt
vzhledem k absenci aktivniho pohybu napfiklad mensi energeticka naroénost
a vyssi rychlost reprodukce.

Kliceni zygot ¢i spor, resp. podminky, ve kterych nastava, pfedstavuji
takeé jednu z neznamych v sexualnim cyklu C. nivalis. Dalsi neznamou, ktera
se rovnéz tyka zygot, je jejich Sifeni na zacatku sezony, protoze v ptidé pfimo
pod zbarvenym snéhovym polem nebyvaji nalézany; je mozné, ze dochéazi
k pfineseni vétrem nebo zivocichy (MULLER et al. 2001).

Na rozdil od ,pravych“ snéZznych fas se u druhu, které se dostaly do
sn€hu spise ndhodné a jejichZ ptivodnim biotopem je napf. plida, tyto slozité
cykly nevyskytuji a k rozmnozovani vétsinou dochéazi nepohlavnim délenim,
kdykoli jim to okolni podminky dovoli (tedy napf. i v mikrostanovistich

v tajicim snéhu).

Kultivace

Pro dal§i podrobné&jsi studium slozZitych Zivotnich cykld sné&Znych fas
je tieba komplexni pfistup spojujici pozorovani v pfirozeném prostiedi a
laboratorni kultivaci. O obtiZnosti tohoto pfistupu vSak svédéi velmi nizky
pocCet praci — kupfikladu o Zivotnim cyklu nejroz§ifenéjsi snéiné fasy
Chlamydomonas nivalis neni znamo téméf nic (vyjimkou je napf. KAWECKA
1978).
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5.3

Kultivace snéznych fas je rovnéz velmi obtiZzna a proto jsou laboratorni
pozorovani Cistych kultur snéZnych fas pomérné vzacna (napf. HINDAK et
KOMAREK 1968, LING et SEPPELT 1993).

I kdyz byly bunky Chioromonas nivalis, C. brevispina a
Chlamydomonas nivalis udrZovany v podminkéach, které jsou povaZovany za
optimalni -~ tedy teplota do 4°C a osvétleni kolem 100 pmol.m2sl, a
péstovany na riznych médiich (médium L-C pouZili napf. HINDAK et KOMAREK
1968 pri uspésné kultivaci druhu Koliella tatrae), déleni bunék bylo dosaZeno
pouze v piipadé bezbicikatych vegetativnich bunék Chiloromonas nivalis.
Priinou by mohla byt citlivost snéZnych fas kjakymkoli i nepatrnjym
zmeénam vnéjs§iho prostredi, které jsou pfi kazdém laboratornim pfistupu
nevyhnutelné; tato citlivost je znama pravé prfedevsim u biéikatych bunék,
které po velmi kratké dobé odhazuji své bi¢iky a pfechazeji do dormantnich
stadii nebo hynou (napf. HOHAM et al. 1979).

Teplotni a svételné niaroky

Nizka teplota tajiciho snéhu, jak jiZ bylo naznaceno vkap. 1.1,
pfedstavuje de facto dolni teplotni hranici trvalého Zivota. Organismy v tomto
prostfedi Zzijici ¢i pfezivajici patfi vzasadé do dvou skupin: prvni jsou
psychrofilové, pro které je toto prostfedi optimélni a vySsi teploty naopak
letalni. Druhou skupinu tvofi organismy psychrotrofni (tolerantni k chladu),
pro které je takto nizka teplota suboptimalni nebo subletalni a jejichz optima
lezi podobné jako u vétSiny fas mezi 20-30°C (RUZICKA 1971 uvadi pro jeden
kmen z rodu Chlorella letalni teplotu 41-42°C).

Experimenti tykajicich se ekofyziologickych optim a limitii téchto typt
fas bylo provedeno velmi malo; HOHAM (1975a) testoval nékolik druht
snéznych fas v péti teplotach od 1 do 20°C (druh Chloromonas nivalis mezi
nimi nebyl) a z jeho vysledkt vyplynulo, Ze optima se pohybuji vétSinou mezi
1 a 10°C. Navrhl proto tento interval jako kritérium pro ,pravé“ snézné fasy
(HOHAM 1980). Prace studujici vliv ozéfeni na snézné fasy (napi. HOHAM et al.
1998, THOMAS et DUVAL 1995) se pak vétSinou nesoustiedily na hledani
rustovych optim nebo limiti.

V této praci byl kladen diraz na spoluptisobeni dvou zakladnich
ekofyziologickych faktorti (tedy teploty a svétla) kontinualné se ménicich

v prostoru a na rlistovou odpovéd fas na tyto podminky.
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Zaver

V sezénach 2000 a 2001 byly na nékolika lokalitach sledovany
populace snéznych fas. Byl potvrzen pribéh Zivotniho cyklu kryosestonni
fasy Chloromonas nivalis zahrnujici diploidni klidova stadia, vegetativni
haploidni bi¢ikaté bufiky a jejich kopulaci. Na lokalité Plesné jezero byl
pozorovan dosud neznadmy pritbéh Zivotniho cyklu s bezbicikatymi
vegetativnimi buinkami bez syngamie, ovSiem s morfologicky identickymi
klidovymi stadii typu Scotiella nivalis. Na lokalité Lucni hora byl poprvé
v Ceské republice nalezen druh kryosestonni sinice Romeria nivicola.

Rasy byly pfeneseny do laboratofe a bylo vyizolovano nékolik kmenti -
Chloromonas nivalis, Chlorella c¢f. wulgaris, Stichococcus bacillaris a
Xanthonema hormidioides. Tyto kmeny byly kultivovany a byly testovany
jejich ekofyziologické néaroky na zkfizenych gradientech teploty a svétla.
Kmen Chloromonas nivalis se podle ocekavani ukazal jako psychrofilni a
stinomilny (tedy patfici k takzvanym ,pravym* snéZnym fasamy), a tajici snih
je tedy pro tento druh prostiedim vlastnim a optimalnim. Kmeny Chlorella cf.
vulgaris, Stichococcus bacillaris a Xanthonema hormidioides maji naproti
tomu sva ekofyziologicka optima v teploté vy38i nez 20°C - jsou tedy
psychrotrofni, snih je pro né prostfedim suboptimalnim a byly sem
pravdépodobné pfineseny odjinud. Svételna optima viak maji velmi podobna
jako Chloromonas nivalis.

Pro dalsi studium snéznych fas, pfedev8im pak pro poznani Zivotnich
cykll a schopnost pfezivani a Sifeni mimo sezénu, je tieba komplexni pfistup
spojujici bezprosifedni pfirodni pozorovani s laboratorni kultivaci; pak bude

mozno vice porozumeét jejich zivotnim projeviim a faktortim, které je ovlivauji.
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Priloha 1. 1-3: Chloromonas nivalis — vegetativni bezbic¢ikaté bunky
4:  Chloromonas nivalis - zygota typu ,Scotiella nivalis®

0-6: Chloromonas nivalis - zygoty typu ,Scotiella cryophila®
usecka = 10 pm



3 &
Ly N :* &
T ] : ?_l‘) o ]
&Y : e
o oy
yw".""’:‘

- @
s .

Pfiloha 2. 1-3: Chloromonas brevispina — zygoty typu ,Cryocystis brevispina“
4: Chionaster nivalis a Chloromonas nivalis
usecka = 10 pm



Priloha 3. 1-2: Chlamydomonas nivalis — zygoty
3-6: Chloromonas brevispina — zygoty typu ,,Cryocystis brevispinad“
7-9: Chloromonas nivalis - zygoty typu ,Scotiella cryophila“

usecka = 10 pm
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Priloha 4. 1-3: Chloromonas nivalis — zygoty typu ,Scotiella nivalis®
4: Chloromonas nivalis a Chionaster nivalis
usecka = 10 pm
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Priloha 5. Mapy lokalit Labsky dul (nahofe) a Luéni hora (dole)
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Piiloha 6. Mapy lokalit PleSné jezero (nahore) a Vaha (dole)



