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ABSTRAKT

Vlaknitd tfasa rodu Klebsormidium patii mezi kosmopolitné rozsifené druhy. Jeji
zastupci piedstavuji jednu z hlavnich sloZek aerofytickych synuzii méstskych biotopli. Obyva
rozmanité substraty jako je pida, kamen, beton isladkd voda. Klasifikace rodu
Klebsormidium je zalozela pln€é na morfologii, velmi malo je objasnéna fylogeneze
jednotlivych druhii. Cilem bylo zefektivnit kultivaci vladknitych fas rodu Klebsormidium a
zjistit jejich jednotlivd ontogeneticka stddia v laboratornich podminkéch, t.j. navozeni

a pozorovani rozmnozovaciho procesu a vysledna rekonstrukce Zivotniho cyklu.

Klicova slova: vlaknité ftasy, Klebsormidium, kultivace ftas, Klebsormidiophyceae,

fylogeneze, ontogeneze, méstské biotopy



ABSTRAKT

Filamentous algae of the genus Klebsormidium belong to cosmopolitan widespread
species. This taxon is one of the main component of aerophytic synusia in urban habitats. The
representatives of genus Klebsormidium inhabit various substrates like soil, stone, concrete
and freshwater habitats. Classification of the genus Klebsormidium is based entirely on
morphology, phylogeny is rarely explaned. The aim was to increase the efficiency of
cultivation of filamentous algae of the genus Klebsormidium and to know their ontogeny in
laboratory condition. This means induction and observation of reproductive process and the

resulting reconstruction of the life cycle.

Keywords: filamentous algae, Klebsormidium, cultivation of algae, Klebsormidiophyceae,

phylogeny, ontogeny, urban habitats
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1. Uvod a cile prace

1.1. Uvod
Rasy spolu se sinicemi jsou nejjednodussi autotrofni organismy, které se fadi na

zacatek rostlinného systému a zaroven se povazuji za centrum vyvoje vyssich rostlin a snad 1
¢asti zivocichli. Pfedmétem jejich studia je objasnéni zakonitosti nejen evoluce rostlinnych
organismi a pochopeni rostlinné fise jako celku. S bakteriemi a houbami patii mezi nejvice
rozsifené organismy v pfirod€ a vyznamné zasahuji do biochemickych cykll v prostiedi, kde
se vyskytuji (Fott 1956).

Rasy maji $irokou §kalu vyuziti. V piimoiskych statech slouzi jako potrava a krmivo.
Ziskavaji se z nich nékteré dulezité latky, jako je agar, karagen, alginaty, slouCeniny jodu
a mnoh¢ dalsi. Sladkovodni fasy se vyuzivaji k vyrobé farmaceutickych ptipravki, které nase
télo obohacuji o vitaminy a mineralni latky. Zastupce fas zname jako testovaci organismy
v genetice, toxikologii a alergologii (Poulickova a Jurc¢ak 2001).

Vyznamné postaveni maji i v potravnim fetézci. Jsou nedilnou soucasti vodnich
spoleCenstev, jako je plankton, fytobentos a litordl. Stejn€ tak je nalezneme 1 v terestrickém
prostiedi, jak na pfirodnich, tak na umélych substratech. Kromé kiiry stromt, piidy a kamene
tvoii narosty na budovach, kasnach a betonovych zidkach. Tyto organismy osidluji 1 extrémni
biotopy s nedostatkem kysliku, svétla, velkym obsahem siry nebo s mimotadné vysokymi
anizkymi teplotami. Rasy jsou ¢asto prvnimi kolonizatory téchto nehostinnych mist a
vytvateji zde prvni ekosystémy. Buduji pfiznivé prostiedi a zptistupiiuji dané lokality jinym
organismim, jako jsou ostatni mikroorganismy nebo vyssi rostliny (Ettl 1978).

Nemutzeme mluvit touze o pozitivnim vlivu fas, co se tyCe staveb abudov, které
osidluji, oznacuji se za biodeteriogeny (Krumbein a Urzi 1992). Neexistuje zadna piesna
definice pro to, co biodeteriogen je. Takto oznacené organismy obvykle obyvaji umélé
povrchy staveb a svou vedlejsi aktivitou pfispivaji ke klobehu ¢astic. Tim zplsobuji vyraznou
destrukci a degradaci stavebniho materidlu (Winkler 1994).

Studium biodeteriorace a procesit s ni spojenych je velmi dilezité pro zachovani
a ochranu kulturnich pamatek. Rasy a sinice tvofi na jejich povrchu biofilm, ktery miize mit
rozmanité zabarveni (zelené¢, modré, Cerné, oranzové a Cervené). Tyto kolonie svou aktivitou
meéni vlastnosti substratu, na kterém se vyskytuji. Jejich Cinnost je velmi vyznamna pfi
zvétravani povrchll a nasledky se daji srovnat s ptisobenim mechanickych nebo chemickych

vlivii (Uher 2010).



Rod Klebsormidium je jednim z nejvice zastoupenych v méstskych biopotech (Biidel
1999, John 2002, Darienko a Hoffmann 2003, Uher et al. 2005). Jako ostatni vldknité fasy ma
sloZitou monenklaturu a taxonomii (Rindi et al. 2008). Jméno Klebsormidium bylo zavedeno
Silva et al. (1972) pro vyfeSeni taxonomickych nejasnosti vlaknitych tas z rodu Hormidium
(Lokhorst 1996). V soucasné dob¢ rod zahrnuje asi 22 druht, je to pouze predbézny odhad,
protoze neni jasné, zda se jedna o druhy nebo o poddruhy. Otdzkou je, zda by mélo byt vice
taxondl povazovdno za samostatné druhy nebo formy jinych druht (Ettl a Gértner 1995,

Lokhorst 1996, John 2002, Skaloud 2006).

1.2. Cile prace
1. Vypracovat reSersi tykajici se soucasného polyfasického studia vlaknitych fas rodu

Klebsormidium (ontogeneze a molekularni fylogeneze).
2. Zjstit  zivotni cyklus zastupcd rodu Klebsormidium  z pfirodniho materialu

a jednodruhovych izolatii z méstskych biotopti.



2. Obecna charakteristika
Vldknita tasa rodu Klebsormidium patii do oddé€leni Charophyta, tfidy

Klebsormidiophyceae, fadu Klebsormidiales. Jedna se o kosmopolitn¢ rozsifeny rod, ktery se
vyskytuje jak na pfirodnich, tak na umélych podkladech. Obyva terestrické, aero-terestrické
1 vodni prostfedi, mnohdy pfeziva v biotopech s extrémnimi biologickymi, fyzikalnimi nebo
chemickymi podminkami (Lokhorst 1996, Pouli¢kova et al. 2001, Elster et al. 2002, Skaloud
2006, Rindi 2007, Sluiman et al. 2008). Vlakna jsou nevétvena s absenci slizovych obald. Na
bunikach se mohou objevovat slizové terCiky, které pomahaji vlaknu pfichytit se k podkladu
(Skaloud 2004). Vlakna tvoii nerozligené, tenkosténné buiiky, které obsahuji jeden parietalni
nebo diskovity chloroplast, ten pokryva méné nez polovinu bunééného obvodu (Elster et al.
2007). U rodu Klebsormidium se vyskytuje fotosyntéza rostlinnného typu. Fotosynteticka
barviva jsou chlorofyl a+b, a-, B-karotenoidy a nékolik typl xantofylll (lutein, zeaxantin,
violaxantin, anteraxantin a neoxantin). Zbarveni chloroplasti je jasn¢ zelené. Tyto
fotosyntetické organely vznikly procesem endosymbidzy sinic jiZ pfed 2 miliony let (Kalina
2001). Soucasti chloroplastu je pyrenoid, ve kterém je ulozen aktivni enzym 1, 5-ribul6zo
bisfosfat karboxylaza/oxiddza (RuBisCo), ktery se ucastni pii fixaci CO, v temnostni fazi
fotosyntézy. Béhem bunécného d€leni postupné pyrenoid degeneruje a vytvaii se az po
ukonceni déleni v deefinych bunkach. Mitoza je oterviend, rozdéleni dcefinych protoplast
zajistuje tvz. délici ryha. V pficnych ptrehradkach se nevyskytuji plasmodesmy. Hlavni
zasobni latkou je Skrob (a-1, 4-glukan), ktery je v buiice ulozeny v chloroplastech
(stromaticky Skrob) nebo v pyrenoidech (pyrenoidovy Skrob). Rozmnozovani u tohoto rodu
probihd délenim bunck, fragmentaci vldken nebo pomoci zoospor. K rozlamovani vldken
(fragmentaci) dochézi velmi snadno aje to nejjednodussi zplisob rozmnozovani u rodu
Klebsormidium. Po fragmentaci zistanou na koncich vldken zbytky bunécné stény, které
pfipominaji pismeno H. Ke vzniku zoospory miize dojit v kazdé bunce vlakna. Ven se uvolni
kruhovym otvorem (okénkem) nebo prasklinou v bunécné sténé. Zoospora je asymetricka
a mirn€ zplostéla. Pohyb je zajistén dvojci asymetrickych biciki, které obsahuji MLS-systém
(mnohovrstevnad struktura) (Kalina a Vana 2005). U druhu K. marinum nebyla zatim
zoosporulace prokazana. Zato druh Klebsormidium flaccidum vytvati zoospory nejsnadnéji ze
vSech druhtt rodu Klebsormidium. Kromé zoospor se mohou vytvaret inepohybivé
aplanospory, které kligi Casto pfimo v aplanosporangiu (Skaloud 2004). Sexualni
rozmnozovani bylo popsano pouze jednou (izogamie) a neni vice probadano (Wille 1921).
Podle morfologickych znaka je tézké mezi sebou rozliSit jednotlivé druhy rodu

Klebsormidium, vétSina evropskych vzorki se podle urCovacich klich fadi do druhu



Klebsormidium flaccidum (Printz 1964, Ramanathan 1964, Ettl a Girtner 1995, Lokhorst
1996, Rifon-Lastra a Noguerol-Seoane 2001, John 2002). Vymezeni tohoto druhu vSak neni
jasné, je oznaCovan za polymorfni (Ramanathan 1964, Farooqui 1968, Ettl a Géartner 1995).
V minulosti doslo k popsani novych taxond, pfitom se mohlo jednat o riizné formy druhu
Klebsormidium flaccidum. Zv1ast¢ zavadéjici je roz€lenéni na zéklade Sitky vlaken. Proto se
v dnés$ni dob¢€ povazuje za smérodatnou molekularni analyza vzorkl a od ur¢ovani na zakladé
morfologickych znakii se upousti. Jednoducha morfologie rodu Klebsormidium totiz neodrézi
veskeré fylogenetické rozmanitosti (Rindi et al. 2008). Nékteré druhy jsou natolik odlisné a
typické svymi morfologickymi znaky (hodné Siroka vldkna, odliSny struktura bunécnych
stén), ze se podle nich daji s velkou pravdépodobnosti spravné urcit, ale 1 pfesto se toto musi
potvrdit molekuldrni analyzou. Definice druhli v celém rodu Klebsormidium bude muset byt
ptehodnocena. Naptiklad Klebsormidium elegans a Klebsormidium bilatum (Lokhorst 1996)
maji shodné rbcL a ITS sekvence, proto je sporné, zda se tyto dva druhy nemaji povazovat za
jeden shodny. Soucasna fylogeneze ukazuje, Ze se v Evropé vyskytuji alespon ¢tyfi rizné linie
rodu Klebsormidium, ale zatim neni urceno jejich mezidruhové vymezeni. Je potieba provést
vice analyz dalSich evropskych vzorkl, aby se mohly objasnit vztahy uvniti fylogenetickych

strom (Rindi et al. 2008).

Tabulka 1: PFehled doposud znamych druhii rodu Klebsormidium

druh publikace Sifka buiiky vyskyt biotop
Klebsormidium acidophilum Novis (2006) 5-9 pm Novy Zéland, Evropa vodni
Klebsormidium bilatum Lokhorst (1996) 6-9 um vodni
Klebsormidium catenatum Guiry (1996) Velka Britanie vodni
Klebsormidium crenulatum Lokhorst (1985) 9-18 pm zapadni, centralni Evropa suchozemnsky
Klebsormidium dissectum Ettl, Gértner (1995) 7,5-10 pm kosmopolitni vodni
Klebsormidium drouertii Wagner, Zaneveld (1988) suchozemnsky
Klebsormidium elegans Lokhorst (1996) 5-9 um kosmopolitni vodni
Klebsormidium flaccidum Silva, Mattox, Blackwell (1972) 5-8 um kosmopolitni suchozemsky
Klebsormidium fluitans Lokhorst (1996) 6,5-9 um kosmopolitni vodni
Klebsormidium fragile Wagner, Zaneveld (1988) suchozemsky
Klebsormidium lamellosum Wei, Hu (1984) Cina vodni
Klebsormidium marinum Silva, Mattox, Blackwell (1972) 3 pm vodni
Klebsormidium montanum Watanabe (1983) kosmopolitni vodni
Klebsormidium mucosum Lokhorst (1985) 12-20 um zapadni Evropa vodni
Klebsormidium nitens (syn. Klebsii) Lokhorst (1996) 5-10 um kosmopolitni vodni
Klebsormidium pseudostichococcus Ettl, Gértner (1995) Evropa vodni
Klebsormidium rivulare Morison, Sheath (1985) 4-11 um kosmopolitni vodni
Klebsormidium scopulinum Ettl, Gértner (1995) 5-7 um Evropa, Asie vodni
Klebsormidium sterile Silva, Mattox, Blackwell (1972) vodni
Klebsormidium subtilissimum (syn. subtile) Silva, Mattox, Blackwell (1972) 4-8 um kosmopolitni vodni

Klebsormidium tribonematoideum Hindak (1996) vodni



Obr. €. 1: Druhy rodu Klebsormidium ze sbirky mikroorganismii Culture Collection of Algae
v Gottingenu (orig. K. Peratkova) (a) Klebsormidium bilatum, (b) Klebsormidium elegans, (c)
Klebsormidium flaccidum, (d) Klebsormidium fluitans, (€) Klebsormidium nitens, (f)
Klebsormidium subtilissimum.



3. Molekularni fylogeneze-polyfazicky pristup

3.1. Metody
Izolace DNA se provadi pomoci kitu NucleoSpin (Macherey-nagel). Pfitomnost DNA se

ovéfuje na agarovém gelu. Usek malé ribozomalni podjednotky 5S rRNA, 18S rRNA nebo
25S rRNA se amplifikuji PRC pomoci primerd 5°-3° CTGGTTGATC CTGCCAGTAG
(Oligo 1) a 5°3° GTGAACCTGC AGAAGGATCA (Oligo 2), dizajnovanych
z konzervativnich oblasti danych genli. Vysledky se porovnavaji s dosud zndmymi
sekvencemi z GenBank u rodu Klebsormidium (Sramkova et al. 2006). Fylogenetické analyzy
se daji provadét také na ITS arbcL sekvencich. Analyzy je tfeba délat vzdy na vice
sekvencich, protoZze 5S rRNA a 18S rRNA jsou dost malé na to, aby se z jejich vysledkl daly
vyvozovat n¢jaké zaveéry. Poptipad¢ se tyto informace musi doplnit jinymi tidaji (Wilcox et al.

1993).

3.2. Vysledky molekularnich analyz
Podle vsech dosavadnych vysledki je zjisténo, ze Charophyta jsou vyvojové uzce

spojena s vys$imi rostlinami. Jejich genomy jsou z ¢asti shodné. Samotny rod Klebsormidium
se odstépil zaroven s rodem Coleochaete a vytvoril s nim jednu vyvojovou vétev, namisto
dvou samostatnych pro oba rody. Vyvojova vétev vedouci k témto rodim je kratSi nez
u jinych, to vyjadiuje, Ze se vyvijely pomaleji (Wilcox et al. 1993).

Podle nejnovéjsich studii je rod Klebsormidium rozdé€len do Sesti kladi (B, C, D, E, F, G),
klad A obsahuje rod Interfilum, ktery je s rodem Klebsormidium Gzce spjat. Klady B a C mezi
sebou maji sestrersky vztah, ktery byl potvrzen i ITS arbcL analyzou (obr. 2). Klad B je
sloZzen z neidentifikovatelnych zastupct rodu Klebsormidium, které pochéazely pfedevSim
zmeést vychodni Evropy. Tito zastupci méli podobnou morfologii jako Klebsormidium
flaccidum, ale jejich chloroplasty vypadaly odlisné. Klad C zahrnuje Klebsormidium
flaccidum ziskané ze sbirky kultur a vyizolované z riiznych mist zapadni Evropy. Klady D a E
byly opét uznany za sesterské. D se skladd z kmeni identifikovanych jako K. bilatum a K.
elegans. E je heterogenni, obsahuje kmeny s rozdilnou morfologii, z riznych stanovist
aregionll. Tento klad mél velmi omezené rozliSeni v ITS analyzach, lepsi vysledky byly
ziskany z rbcL analyz. Klad E je rozdélen do sesti podskupin. E; obsahuje K. fluitans, K.
nitens, K. scropulinum, K. acidophilum . E, zahrnuje K. nitens, K flaccidum, K. dissectum.

Soucasti Es jsou druhy K. flaccidum a K. fluitans. V E¢ je obsazeno K. subtilissimum. Klad F



je tvofen dvéma dobie morfologicky charakterizovatelnymi druhy ato K. crenulatum a K.

mucosum. Podle ITS analyz je klad F sesterskou vétvi ke kladu G. Toto ale rbcL analyzy

nepotvrdily, proto je jejich vztah dosud neobjasnén (Rindi et al. 2011).
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Obr. €. 2: Vzajemné fylogenetické vztahy druhii rodu Klebsormidium vyplyvajici
z rbcL analyzy (orig. F. Rindi et al.)



4. Ekologie a autekologie

Rasy rodu Klebsormidium jsou schopné riist na rozmanitych substratech a v riiznych
ekologickych podminkach. Druhy tohoto rodu jsou rozsiteny po celém svété. Nejvice jsou
zastoupeny v aero-terestrickém, terestrickém a aquatickém prostiedi. Rod Klebsormidium je
castym kolonizatorem méstskych oblasti, ne¢ini mu tedy problém se ptizptisobovat novym
ekologickym podminkam (Lokhorst 1996, Poulickova et al. 2001, Elster 2002, Skaloud 2006,
Rindi 2007, Sluiman et al. 2008). Vyskyt fas limituji tfi hlavni faktory, je to vlhkost, ozafeni a
pH. Tento druh toleruje riiznou miru vlhkosti. Dokaze ptezivat v suchych podminkéch, ale
zaroven se vyskytuje ve vodnim prostiedi. Nevadi mu ani velké vykyvy a nepravidelny pfisun
vody.

Dilezita je i intenzita ozafeni (W.m™), presto ze Klebsormidium vyuziva sluneéni
energii k fotosyntéze, velkd mira UV zéafeni mlze byt fatalni a vést k destrukei bunéénych
struktur. Proto se Klebsormidium nejcastéji nachazi na stinnych stanovistich.

Poslednim limitujicim faktorem je hodnota pH. Klebsormidium toleruje pomérné
velké vykyvy. Vyskytuje se na stanovistich s hodnotami pH od 3,5 az 9. Mezni hodnotu
pfedstavuje pH 12, v takovych podminkéach nejsou schopny piezit Zadné rody fas. V roce
2004 byl objeven druh Klebsormidium acidophilum, ktery zije ve velmi kyselém prostfedim
o pH mens$im nez 3. Tento druh byl nalezen v dtlnich vodéach na jihu Nového Zélandu (Novis
2006).

Typickd pro rod Klebsormidium je i rezistence vici extrémnim teplotdm. Autofi
(Elster et al. 2008) uvadégji, ze vzorky tohoto rodu pochézejici z riiznych biotopti a odliSnych
zeméepisnych pasem (stiedni Evropa, Arktida), se chovaji pii teplotnim stresu stejné, i
prestoze jsou zvyklé na jiné Zivotni podminky. Bylo zjisténo, Ze tyto vlaknité fasy jsou
schopné bez vétSich obtizi tolerovat teploty -40°C. Nékteti zastupci dokazou piezit v rozmezi
teplot -196°C (Cameron a Blank 1966) az 113°C (Booth 1946). Druhy rodu Klebsormidium
jsou tedy schopné piezit zamrzani, ale 1 vysokeé teploty, az okolo bodu varu.

Substraty, kde se tyto tasy vyskytuji, jsou také velmi rozmanité. Mohou to byt
podklady pfirodniho charakteru (kamen, dievo, ptida) nebo umélého charakteru (stavebni
materialy a jiné¢). Kameny, které rod Klebsormidium nejcastéji osidluje, obsahuji uhlicitany a
ve vétsim zastoupeni kalcit (Uher et al. 2005). Mezi nejméné kolonizované druhy kament
patii mramor a granodiorit, coz je dané jejich strukturou a chemickym slozenim (Darienko a
Hoftfmann 2003).

Dal§im druhem substratu je dievo a kira stromil. Rasy si vybiraji stanovi§té podle
fyzikélnich podminek, konkrétni druh hostitele vétSinou nehraje velkou roli. Rizné nerovnosti

a pukliny v kife stromti nebo ve dievé vytvari mikroklima a fasy jsou zde chranéné pred



vnéj$imi nepfiznivymi vlivy a zaroven se na téchto mistech zadrzuje vlhkost, coz fasam rodu
Klebsormidium vyhovuje (Good a Chapman 1978). Klebsormidium je soucasti spolecenstva
Prasioletum crispae, které¢ je v kontinentdlnim podnebi Evropy maélo zastoupené. Toto
spolecenstvo tvoii na kiife stroml sametové povlaky se stfidajicimi se vlhkymi a suchymi
misty. Hlavnimi zastupci jsou Prasiola crispa a pravé Klebsormidium flaccidum.

Klebsormidium je také soucasti spoleCenstva fas v pude, to je nejpocetnéjsSi na
povrchu, kde miizeme pozorovat zelené narosty. Rasy se nachazeji i pod povrchem pudy, ale
vétSinou pouze do hloubky, kde jsou schopné vyuzivat prostupujici svétlo k fotosyntéze.
V hlubsich vrstvach se vyskytuji nejvice klidova stadia, kterd nejsou metabolicky aktivni
nebo druhy fas, u kterych byla prokdzana chemoheterotrofni vyziva (Metting 1981). Rasy plni
v pudnim ekosystému nékolik dilezitych roli. ZlepSuji ptistupnost dusiku v ptdé€, udrzuji
vlhkost a tim podporuji rust vyssich rostlin (Booth 1941). Dalsi nepostradatelnou funkci fas je
uvolilovani zivin z nerospustnych sloucenin a tvorba plidy z organické hmoty (Aristovskaya
et al. 1969, Smith et al. 1978). Klebsormidium dominuje na kyselych ptidach, ale vyjimkou
neni ani vyskyt na neutralnich a alkalickych pidach.

Rod Klebsormidium tvoti své kolonie i na umélych substratech. Pfedmétem zkoumani
je jejich vyskyt hlavné na budovach. Vladknité fasy neobyvaji jen stavebni pamatky a
historické budovy, objevuji se 1 na novostavbach. Obecné lze fici, Ze se fasy vyskytuji na
mistech, kde je na n&jaky Cas zadrZzovana voda (fimsy a okapy). VIdkna fas rostou jak na
povrchu stavebniho materidlu, tak v jeho porech (Uher 2010). Stejné jako u kiry stromi se
v nerovnostech zadrzuje vlhkost, to tvofi idealni podminky pro vyskyt fas. Tento rod je tedy
rozptylen nejéastéji na vlhkych a stinnych stanovistich. Rasovymi narosty jsou v nejvétsi
mife zasaZeny objekty orientované na sever. Nejvice vyhovujicim substratem pro fasy rodu

Klebsormidium je beton a star$i vlhké omitky s pH okolo 7 (Steuer 2008).
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5. Material a metodika

5.1. Odbér vzorki
Vzorky jsem odebirala ve mésté Brné a v Prostéjové v obdobi od srpna 2010 do ledna

2011. Kameny s narosty jsem sbirala na Sesti lokalitach. Tfi z toho jsou na zemi mésta Brna.
Prvni lokalita je situovana v méstské ¢asti Zaboviesky, jednd se o mateiskou §kolku na ulici
Poznanska cislo popisné 2568/6 (49°13'4.605"N, 16°34'48.89"E). Vzorky jsem odebrala
z betonovée zidky orientované na zépad. Misto druhého odbéru se nachazi v téze méstské cast,
v aredlu Biofyzikalniho ustavu akademie véd, sidlici na ulici Kralovopolské 2590/135
(49°13'16.196"N, 16°34'44.316"E). Narosty zde byly opét na betonové zidce plotu, ktera byla
v tomto piipadé smérovana na jihozéapad. Posledni lokalitou v Brn¢€ byla betonové konstrukce
nadchodu na kfiZovatce ulic Zvonaika a Plotni, polozend vychodnim smérem
(49°11'13.599"N, 16°37'1.519"E). Brno je centrem Jihomoravského kraje a rozklada se na
soutoku fek Svratky a Svitavy. Jizni ¢ast Brna zasahuje do niZin Dyjskosvrateckého tivalu.
Z ostatnich stran je Brno obklopeno kopci, kde se nachazi i nejvyssi bod Kopecek. Mésto je
polozeno v nadmotské vysce v rozmezi 190—479 m. Primérné roc¢ni teplota je 8,4 °C a ro¢ni
uhrn srazek 509 mm.

Mistem prvnich dvou odbérii v Prostéjové byla ulice Partyzanskd cislo popisné
3738/20. Jeden vzorek pochazel z betonové zidky plotu situované severnim smeérem. Druhy
byl odebran z vychodni stény sousedici s piijezdovou cestou k domu (49°28'31.942"N,
17°6'45.534"E). Tfeti odbér jsem provadéla na kfizovatce ulic Havlickova a Safaiikova
(49°28'35.544"N, 17°6'50.968"E). Jedna se o vstupni schody rohového domu polozené
severovychodné. Mésto Prostéjov se nachazi na zépadnim okraji roviny Hané, na severu
navazuje na Hornomoravsky tival a na vychod je polozena Drahanska vrchovina. Okraj mésta
lemuji ficky Hloucela a RomzZe. Prostéjov se rozklada v nadmoiské vySce 225 m. Primérna
rocni teplota ¢ini 6,9°C, tthrn srazek 606 mm.

Vizualni detekci jsem vyhledala na budovach narosty travove zelené barvy, které znaci
vyskyt vlaknitych tas rodu Klebsormidium. Vzorky jsem odebirala vzdy 10 az 15 cm od
zem¢. Ze vSech lokalit jsem vzala ulomky substratu s narostem, poptipad¢ narosty seSkrabala
pomoci sterilni laboratorni jehly do plastikovych sacki. Na kazdém vzorku nesmi chybét
oznaceni lokality odbéru, data odbéru, zdkladnich mikroklimatickych podminek a ¢isla

vzorku.
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Obr. €. 3: Odbérové lokality (orig. K. Pertutkova) (a) zidka na ulici Partyzanska, (b) schody na
ulici Havli¢kova, (¢) detail zidky z ulice Partyzanska, (d) detail z ulice Havlickova.

5.2. Laboratorni kultivace
5.2.1. Priprava média

Pro kultivaci jsem pouzivala médium BBM (Bold’s Basal Medium), které je vhodné
pro terestrické sinice a fasy jako je Klebsormidium a dalsi jiné, naptiklad Chlamydomonas,
Heterococcus, Colacium. Substréat pro kultivaci jsem si pfipravovala v Erlenmeyerové baiice
tak, ze do 250 ml BBM média jsem pfisypala 15 g agaru a dobie rozmichala. Tekutinu je
potieba provarit, nejjednodussim zptisobem je mikrovinna trouba, kterd zajisti i strerilizaci
média, je lep$i médium povatit vicekrat po sobé. Vyhodou oproti jinym druhtim sterilizace je
to, ze je velmi efektivni a zarovenl neni toxickd. Uvadi se, ze v 1-1,5 litru motské vody
vymiou béhem 5 minut veskeré fasy, béhem 8 minut bakterie a za 10 minut houby (Keller et
al. 1988). Takto pfipravené¢ médium jsem dale rozlévala do Petriho misek. Tento krok jsem
provadéla ve flowboxu, kvili omezeni kontaminace média. Jakmile médium zchladlo, dalo se

pouzit pro o¢kovani.



12

5.2.2. Ockovani a kultivace
Pfed ockovanim je nutné, aby kazda miska poptipadé zkumavka byla spravné

oznacena mistem nalezu, datem a ¢islem vzorku. Prvni kultivaci jsme provadéla tak, ze jsem
cely kdmen ponofila do agaru v Petriho miskdch nebo jsem na agar nasypala vzorky
seskrabané omitky s narostem fas. Rasy se postupné z piirodniho substratu rozristaly na
médium. Ockovani a prace s kulturami musi probihat ve sterilnim prostfedi, mistnost by
neméla byt prasnd anemél by zde byt privan. Je to jeden z faktord, ktery eliminuje
kontaminaci sporami. VSechny tkony jsem provadéla ve flowboxu, ktery jsem hodinu pred
oc¢kovanim nechala vysterilizovat UV zafenim. Dalsi kultivace jsem dé¢lala tak, Ze jsem si
z prvnich kultur vybrala jednotlivé kolonie rodu Klebsormidium aty jsem naockovala do
novych Petriho misek. To jsem provadéla plastikovou nebo kovovou klickou. Plastikova
klicka je urCena na jedno pouziti, takze se nemusi sterilizovat. Kovovou jsem vzdy
sterilizovala pomoci plamene a denaturovaného 98%  etylalkoholu.  Postupnym
pireockovavanim jsem ziskala ¢isté kultury. Kultury byly ockovany do malych (pramér 6 cm)
nebo velkych (primér 12 cm) plastovych Petriho misek. Rasy byly kultivovany v pokojové
teploté v rozmezi 20-22 °C. Kultury byly udrzovany na fluorescentnim svétle s dodrzovanim

denniho cyklu (12 hodin svétlo, 12 hodin tma).

5.3. Obrazova analyza
Fotografickou dokumentaci jednotlivych stadii jsem vytvofila pomoci mikroskopu

Olympus BX 50 s Nomarského kontrastem, ktery je vybaveny obrazovou analyzou LUCIA
a NIS Elements AR 2.30 CZ. Oba tyto systémy obrazové analyzy jsou ureny k sledovani,
snimani, archivaci a ru¢nimu nebo automatizovanému meéfeni preparatii. Systém je tvoien
optickym pfistrojem (mikroskopem), kamerou nebo digitalnim fotoaparatem, pocitatem

a softwarovym vybavenim.
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6. Vysledky a diskuse

6.1. Kultivace zastupci rodu Klebsormidium
Kultivace je zdlouhava a ¢asové narocna ¢innost. Po naockovani fas se prvni kolonie

vytvately po 7-14 dnech. Dospéla vldkna jsem pozorovala v kulturach piiblizné po 3 tydnech.
V letnim obdobi byl riist pomalejsi, v nékterych kulturach se rist témét zastavil. Mnohé
kultury, které byly naockované v srpnu, zacaly aktivnéji rast aZ po 4-6 tydnech na zacatku
podzimu. V zimnich mésicich byl rist nejrychlejsi a vldkna nejvitalnéjsi. V mistnosti kde
byly kultury uchovavany se udrzovala stabilni teplota, jedinym odliSnym faktorem bylo
zkracovani dne v zimnich mésicich. To se ziejmé projevilo na rlstu, i piesto ze byly kultury
dosvécovany umélym svétlem. SnaZzila jsem se najit co nejefektivnéjs$i metody pii kultivaci.
Zkousela jsem razné zpusoby oCkovani a kultivace. Pouzivala jsem agar s riznou hustotou.
Prvni kultivaci jsem provadéla dvéma odliSnymi zplisoby. V prvnim piipad€ jsem do misek s
agarem ponofila celé tlomky betonu s narostem. Druhy zplisob ockovani spocival v tom, Ze
jsem nasypala na agar seskrabané vzorky. V miskach se zanofenymi kameny se zacaly
narosty tvofit diive nez v miskach, kde byl seskrab na povrchu agaru. Tento vysledek souvisi
s mym dal$im pozorovanim, kdy jsem fasy kultivovala na rtizn€ hustém médiu. Pokud bylo
médium pevné a husté, fasy na ném huafe rostly, ackoliv pro manipulaci a praci je to
praktictéjsi. Nejlepsi vysledky jsem zaznamenala na polotekutém médiu (0,5% agar). To
vysvétluje zjisténi, ze pokud je médium moc tuhé vytvofi se na povrchu neprostupna vrstva
a fasy na ném kultivované nejsou schopny z média Cerpat Ziviny, to ma za nasledek sniZzenou
schopnost riistu téchto organismi. Resenim je #id$i médium nebo odligny zpiisob ockovani.
Ockovani se provadi tak, ze se klicka vede po povrchu média. Kdyz se ale klicka s fasami
dostane pii ockovani hloubé&ji do agaru pod jeho povrch, usnadni se tak rozristani
mikroorganismli a umozni jim to plné€ vyuZzivat Ziviny média. Autofi Preisig a Andersen
(2005) zminuji, Ze pro ockovani vlaknitych tfas je vhodné&jsi penetrovat agar o¢kovaci jehlou.
Vlédkna jsou vitalnéjsi a jejich rust je rychlejsi, protoZze mohou plné Cerpat Ziviny. Proto jsem i
pfi prvni kultivaci zaznamenala rychlejsi rist u vzorkd, které obsahovaly zanofeny kamen, da
se to povazovat za analogii penetrace agaru pii oCkovani. Tim, Ze je kdmen z €asti piimo
uvnitt kultivaéniho média, fasy nemuseji prekonavat bariéru, kterou vytvaii svrchni vrstva
agaru, jako tomu bylo v pfipad€¢ Petriho misek se seSkrabem na povrchu. NejefektivnéjSich
vysledkt pii kultivaci jsem tedy dosahla pouzitim polotekutého média a o¢kovanim penetraci

do agaru.
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V odebranych vzorcich byly i jiné organismy, které ziji ve stejnych podminkach a na
stejnych substratech jako rod Klebsormidium. Pti prvni kultivaci se tedy vytvoftily kolonie i
téchto mikroorganismi, postupnou selekci a pfeockovavanim jsem se snazila jejich vyskyt
v kulturach eliminovat. Nej€astéjsimi spolukolonizatory kamene, betonu a jinych stavebnich
materidlii byly rody vlaknitych 1 kokélnich sinic (Chroococcidiopsis, Leptolyngbya, Nostoc,
Phormidium), zelenych tas (Chlorella, Botrydiopsis, Desmococcus, Stichococcus), rozsivek
(Navicula, Luticola), mecht, hub a bakterii. Klebsormidium se pomérné€ lehce dalo odd¢lit od
jinych tas a sinic, ikdyz se Casto v kulturach pti prvni kultivaci vyskytovalo jako soucast
spoleCenstva téchto rodld. Preockovanim jsem vykultivovala jednodruhové kultury rodu
Klebsormidium. Nejbézn€js$i organizmy, které zpuisobovaly kontaminace, byly bakterie a
houby. V kulturach byly jak hyfy, tak spory hub, které jsou velmi odolné vici extrémnim
teplotdm a pteziji podminky, kdy jiné mikroorganismy odumiraji. Z toho diivodu bylo velice
slozité jejich vyskyt v kulturach omezit. Houby jsou schopné¢ se §ifit vzduchem, takZze mnoho
kontaminaci vzniklo pfi praci s kulturami, pii oCkovani nebo pfi pfipravé agaru.
Kontaminacim se nepodafilo zamezit ani pii praci ve flowboxu. Houby vytvéfely na agaru
narosty rdznych zbarveni (bilé, Sedé, zluté, Cervené, hnédé¢ a cCerné). Schopnost rlstu a
rozmnozovani téchto mikroorganismi je mnohem vétsi nez u fas nebo sinic, takZze houby byly
vzdy prvni organismy, které v kulturdch narostly. V nékterych vzorcich se prvni houbové
kolonie objevily uz po 24 hodinach od naoc¢kovani fas. Toto samoziejmé zpomalilo jejich rist
a dospéla vldkna jsem pozorovala az po 4-5 tydnech. Houby zjevné pouze znemoznily
pocatecni rist, vlakna rodu Klebsormidium vSak vypadala vitaln€ a pfitomnost hub jejich
fyziologii nijak neovlivnila. OvSem takto kontaminované vzorky jsem nemohla dale pouzivat
jako zdroj pro nésledné kultivace. Pfitomnost bakterii ve vzorcich neméla vliv na kultivované
fasy, takto kontaminované kultury jsem pouzivala déle k pfeockovani. Jedinou viditelnou
zménu, kterou bakterie zplsobily, byla zména zabarveni agaru z Ciré prisvitné barvy na

mlécné zakalenou.

6.2. Vysledky obrazové analyzy
K determinaci druhil jsem pouzivala literaturu Lokhorst (1996) a Uher (2010).

6.2.1. Morfologie
Kultury vSech vzorkli vypadaly z morfologického hlediska shodné. Klebsormidium

tvofilo rizné dlouhd vldkna podle stafi kultury. Jednotlivé bunky ve vldkné byly nerozlisené,
pravidelné cylindrické a bez slizovych pochev. Obsahovaly vZdy jeden nasténny chloroplast,

ktery pokryval asi 50% bunééné stény. V chloroplastech se nachazel jeden pyrenoid.
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V mladych kulturach se vyskytovala kratsi vlakna, kterd méla zaoblené konce bez pozistatka
bunécnych stén. Chloroplasty byly syté travovité zelené barvy a uvniti bunék bylo minimalni
mnozstvi metabolitl. Dospéla vldkna byla podstatné delsi (okolo 50 bunék) a v kulturach
tvotila vice pocetné shluky. Chloroplasty mély tmavsi odstin nez u mladych vlédken. Na jejich
koncich byly ¢asto ulomky bunécnych stén ve tvaru pismene H (obr. Se), které jsou znamkou
fragmentace. Soucasti dospélych vlaken byly také prazdné bunky s okénky nebo prasklinami,
ze kterych unikly zoospory (obr. 5f). Ty byly opatfeny dvéma biciky, po jejich ztraté se
sférické buiiky zoospor zacaly formovat do cylindrického tvaru a délit se. Ve vzorku z Brna-
Zaboviesek se na dospélych vlaknech objevovaly zdufeniny a jednotlivé buiiky nemély
pravidelny tvar. Tyto utvary pravdépodobné¢ vznikly v disledku pohlavniho rozmnoZzovani,
které bylo v téchto vzorcich zjiSténo. RozSitenim bunék v kulovité utvary se vytvoftilo
zoosporangium, kde posléze dochdzelo ke splyvani gamet. Stard vldkna se vyznacovala
velkym obsahem metabolitti, jejich chloroplasty byly svétle zelené az priisvitné, na povrchu

lalo¢naté.

6.2.2. Morfometrie
U vSech vzorkl jsem meéfila Sitku bunék ve vlaknech. Z kazdého kmene jsem preméfila

nejméné 100 nativnich bunék. V ptipadé vzorkil, které jsem kultivovala, jsem Sitku bun¢k
zaznamenavala vicekrat v jejich Zivotnim cyklu. VSeobecné vldkna dosahovala nejvétSich
Sitek v dospélosti, po ukonéeni reprodukéni faze se jejich Sitka opet zmenSila a vldkna zacala
odumirat. Podle namétenych hodnot se ve vSech vzorcich jedna o Klebsormidium flaccidum.
Da se ale ptedpokladat, ze kmen z Poznanské ulice, kde bylo pozorovano pohlavni
rozmnozovani, bude jinym druhem. Jednotlivé bunky byly ve vétsin€ ptipadt delsi nez Sirsi.
Délka bunky se nepovazuje za tolik smérodatnou, je ovlivnéna rtiznymi faktory (teplota,
vlhkost, osvétleni, pH). Tyto vné&jsi vlivy samoziejmé ovliviiuji 1 Sitku bun€k, ale ne tak
markantné jako délku. Rozdily v Sitkach se pohybuji v rozsahu nékolika desetin mikrometru,

zato u délky se to projevi v fadu nékolika mikrometrii (Skaloud 2006).

Tabulka 2: Sifka bunék rodu Klebsormidium - lokalita Brno

Lokalita Brno Technicka Poznariska-§kolka Zvonaika

Siika buiiky/pm 7,85+ 1,05 6,95 +1,95 7,35+ 1,05

Tabulka 3: Sifka bunék rodu Klebsormidium - lokalita Prost&jov

Lokalita Prostéjov Havlickova Partyzanska-plot Partyzanska-zed’

Sifka buiiky/pm 75+1,5 6,6+ 1,4 6,7+0,8
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6.3. Ontogeneze
Béhem kultivace vlaknitych tas rodu Klebsormidium, jsem pozorovala vSechna znama

vyvojova stadia a zdokumentovala jsem je pomoci obrazové analyzy. Kultury jsem prohlizela
pod mikroskopem jednou tydné, po tomto Casovém intervalu byly jiz viditelné zmény ve
vyvoji vldken. Pozorovani zoospor v kulturdch je mozné uz po 12 hodindch od navozeni
stresu, ja jsem pozorovani provadéla po 24 hodinach.

V odebranych vzorcich byly nejvice zastoupeny dlouhd a dobie vyvinutd vlakna (20-
50 bungk). Jednalo se o dv¢ staddia, o mlada a dosp¢la vldkna. Rozdil mezi nimi je schopnost
rozmnozovat se, tu maji jen ta dospéla. Pravé na dospélych vlaknech se nachazely tzv.
okénka, teda pozistatky po zoosporulaci. Zoospory v preparatech piimo z mista odbéru
nebyly, maji totiz pomérné kratkou Zivotnost, po n€kolika hodinach se z nich stavaji prisedlé
buniky. Dale se v preparatech nachdzely zbytky bunécnych stén, které znaci druhy zpisob
rozmnozovani, tedy fragmentaci. Pravé proto Ze v odebranych vzorcich nejsou zastoupeny
vSechna vyvojova stadia, je dulezité fasy kultivovat. Bez tohoto procesu se nedaji bezpecné
urcit jednotlivé druhy, musi se tedy vychazet ze vSech ontogenetickych stadii. Lisi se svymi
specifickymi vlastnostmi a napomahaji k determinaci.

Po naockovani se zacCala rozrustat mlada vlakna (obr. 5c), ktera byla nejprve kratsi (do
20 bun¢k) a postupem casu se prodluzovala a dospivala. Jejich chloroplasty byly syté zelené a
v bunikach bylo malo metabolitti. Konce vlaken byly zaoblené, bez tlomki bunécnych stén.
Az vlédkna dospéla (obr. 5d), mohla jsem pozorovat oba zpiisoby nepohlavniho rozmnozovani
(obr. 5e, f). K fragmentaci dochazelo snadno a samovolné¢, pozorovala jsem ji ve vzorcich ze
vSech lokalit. Tento typ rozmnoZovani probihal témé&f nepfetrzité, vyskytoval se 1 u starych
vldken, které vytvaii zoospory jen ziidka. Fragmentace (obr. 5e) je tedy nejCastéjSim a
nejjednodussim typem rozmnozovéni z tohoto rodu. Autofi (Cain et al. 1973) se zminuji o
tom, ze ke tvorbé zoospor dochéazi pouze za urcitych podminek, takze fragmentace, jako
druhy zptisob reprodukce, je nejfrekventovanéjsi a nejsnadnéjsi.

K tomu abych mohla pozorovat zoospory, jsem musela vzorky vystavit stresu.
V zadné kultufe se totiZ neuvoliiovaly samovolng. Zoosporulace je komplikovangjsi proces
nez fragmentace a vyzaduje specifické podminky. Existuje nc¢kolik zplisobt, jak tento jev
navodit. Nejcastéji se kultury se zastupci rodu Klebsormidium ponechaji nékolik hodin ve tmé
(16-24 hodin), poptipadé¢ se agar s narosty zalije destilovanou vodou, zde se po 12-24
hodinach za¢nou tvofit a uvoliiovat zoospory. Nejpocetnéji se vyskytuji u okrajit Petriho
misky, odsud staci kapalinu se sporami nabrat kapatkem a pozorovat pod mikroskopem. Ja
jsem pouzivala prave tuto metodu k navozeni zoosporulace. Vybrala jsem si kultury, kde byl

vyizolovan pouze rod Klebsormidium, abych vyloucila, Zze jeho zoospory zaménim
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se zoosporami jinych rodu fas. Jednalo se o vzorky z materské Skolky v Brn¢ a o vzorky
z Partyzanské ulice v Prostéjové. Nasledujici den od zaliti kultur, jsem je prohlédla a
zdokumentovala zmény, které prob&hly. Ne v kazdém vzorku se zoospory vyskytovaly, ale na
vétsing vlaken byly viditelné praskliny a okénka (obr. 5f). To dosvédCuje, ze zde k vytvoreni
zoospor a naslednému uvolnéni doSlo. Vysvétleni je takové, Ze pohyblivé zoospory jiz
odloucily biciky a staly se znich pfisedlé bunky kokalniho tvaru, které jsem pozorovala
sloucené v pocetnéjSich shlucich. Nebo k zoosporulaci doSlo jiz pfed jejim umélym
navozenim a ve vzorku se jiz vyskytovala kratkd mlad4d vldkna, kterd vznikla z téchto
zoospor. Mohu tedy fici, Ze ve vSech testovanych vzorcich fas rodu Klebsormidium se
vytvorily zoospory, 1 kdyZ ne vSude byly zdokumentovany.

Samotny proces vytvareni spor sestava znékolika krokli a ne vzdy je uspéSné
dokoncen. Prvni fazi zoosporulace je vytvofeni malé papily na bocni sténé buiky (Mattox
1971). Dochézi k narGstu poctu refrakénich orgénl, méni se uspotfadani organel 1 jejich
vzhled, pfedevsim mitochondrii. V rané fazi zoosporogeneze jsou papily umistény na strané
jadra nebo u chloroplastu. V dalsi fazi dochazi k natoceni organel a vysledné by se mél
chloroplast nachdzet na stran¢ papily. Tato skutec¢nost, Ze chloroplast i papila jsou na stejné
stran¢ bunky, je zdkladnim rysem celé zoosporogeneze. Jadro se stdva méné zietelnym,
protoZze jej piekryva chloroplast, stigma neni v bufice béhem zoosporogeneze ptitomno a
pyrenoid zlstavd nepozménén. Jakmile z buniky vymizi velké vakuoly, zacnou se formovat
biciky, které jsou zfetelné uz v matetské burce, jest¢ predtim nez se zoospora uvolni ven. Ta
se vytlacuje z buiiky perforovanou bunécnou sténou a vyuziva k tomu améboidniho pohybu.
Jakmile je mimo matetfskou buiiku, pohybuje se pomoci paru bicikii. Nekdy je zoospora
pfipevnéna ke stén¢ matefské bunky pomoci tenké cytoplasmatické vrstvy, toto spojeni musi
byt pferuseno, aby zoospora mohla z buiiky uniknout (Cain et al. 1973). V kazdé kultute se
vzdy nachazelo ne€kolik bunék, kde se zoospora vytvoftila, ale jiz neunikla z butiky ven. Tento
jev mohl vzniknout praveé na zaklad¢ spojeni zoospory se sténou matetské buiiky, kdy nedoslo
k odtrzeni a zoospora uvizla uvniti (Floyd et al. 1972).

Dvoubicikaté zoospory maji Zivotnost n€kolik desitek hodin, poté ztraceji bicik a
stavaji se znich nepohyblivé kokalni bunky, které tvoti shluky. Z téchto bunc¢k vznika
bunéénym délenim vldkno. Nejprve se ale vytvoii dvoubunécéné stadium, buniky jsou spojeny
bunécnou sténou a sviraji urcity uhel (od 75° do 110°). Bunky se dale déli a jejich pocet ve
vlakn¢ se zvysuje (obr. 5b). Vzniknou dvé ramena a ty se od sebe odd¢li, kazdé potom
funguje jako samostatné vldkno, které az dospéje, je schopno reprodukce.

Pohlavni rozmnozovéni bylo popsano pouze jednou (Wille 1921). Pti kultivaci vzorkt

pochazejicich z Brna-Zaboviesek jsem zaznamenala nezvykly zpiisob rozmnoZovani. Jedna se
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o typ pohlavniho rozmnozovani (obr. 4), které zatim nebylo u tohoto rodu nikdy v minulosti
zdokumentovano. Jde pravdépodobné o autogamii (resp. kleistoizogamii) protoplasti dvou
sousednich bun€k. Nejprve dochazi k lyze bunééné prepazky mezi danymi buitkami, poté se
zacnou gamety pfiblizovat a splyvaji za vzniku zygoty. Vzniklé zoosporangium je kulovitého
tvaru. Tento proces je jeSté potieba provéfit experimentalné, protoze byl pozorovan pouze
jednou a vjednom vzorku. Jednd se tedy onovy typ doposud nepoznané¢ho zpiisobu

rozmnozovani u rodu Klebsormidium.

Obr. €. 4: Pohlavni rozmnozovani rodu Klebsormidium (orig. K. Perutkova) (a,b) migrace

gamet do stiedu zoosporangia, (¢,d) splyvani gamet v jeden protoplast.
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Obr. &. 5: Zivotni cyklus rodu Klebsormidium (orig. K. Perttkova) (a) dvoubunééné stadium,
(b) mlada vladkna spojend bunéénymi sténami pod thlem 75°, (¢) mladé vlakno, (d) dosp¢€lé
vlakno, (e) fragmentované vlakno, (f) vlakno s okénky, (g) svazek dospélych vlaken, (h) stara
vlakna s prazdnymi a nepravidelnymi bunikami.
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7. Zavér

Z ptirodnich vzorkl jsem uspéSné vyizolovala vlaknité fasy druhu Klebsormidium
flaccidum. V pribéhu kultivace jsem pomoci obrazové analyzy zdokumentovala vSechna
vyvojova stadia zivotniho cyklu a vysledné jsem mohla rekonstruovat ontogenezi tohoto
druhu. Zjistény byly oba zplisoby nepohlavniho rozmnozovani, jak fragmentace vlaken, tak
tvorba zoospor, kterd probihala ve vétSin€ kultur po navozeni stresu. V kulturach byly
pozorovany jednobunécna prisedld stadia, dvoubunécnd stddia, mladd, dospéld a stara
odumirajici vldkna. Zvlastnosti byla pfitomnost pohlavniho rozmnozovani, které nebylo
u tohoto rodu doposud zndmé. Jde o zatim neprozkoumany proces rozmnozovani, ktery je
potieba jeSté experimentalné ovéfit. Tato skute€nost poukazuje, Ze v Zivotnim cyklu rodu
Klebsormidium je stale mnoho neobjasnénych fakt. Taktéz je potfeba podrobngji doplnit

informace tykajici se fylogeneze jednotlivych druhti rodu Klebsormidium.
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