Jihaseska univerzita Ceskych Budjovicich

Prirodowdecka fakulta

FYLOGENEZE V RAMCICELEDI OOCYSTACEAE
(CHLOROPHYTA)

Bakal&ska prace

90000

Vypracovala: Lenka Stenclova
Skolitelka: Mgr. Marie Pazoutova, Ustaiigni biologie AVCR

Ceské Budjovice 2011



Stenclova L. (2011): Fylogeneze v ramgledi Oocystaceae (Chlorophyta). [Phylogeny
inside family Oocystaceae (Chlorophyta). Bc. Thesis Czech] Faculty of Sciences,
University of South Bohemi& eské Budjovice, Czech Republic.

Abstract

The family Oocystaceae (phylum Chlorophyta, classb®uxiophyceae) is a group
of green coccal algae. Its members are mainly ¥asgtér and planctonic. The group is
characteristic by its specific cell shape and ayeament of cellulosal fibril in the cell wall.
Monophyly of the group is well supported by morgigit and ultrastructural observation and
also by molecular phylogeny, but the generic anecigs concept of the family has been
changed due to the molecular analyses in last éscad

In this thesis, seven strains of Oocystaceae and strain assigned to
Scenedesmaceae were observed by light microscapgtadied by molecular methods. 18S
rRNA gene sequences were gained for four straidstlaen analyzed by three phylogenetic
methods. Phylogenetic positions were found and ewetpwith morphologyillea sp. was
removed from Scenedesmaceae to Oocystaceae, thmrpasg Lagerheimia, Oocystis cf.

bispora andOocystis cf. pusilla inside Oocystaceae was confirmed
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1. Uvod

1.1. Téma této prace

Tato prace se zabyva systematikou kokalnich zelefigs z¢eledi Oocystaceae.
Zelené fasy (oddleni Chlorophyta) jsou jednou z hlavnich skupias a pes své
mikroskopické rozrry se vyznamé podili na primarni produkci napve sladkovodnim
prostedi. V pfibéhu minulého stoleti dochazelo v systematice zelenkas, pivodns
zalozené na morfologickych znacich, k gon¢ zasadnim z&nmam napiklad studiem
burgcné ultrastruktury, v poslednich desetiletich pagzna rozgenim molekularnich
metod. Molekularni data a kladistické analyzy vedlymnoha skupin zelenyckas k
piehodnoceni tradiniho systému (Proéschold and Leliart 2000eled Oocystaceae
predstavuje z hlediska molekularni fylogenetiky gomi malo studovanou skupinu. Citese
ji zabyvaly pouzeit prace (Hepperle et al. 2000, PaZoutova a kol02Btienitz and Bock, in
press). Diti poznatky k fylogenezteledi Oocystaceaeripasi také Krienitz et al. (2003),
Krienitz et al. (2004), Wolf et al. (2003), Fawley al. (2004). Satasny stav poznani této
velmi patetnéceleditas tak poskytuje mnoho otédzek pro dalSi vyzkum.

1.2. Cile prace

Bakal&ska prace Fylogeneze v rant@ledi Oocystaceae ma jednak reSer&sit,
ktera by n¢la byt souhrnnym jehledem dosavadnich morfologickych, ultrastrukithind
molekularré fylogenetickych poznatkohledr taxonomie zelenyctasceledi Oocystaceae a
jednak cast praktickou — experimentalni. V ramci experiraérit ¢asti prace je cilem
morfologicky popis vybranych kmérteledi Oocystaceae podle mikroskopickych pozorovani
zjisténi jejich fylogenetické pozice a konfrontace moléknich vysledik s tradénim

taxonomickym systémem.

1.3. Vymezeni Celedi Oocystaceae

Celed” Oocystaceae zahrnujéepazié planktonni zelené kokaltiasy, vyskytujici se
predevsim ve sladkych vodach temperatni oblasti. z&siupci Ziji jednotli¥ nebo utvéeji
slizem obalené kolonie. Jednotlivény se vyzndauji vietenovitym, vejitym az ovalnym
tvarem, kkdy s mirnou asymetrii. RozmnoZovani bylo pozorav@redevsim nepohlavni

pomoci autospor. Dva zastupcErémosphaera viridis a Oocystaenium elegans) se
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rozmnoZzuji také pohla¥n- oogamii. Dcéiné buiky ¢asto Zistavaji uéitou dobu nebo i cely
Zivot uzaveny v matéské burcéné sténg. Specifickym znakem zastupceledi Oocystaceae
je absence sporopoleninové vrstvy v &iné séné a zvIlastni struktura bgtné sény, ktera je
mnohovrstevna, ipiemz kazda jeji vrstva ma krystalické fibrily celeyoorientované kolmo
ke sneru vlaken vrstvy pedchozi. (Komarek a Fott 1983)

Tato struktura butné stny byla prvré objevena u rodleremosphaera (Bowen
1965). Pozdi byla nalezena také u typového rodealedi, roduOocystis (Schnepf et al.
1966). Dodnes je znama ki truhi tohoto rodu Qocystis apiculata (Robinson and White
1972),0. solitaria (Schnepf et al. 1966) @. lacustris (Stoyneva et al. 2009)) & tdalSich
zastupd celedi (agerheimia subsalsa (Hegewald et al. 1978)Franceia amphitricha
(Hegewald et al. 1980) ldeglectella peisonis (Schagerl 1993)). Komarek (1979) ozhauto
strukturu za hlavni spalay znakéeledi Oocystaceae, ktery pouZil k jeji redefinici.

1.4. Zarazeni celedi v ramci Chlorophyta

Tradiéni leni zelenychias bylo zaloZzeno na morfologii. Podle orgatidho
stupré vegetativnich stadifas vytvdili Blackman and Tansley (1902) systém Sdsiili
(Volvocales,  Chlorococcales, Ulotrichales, @ Chaetoples, Cladophorales a
Siphonocladales)Celed” Oocystaceae byla autoryiaaena daddu Chlorococcales, wmz
byly sdruzeny vSichni kokd&lni zastupci kmene Chbiryia. Pozdi se stal kriteriem pro
tvorbu systému Chlorophyta Zivotni cyklus a stakild@katych stadii. Ustanoveno bylo sedm
tiid: Prasinophyceae, Chlamydophyceae, ChlorophyceaeCodiolophyceae,
Oedogoniophyceae, Bryopsidophyceae a Zygnematopbydéele? Oocystaceae byla
zarazena do Chlorophyceae (Christensen 1962).

NowjSi ale stéle jest predmolekularni¢lenéni Chlorophyta bylo vytvieno na
zakladt postaveni bazalnihelitska btiki — tzv. absolutni konfigurace (znazémo na obr. 1)
a zmsobu rozdleni buwky pii mitéze. Zizeno bylo pt tiid (Prasinophyceae,
Trebouxiophyceae, Chlorophyceae, Ulvophyceae adphgceae — dnes Streptophyta (Lewis
and McCourt 2004)) (Mattox and Stewart 1984edt0ze zastupceledi Oocystaceae diky
nedisponuji, byla Komarkem a Fottem (1983) vymezetal’ Oocystaceae ¥azena dortdy

Trebouxiophyceae.
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Obr. 1: Absolutni konfigurace postaveniikii jednotlivych tid zelenychias podle Proschold and Leliart
(2007). Soustava se sklada z dvou nébd bazalnich dlisek (znazorénych jako valce), mikrotubularnich

ukorteni (s nebo d) a spojujicich vldken (distalni -ri2bo proximalni - PF).

(A) Bicikovy aparat sikzovitymi zakogenimi btika a basalnimidisky uspdadanymi v counterclockwise
(CCW) pozici (Trebouxiophyceae a Ulvophyceae). B¢ikovy aparat siZzovitymi zakortenimi biika a
directly opposed (DO) postaveni bazalni¢hisek (Chlorophyceae). (C) &kovy aparat s clockwise (CW)
uspdadanim bazalnicklisek (Chlorophyceae). (D) 8kovy aparat s asymetrickym unilateralnim ugminim
bicikovych zakosieni, tvdicich charakteristickou vicevrstevnou strukturu ififayered structure — MLS)
(Streptophyceae - dnes Streptophyta (Lewis and MdC2004)). Pozn.:ifda Prasinophyceae absolutni

konfiguraci postrada.

D¢leni Chlorophyta dogthto gti skupin i spravnost Zazeniceledi Oocystaceae do
ticidy Trebouxiophyceae byla &ena molekularnimi analyzami sekvenci genu pro F9$A
(Friedl 1995, Hepperle et al. 2000). Srovnanim gamochloroplast O. solitaria,
Parachlorella kesderi a jednobiikatérasyPedinomonas minor potvrdili Turmel et al. (2009)
piislusnost fddu Chlorellales (zahrnujicihgéeled Oocystaceae a jeji sesterskou, také
bezbtikatou celed Chlorellaceae) ke skupin Trebouxiophyceae. Absenci ¢ika u

Oocystaceae povazuji Turmel et al. (2009) za odwpzeak.



1.5. Historie celedi

1.5.1. Vznik €eledi, typovy rod a typovy druh  €eledi

Historicky prvni zminkou d@ocystis bylo pouziti pojmenovaniQocystis* geminata
jako synonymni kGleocapsa geminata (Kiitzing 1849 citovano Rehakova (1969)). Prvnim
regulérnim zastupcem dneSégledi Oocystaceae byla ustanove®a naegelii, zarove
oznaena jako typ roduOocystis (A. Braun 1855 citovano WRehakova (1969)). Pro
nedostatény popis druhiD. naegelii pozaiji Rehakova (1969) ve své studii oZita jako typ
rodu O. lacustris. Tato retypifikace nedodrzela pravidla botanickédalu (Lanjouw et al.
1954) a proto nebyla pogdimi autory respektovana. Komarek a Fott (1983)awaiji O.
naegelii jako typ také na zaklgddodaténého studia materialu, které provedl Skuja (1964).
Celed’ samotna s typovym rode®ocystis byla ustanovena v praci Bohlin (1901) a naposledy

pomoci ultrastrukturnich znakedefinovana v praci Komarek (1979).

1.5.2. Predmolekularni stav — vymezeni ¢€eledi podle

morfologie a ultrastruktury

Vymezeniceledi samotné se vidgsehu minulého stoleti dkolikrat vyrazré zmenilo.
Nekteri autdi udavali rody blizké rodu Oocystis pouze jako gEled’ Chlorellaceae. Pozfl
doSlo k utvéeni samostatnéeledi se znén¢ Sirokym vymezenim zahrnujicim i dalSi rody
dnesfazené do jinyckeledi. Tyto rody, jako na&pChlorella, Ankistrodesmus, Radiococcus,
Kirchneriella ¢i Planktosphaeria, se zastupdieledi Oocystaceae sdili rozmnozovani pomoci
autospor, ale morfologicky, naptvarem biiky se odliSuji (Smith 1950). Jiné vymezeni a
cleréni celedi Oocystaceae pouzil Fott (1967), ktery ji mdna ctyti podceledi:
Chlorelloideae (nap rody Chlorella, Sderocelis), Oocystoideaeocystis, Nephrocytium,
Kirchneriella, Glaucocystis), Lagerheimioideae Légerheimia, Chodatella, Franceia) a
Tetraedronoidead étraedron).

Posledni velkou revizi a vymezenimledi se zabyvali Komérek a Fott (1983),ikte
vytvorili komplexni gehled rod a druti paticich do tétateledi. Jednotlivé rody byly autory
rozckleny do ti, resp.ctyi podteledi podle morfologickych znéak Pritomnost ostha je
charakteristicka pro p@eled’ Lagerheimioideae, ktera je dale podl€tpoa uspéadani osth
délena do 10 rodl (Mycotetraedron, Trochiscia, Micracantha, Cryocystis, Pseudobohlinia,
Franceia, Chodatellopsis, Lagerheimia, Diacanthos a Pilidiocystis). Podteled” Oocystoideae

se vyznauje hladkou bu&nou stnou a jednim neboc¢hkolika chloroplasty. Zahrnuje 17



roda (Rhombocystis, Fusola, Sestosoma, Echinocoleum, Granulocystis, Granulocystopsis,
Gleotaenium,  Ecdysichlamys,  Fotterella,  Oocystidium,  Oocystis,  Oonephrys,
Chondrosphaera, Neglectella, Nephrocytium, Juranyiella a Nephrochlamys). DalSi podeled’
Eremosphaeroideae obsahuje pouze 3 r@dgystaenium, Eremosphaera a Excentroshaera),
pro réz je charakteristicka hladka bitma stna a pdetné chloroplasty. Vymezenfit
pocieledi a kl¢ k urovani rodi Oocystaceae podle Komarka a Fotta (1983) je uveden

v priloze 2.

Vycet rodi paticich doc¢eledi Oocystaceae doplnil Heynig (1991) o fatystopsis
a Schagerl (1993) o rddeglectella. Podle morfologickych pozorovani (Hindak a Hinda&kov
2008) by mél byt do celedi Oocystaceae umist typovy druh roduAmphikrikos — A.

minutissimus a s nim cely rod.

V publikaci od Komarka a Fotta (1983) fiatlo celedi Oocystaceae j€Sfedna
podeled - Glaucocystoideae zahrnujici ro@taucocystis a Glaucocystopsis, ale i podle
autofi samotnych se jedna o faaeni provizorni. Pa@gled’ Glaucocystoideae byla do
Oocystaceae umista pro svou podobnost tvaru itly a setrvavani démych burek
v rozStené burcné stné matdské buiky (Komarek a Fott 1983). Pogdi ultrastrukturni
studie tuto skupinu Zeledi Oocystaceae ¥enily. Dnes jsou zastupci ,Glaucocystoideae”
fazeni do samostatného kmene Glaucophyta liSicihodseSech zelenyclias Fedevsim
odliSnou stavbou golgiho aparatu st@mnosti cyanel, zvlaStnich strukturedstavujicich

mezistupé& mezi sinici a plastidem (Kies 1979, Kies and Krel#86).

1.5.3. Molekularni revize

Rozvoj molekularnich metod v 90. letech minulétalett s sebouifnesl vinu revizi
v celéem systému Zzivéipody (Simpson and Rogers 2004), zel¢agy nevyjimaje (ndp
Friedl 1995).

Vy¢leréni kmenu Glaucophyta (jehoz zéstupci byive do Oocystaceaazeny) na
zakladt ultrastrukturalnich dat bylo potvrzeno analyzokveaci genu pro 18S rRNA, ktera
sdruzila zastupce kmene do monofyletické skupingtesské ke kmeni Cryptophyta
(Bhattacharya et al. 1995). Toto usgpadani podporuje i monofyletickyapod cyanel &chto
zastupé (Helmchen et al. 1995).

Prvni fylogeneticka studie zabyvajici sénpo ¢eledi Oocystaceae (Hepperle et al.
2000) zkoumala postavenfi tdruhi rodu Oocystis (O. solitaria, O. marssonii a O.
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heteromucosa). Ukazalo se, Ze rod je parafyleticky. Dr@h solitaria se umistil na bazi
celedi, zatimco vzajendnsesterskéD. marssonii a O. heteromucosa tvori relativré dolre

podpdenou samostatnou linii. Tato prace také rdzSpojeti celedi Oocystaceae askolik

novych druli (viz obr. 2). DoSlo kferazeni druhuTetrachlorella alternans, (pavodre

Scenedesmaceae, Crucigenoidesmsu Komarek a Fott (1983) na zaktatyorby étyiéetnych

coenobii). V souladu s morfologickou studii Hindak Hindakova (2008) byl d@eledi

Oocystaceaaahrnut takéAmphikrikos sp. (mivodre Chlorellaceaesensu Komarek a Fott
(1983)). Makinoella tosaensis, z ¢eledi Oocystaceae (Okada 1949¢mistna Komarkem a
Fottem (1983) na zakladvorby coenobii do Scenedesmaceae, bykoope presunuta do
Oocystaceae. ¢Ehto Sest zastupc now rozSfené celedi Oocystaceae vytiito

monofyletickou skupinu uvnitiidy Trebouxiophyceae (viz obr. 2).

—— Acrosiphonia sp. 03757
100t Gloeotilopsis planctonica 228970

% Pleurastrum paucicellulare 247997 Uvophyceae

a7\ Ulothrix zonata 247999

Pseudendoclonium basiliense Z47996
g7 [ Ankistrodesmus stipitatus X56100

98 Pediastrum duplex M62997
@ — Scenedesmus obliquus X56103
o1 @{ Scotiellopsis oocystiformis AB012848
Scotiellopsis terrestis AB01 2847
— Volvox carteri X53904 Chlorophyceae
i Chlamydomonas reinhardtii M32703
73— Dunaliella salinaM84320

) — Etilia [Chlorococcopsis] minuta M62996
ﬂ Pleurastrum insigne Z28972

% Chlamydopodium [Characium] vacuolatum M63001
Trebouxia impressa 221551
Dictyochloropsis reticulata 247207
——————— Trebouxia magna 221552

% r Myrmecia biatorellaeZ28971

Myrmecia [Friedmannia) israeliensis M62995
67179 Parietochloris pseudoalveolaris M63002
[ — Microthamnion kuetzingianum 228974
Fusochloris perforata[Characium perforafum) M62999

_gif Chlorella kessleriX56105 Trebouxiophyceae

9

gl| Chlorella sorokiniana X6244 1
Chiorella vulgaris X13688
84 Oocystis solitaria AF 228686
89 Makinoella tosaensis AF228691

97 Amphikrikos sp. AF228690
‘E Tetrachlorella alternans AF228687

- Oocystis marssonii AF228688

0.1 Oacystis heteromucosa AF228689

Obr. 2: Fylogeneticky strorteledi Oocystaceae z prace Hepperle et al. (200@)s&nhzualni strom vytéeny
ze sekvenci genu SSU rRNA metodou MRsla nad ¥tvemi ozna&uji bootstrapovou podporu. Délkatvi

predstavuje vzdalenost vygitanou podle Kimura-2-parameter modelu.
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DalSi zneny v celedi Oocystaceae provedli Krienitz et al. (200Byla potvrzena
piislusnost Lagerheimia genevensis k Oocystaceae. Dale byla deéeledi Oocystaceae
piemistna Crucigeniella rectangularis pavodre na zaklad tvorby slizovych koloniitazena
do Scenedesmaceae, Crucigenoide8ghizochlamydella capsulata byla pesunuta do
Oocystaceae na zakkagribuznosti sSAmphikrikos sp. po analyze molekularnich dat v préaci
Wolf et al. (2003).

Jedinym zastupcem ¥gzenym zeledi Oocystaceagensu Komarek a Fott 1983 na
zaklad molekularni analyzy (Krienitz et al. 2004) je didfacanthos belenophorus, jenz byl
autory na zaklatl pritomnosti ostih umisén do podeledi Lagerheimioideae. Nové
prislusnostDiacanthos belenophorus k ¢eledi Chlorellaceae je v souladu se starSim navrhem
Hindaka (1980).

Studie PaZoutova a kol. (2010) zkoumala fylogeReticpozici dvou drutn tvoricich
podobné slizové struktury:Coenochloris planconvexa (paivodré Radiococcaceae) a
Echinocoleum elegans (Oocystaceae). Dle molekularnich dat oba studoxastupci pislusi
do celedi OocystaceaeCoenochloris planconvexa byl prejmenovan naOoplanctella
planconvexa a stanovena jako typ noveho ro@aplanctella. V této fylogenetické analyze
byla také zpracovana sekvence dritremosphaera viridis (Buchenheim and Buchenheim,

unpublished), jehoZ pozice byla podle analyzy rexleazna Uplné bazeledi.

Posledni zrény v pojeti¢eledi Oocystaceaeripesla prace Krienitz and Bock, (in
press).Celed byla roz&fena o druhQuadricoccus €llipticus, podle Koméarka a Fotta (1983)
umistny do celedi Botryococcaceae a o0 rovpopsany druh Elongatocystis
ecballocystiformis, jehoz fylogeneticka pozice byla nalezena vedigjide zastupt tvoricich
pravidelna coenobiaCfucigeniella rectangularis a Makinoella tosaensis). V této studii byla
také potvrzena fiislusnost roduOocystidium do c¢eledi Oocystaceae. Tyto vysledky jsou
znazorgné na obr. 3. S@asné poznatky o fylogenezeledi Oocystaceae jsou shrnuty

v priloze 3.
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Obr. 3: Staweledi Oocystaceae podle Krienitz and Bock (in preSglogeneticka analyza genu SSU rRNA.
Cisla u &tvi ukazuji posteriorni pra¥gpodobnost (MB), bootstrapovou podporu (ML 100 opeks, MP a NJ
1000 opakovani).

1.6. Otazky vyplyvajici ze soucasného stavu celedi Oocystaceae
Radikalni znénou v ramciéeledi Oocystaceae bylo nalezeni parafylie typovéldo

¢eledi - roduOocystis sensu Komarek a Fott (1983). Tento rod byl j&srymezen na zéklgd
morfologie. V praci Hepperle et al. (2000) byly eb¢ny d¥ linie tohoto rodu. Ro®ocystis
podle autoll potrebuje revizi. Z tohoto ivodu jsem ze sbirek vybrala Sest kiiné@ocystis.
marssonii, O. lacustris, O. solitaria f. major, O. cf. nephrocytioides, O. cf. bispora a O. cf.
pusilla). Od tchto zastupt ocekavam nalezeni jejich fylogenetické pozice uvnit

Oocystaceae, poipad piitazeni k gkteré ze dvou jiz nalezenych linii.

Rozpad rodu Oocystis a rekterych dalSich rail ustanovenych na zakkad
morfologickych znak (nag. Chlorella (Krienitz et al. 2004)) m privedl ke zkoumani



monofylie rodu Lagerheimia. Pomoci molekularni analyzy chci vtéto praci malé
fylogenetickou pozici kmeneagerheimia marssonii a ugit jeho vztah k jiz molekularnimi
metodami studovanému druhagerheimia genevensis (Krienitz et al. 2003).

Do sowasné doby bylo molekularnimi analyzami zkoumanmdett kmeid dnes
zahrnutych daeledi Oocystaceae. Sedm z nich bylo podle morfolggih znak fazeno do
jinych celedi (Komarek a Fott 1983). Z této amy vymezeniceledi vyplyva otazka, kterée
dalSi rody by mly byt do ¢eledi zahrnuty. V této praci se zabyvam kmenéfliea sp.
(Scenedesmaceaensu Komarek a Fott (1983)), uéjz predpokladam ferazeni doceledi

Oocystaceae.
Vysledky molekularni analyzy budu porovnavat s mlmgickymi pozorovanimi.

1.7. Variabilita morfologicky vyznamnych znaki

1.7.1. Znaky zkoumané u kokalnich Fas

Z relativre primitivni stavby kokalnich ftas vyplyva omezené mnoZstvi
morfologickych znak, jez u nich nmizeme zkoumat. Jsou to znaky jakoigpb vyskytu
burgk (jednotliw nebo v koloniich¢i coenobiich), tvar kolonii a uspadani busk uvnit
kolonii, tvar a velikost butk, charakteristika buitné stny (tloug’ka, rovnondrnost jeji
tlou&’ky ¢i mistni ztlu&niny, hladkosti granulovitost, inkrustace, ¥gélky, ostny), péet
chloroplast a jejich usp#adani, tvar a vzhled chloroplastu, viditelnost arekter pyrenoidu,
pocet a pozice autospor, igob uvohovani autospor a setrvavani v nftake& bugcné séng,
charakter bugené sény matéské buiky, tvorba a charakter slizu. Kazdyé&hto znak je

razr¢ variabilni naiznych taxonomickych urovnich.

1.7.2. Variabilita znak G u €eledi Oocystaceae

Znaki spoleénych vSem (nebo alespovétSing) zastupé celedi Oocystaceae neni
moc. Krong ultrastruktury buiéné sEny snad jen Zlabkovity parietalni chloroplast,
rozmnozovani pomoci autospor a jejich setrvanipalesgjaky ¢as v bugcné séné matdské

bunky. V dalSich znacich j&eled vicec¢i meérg variabilni.

Podle posledni publikace&wujici se morfologii (Komarek a Fott 1983) je jetiwy
vyskyt burgk ¢i vytvareni kolonii nebo coenobii rysem relativdolie determinujici rody
¢eledi Oocystaceae. Mezinhito rody se vyskytuje dita variabilita usptadani busk od
jednotlivé Zijicich zastupi rodu Lagerheimia, po rodyEremosphaera, Oonephris a WtSina
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druhi Oocystis Zijicich bul’ jednotliw, nebo v koloniich dvou agtyi burgk. ZvlasStnosti

¢eledi je rodDendrocystis se svymi rozstvenymi k substratuigsedlymi koloniemi.

Tvar burgk je pro ¢eled’ typicky ovalny ¢i elipticky se zakulacenymi konci
(Lagerheimia, Franceia) nebo na pdlech zaspitely, vietenovity Qocystis,Granulocystis) u
nekterych rodi témei kulovity (Trochiscia), u jinych naopak zria¢ protahly a vetenovity
(Oocystaenium, Fusola). Pro rod Excentrosphaera je typicky hruskovity tvar bwky, pro
Mycotetraedron tvar podobnyttyisttnu a proRhombocystis kosa@tveresny. Nekteri zastupci
maji tvar asymetricky: mign jako uEcdysichlamys, u niz jsou ob podélné strany konvexni,
nebo vice, tak, Ze jedna ze stramlouje prohnuta dovnif coZz niZzeme pozorovat u
ledvinitych az srpkovitych radNephrocytium a Nephrochlamys, nebo rohlikovit zataeného
roduJuranyiella.

Velikost je znak porérné hodre riznorody i mezi druhy téhoz rodu (extrémem je rod
Oocystis kdy nejmensi druhy ©. tainoensis (3,5-9,5 x 2-4,8 um)Q. bispora (3,8-9,5 x 2,2-
4,6um), 0. parva (3,2-12 x 1,5-6,8um) a nejidi —O. hunanensis (42-48 x 25-30um)Q.
solitaria (12-52,8 x 4,9-29,7um). panduriformis (30-60 x 11-30um) se od sebe v tomto
znaku radow 1isi). K mensSim rodm pati Micracantha (M. minutissima 5 x 4 um),
Pseudobohlinia (P. americana 9,5 x 4,3um)Rhombocystis (R. lacryma 2,5-5 x 1,2-3um) a
Echinocoleum (E. elegans 5-8 x 3,5-6um) a km vétSim Neglectella (N. permagna 66-86 x
35-59um),Eremosphaera (E. viridis 90-200um v piméru) a Oocystaenium (O. elegans 37-
64 x 150-216um).

Bunétna stna zastupt celedi Oocystaceae tine byt hladkd Qocystis,
Echinocoleum, Oonephris, Eremosphaera) nebo pokryta w§nélky nebo ostny l(agerheimia,
Franceia, Pseudobohlinia), jejichz pa@et, uspsadani a délka jsountbzitym systematickym
znakem. Nkteré rody Granulocystis, Granulocystopsis, Juranyiella) maji buénou sénu
granulovitou. Granule mohou byt rozndisé po celém povrchuGfanulocystis, Juranyiella)
nebo pouze v ditych mistech Granulocystopsis). U roduGleotaenium se vyskytuji vapenaté
inkrustace bu&né sény. Tlou¥ka burécné stny je u tétoceledi iznd a do jisté miry
souvisi s velikosti jednotlivych bgk. Vyznamnym znakem je rovnammost tlousky
burgcné stny (Oocystidium, Echinocoleum, Lagerheimia) nebo vyskyt polarnich ztluitin,
na obou pdlechRhombocystis, n¢které druhy roduOocystis) nebo pouze na jednom pdlu

bunky (Excentrosphaera).
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Patet chloroplast v buikach jednotlivych zastupic se od sebe liSi. Rody
Lagerheimia, Pseudobohlinia, Franceia se vyzndauji piéitomnosti pouze jednoho chloroplastu
ve vegetativnich hikach, ktery se &i az i tvorbé autospor. DalSi rody maji dva
(Oocystidium), jeden aZtyti (Granulocystopsis) chloroplasty. Velkym p&tem chloroplast je
typicky rod Eremosphaera, jeZz mize dosahnout i Sedesati. ROdcystis (sensu Komarek a
Fott 1983) je vtomto pohledu ztr& variabilni. \KtSina druli obsahuje jeden atyii
chloroplasty Q. tainoensis), nekteré az osm@. natans), rékteré maji vzdy vice nez osm

chloroplast (O. solitaria az kolem dvaceti).

Uspaadani chloropladt je wtSinou nepravidelné. Vyjimkou je rodlleglectella
s chloroplasty usg@adanymi radialé kolem stedu butky. Charakteristicky tvar chloroplastu
¢eledi Oocystaceae je parietalni a Zlabkovity sided zaoblenym okrajemL@gerheimia,
vétSina druti rodu Oocystis) nekdy nepravideld lalocnaty Oocystis solitaria) az
hvézdicovity nebo spongiomorfni Opnephris). U rodu Oocystaenium se vyskytuji

chloroplasty znén¢ podlouhlé, u rodiEremosphaera hrudkovitéci kotowcovite.

V chloroplastech &kterych zastupc celedi Oocystaceae jsou patrné pyrenoidy.
Jejich pd@et je obvykle jeden v kazdém chloroplastu. Pouzeodu Fusola se mohou
vyskytovat az dva, u raderemosphaera, Excentrosphaera a Oocystaenium az i pyrenoidy v
chloroplastu.

AZ na d¢ vyjimky (Eremosphaera viridis a Oocystaenium elegans) se zastupci
celedi Oocystaceae rozmnozuji pouze pomoci autosefich péet se pohybuje v rozmezi
dvou az osmi u&tSiny rodi a drulii. Dcainé buiky ¢asto Aistavaji po ufitou dobu uzakeny
v burg¢né séné matdské buiky — kratce Qocystis lacustris) nebo delSi dobu az po celyigv
Zivot (buré¢na séna pak tvei vrstevnaté obaly — n&pOocystis marina), nebo ji buiky zahy
opousdji (rod Lagerheimia). K jejich uvolreni dochazi po prasknuti béimé stny matéské

bunky (Oocystis marssonii) nebo po jejim zeslizovati (Oocystis nephrocytioides).

Tvorba slizu obklopujiciho jednotlivé bkiy ¢i celou kolonii je charakteristicka pro
jednotlivé rody celedi Oocystaceae. ddteré druhy sliz neprodukuji Micracantha,
Cryocystis), u jinych miZze byt sliz pitomen pouze v podéltenké vrstvy na povrchu biay
(Rhombocystis, Lagerheimia) nebo tvdit Siroké slizové obaly@ocystidium: velikost buiky
10-19 x 8-14um, slizovy obal az 50um vuperu). Nektefi zastupci vytvé slizové panozky -
Sestosoma mensi vykzky, Echinocoleum znané rozmerné (velikost biky 5-8 x 3,5-6um,

panozky az 17um dlouhé a az 4um Siroké).
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Shrnuti variability morfologickych znd@kroda ¢eledi Oocystaceae se z&®enim na
znaky systematicky vyznamneé je k dispozicitilqze 2 - u€ovacim kl€i podle Koméarka a
Fotta (1983).
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2. Metodika

2.1. Material

Pro morfologicka pozorovani i laboratorni praci ybyjako material zvoleny
vyizolované kmeny zefit sbirek: ze Sbirky autotrofnich organizrAVCR v Treboni
(CCALA 515 Willea sp., CCALA 365 Lagerheimia marssonii, CCALA 396 Oocystis
lacustris, CCALA 397 Oocystis cf. nephrocytioides), ze Shirky kulturfas katedry botaniky
PiF UK v Praze (CAUP H 111Mocystis marssonii a CAUP H 1106 Oocystisolitaria f.
major) a ze soukromé sbirky Christiny Bock (KR 2D0cystis cf. pusilla a CH 990ocystis
cf. bispora). Detailni gFehled &chto kmerk je uveden v filoze 1.

Pri vybéru kmeni jsem zohlednila jejich dostupnost a také poterdiminginos
vysledki. Vybrala jsem Sest zastupparafyletického rod@ocystis, od nichZz jsem ¢ekavala
zjisteni jejich @islusnosti k jednotlivym liniim (Hepperle et al.(®), gipadreé nalezeni dalSi
linie. Druh O. marssonii jiz analyzovan byl (Hepperle et al. 2000). JedredovSak o jiny
kmen a pouze parcialni sekvenOi. solitaria je také jiz molekularnimi metodami zkoumany
druh (Hepperle et al. 2000) AdtosrSak ve své studii neuvedli formu druhu. V tétdg se
jedna o jiny kmen s uvedenou formowjor. DalSictyii druhy roduOocystis zpracovavané
v této praci Q. cf. nephrocytioides, O. lacustris, O. cf. pusilla a O. cf. bispora) analyzované
dosud nebyly. Kmerh.agerheimia marssonii jsem vybrala pro aeni gislusnosti do rodu
Lagerheimia, protoZe jiz byl osekvenovan typ rodu. @enevensis) (Krienitz et al. 2003).
KmenWillea sp. zé#azovany Komarkem a Fottem (1983) do Scenedesm&reagenoideae
jsem za@adila do vykru na zaklad znatné morfologické podobnosti s druhébnucigeniella
rectangularis, jenz byl ze Scenedesmaceae Crucigenoideatelédi Oocystaceaergazen
(Krienitz et al. 2003).

Nazvy taxor pouzivané v této praci jsem sjednotila podle prdoenarek a Fott
(1983).

2.2. Kultivace
Kmeny byly uchovavany ve zkumavkach — pro izolablA) a na Petriho miskach — pro
morfologickd pozorovani, s pevnym BBM médiem (Bwithand Bold 1963), pro jehoz
polymeraci byla pouzita agar6za o koncentraci 1 BRamavky a misky byly kultivovanyip
swtelnosti 22umol fotoni m™? s a teplok 18°C.
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2.3. Morfologie

Pro morfologick& pozorovani byl pouzit mikroskopy@bpus BX 51 s fotoaparatem
Olympus DP 71. Pro barveni slizu a bBemé sény byla pouzita methylenova miod
Z fotografii byly pomoci programu CorelDRAW 12 zbweény obrazoveé tabuleifpha 4).

2.4. Molekularni biologie

Izolace DNA jsem provedla po zhomogenizovani dxukultury pomoci Invisorb
Spin Plant Mini Kit (Invitek) soupravy podlgifpZzeného navodu. Koncentrace vyizolované
DNA jsem zngfila na spektrofotometru Biowawe 1l od firmy WPA.

Pro molekularni analyzy jsem vybrala gen pro 188ARa za nim nasledujici ITS
oblast, které obsahuji optimalni mnoZzstvi polyrmsorfi mezi druhy. Gen 18S rRNA jsem
zvolila také pro dostatay patet dostupnych sekvenci v internetové databazi sek\weCBI.

K ziskani genu 18S rRNA a ITS oblasti jsem proved@R amplifikaci. Namichala jsem
PCR reakci skladajici se z DNA, prindeuvedené v tabulce (Tab. ), Mixu s DNA
polymerazou a vody o celkovém objemu 20ul. Ampdifik jsem provedla pomoci cycler

300 Thermocycler zriky Biometra a XP Cycler zgly Bioer. Pouzity program pro reakci

mél nasledujici nastaveni:
Denaturace: 95°C, 1min,
(Denaturace: 95°C, 1min; aneeling 54°C, 1min; etmegr/2°C, 3min) 35X,
Elongace: 72°C, 10min,
Hold: 10°C.

Tab. I: Primery pouzivan&ig°?CR amplifikaci

Nazev Sekvence Specifita Citace

NS1F GTAGTCATATGCTTGTCT - White et al. (1990)

895F GTCAGAGGTGAAATTCTTGGAT . Marek  EliaS  (pers
comm.)

1150R ACGCCTGGTGGTGCCCTTCCGT Pteled Oocystaceae| Pazoutova a kol. (201D)

1170R TTTGACTCAACACGGG - McCombie et al. (1992

1500aF GCGCGCTACACTGATGC Rasova Helms et al. (2001)

Vivi TCACCAGCACACCCAAT Rasova Kipp (2004)

(1650R)

ITS4R TCCTCCGCTTATTGATATGC Bvodrg houbova White et al. (1990)
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Uspsnost PCR amplifikace jsem &ila gelovou elektroforézou na 1% agarézovém
gelu vTBE pufru. DNA jsem barvila SYBR GREENem dzualizovala pomoci
elektronického UV transiluminatoru ULTRA LUM. INC gel imager s pouZzitim software

Scion VisiCapture.

Pro pecisttni PCR produktu jsem pouzila JetQuick PCR Purificat Kit
(Genomed), nebo QIAquick Gel Extraction Kit (Quiayje pripadt precisténi PCR produktu
vyfiznutého z gelu. Tento postup jsem zvolila ipad kontaminaci PCR produktu.fiP
pouZzivani obou kit jsem postupovala podldgiloZzeného navodu. Koncentraci PCR produktu

jsem zngfila na spektrofotometru Biowawe Il od firmy WPA.

Pro sekvenaci jsem namichala ésmamplifikované DNA (20 - 30ng), primeru
(2,5pmol) a vody a poslala na sekvenaci fiatmji ABI PRISM 3130xI. Primery pouzité pro

sekvenani reakci jsou uvedeny v tabulce (Tab. II).

Tab. Il: Primery pouzivanétpsekvenaci.

Nazev Sekvence Specifita Citace

NS1F GTAGTCATATGCTTGTCT - White et al. (1990)

34F GTCTCAAAGATTAAGCCATGC - Fried! (unpublished)

402F GCTACCACATCCAAGGAAGGCA - Katana et al.(2001)

895F GTCAGAGGTGAAATTCTTGGAT } Marek  ElidS  (pers
comm.)

1122F GGCTGAAACTTAAAGGAATTG - Friedl (unpublished)

1150R ACGCCTGGTGGTGCCCTTCCGT Pteled Oocystaceae| Pazoutova a kol. (200[L)

1170R TTTGACTCAACACGGG - McCombie et al. (1992

1263R GAACGGCCATGCACCACC - Friedl (unpublished)

1500aF GCGCGCTACACTGATGC Rasova Helms et al. (2001)

Vivi TCACCAGCACACCCAAT Rasova Kipp (2004)

(1650R)

18SR TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTACG | - Katana et al.(2p01

ITS1F TCCGTAGGTGAACCTGCGG ®odrg houbova White et al, 1990

ITS4R TCCTCCGCTTATTGATATGC Bvodrg houbova White et al. (1990)

2.5. Fylogeneticka analyza molekularnich dat
Kvili znatné délce genu 18S rRNA i{plizn¢ 2000bp bez intraly které se

v sekvenci u #&kterych zastupc vyskytuji) bylo poteba celkovou sekvenci sestavit
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z jednotlivych Usek Sestaveni celkové sekvence jsem provedla v pmagr&egAssem©
(Hepperle 2004).

Matici jsem sestavila ze sekvenci zastugeledi Oocystaceae. Sekvence kinen
Oocystis cf. bispora, Oocystis cf. pusilla, Lagerheimia marssonii a Willea sp. jsem pouzila
vlastni, ostatni sekvence jsem ziskala z intermettatabaze NCBI (AH012990r ucigeniella
rectangularis, AF387154 Eremosphaera viridis, FM881777 Ooplanctella planoconvexa,
AF228691 Makinoella tosaensis, FM881776 Echinocoleum elegans, AF228686 Oocystis
solitaria, AF228690 Amphikrikos sp., AF228687 Tetrachlorella alternans, AF228688
Oocystis marssonii, AF22868900cystis heteromucosa, AY122336Lagerheimia genevensis,
AY195966 Oocystis sp. AN 2/29-4, AY19763%ocystis sp. Tow 6/3 P-10w a AY197626
Oocystaceae sp. MDL6-7). Jakor&n jsem pouZzilari sekvence kmanhnachéazejicich se ¥n
celedi (AF38714%Planctonema sp., X74003Prototheca wickerhamii a X06425Nanochlorum
eukaryotum). Alignment jsem provedla pomoci programu MAFFTatéh et al. 2002) a poté
rucné upravila v programu BioEdit (Hall 1999).

Hotovou matici (1194 pozic) jsem analyzovala metoddaximum Parsimony a
Maximum Likelihood v programu PAUP verze 4.0b10 ¢(8ard 2000). Pro metodu ML
jsem vypdaitala model evoluce (TIM2+I+G) z dat pomoci progtafModelTest (Posada
2008). Pro ob metody jsem vypitala bootstrap (pro MP 1000 a pro ML 100 opakolani
Déle jsem provedla Bayesovskou analyzu v programBayes (Huelsenbeck and Ronquist

2001) a zjistila posteriorni pragplodobnost jednotlivychéivi.
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3. Vysledky

3.1. Morfologie
Osm studovanych kmérjsem pozorovala ve stelném mikroskopu. Pro jednotlivé

kmeny jsem sestavila morfologicky popis. Fotografiekumentujici tato mikroskopicka

pozorovani jsou k dispozici ¥ifoze 4.
Oocystis cf. bispora CH 99

Kmen jsem pojmenovala na zakéadrcovaciho klée od Koméarka a Fotta (1983).
Vegetativni biiky se v kultite vyskytuji nejasgji solitérré nebo po dvou. Biky jsou velmi
malé, ovalné se za$pielymi konci a polarnimi ztlugninami. Buiky obsahuji vzdy jeden
parietalni chloroplast s pyrenoidem. Autospory g$eskytuji vyhrad® po dvou acasto
zastavaji delSi dobu uzgsny v buréné séné mateaské buiky. K uvolnéni autospor dochazi
po prasknuti mateké buwcéné stny. Pozorované rozény byly v rozmezi udavaném
Komarkem a Fottem (1983) — délka 3,8-8ia&R,2-4,6um.

Oocystis lacustris CCALA 396

Podle pozorovani se vegetativninky vyskytuji solitérd nebo v nepravidelnych
shlucich. Tvar bukk je ovalny az tetenovity. Bug¢na stna je Zetelrg ztloustla na pdélech.
V bunkach se vyskytuje jeden &byii ke stné priléhajici chloroplasty, které maiji zlabkovity
tvar a dobe pozorovatelné pyrenoidy. Bky se rozmnoZuji néasgji dvéma az ctyimi
autosporami, které brzy opousti nfate@u bugénou sénu. Burééna séna mateéské buiky
praska. Kolem butk se casto vyskytuje tenky rovno¥my slizovy obal. Velikost busk:
naneiené rozniry bunky jsou v rozmezi udavaném Komarkem a Fottem (1983¢lka 4,8-
14,4 a §ka 1,6-8um.

Oocystis marssonii CAUP H 1110

Jednotlivé solitér Zijici buiky jsou jas@ protazeného, fetenovitého az ovalného
tvaru. Buréna stna na poélech mignztloustla. Mladé biky obsahuji jeden, starSi az dva
nebodtyii Zlabkovité parietalni chloroplasty s jednim pyselem. Ve starSich likach jsou
pozorovatelné velké vakuolyasto lezici u pdl buiky. RozmnoZovéani probiha pomoci dvou
nebo (asto) ¢ty autospor. Da@né buiky zistavaji po ufitou dobu spojeny maigkou

burgcnou stnou, rekdy i zna&né rozsfenou, a uvaluji se po jejim prasknuti. Vegetativni
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bunky lezi v jasi ohranteném slizovém obalu. Velikost btkn nantiené rozmiry buiky

jsou v rozmezi udadvaném Komarkem a Fottem (19&®lka 10-25 a #a 6-14um.

Oocystis cf. nephrocytioides CCALA 397

Bunky se vyskytuji v koloniich po dvou neldtyiech. Tvar bugk je v kulture ¢asto
elipticky, nekdy asymetricky az lehce z&eny se zaoblenymi konci bez ztloustlé &tme
stény na pdlech. V jednotlivych lilkach je jeden a&tyii parietalni chloroplasty zlabkovitého
tvaru, kazdy s jednim zwoae velikym pyrenoidem. Autospory se vyskytuji &eg€ji po
Ctyiech, rkdy po dvou. DcBné buiky dlouho Zistavaji uzakeny v matéské bugcné séné.
Kolem starSich butk se rkdy vytvé&eji i vicevrstevné slizové obaly, tioi Siroké pruhy.
Velikost burgk: nantiené rozmiry buiky jsou v rozmezi udavaném Komarkem a Fottem
(1983) — délka 9-18,5 arkéa 6-10,5um.

Oocystis cf. pusilla KR 210

Kmen jsem pojmenovala na zaktadréovaciho klée od Komarka a Fotta (1983).
Jednotlivé biiky Ziji solitérre nebo v koloniich po dvou a&yrech. Tvar biiky je ovalny,
jasre podlouhly, bez ztlughin buré¢né stny na pdélech btky. V kazdé biice se vyskytuje
jeden az if parietalni chloroplasty s pyrenoidem. V ki#ujsem pozorovala autospory po
dvou nebo pdtyiech, z buaéné sény matdéské buky se uvohuji po jejim prasknuti. kdy
zastavaji dcéiné buiky dlouho uzaieny v bugcné stné matéské buiky, ktera je pak
znané rozSfena a ose ohraniena. Pozorované rozmy byly vrozmezi udavaném
Komarkem a Fottem (1983) — délka 6-12i&&#,4-6,4um.

Oocystis solitaria f. major CAUP H 1106

Vegetativni biiky se v kultie nachazi jednotlivnebo po dvou az osmi. Tvar hkitkn
je ovalny az jash vietenovity, se silnymi ztlu&inami bugc¢né sény na poélech biky.
Chloroplasty uvnit burgk jsou ¢asto pdetné a &Zko spditatelné, nepravidelného tvaru,
s viditelnym pyrenoidem. Autospory obsahuji takteéice chloroplasi - ¢tyii a vice.
Autospory se vyskytujiasto po dvou, orientované kolmo na osu skt buiky, nekdy take
po ¢tyiech a vice. Ddmé buiky zastavaji dlouho v mateké bure¢né seéng, nékdy i po vice
generaci. Maiska bugc¢na stna praska. Kolem starSich klnse tvdi vicevrstevné slizové
obaly, rekdy opravdu Siroké. UvnitstarSich bukk se rekdy vyskytuji velké apikalni
vakuoly. Velikost budk: nantiené rozmiry buiky jsou v rozmezi udavaném Komarkem a
Fottem (1983) — délka 12,8-52,8 &&i5,9-29,7 um.
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Lagerheimia marssonii CCALA 365

Bunky se v kultie vyskytuji jednotli¢ a samostath Buiky maji ovalny az
vietenovity tvar. Bu&na stna je jemg ztloustla na polech liy a hladka i po barveni
methylenovou maid, které nglo zviditelnit ostny. V kazdé hice je Zetelny jeden Zlabkovity
parietalni chloroplast s dé viditelnym pyrenoidem. Autospory - deptji dvé az Gtyii,
velmi zahy opousti mattekou bugcnou sénu, ktera pi jejim opoustni dcdginymi buinkami
praska. Slizovy obal je jemny a testohranieny. Velikost bugk: nanméiené rozniry buiky

jsou v rozmezi uddvaném Koméarkem a Fottem (19&®lka 5-12 a $ka 3-8,5 um.

Willea sp. CCALA 515

Jednotlivé biiky tvori coenobia paityfech az Sestnacti, ejstji vSak ctyicetna.
Coenobia jsou plocha aitky hust nahlokené. Skladaji se zayibunéénych jednotek (d&
a dw buiky spojené podélnou stranou). Mégyimi buikami uvnit této jednotky se nachazi
kosaitvere&na mezera. Biky jsou vegitého az valcovitého tvaru, na polech zakulaceeé, b
ztloustlé buwr¢né stny na polech. StarSi bkly obklopuji Siroké mnohovrstevné slizové
obaly. V kazdé bice se vyskytuje jeden Zlabkovity parietalni chlidasp ve starSich
buinkéch i vice chloroplasgt Pyrenoidy jsou ietelné. Biiky se rozmnoZzuji pomoci dvou az
Ctyi autospor. Ddéné buiky dlouho Zistavaji uzakeny v buréné séné matéské buiky.
Velikost burgk: nantiené rozniry buiky byly v rozmezi udavaném Komarkem a Fottem
(1983) — délka 8-12 ai&a 3-5 pum.

3.2. Sekvenace
Od v3ech osmi kmén(uvedenych v filoze 3) se mi poddo vyizolovat DNA. PCR

amplifikace a sekvenace genu pro 18S rRNA i sITi8asii se zdda pro kmeny
Lagerheimia marssonii a Oocystis cf. pusilla. U kmeneWillea sp. aOocystis cf. bispora byl

uspsne amplifikovan a osekvenovan usek genu 18S rRNAlceddiblizné 1600bp.

Pro kmeny Oocystis marssonii a Oocystis solitaria f. major jsem GspsSne
osekvenovala ITS oblast a terminalni oblast gens EBNA o giblizné délce 600bp. Tyto

Useky jsem neanalyzovala.
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Obr. 4: Fylogeneticky strom ukazujici struktueledi Oocystaceae. Topologie stromu byla vigvna metodou
Maximum Likelihood. Délka #tvi predstavuje evokini vzdalenost (model TIM2+1+G). U jednotlivycktvi je
uveden bootstrap s hodnotou vySSi nez 60 pro MaxirRarsimony (MP) 1000 a Maximum Likelihood (ML)
100 opakovani a posteriorni prépodobnost (PP) s hodnotou nad 60% z Bayesovskgzgnallé kmeny jsou

ozna&eny zelen.
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4. Diskuze

4.1. Morfologie
Vysledky mych pozorovani jsem srovnavala s popegngtlivych druli z prace

Komarka a Fotta (1983).édBem pozorovani jsem nalezla pouze malé odliSnkigtie mohly
byt zpisobené rozdilnym charakteremerstvého materialu ¢ésto pouzivaného pro

morfologické studie) a mych kmetkultivovanych na pevném meédiu.
Oocystis cf. bispora CH 99

Bunky tohoto kmene byly opravdu velice mal#mz bylo jejich pozorovani ve
swtelném mikroskopu a naslednécemi kmene znmé ztizeno. Podle Komarka a Fotta
(1983) chloroplasty druhu Oocystis bispora obsahegien pyrenoid, ktery je nejasn
viditelny. U zkoumaného kmene jsem pyrenoidyé¢ladzcela jas& FP¥i mikroskopickém
pozorovani jsem nezaznamenaldt@nnost slizového obalu, ¥mz by n€ly byt ulozeny
n¢kolikaburééné nepravidelné kolonie a to ani po barveni mettofeu modi. Pro nedplnost

popisu jsem kmen pojmenovalicystis cf. bispora.

Oocystis lacustris CCALA 396

Oproti tvrzeni Komérka a Fotta (1983), ikteznaili ztlusténiny burééné sény na
polech jako neztelné, pi mém pozorovani tyto ztluStiny byly jasri viditelné.

Oocystis marssonii CAUP H 1110

Pozorovani mého kmene bylo v souladu s praci Kdknareott (1983). Navic jsem
pozorovala jen zrimé velké vakuoly v apikalniasti buiky u starSich busk kmene.

Oocystis cf. nephrocytioides CCALA 397

Podle Komarka a Fotta (1983) se tento druh roznjeopomoci dvou az osmi
autospor. R mém pozorovani se rigjstji vyskytovaly autospory po dvou neldtyiech, po
osmi jsem autospory newild. TaktéZ jsem nezaznamenala vakuolizované chisbp

Pyrenoidy v chloroplastu byly velice d@bviditelné a zna¢ velké.
Oocystis cf. pusilla KR 210

Komarek a Fott (1983) u tohoto druhu udavaji solitéyskyt, nebo tvorbu kolonii
po dvou az osmi hikach. Ri pozorovani tohoto kmene jsem pozorovala kolonmejgyse

¢tyfmi bunkami. Déle autth uvadi, Ze vyskyt pyrenoidu byl popsan pouzkterymi starSimi
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autory. V gipad méeho kmenu jsem pyrenoidy v chloroplastech pozeowodle Komarka
a Fotta (1983) tento kmen fffcaz osm autospor, coz jsem v této kidtmezaznamenala —
autospory se vyskytovali po dvou nebo dtgrech. Pro tyto nesrovnalosti jsem kmexilar

pouze piblizné a pojmenoval®ocystis cf. pusilla.

Oocystis solitaria f. major CAUP H 1106

Podle popisu kmene se jedna o formajor, vyznaujici se v ramci svého druhu
vetSimi roznéry nez formasolitaria. Morfologickd pozorovani tohoto kmene potvrdile, s
skute&n¢ jedna o formumajor, buiky byly znané rozmerné. Komarek a Fott (1983) udavaji
vyskyt kanallkk ve ztluSéninach buwcné sény na pdlech, které jsem u mého kmene
nepozorovala. Dale aufoudavaji vice nez osm,ékdy i vice nez dvacet chloroplasve
vegetativni biice, u autospor n&gsetji ¢tyti nebo osm chloroplasts viditelnym pyrenoidem
a rekdy zvinenym okrajem, coZz jiblizné odpovidalo mému pozorovani, chloroplasty uvnit

buiky byly pro své mnozZstvi argkryvy €Zko spditatelné.
Lagerheimia marssonii CCALA 365

Podle Komarka a Fotta (1983) bylmnbyt buiky ovalné se zakulacenymi konci bez
ztluS€nin burééné stny na polech. # mém pozorovani jsem zjistila, Zeitky mély ¢asto
konce zaSgatlé a byly spiSe fetenovitého tvaru. Buna sténa na podlech byla jemsn
ztloustla. Ostny (kratSi nebo jen o trochu del&i $ika buiky), jenz by nély byt uspdadany
na poélech po jednom a v ekvatorialni raviouiky po tech aztyiech, jsem nepozorovala a
to ani po barveni bk methylenovou mad. Absence osthmohla byt zfisobend kultivaci
na pevném mediu (Hindak 1978). Funkci éstkoumali Verschoor et al. (2004) a Luo et al.
(2005). Pozorovali rod$ficenedesmus a Micractinium v pritomnosti a nefftomnosti predatora
Brachionus. Bylo zjiS€no, Ze vytvéeni ostii je podmigno potebou ochrany iged predaci

zooplanktonu. Tento stav by mohl vyflevat absenci ostnu burgék kultivovanych kmen.

Od dalSiho jiz osekvenovaného kmebagerheimia genevensis (typového druhu

.....

druhu L. genevensis jsou ostny vzdy po dvou umésé na koncich hiky v subapikalni
oblasti. Dale sd.. genevensis odliSuje tvorbou #Siho mnoZstvi autosportyi az osmi).
V ostatnich znacich se oba druhy shoduji. U obaiupé& také Komarek a Fott udavaji

podobné rozrery.

Willea sp. CCALA 515
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Méa pozorovani byla vakolika bodech v rozporu s praci Komarek and Fb#8Q).
Autori udavaji vyskyt vzdy jednoho chloroplastu bez pyidu, gicemZ u mého kmenu se
objevovaly viceetné (aZétyi¢etné) chloroplasty a pyrenoidy bylyetelné. Buiky se ¢asto
drzely po 2 nebo 4, velka coenobia byla spiSe v@awov by mohlo byt z&jginéno kultivaci.
Podle Komarka a Fotta (1983) byl tento drubiazan doceledi Scenedesmaceae, pelédi
Crucigenoideae na zakkadtvorby plochych coenobii sétvercovitym az kiZzovitym
uspdadanim buék a podle podlouhlého ovalného tvaruiky. Z podteledi Crucigenoideae
byla doceledi Oocystaceaggrazena podle molekularni analy@yucigeniella rectangularis
(Krienitz et al. 2003). Podle popisu Komarka a &qtt983) se tyto dva druhy liSi pouze
v paétu burek v coenobiu Crucigeniélla rectangularis 16-64, Willea sp. maximala 32
burg¢nd coenobia) a iftomnosti pyrenoidu uCrucigeniella rectangularis. Pfi mém
pozorovani byl #etelny pyrenoid i uWillea sp.. Na zakla#l této podobnosti bylo
predpokladano igfazeniWillea sp. do Oocystaceae. Vysoka podobnost by mohla emaim
blizkou gibuznost &chto taxord, nebo by se dokonce mohlo jednat o jeden druh.

Morfologicka pozorovani jsem provedla pouze vetaswmém mikroskopu. Pro
podrobrjsi zjis€ni - predevsim ultrastruktury lily by bylo vhodné provést pozorovani
v elektronovém mikroskopu. Toto ultrastrukturalniuddum buiky by bylo potebné
predevsim pro zjighi charakteru buigné stny zkoumanych zastupgcjez je podle Komarka

(1979) vyznamnym znakem odliSujicifaled’ od ostatnich Trebouxiophyceae.

4.2. Sekvenace
PCR amplifikace genu pro 18S rRNA nebyla vzdy &8s@, coZ mohlo byt

zpisobeno komplikacemiipnasedani primér LepSich vysledk jsem dosahla ip pouZiti
faso¥ nebo dokonce préeled Oocystaceae specifickych primierDalSi ekazkou pro
uspsnou amplifikaci jecetny vyskyt introh v sekvenci genu, které prodluzuji jednotlivé
Cisté sekvence také mohly komplikovat kontaminaaeci@@zejicimi jiz z pvodnich kultur
nebo vnesenymiip neopatrné manipulaci s DNA) nebo vyskyirpzenych polymorfisri
DNA v populaci.

4.3. Molekularni fylogenetika
Vtéto praci jsem se zabyvalaredevSim vninimi vztahy zastupc celedi

Oocystaceae. V praci Hepperle et al. (2000) bylezeny d¥ linie parafyletického rodu
Oocystis. KmenO. bispora, analyzovany v této praci, nebyifazen ani k jedné z nich. V této
praci tak byla objevenddti linie. Tento stav je pofmé dolre podpden bootstrapem. Kmen
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O. pusilla byl analyzou umigh do skupiny dalSich dvou zastipcodu Oocystis (O.
marssonii, O. heteromucosa). Vzhledem k tomu, Ze dosud nebyl sekvenovan typanh
roduOocystis (O. naegelii), nelze jednozriaé rozhodnout, ktera z linii je pravou linii rodu.

Dale byly k sob molekularni analyzouigazeny kmeny.agerheimia marssonii alL.
genevensis. Monofylii této skupiny velmi dole podporuje bootstrap i posteriorni
pravcEpodobnost.

Kmen Willea sp. molekularni analyza umistila do skupiny coéflaich kmeri
(Makinoella tosaensis a Crucigeniella rectangularis). VSechny ii druhy byly Koméarkem a
Fottem (1983Yfazeny do stejnéeledi (Scenedesmaceae) i peledi (Crucigenoideae), dnes
tvori jednu linii uvnit ¢eledi Oocystaceae. tita samostatnost skupiny je delpodporovana
bootstrapy a posteriorni praymbdobnosti.

Krome¢ nékterych oddlenych linii Zistavaji vztahy uvnitceledi nejasné. Koncept
podteledisensu Komarek a Fott (1983) byl vyvracen itap praci Pazoutova a kol. (2010).
Pro vyjas®ni vztahi v ¢eledi je poteba prostudovat vice zastipieledi. Podle Hepperle et
al. (2000) je problémem v rekonstrukci fylogeneg¢o téeledi rychla radiace gkterych
zastupd. DalSi komplikaci podle autbrjsou dlouhé ¥tve, které podporuji vyskyt
homoplasii. Ucele})si informace ohledh vnitini struktury ¢eledi by mohly poskytnout
analyzy jiného Useku DNA neZ 18S rDNA, nald S oblasti nebo genu rbcL.

4.4. Konfrontace molekularni analyzy a morfologickych pozorovani
Rozpad roduOocystis sensu Komarek a Fott (1983) natitlinie v dasledku

molekularnich analyz do z&@€ miry podporuje i morfologie jednotlivych riadV praci
Hepperle et al. (2000) se drub. solitaria ocitl na baziceledi mimo skupinu tv@nou
zbylymi studovanymi zastupci rod@/( marssonii a O. heteromucosa). O. solitaria se od
téchto dvou druh (a dle prace Komarek a Fott (1983) i o&tSiny ostatnich druh rodu
Oocystis) lisi i morfologicky, gedevsim velikosti a velkym ptem chloroplast. Takeé jeji
autospory maji dva a vice chloropiasta rozdil od jednoho u autospaitSiny zastupi rodu
Oocystis. Rozdilny je i tvar chloropladt Kmen Oocystis cf. pusilla byl molekularnimi
analyzami v této pracitffazen k dvojici morfologicky podobnych zastap©. marssonii a
O. heteromucosa. Naproti tomuOocystis cf. bispora liSici se od &chto zastupt zejména
velikosti, gitomnosti pouze jednoho chloroplastu a tvorbou podzou autospor byla

Zzarazena mimo tuto skupinu.
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Kmen Lagerheimia marssonii byl podle molekularni analyzy ¢en jako sestersky
taxon kmend.. genevensis. Podle morfologie se tyto dva druhy liSi jetkalika znaky. Podle
ocekavani se jedna o zastupce téhoz rodu.

Fylogenetické analyzy potvrdily na morfologickychozmrovanich zalozeny
piedpoklad o fylogenetické pozici kmenllea sp.. Z¢eledi Scenedesmaceae, pelddi
Crucigenoideae (Komarek a Fott 1983) byleigzena doceledi Oocystaceae, kde spolu
s dalSimi kmeny {pvodre fazenymi do Scenedesmaceae, Crucigenoideae (KoradFeakt
1983) Makinoella tosaensis a Crucigeniella rectangularis tvoifi samostat# stojici skupinu
uvnitr ¢eledi Oocystaceae. VSechrytito kmeny spojuje vytu&ni pravidelnych kolonii, ale
liSi se mezi sebou pty burgk v jednotlivych koloniich. Do této skupiny coenalnich
zastup@ byl zaazen také drutElongatocystis ecballocystiformis (Krienitz and Bock, in
press). Tato sekvence nebyla v této praci analymv@rovnani coenobiidhto ctyi kmeni je
znazorrgno na obr. 5.

Obr. 5: Coenobialni zastupeéeledi Oocystaceae. (A) Crucigeniella rectangul@Pisotist information server -
http://protist.i.hosei.ac.jp), (B) Makinoella toseés (Protist information server - http://protigtasei.ac.jp), (C)
Willea sp. (tato prace), ((Blongatocystis ecballocystiformis (Krienitz and Bock, in press).
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4.5. Pirehodnoceni nékterych morfologickych znakt na zakladé

molekularnich analyz
Zmeny ve vymezenéeledi Oocystaceae provedené na zaktadlekularnich analyz

(nap. Hepperle et al. 2000, Krienitz et al. 2003, Kiierand Bock, in press) #pobili
rozSieni variability rtkterych morfologickych znak ¢eledi oproti starSimu jejimu pojeti
(Koméarek a Fott 1983).

Takovym znakem je zejménatgwmb Zivota bu&k. Variabilita tohoto znaku byla
doprena o coenobialni formu vyskytu btkn (Hepperle et al. 2000, Krienitz et al. 2003).
Coenobia tvéd zastupci sdruzeni do o#ldné skupiny uvnitéeledi Oocystaceae. Tento stav
nabizi gehodnoceni tohoto znaku z hlediska taxonomickélzmamnu. Forma vyskytu bk
byla Komarkem a Fottem (1983) pouzivana jako zdspdm vymezeni &kterych celedi -
nag. Scenedesmaceae. Ztételedi byly rektefi coenobialni zastupci igtazeni do
Oocystaceae. Tvorbou typickych slizovych koloniilabyKomarkem a Fottem 1983
charakterizovana éeled” Radiococcaceae, jejiz polyfylie byla objevena &pWolf et al.
(2003).

Pomerné hodre variabilnim znakem u zastupceledi Oocystaceasensu Komarek
and Fott (1983) je tvar lily. Molekularnimi metodami dosud zkoumané druhyirbagpky
vietenovité, ovalné nebo eliptické. Podle KomarkaottaF(1983) pat do celedi i rody
s atypickym tvarem (na&p Juranyiella, Nephrochlamys, Rhombocystis). Tyto rody nebyly
z hlediska molekularni fylogenetiky studované.

Jedinym sotiasnym zastupcendeledi Oocystaceae s ostny na povrchu ¢boé
steny, ktery byl zkouman molekularnimi metodami je tajerheimia (Krienitz et al. 2003).
DalSi rod s ostny Diacanthos (Oocystaceaesensu Komarek a Fott (1983)) byl ¢eledi
piemistén do Scenedesmaceae (Krienitz et al. 2004). P&&rmjisystematického vyznamu
ostni v rdmciceledi Oocystaceae bude felia analyzovat dalSi zastupssledi vytv&ejici

ostny.

Dulezitym znakem z hledisk&lenéni ¢eledi Oocystaceae je podle Hepperle et al.
pocet chloroplast v buice. Podle studie maji bazalni druhyeimeSi chloroplasty nez druhy
odvozené. Tuto hypotézu podpa fylogeneticka analyza (Pazoutova a kol. 2010)hd
Eremosphaera viridis. Tento druh s opravdu velkym giem chloroplast (az kolem Sedeséti
podle Komarka a Fotta (1983)) byl undisha Uplnou baazieledi. DalSi podporou hypotézy je

fylogeneticka pozice dvou zastupmwdulLagerheimia (Krienitz et al. 2003, tato prace). Tento
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podle analyzy odvozeny rod je charakteristicky w§skn pouze jednoho chloroplastu viba
Komérek a Fott (1983).

Systematickym znakem pouzivanym na drovni rozligovédi ¢eledi je gitomnost
nebo absence pyrenoidu. Koméarek a Fott 1883 do roduOocystis zastupce si bez
pyrenoidu. Autdéi podotykaji, Ze rod péebuje revizi. Na zakladvariability tohoto znaku u
roduOocystis navrhuje Hindak (1988) rozkkni rodu naDocystis (osm rod bez pyrenoidu) a
Oocystella (tfinact rodi s pyrenoidem). P#gba revize tohoto rodu byla potvrzena
molekularnimi analyzami (n&pHepperle et al. 2000). P&wmolekularni analyza vice driih

rodu Ketrg typového druhu@. naegelii) by mohla pomoci ro@ocystis now definovat.
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5. Zavér
V této praci jsem studovala osm kniepo morfologické strance a z hlediska
molekularni fylogenetikyCtyii z nich jsem Usgsne osekvenovala a zanalyzovala. Nalezeni
fylogenetické pozicesthto kmertd zagicinilo rozSieniceledi o novy rod\\Mllea) a potvrzeni
prislusnosti kmef Lagerheimia marssonii, Oocystis cf. pusilla a Oocystis cf. bispora do
celedi Oocystaceae. Tyto poznatky se shoduji s mpiedpoklady a morfologickymi

pozorovanimi.
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7. Prilohy
7.1. Priloha 1: Seznam kmenu
CH 990o0cystis cf. bispora KOMAREK 1983

Strain Bock
Loc. : Lake Nakuru, Kenya

CCALA 396 Oocystis lacustris CHODAT 1897
StrainRehakova 1960/7
Loc. : Czech Republic, fishpond Vira near town Toeb

CAUP H 111000cystis marssonii LEMMERMANN 1898
Strain Putoch&ova 1981/6
Loc. : Sazava river, Czech-Moravian Highlands, ®@Zeepublic

CCALA 397 Oocystis cf. nephrocytioides FOTT andCADO 1966
Strain Fott 1965/1
Loc. : Macedonia, lake Ohrid, a channel of hatchery

KR 2100o0cystis cf. pusilla HANSGIRG 1890
Strain Bock
Loc. : Lake Victoria, Homa Bay, Kenya

CAUP H 110600cystis solitaria WITTROX 1879f. major WILLE 1879
Strain Manguin
Loc. : France

CCALA 365Lagerheimia marssonii LEMMERMAN 1900
Strain Hindak 1981/2
Loc. : Slovakia, Stupava, fishpond Stavek

CCALA 515Willea sp. (rod SCHMIDLE 1900)
Strain Kovéik 1987/12
Loc. : Slovakia, Mts. Vysoke Tatry, lake Strbskegad, phytoplankton
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7.2. Priloha 2: Prehled a urcovaci Kritéria pro rody celedi
Oocystaceae podle Komarka a Fotta (1983)

Podteledi:

1. Bunky ovalné kulovité az ve tvarétyisténu, ve vegetativnim stavu s jednim chloroplastem
s hlavnim pyrenoidem; baéna stna s dlouhymi ostny...........ccccceeeeennneen. 1..Lagerheimioideae

2. Bunka wetenovité, eliptické, ovalné nebo skoro kulovit&kdy kosa@tveregného nebo
fazolovitého tvaru, ve vegetativnim stavu s jednigho rkolika chloroplasty s nebo bez pyrenoidy;
burgcna stna hladka...............cccoiiiii e 2.00CY SEOID REE

3. Buiky vietenovité, ovalné az kulovité sdmnymi kotodovitymi az hrudkovitymi
chloroplasty, které kazdy obsahuje jedeniapyrenoidy s velkymi Skrobovymi zrny; b&na sténa
RIAAKA. .. ... e ——— Eremosphaeroideae

Eremosphaeroideae:

1A Bunky vietenovité, ovalné nebo kulovité.

2A BUNKY VIEIENOVILE. ....oooiiiiiiiiiiiiiii et @ocystaenium
2B Buiky Siroce ovalné nebo Kulovité. ... Eremosphaera
1B Buiky hruskovité, s kloboukovitou ztlugtinou na uzsim konci. ............... EBXcentrosphaera
Eremosphaera Excentrosphaera Oocystaenium

Obr. 1: Tabulka roél podteledi Eremosphaeroideae.
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Lagerheimioideae:

1A Bunky s kratkymi ostny (s kratSimi nezi& buiky).
2A Bunky +/- kulovité az ve tvardgtyistnu se zaoblenymi rohy a hranami.

3A Bunky stemi az ¢tyfmi kratkymi ostny usp@danymi do rot &tyistnu.
................................................................................................. 1.Mycotetraedron

3B Buiky s celym povrchem rovnaimé pokrytym kratkymi ostny nebo vystupky.
................................................................................................ ZTrochiscia

2B Buiky eliptické nebo ovalné.
4A Buiky samostat® Zijici, bez slizového obalu.
5A Buiky s kratkymi mohutnymi ostny na bazi ztloustlymB.Micracantha

5B Buiky hust posazené tenkymi, po celé délce st&jinokymi ostny skdy
redukovanymi na pouhé vystupky. ........cccoccceeeeveeeeeeeeeiiinnnnne. Lryocystis

4B Buiky tvorici kolonie obklopené slizovym obalem. ............. 5.Pseudobohlinia
1B Bunky s dlouhymi ostny, &3inou delSimi nez & buiky.
6A Ostny po celém povrchu +/- rovnémeé rozmiséne.

7A Ostny tenké, jemné, na bazi nejsou ztloustigongen lehce, &Sinou hust
UMISENE,Casto l1ehce zahnULe. ...........oooiiiiiiiiieeecee e Branceia

7B Ostny na bazi pozvolna ztloustlé, tuhé, ohnuté....................... Thodatellopsis

6B Ostny pouze naskterych mistech povrchu bky (na polech a v ekvatoriélni rown

8A Ostny vice nez dva.

s

v matgské buwené séng; chloroplasty s pyrenoidem. ......... Légerheimia

9B Buiky zistavaji spojené zbytky mdatké bugcné stny a tvdi vétvené
kolonie gichycené k substratu; chloroplasty bez pyretioid9.Dendrocystis

8B Jeden az dva ostny na péleckikyu
10A Dva ostny, na kazdém pélu jeden. ....cccceeeeeeiiiiieennnn. 1Miacanthos

10B Jeden osten na jednom polu podlouhkgbpu................ 11Pilidiocystis
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Oocystoideae:

1A Buiky kulaté, ovalné, eliptické nebo ka@seerene, symetrické podle podélné osy nebo jen énirn
asymetrické (s afma stranami konvexnimi).

2A Burgéna stna mateéské buiky prilehla na vegetativni bice, nikdy netvti rozSteny obal
kolem buiky (srov. Také #které druhyOocystis).

3A Buiky pravidel® ovalné, hladké, bez ztlu#tin; mladé biky uspdadané do
KETZE. e 1 Fotterella

3B Buiky ovalné az tetenovité, lehce asymetrické, na jedné straypouklejsi, se
ztluS€ninami na polech; biky tvori kolonie. ..o, Exdysichlamys

2B Rozsfena nebo zeslizovd& burtcna stna matéské buiky tvori obal kolem biiky, jen
malokdy giléh4 k buice.

4A Jeden nebo vice ke ¢st priléhajicich, miskovitych, protahlych nebo
kotowovitych chloroplast, které nejsou nikdy uspédany houbovét ani hwzdovits.

5A Bunky +/- kosa@tvereiné, zplodtlé, sjednim ke &hé priléhajicim
chloroplastem s pyrenoidem. ..., Rhombocystis

5B Buiky ovalné, elipticke, gkdy az kulovité.

6A Bungena stna mateéské buiky hladkd nebo granulovitd, vzdy bez
napadnych (pruhovycti kiizovych) povrchovych inkrustaci.

7A Bunky +/- Siroce ovalné, s jednitim nékolika chloroplasty
s nebo bez pyrenoidu.

8A Buni¢nd stna mateské buiky je WwtSinou
zeslizovatla, tvari kolem buiky Siroky slizovy obal
nebo fiznorodé slizové utvary.

9A Buré¢na stna matéské buiky (nebo
vngjSi vrstva buBéné sEny) zeslizovalla
pravidelrg; v ovalném obalu dstava jen
nékolik zbytki pevné matiské BS, jeden az
dva ke stné priléhajicich chloroplast
................................................. Qbcystidium

9B Burs¢na sEnha matéské  buiky
zeslizovatla nerovnomarng, tvoii  kolem
buiky malé ¢i velké slizové panozky nebo
trnovité (do tvaru hézdy uspdadané) utvary.

10A Slizové panozky napadné, delsi
nez pamer buiky; jeden chloroplast.
................................. Echinocoleum

10B Slizové panozky malé, nikdy
delSi nez polovina 8&y buiky; jeden
azdtyri chloroplasty. ....6Sestosoma

8B Burns¢na stna mateéské buiky vétSinou roz&ena
a tvai kolem buky ohranteny obal gkdy (¢aste&ng)
leZici na povrchu vegetativni itky.
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11A Burs¢na stna svystupky na celém
povrchu nebo jen nagkterych mistech.

12A Buiky s po celém povrchu
nerovnongrng rozmisénymi
VYStUPKY. .evvvreeeeees Granulocystis

12B Povrch biikky pokryt rékolika
naternalymi inkrustovanymi vystupky
uspdadanymi pravidel do rekolika
skupin. ....cccceeenees &ranulocystopsis

11B Buré¢na stna hladka, jen na pdlech
nekdy ztloustla. ..........vvvvevveviiennnnn. Oocystis

7B Buiky +/- vietenovité, s vice¢asto se dotykajicimi, ke

sten¢ priléhajicimi chloroplasty s jednim az &waa pyrenoidy.
.............................................................................. 16usola

6B Burg¢na stna matéské butky hladka, vrstevnatd, s napadnymi
Sirokymi  pruhovymi nebo #Zovymi na&ernalymi povrchovymi
INKIUSTACEIMI. oo 1LGleotaenium

4B Chloroplasty péasovité, Bedicovit a radiale nebo houbovét uspdadané,
sbihajici se do &tdu buiky.

13A Chloroplasty pasovité, Brdicovitt uspdadané, sbihajici se doresiu
buriky.

14A Buiky ovalné az eliptické; bwina stna matéské buiky
roz8Fena rovNOIBIME. ..........cccvvvvieeiiiiiiiieiieieeeeeeee e 12.Neglectella

14B Buiky kruhoveé; buicnd stna matéské buiky zeslizovatla,
v obalu #Aistavaji zbytky bu&iné sény. ............ 13Chondrosphaera

13B Jen jeden chloroplast, na povrchu houbovitprasdelré hvézdicovity,
rozbiha se zeigdu buiky, kde lezi jeden velky pyrenoaid. ...... 1@onephris

1B Buiky vZdy zat@ene, @ilmésicovité, srpkovité, fazolovité az ledvinovité,zsmblenymi nebo tup
zaSptatlymi konci.

15A Burséna sténa hladka.

16A Buiky pilmésicovité az fazolovité, chloroplastytilghajici ke sing, velké,
s jednim ¢asto Spat&viditelnym) pyrenoidem. ............cccceeenne 15.Nephrocytium

16B Buiky palmésicovi€ aZz srpkovié zat@ené, chloroplasty ffiéhajici ke sing,
miskovité, bez pyrenoidu. .........ccccccceceeeie 18ephrochlamys

15B Burééna sténa nepravidela pokryta vystupky, chloroplastifghajici ke stné, miskovity,
S PYIrENOIAEIM. ..o ——— 17Juranyiella
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Uréovaci kli¢ druhi rodu Oocystis:

1A Vegetativni biiky obsahuji 1-4-(8-10?) chloroplés{jejich paiet zavisi na budoucim i
autospor), autospora obsahuje pouze 1 autosporu.

2A Buiky v burg¢né stné matdské buiky vétSinou Zistavaji uzakené po dvou a vice
generaci (vrstevnaty sliz okolo kik).

3A Buiky jasre vietenovité nebo eliptické, nanejvys 12um dlouhé.

4A Bunky 3,5-9,5 x 2-4,8um velké, vyskyt v tropickych asttych vodach.
PSPPI © X 7114 [0 (= o F

4B Buiky 7-12 x 4-7um velké, znamé z Baltskéhoreno...........0. marina
3B Buiky ovéalné az valcovité (uprded), 7-20pum dlouhé.

5A Buiky ovalné, na pdlech jasnzakulacené, bez ztlgiin na pdlech.
......................................................................... O. novae-semliae

5B Buiky uprosted +/- valcovité nebo lehce podlouhlé getenovité, na
pélech lehce zakulacené, az dugpikaté, casto s malymi ztlughinami na
POIECN. . 0. submarina

2B Buiky jednotli nebo v jednom jednoduché +/- ohraarié, ne vrstevnaté btimé séné
mateské buiky uzavené.

6A Buiky v koloniich volné, ne spojenitizky ze zbytk buns¢né stny matdske
bunky.

7A Dceiné buiky se uvohuji po zeslizovaini burééné sény matéské buiky,
buriky jsou uloZeny v jemném, ne jasohranteném slizovém obalu.

8A Bunky podlouhle ovalné az valcovité, na pélech zakena; bez
ztluS€nin na polech, atas lehce asymetrické (zaame), 9-18,5 x 6-
10,5mvelké. ..o e O. nephrocytioides

8B Buiky vietenovité aZz ovalné, symetrické.
9A Slizovy obal kolem buik stejré Siroky.
10A Buiky 4,8-14,4 x 1,6-8m velké. ..O. lacustris
10B Buiky (12)-13-32-(38)m dlouhé.

11A Vegetativni biiky obsahuji (1)-2-(4)
chloroplasty. ..........ccccovvvvnennnnen. O. socialis

11B Vegetativni biiky obsahuji 4-8-(10)
chloroplash. .............cccovvveiene. 0. natans

9B Slizovy obal kolem butk nestejg Siroky, kolem
ekvatorialni roviny biiky rozsteny. ........ O. heteromucosa

7B Dceiné buiky se uvolni po prasknuti b&tné sény matéské buiky, ta je
+/- oste ohraniena, piléha k buikdm, pozdji je i rozSiena, na okrajich
neslizovati nebo az druhétfezi ve slizovém obalu.

12A Buiky zretelrg podlouhlé.
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13A Vegetativni biikky +/- vietenovité az ovalné, symetrické,
se stejnymi konci.

14A Vegetativni biiky v populaci nejastji kratSi
nez 10m.

15A Vegetativni bitkky +/- vietenovité, na
poélech lehce a tuwp Spicaté, rkdy lehce
ztloustleé.

16A 2 autospory, buind stna
matdské buiky jen lehce roz&éna,
zachovava si sy vietenovity tvar a
praska brzy. Biky nejvySe 8um
dlouhé. .....................L O. bispora

16B 2-4-(8) autosport, kter&asto
dlouho fistavaji v +/- ovalné buxiné
sttn¢ mateéské buiky, buiky az 12um
(n€kdy vic?) dlouhé. ........0. parva

15B Vegetativni bikky +/- ovalné, na poélech
jasre zakulacené.

17A  Buiky v koloniich  lezi
od burgcné stny matéské buiky a
jedna od druhé vzdaleny.Qpusilla

17B Buiky v koloniich nahldeny,
buné¢na stna mateéské buiky lezi po
delSi dobu na hikach.
............................ O.rhomboidea

14B Vegetativni biiky v populaci z ¥tSi ¢asti delSi
nez 1@m.

18A Vegetativni biikky vétSinou kratSi nez

20um.

19A Buiky Siroce wetenovité az
eliptické, na pdlech sla&b ztloustlé,
vétSinou 10-25 x 6-14m velkeé.
............................... O. marssonii

19B Buiky Siroce ovalné, bez
ztlus€nin na pdlech, &Sinou 9-20 x
8,5-13im velké. ..............0. borgei

18B Vegetativni biky vétSinou delSi nez
20um, ovalné.

20A Disponuje pyrenoidem, vyskyt na
vlihkych skaléch. ........ O. rupestris

20B Pyrenoid chybi, vyskyt ve veéd
................................. O. naegdlii
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13B Vegetativni biiky +/- Uzce vetenovité, skdy
velmi lehce asymetrické, na jednom kogasto vice
zakulacené (zvla&Stu autosport a mladych bk

21A Ohranéeni burcéné stny matdéské
buriky +/- kulaté nebo ovalné, blky vétSinou
10-25 x 5-1m velké. ............ O. apiculata

21B Ohranieni burcné sény matdské
buiiky nepravideld ovalné nebo piSkotovité,
bunky 8-14,5 X 3,5-Fm velké.
.............................. O. ecballocystiformis

12B Obrys bugk nepravidels kulaty.

22A Buiky +/- kratce hruskovité, na jednom pole
papilovita ztlu&nina, 16-19 x14-Lgem velké.
................................................ O. pyriformis

22B Buiky nepravidels zakulacené, bez ztlg$in na
poélech, 24-30 X 16-20m velké.
................................................ O. irregularis

6B Buiky ve slizovych koloniich spojeny detizka zbytky bugéné sény matdske
BURKY. o 0. cohaerens

1B Vegetativni biiky vZzdycky s vice nez 4 &ine s vice nez 8) chloroplasty, autospory séna¢i
vice chloroplasty.

23A Buiky malé +/- 12 x @gm, svelkym pétem malych kototkovitych chloroplast.
..................................................................................................... O. pelagica

23B Buiky del3i (11-8am).
24A Buiky +/- ovalné.
25A buiky bez ztlu&nin na pdlech.
26A Pyrenoid vzdycky chybi, kky 11-30 x 6,8-156m velké.

........................................................................ O. dliptica
26B Disponuje pyrenoidem, bky delSi nez 3pm.
27A Buiky +/- 31-35 x 19-2dm. .............. 0. kumaonensis
27B Buiky +/- 41-50 x 33-40m. ................] O. hunanens

25B Buiky se ztlu&tninami na poélech, +/- 12,8-52,8 x 4,9-297 velké.
................................................................................. O. solitaria

24B Buiky piSkotovité, s 15-25 chloroplasty, 30-80 x 12:86 velké.
.................................................................................. O. panduriformis
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7.3.

Priloha 3: Tabulka soucasného stavu celedi Oocystaceae

Tab. 1: Rehled sotiasného stavigeledi Oocystaceae. V tabulce jsou uvedeny vSechmgnk, jez byly
prednétem zkoumdni od prace Komérek and Fott (1983). dgadruhy, u nichz se potvrdilatipluSnost do
¢eledi Oocystaceae, druhy, jez byly #qwpsény a Zazeny doieledi Oocystaceae, druhy, jez byly &eledi

Oocystaceaetpirazeny z jin&elediao d

ruhy Zeledi vyrazené.

(A) Zmeny provedené na zakladnolekularnich analyz.

Druh

Piavodni zarazeni (Komarek
and Fott 1983)

Prace

Potvrzena prislusnost kéeledi Oocystaceae

Oocystis heteromucosa Oocystaceae Hepperle et al. 2000
Oocystis marssonii Oocystaceae Hepperle et al. 2000
Oocystis solitaria Oocystaceae Hepperle et al. 2000
Lagerheimia genevensis Oocystaceae Krienitz et al. 2003
Echinocoleum elegans Oocystaceae PaZoutova a kol. 2010
Oocystidium sp. Oocystaceae Krienitz and Bock, in
press
Eremosphaera viridis Oocystaceae Buchenheim and
Buchenheim in
PazZoutova a kol. 2010
Lagerheimia marssonii Oocystaceae Tato prace
Oocystis cf. pusilla Oocystaceae Tato prace
Oocystis cf. bispora Oocystaceae Tato prace
Nové druhy
Elongatocystis ecballocystiformis | - Krienitz and Bock, in
press
Prefazeno do Oocystaceae z jingeledi

Tetrachlorella alternans

Scenedesmaceae

Hepperle et al. 2000

Amphikrikos sp.

Chlorellaceae

Hepperle et al. 2000

Makinoella tosaensis

Scenedesmaceae

Hepperle et al. 2000

Crucigeniella rectangularis

Scenedesmaceae

Krienitz et al. 2003

Schizochlamydella capsulata

Radiococcaceae

Wolf et al. 2003

Coenochloris planoconvexa*

Radiococcaceae

Pazoutova a kol. 2010
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Quadricoccus dlipticus Botryococcaceae Krienitz and Bock, in prep
Willea sp. Scenedesmaceae Tato prace
Druh Soucasné z@azeni Prace

Preirazeno z Oocystaceae do jingledi

Diacanthos belenophorus

Chlorellaceae

Krienitz et al. 2004

*Prejmenovana n@®oplanctella planoconvexa

(B) Zmeny provedené na zakladnorfologického pozorovani.

Druh

Pidvodni zatazeni

Prace

Nové druhy

Neglectella peisonis

Schagerl 1993

Oocystopsis granulata.

Heynig 1991

Preraze

no do Oocystaceae z jinieledi

Amphikrikos minutissimus

Chlorellaceae

Hindak a Hindadkova 20015
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7.4. Priloha 4: Obrazové tabule

.

Obr. 4:Oocystis cf. bispora. A: dolre viditelny jeden chloroplast s pyrenoidem, B,&mésEni burék v kulture,
D: autospory po dvou, E: praskani Btmé sény pri uvoliiovani autospor, F:étici se butka. (Méfitko je 20um.)

Obr. 5: Oocystis lacustris. A, E : detail biiky, viditelny pyrenoid, B, C: usgadani busk v kulture, D:
sporangium, F: hiky po¢tyrech, G: dlici se buika. (Mgfitko je 10um.)
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Obr. 6: Oocystis marssonii. A, C: velké vakuoly, B: typické&tyii chloroplasty s pyrenoidem, D: prasknuti
sporangialni ghy, E, G: detail biiky, F: rozmistni burek v kulture.(Mgtitko je 10um.)

Obr. 7:Oocystis cf. nephrocytioides: A, C: rozmiséni burek v kulture, B, I: sporangia, D: ovalny d@etenovity
tvar buiky,” E: asymetricky tvar, H: ledvinovity tvar, Fuliky po dvou u sebe, G: solitérniika s viditelnymi
velkymi pyrenoidy, Ch: biiky ve skupig po étyrech. (Metitko je 20um.)
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Obr. 8:Oocystis cf. pusilla. A: mladé biiky po étyrech, B: solitérni bitka, C:¢tyfi butiky v rozsfené bugiéné
sttné matéské buiky, D: detail buiky, E: shluk busk, F: rozmistni burgk v kultufe, G: praskajici buina
sttna matéské buiky. (Métitko je 20um.)

Obr. 9:Oocystis solitaria f. major. A, C, G: typicky vyskyt bugk po dvou v buiiné stné mateské buiky, B:
viditelIné pyrenoidy, D: ietelné vakuoly v bice, E: dobe Zetelné mnoZzstvi chloropldstv buice, F:
mnohovrstevna zeslizowdd buré¢na stna, H: sporangia, Ch: vyskyt btlav kulture. (Metitko 50pum.)
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Obr. 10:Lagerheimia marssonii. A: délici se buiky, B, C, D, F: detail biky, E, G, H: usptadani busk v
kulture, Ch: sporangium, |: praskajici ina stna. (Mefitko je 10pum.)

Obr. 11:Willea sp.. A: detail usp@dani coenobia, B: ploché coenobium, C: @égani paityfech buikach, D:
uspdgadani po dvou hikach, E, Ch: detail hiky, F, G: coenobia v kulte, H: vrstvené obaly, I: sporangium,
zretelny pyrenoid. (Mfitko je 20um.)
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