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Zivot ve skleniku
aneb Rozsivky v akci

Rozsivky (Bacillariophyceae, Diatomeae), mikroskopické jednobunécné rasy
s pevnou kremicitou schrankou, se vyskytuji ve vsech sladkovodnich i mor-
skych ekosystémech (viz také Ziva 2008, 1: 10-11). Predstavuji dobré indikato-
ry kvality vody a slouzi k biomonitoringu povrchovych vod a k paleolimnolo-
gickym rekonstrukcim globalnich zmén, véetné klimatickych. Kromeé toho jsou
rozsivky pozoruhodné diploidni organismy s unikatnim Zivotnim cyklem,
v némsz se strida vegetativni déleni a pohlavni rozmnoZovani. Jak si v ¢lanku po-
drobné popiseme, fylogeneticky starsi centrické rozsivky se rozmnozuji oogamii
za ucasti pohyblivych spermatickych bunék. RozmnoZovani penatnich rozsivek
je naproti tomu izogamické a vykazuje velkou rozmanitost v mnoha detailech
procesu. Vétsina rodii rozsivek ale dosud nebyla pfi rozmnoZovani pozorovana,

takze 1ze v budoucnu ocekavat dalsi prekvapiva odhaleni.

Zakladni charakteristiky rozsivek

a postaveni mezi mikroorganismy

Rozsivky jsou jednou z nejvyznamnéjsich
skupin hnédé vyvojové linie fas, kterou na-
zyvame Stramenopila (o modernim pojeti
systému sinic a fas v Zivé 2016, 6: 299-301
a CXXXII-CXXXVI). Spolu s nimi patii do
této vyvojové linie zlativky (Chrysophy-
ceae a Synurophyceae), déle Eustigmato-
phyceae, chloromonéddy (Raphidophyceae),
chaluhy (Phaeophyceae) a riznobrvky ne-
boli Zlutozelené fasy (Tribophyceae, d¥ive
Xanthophyceae). Odhaduje se, Ze rozsivky
produkuji asi 20 % kysliku na Zemi a zahr-
nuji ca 100 tisic druhti, z nichZ bylo dosud
platné popséno 12 tisic. Jsou v§udypiitom-
né, ziji v tekoucich i stojatych sladkovod-
nich biotopech, rostou v mimovodnim pro-
stfed{ (aerofyticky) a dokonce mohou byt
fykobiontem v lisejniku. V mofském fyto-
planktonu dominuji spolu s obrnénkami
a vapenatymi bi¢ikovci. Rdmcova smérni-
ce o vodé Evropské unie Water Framework
Directive vyuZiva rozsivek k monitorovéni
Cistoty povrchovych vod. Schranky téchto
fas ulozené v sedimentech jezer slouzi
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k rekonstrukci historickych zmén lokal-
nich i globalnich (obor paleolimnologie),
jako jsou eutrofizace (zvySovéani obsahu
zivin), acidifikace (okyselovani jezer vli-
vem znecisténého ovzdusi), kolisani vysky
vodni hladiny a zmény teploty (globdlni
oteplovani).

Od ostatnich mikroskopickych fas, které
jsou v americké literatufe oznacovany soft
algae (mékké fasy), se 1isi pevnou schran-
kou z amorfni formy oxidu kfemiku po-
dobné opélu (obr. 1). Protoplast rozsivek tak
zije v tésném ,,sklenéném obydli“, coz vy-
zaduje fadu unikatnich adaptaci. Badatelé
minulych stoleti byli fascinovani schran-
kou a jejimi strukturami a zaloZili na jeji
morfologii celou taxonomii. Prvni rozsiv-
ku (pravdépodobné §lo o zastupce rodu
Tabellaria) popsal neznamy autor v dopi-
se adresovaném Krélovské spole¢nosti
v Londyné v r. 1703 a dalsi rozvoj zévisel
na vyvoji zobrazovacich technik svételné
a pozdéji elektronové mikroskopie (obr. 2).
Zatimco u nékterych mikroskopickych
fas byl morfologicky koncept druhu jiz
pfekondn a pro popisy novych druhi jsou
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vyzadovana molekularni data, u rozsivek
dosud prevazuji popisy druht vyhradné
na zakladé morfologie schranky. Je to dano
silnou ,,frankfurtskou” $kolou prof. Horsta
Lange-Bertalota, autora a editora vétSiny
rozsivkovych urcovacich kli¢ii publikova-
nych v poslednich 40 letech, ale také obti-
zemi, které pfinéseji aplikace biologické-
ho konceptu druhu na organismus s tak
nedobytnou schrankou. Moderni polyfazic-
ky pfistup ke zkouméni diverzity mikro-
organismu apeluje na kombinovani viech
znamych charakteristik — morfologie, ultra-
struktury, rozmnozovani, ekologie, genetiky
a fylogenetiky.

Tvar a soumérnost schranky vedly k hru-
bému rozliseni rozsivek na dvé skupiny —
centrické vétsinou s paprscitou soumeér-
nosti (mimo moiské zastupce) a penatni
s dvojstrannou (bilateralni) soumérnosti
(obr. 3). Vétsina centrickych rozsivek je p¥i-
zpusobena planktonnimu zptisobu Zivota,
substratech ponofenych ve vodé (kame-
ny, rostliny nebo bahno). Nejnové&jsi vy-
zkumy s pouzitim molekuldrnich metod

1 Vypalené schranky rozsivek rodu
Pinnularia ve svételném mikroskopu
(SM). Technika temného pole (blize také
v Zivé 2017, 6: CLXII-CLXV)

2 Schranka rodu Eunotia ve skenova-
cim elektronovém mikroskopu (SEM)

3 Piiklad centrické (paprscité soumérné,
vlevo) a penatni rozsivky (dvojstranné
neboli bilaterdlné soumérné, vpravo)
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naznacuji, Ze pendtni rozsivky se vyvinu-
ly z vyvojové star$ich centrickych rozsivek.
Podivuhodné struktury schranky jsou lépe
viditelné na mrtvych builkach bez proto-
plastu, proto badatelé zacali pted pozoro-
vanim rozsivky vypalovat silnymi oxidac-
nimi ¢inidly (peroxidem vodiku nebo smési
kyseliny dusi¢né a sirové) a celé generace
diatomologt se tak staly ohleddvaci mrt-
vych schranek. To bylo také divodem, proc¢
nase védomosti o cytologii, biologii a roz-
mnozovani rozsivek zacaly zaostavat za po-
znatky o ostatnich fasach. Vyjimkou byli
badatelé jako L. Geitler, H. A. von Stosch,
C. Mereschkowsky, ktefi si v8§imali Zivého
obsahu schranek, variability poctu a tvaru
chloroplasti, struktury bunééného jadra
a zejména rozmnozovani, jez bylo zpocat-
ku chybné vysvétlovano na zakladé obec-
nych zkusenosti z botaniky. Zvlastni zpt-
sob rozmnoZzovéni rozsivek byl poprvé
spravné interpretovan nezavisle v pra-
cich E. Pfitzera a J. D. MacDonalda (1869).
Teprve v poslednich desetiletich se této
problematice dostdva zaslouzené pozor-
nosti. Neustale jsme piekvapovéni obrov-
skou riznorodosti pohlavniho rozmnozo-
vani rozsivek, které je v detailech rodové
a mnohdy druhové specifické.

Unikatni zptisob rozmnoZovani

Mezi mikroskopickymi fasami ojedinély
gameticky zivotni cyklus rozsivek zahrnu-
je vegetativni déleni a pohlavni rozmno-
zovani. Vegetativni buiiky jsou diploidni,
jedinou haploidni fazi Zivotniho cyklu
jsou gamety. Nepohlavni ¢ast, prosté déle-
ni na dvé buniky dcetiné, je komplikovéana
kemicitou schrankou. Schranka se sklada
ze dvou Gasti (epitéky a hypotéky), které
do sebe zapadaji. P¥i déleni ziska kazda
dcefind buiika jednu polovinu schranky
a dotvoii si vzdy mensi ¢ast — hypotéku.
Timto opakovanym procesem (Pfitzer-Mac-
Donaldovo pravidlo) a také kvili vyfazo-
vani velkych bunék z populace (rtzny-
mi mechanismy) se velikost schranek
u ¢asti populace vétsiny rozsivek postup-
né zmensuje, az dosdhne prahovych hod-
not, které pfedstavuji zhruba tfetinu maxi-
maélni velikosti daného druhu. Rozsivka se
v této fazi stava pohlavné zralou a muize se
rozmnozovat sexualné, pokud najde vhod-
ného partnera a pfihodné ekologické pod-
minky. Tato schopnost ji zlistava az do dal-
81 prahové velikosti, kdy je schranka pfilis
mal4, buriky jiZ nejsou schopny se déle
délit a populace vymira. Pohlavn{ rozmno-
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zovani centrickych rozsivek je oogamic-
ké, splyva pii ném nepohyblivd, obvykle
vétsi vaje¢nd buiika s pohyblivou jedno-
bi¢ikatou spermatickou buiikou. Penétni
rozsivky se rozmnozuji izogamicky, tedy
splyvanim stejné velkych gamet, které vzni-
kaji ve dvou tésné spojenych pérujicich
se buiikdch — gametangiich. Gamety penét-
nich rozsivek maji omezenou pohyblivost,
vétsinou vykazuji ménavkovity (améboid-
ni) pohyb a nemaji bi¢ik. Zvlastni tenka
vlakna, umoziujici lepsi pohyblivost, byla
nedavno objevena u penatni rozsivky rodu
Pseudostaurosira (Sato a kol. 2011). U né-
kterych penéatnich rozsivek je pohybliva
jen Cést gamet, ty oznacujeme jako aktivni
(samci) a proces nazyvame behavioralni
anizogamif (napt. u rodt Sellaphora, Nei-
dium). V procesu pohlavniho rozmnozo-
vani rozsivek byla prokazana i produkce
feromont, jez usnadni vyhledani sexuélni-
ho partnera (Bondocova a kol. 2016).
Pohlavni rozmnoZovani je pro rozsivky
zasadni nejen kvili vyméné genetické in-
formace, ale také pro vyse zminénou ob-
novu puvodni velikosti po pfedchozim
zmens$eni vlivem vegetativniho déleni. Po
pohlavnim procesu zygota (auxospora)
zvétSuje svij objem a uvnitt se vytvoii ini-
cialni burika, velikosti vyrazné pfevysujici
rodi¢ovské buriky, které vstoupily do po-
hlavniho procesu. Tyto velké buiiky byly
pravé prvnimi badateli chybné povazova-
ny za sporangia, coz odpovidalo tehdejsim
zkuSenostem z botaniky. Obecné schéma
zivotniho cyklu rozsivek ma fadu vyjimek
a pohlavni chovani jednotlivych rodu se
1is1 v detailech, jako jsou zptisob a poloha
pii parovéni (obr. 5 a 11), pfitomnost ¢i
nepfitomnost slizu (obr. 6), poloha zvét-
$ujicich se (expandujicich) auxospor, tvar
a struktura obald auxospory (obr. 4 a 7)
atd. Zatimco nékteré druhy jsou schopny
pohlavniho rozmnoZovéni v rdmci klono-
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4 Zborcené perizonium (komplexni obal
zygoty penatnich rozsivek) po vypéleni
v 30% peroxidu vodiku (bliZe v textu).
Snimek ze svételného mikroskopu

5 Parujici se butiky — parovani bokem
(miskou k pozorovateli). Poc¢ate¢ni
stadium u rodu Placoneis (obr. a) a po-
krocilejsi stadium po vytvofeni gamet
(3ipky) u rodu Neidium (b)

6 RozmnoZovani ve slizu (neobarvena
svétla ¢ast). Vidime prazdné schranky
rodi¢ovskych jedinct, jednu ¢asnou
auxosporu (Sipka) a dvé odumielé gamety
(hvézdicky), kterym se nepodafilo
splynout. SM, tusovy preparat

7 Uniparentdlni auxosporulace (z jedné
rodi¢ovské buiiky). Velmi mladé zygota
rodu Neidium (obr. a) uvnitf jedné ¢ésti
schranky, vznikla pedogamicky (bliZe

v textu; SEM). Pfi podrobnéjsim prohlize-
ni jsou vidét okraje Supinovitych struktur
(8ipky), které kryji koncové a stiedové
¢asti zygoty — povijan (incunabula).
Inicialni burika Sellaphora marvanii (b)
po prvnim déleni ve zbytcich roztrzené-
ho perizonia, mezi dvéma polovinami
rodicovské schranky (SEM). Struktury
povijanu ukazuje Sipka. Druh byl popséan
z rybnika Cerny na Dokesku a nese
jméno vyzna¢ného moravského
diatomologa Petra Marvana.

8 Parujici se buiiky rodu Navicula

v procesu meiotického déleni jader.
Snimek z fluorescen¢niho mikroskopu,
barveno jadernym barvivem DAPI

9a10 Sladkovodni rozsivka Pinnula-
ria — prazdna schranka (SM, obr. 9),
burika s protoplastem a jadrem barvenym
DAPI ve fluorescenci (10)

11 az 13 Parovani miskami u rodu
Pinnularia. Po¢inajici gametogeneze
(obr. 11), kdy jsou gamety tésné po roz-
déleni bunécéného obsahu uloZeny podél-
né vedle sebe. Pii pokrocilé gametogenezi
(12) se gamety jiz preskupily a lezi
kazda v jednom konci gametangia.
Uvolnéné gamety (13) pied splyvanim
14 Zralé auxospory rodu Pinnularia,
obklopené prdzdnymi schrdnkami rodi-
¢ovskych bunék. Snimky A. Poulickové

vé kultury (homothalické), jiné ho provo-
zuji jen mezi p¥isludniky raznych kloni
opacné sexudlni orientace (heterothalické)
a Gasté jsou i pfipady automixie (obr. 7)
v ramci jedné rodi¢ovské buriky (rozmno-
zovan{ uniparentédlni). Pro posouzeni kon-
krétnich procest v prubéhu Zivotniho
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cyklu rozsivek je nutné znat chovani jader,
které muzeme studovat ve fluorescenénim
mikroskopu po jejich obarveni fluorescen-
¢énim barvivem DAPI (obr. 8 a 10).

Proces biparentélni, heterothalické auxo-
sporulace si ukdZeme na modelové rozsivce
Pinnularia cf. gibba. Buiiky se péruji tak, ze
jsou k sobé pfilozeny miskami, k pozorova-
teli lezi bokem (obr. 11; na rozdil od péro-
vani bokem u rodt Placoneis a Neidium,
obr. 5). Jadra parujicich se bunék prochéze-
ji dvéma meiotickymi délenimi, stavaji se
gametangii a v kazdém gametangiu vzni-
kaj{ dvé gamety (obr. 12). Cela konfigura-
ce je uloZena v ochranném slizu produko-
vaném rodi¢ovskymi butikami. Slizy jsou
dobfe patrné z preparatu obarveného cer-
nou tusi (obr. 6). Uvolnéné gamety opac-
né sexudlné orientovanych gametangii
(obr. 13) spolu splyvaji a vytvoii dvé zygo-
ty (auxospory), které se nasledné v obou
smérech podélné protahuji, az dosahnou
maximaln{ délky daného druhu (obr. 14).
Popsany proces od parovani po dozravani
auxospor trvé asi 9 dni. Zralé auxospory
jsou chrdnény perizoniem (obr. 4), uvnit#
néhoz se vytvori inicidlni burka, ktera
opusti perizonium jednim koncem.

Pfi automixii vznikd auxospora z jed-
né rodicovské burky a mize mit podobu
autogamie, pedogamie nebo apomixie. Pro-
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biha-li autogamie, jadro se rozdéli a nasled-
né splyne, protoplast se procesu netdast-
ni. Pfi pedogamii dojde k rozdéleni jadra
i protoplastu na dvé gamety, které splynou
v ramci jednoho gametangia. V nékolika
pripadech byla u rozsivek popséna i apo-
mixie (proces bez redukéniho déleni jader).
Pivodné se predpokladalo, Zze k automixii
u rozsivek dochazi velmi vzacng, zda se
v8ak, Ze byla spise pfehliZzena. Vyzkum
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v poslednich letech ptinesl desitky pozoro-
vani a je pravdépodobné, Ze uniparental-
ni auxosporulace je evolu¢né mladsi a vy-
vinula se z biparentalni heterothalické
auxosporulace (Poulickova a kol. 2015).

Nové poznatky s evolu¢nimi souvislost-
mi byly zjistény i v pfipadé stavby a sloZe-
ni obalti auxospor. Centrické rozsivky maji
kulovité auxospory, pokryté lehce zkifeme-
nélymi Supinkami, zatimco auxospory pe-
natnich rozsivek chrani komplexni obal —
perizonium, ktery umozriuje jejich zvétso-
vani ve sméru podélné osy (bipolarni, viz
vySe) a zachovani{ dvojstranné soumérnos-
ti. Perizonium muZe byt doplnéno o dalsi
jemné zkiemenélé elementy, oznacované
jako incunabula (¢esky povijan). Auxospo-
ry rodu Pinnularia a Nitzschia vypadaji
jako omotané provazkem, u rodd Neidium
a Sellaphora byly objeveny tutvary podob-
né $upindm (obr. 7).

Studium sexudlni reprodukce rozsivek
neni jednoduchou zélezitosti. V p¥irodé
trvd zmensovani populace nékolik let a po-
hlavni rozmnoZovani pak probéhne v néko-
lika dnech, proto na néj nemusime viibec
narazit. Parovaci typy (,,sam¢i” a ,,samici
oznacované + a -) nejsou v pfirodé zastou-
peny rovnomérné, takZe pro rozsivku neni
snadné najit si opacné ladéného partnera,
ktery navic spliiuje velikostni parametry
pohlavneé zralého jedince. U vétsiny rozsi-
vek nejsou znamy specifické podminky
nutné pro sexudlni proces, ani spoustéce
sexudlniho chovéni. Vétsina publikova-
nych pozorovani tohoto chovani rozsivek
se odehrava v laboratornich podminkach.
Nejdfive je tfeba izolovat desitky klonovych
kultur, poté provedeme experimentalni kii-
zeni (kazdy s kazdym) a rozdélime klony na
plus a minus. Méfime velikost bunék jed-
notlivych klont, protoZe nezajem o pohlav-
ni rozmnoZzovani miiZe pouze znamenat, Ze
klon neni jesté v potfebném velikostnim
rozmezi. Nasledné pracujeme s kompati-
bilnimi klony, vytvafime smésné kultury
dvou parujicich se klonti v Petriho miskach
a pozorujeme je zhruba v hodinovych inter-
valech neinvazivné v inverznim mikrosko-
pu. Snazime se zachytit jednotlivé faze —
parovani, gametogenezi, splyvani gamet,
expanzi auxospor. Ve sledovani musime
pokracovat 24 hodin, protoZe k uvolnéni
gamet muize dojit ¢tyfi hodiny po ptlnoci
a o dvé hodiny pozdéji uz je vse ve fazi
zygot. Nejcastéji je piehliZeno rozmnozo-
vani u homothalickych druhi, které se
pohlavné mnoZi v ramci jednoho klonu.
Proces muze byt tak rychly, Ze béhem
nékolika dni je kultiva¢ni nddoba plna
velkych postinicialnich bunék.

I kdyz bylo v poslednich letech publiko-
vano nékolik stovek praci o pohlavnim
rozmnozovani rozsivek, stale jsme pfi ném
vétsinu neméli moZnost pozorovat. Kazdy
novy poznatek pfinadsi odpovédi i nové
otazky. Pro¢ vyvojové mladsi penétni roz-
sivky opustily vyvojové dokonalejsi ooga-
mické rozmnoZzovani? Pro¢ gamety ztra-
ceji bi¢iky a schopnost pohybu? Vyzkum
rozsivek stale ¢eka na nadSené, pracovité
a peclivé badatele.

Vyzkum byl financovdn Grantovou agen-
turou CR (projekt 206/07/0115).

Pouzita literatura uvedena na webu Zivy.
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