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Souhrn

Nedilnou soucast vodniho spole€enstvi po celém svété tvori mikroskopicti
kolonialni ZivoCichové z kmenu Mechovky (Bryozoa), kam se fadi i bochnatka
americkd (Pectnitalla magnifica). Kmen Bryozoa se v soucasné dobé déli do tfi tfid,
Pectinatella magnifica tvofici pfisedlé kolonie houbovitého vzhledu spada do nejméné
pocetné tfidy sladkovodnich mechovek Phylactolamneata. Pectinatella magnifica se
stale &astgji objevuje na tzemi Ceské republiky, jedna se o invazivni druh mechovky
pochazejici ze Severni Ameriky. Na rozdil od mofskych mechovek, u kterych jiz byla
publikovana fada studii zabyvajicich se mikrobiologickymi aspekty téchto Zivocichu,
jsou sladkovodni mechovky nejméné prozkoumané. Prozatim neexistuji studie
zabyvajici se vyzkumem symbiotickych bakterii bochnatky americké. Cilem této prace
bylo kultivani stanoveni symbiotickych bakterii organismu Pectinatella magnifica,
jejich morfologicka kontrola a pfiprava izolatu pro naslednou podrobnou identifikaci.
Za timto ucelem byly asepticky odebrany vzorky bochnatky americké ze CtyF lokalit
v jiznich Cechach, které byly nasledné v laboratofi zpracovany pro kultivaéni stanoveni
bakterii. Zvlast byla odebirdna povrchova vrstva obsahujici zooidy a zvlast gelova
hmota nachézejici se uvnitf kolonii mechovky. Bakterie byly stanovovany kultivacné
za anaerobnich a aerobnich podminek. Po stanoveni pocta bakterii nasledovala jejich
morfologicka kontrola za vyuziti fazové kontrastni mikroskopie a nasledné bylo
vybrano nékolik charakteristickych vzork( pro pfipravu na podrobnou identifikaci
pomoci sekvenace 16S rDNA a hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF. Kultivaéni
stanoveni bakterii odhalilo fakt, Ze vice bakterii se nachazi v povrchové vrstvé kolonii
mechovky nez ve vnitfni gelové hmoté, morfologicka kontrola odhalila ¢astéjsi vyskyt

tyCinkovitych bakterii, z nichz témér polovina byla pohybliva.

Klicova slova: Pectinatella magnifica, symbiotické bakterie, stanoveni poctu bakterii,

morfologicka kontrola



Summary

Pectinatella magnifica is included in the phylum Bryozoa, which is represented
by microscopic colonial animals, forming an integral part of water environment all over
the world. The phylum Bryozoa is currently divided into three classes, Pectinatella
magnifica forming sessile colonies of fungal appearance is included in the class of
freshwater bryozoans called Phylactolamneata. Currently there is growing frequency
of the occurrence of Pectinatella magnifica in Czech Republic, therefore it is
considered to be an invasive animal with its origin in North America. In the difference
of sea-water bryozoans, which have been in the center of interest of many
microbiological studies, the study of microbiological aspects of fresh water bryozoans
was until now left out. In the presence there are no studies dedicated to investigation
of symbiotic bacteria of the organism Pectinatella magnifica. The object of this work
was the enumeration of bacteria associated with Pectinatella magnifica, the
morphological analysis of the bacteria isolated and the preparation of the bacterial
samples for further identification. To this purpose samples of Pectinatella magnifica
were recovered from 4 locations in South Bohemia. Superficial parts of colonies
contained zooids were collected separately from the inner gelled mass. Symbiotic
bacteria were enumerated after cultivation in aerobic and anaerobic conditions.
Enumeration of bacteria was followed by morphological analysis using the phase
contrast microscopy. Results of microscopy labor were used for the selection of
characteristic samples that has been processed for the detailed identification by
sequencing of 16S rDNA and mass spectrometry MALDI-TOF. The enumeration of
bacteria revealed that more bacteria are found in the superficial layer of colonies then
inner gelled mass, the results of morphological analysis discovered major occurrence
of rod shaped bacteria and the fact that almost half of this rod shaped bacteria were

motile.

Key words: Pectinatella magnifica, symbiotic bacteria, enumeration, morphological

analysis
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1. Uvod

Nedilnou soucast vodniho prostfedi po celém svété tvori zivoCichové z kmene
Bryozoa. Jedna se o mikroskopické ZivocCichy tvorici kolonie. Vzhledem k
nedostate¢nym informacim o této skupiné ZzivoCichl zatim nebyly jasné ureny
vyvojové vztahy s ostatnimi ZzivoCichy. Krom morfologickych poznatki se pfi
zafazovani této skupiny ve fylogenetickém stromu v sou€asné dobé klade i diiraz na
analyzu DNA, ktera by mohla objasnit pfibuznost s dalSimi skupinami zivo&ichl. Vyskyt
téchto kolonialnich Zivocichu je velice hojny, pfiCemz vétSina jich je vazana na mofskou
vodu, avSak existuji i druhy sladkovodni Ci druhy vyskytujici se ve vodé brakicke.
Kolonie jsou popisovany jako utvary houbovitého vzhledu, jez rostou pfisedlé na
pevném podkladu nebo jsou volné plovouci ve vodnim prostfedi. Kolonie jsou tvofeny
jednotlivymi zivoCichy, ktefi narostli pu€enim z jediného vajicka Ci statoblastu a maji
zachovanou schopnost samostatné obzivy. Jednotlivci pfipominaji vnéjSim vzhledem
Zzahavce, jsou velci pfiblizné 0,5 cm a obvykle se nazyvaji zooidi. Zooidi se skladaji z
vnéjsSiho obalu cystidu, ktery obklopuje polypid. Pfi zkoumani téchto Zivo€ichu v ramci
CR je i pro jejich stale ast&jsi vyskyt zkouman vliv na ekologii vodniho prostfedi a z
toho ddvodu je vhodné analyzovat mikroorganismy v nich obsazené. VSeobecné vice
prozkoumani jsou morsti mechovci, pro ekologii vodnich spolegenstvi CR je v8ak ze
zjevného duvodu zasadni vyzkum mechovek sladkovodnich, mezi které Fadime
napfiklad Plumatella fungosa, P. repens, P. lucifuga, P. hyalina, Hyialinella vitrea,
Lophopus trembleyi, Cristatella ophidioidea, Paludicella ehrenbergi a v posledni dobé
také Pectinatella magnifica, jejiz symbiotické mikroorganismy jsou stfedem zajmu této
prace. Jedna se o invazivni druh sladkovodni mechovky, ktery pochézi ze Severni

Ameriky.



2. Literarni reserse

2.1 Bryozoa

Pectinatella magnifica je jeden z mnoha organism( spadajicich do kmene
Bryozoa, ktery se fadi do pododdéleni Protostomia. PFislusnikim této skupiny
nezanikaji prvousta. Kmen Bryozoa sestava z 6000 dosud popsanych druhl celého
svéta, které obyvaji jak morské biotopy, tak sladkovodni prostfedi. VétSina druhd
mechovek se nachazi v mélkych vodach, av8ak existuji i zastupci zijici v hloubce az 1
km. Nazev kmene Bryozoa (bryon = fecky mech, zoa = latinsky Zivo€ich) vychazi z
kefiCkovitého typu rustu kolonii nékterych druht Zivoc€icht této skupiny. Dal$i oznaceni
kmene je téZe Ectoproctra, které vychazi z polohy fitniho otvoru, ktery se nachazi vné
pred véncem chapadel blizko ustniho otvoru. Kolonie se sklada ze zooidu. Télo zooida
tvofi v hlavové casti lofofor, ktery obklopuje Ustni otvor. Pod lofoforem Ize nalézt
vyusténi fitniho otvoru, v této oblasti se také nachazi cerebralni ganglion. Na ustni
otvor navazuje jicen a lateralné od jicnu se nachazi stfevo. Pfechod hlavové ¢ast v
metacoel (t€Ini dutinu) obklopuje svalovy prstenec. Na jicen navazuje Zaludek, na jeho
kaudalnim konci je pfipojen funiculus. Télo zoodia je ulozeno v cystidu, ktery tak vytvari
vySe zminény metacoel. Sténa cystidu sestava z exocystu a endocystu. Mechovky
pomoci chapadel lovi plankton, ktery nasledné zpracovavaji v Zaludku a travenina je v
podobé vyzivové tekutiny roznasena po téle. Mechovky jsou hermafrodité, rozmnozuji
se vSak i nepohlavné pomoci puceni. K zachovani organizmu v dobé nepfiznivych

podminek vnéjSiho prostfedi slouzi utvary zvané statoblasty, obsahujici zarodek

nového organizmu.

Obr. 1: Zooidi P. magnifica tvofici bochanky na povrchu kolonie (fotografii pofidil
pracovni kolektiv KMVD)



Bryozoa je jeden z nejzahadnégjSich kmen(, co se tyCe evoluénich vztahl v
ramci zivoCisné fiSe a fylogenetického postaveni kmene mezi Zivo€ichy. V soucasné
dobé se kmen déli do tfi tfid: Phylactolaemata, tfida ktera zahrnuje 80 druhd (Massard
and Gaimer, 2008); tfida Stenolaemata zahrnujici 700 druh(; a tfida Gymnolaemata
obsahujici pfiblizné 5000 druhu. Za ucelem zjisténi pfibuznosti mechovek s dalSimi
organismy byla napfiklad zkoumana skeletalni organizace bunék. Ultrastruktura
vapenitého skeletu mechovek vykazuje podobnosti se skeletalni strukturou
ramenonozcu (Travener-Smith, 1973). Jednim divodem nejasnych vyvojovych vztahu
mechovek s ostatnimi zivoCichy je bezesporu i fakt, ze zatim bylo odebrano malo
vzorkl tohoto taxonu pro analyzu DNA. Na molekularni fylogenetiku mechovek se
zaméfil Judith Fuchs a kolektiv spolupracujicich kolegu ve své praci “Prvni komplexni
fylogeneze Bryozoi zalozena na kombinované analyze nukleovych a
mitochondrialnich gend (2009)”. V této praci bylo analyzovano 32 druhl z 23 rodU
mechovek pomoci molekularnich technik. Vysledky jejich prace jsou zobrazeny
v pfiloze 2. Vzhledem k masovému Sifeni nékterych druhG mechovek je v zajmu
vyzkumu i zpUsob jejich $ifeni. Ctyficet procent druhd tfidy Gymnolaemata a
Phylactolaemata jsou endemité, jedna se predevSim o druhy obyvajici rovnikové
oblasti. Usp&sné $ifeni a kolonizace novych prostiedi je spojovano se schopnosti tvofit
statoblasty a reprodukénim potencialem. Také se odviji od navaznosti obdobi vrcholné
produkce statoblastl s migraci ptakd (€asto konzumuji statoblasty spolu s potravou,
mohou je pfenaset také na svém téle) a neposledné také se schopnosti adaptace
(Bushnell, 1973).

2.1.1 trida Phylactolaemata

Pectinatella magnifica se fadi do tfidy Phylactolaemata, coz jsou sladkovodni
mechovky s chitinovymi nebo gelovitymi télnimi st€énami (cystidy), télni schranka se
sklada ze tfi ¢asti (protocoel v ustni €asti, mesocoel tvorici lofoforus a metacoel tvofici
trup). Dale maji Phylactolaemata svalovou vrstvu v télni sténé, ktera tvofi vybézek
polypidu, jsou to bilateralné symetricti ZivoCichové s lofoforem tvaru koriské podkovy
a vyznacuji se absenci polymorfismu v jejich koloniich (neskladaji se z tvarové a
funkéné diferenciovanych jedinct). Od ostatnich tfid mechovek Ize Phylactolamneata
odlisit dle polohy a sméru puceni novych jedincu. U této tfidy pu€eni probiha ve sméru

oralnim. V porovnani s tfidou Gymnolamneata, u které probiha puceni ve sméru
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analnim, Ize pak odvodit rozdilny vyvoj v uspofadani kolonii uvedenych tfid (Jebram,

1973). U tfidy Phylactolamneata se tvofi dormantni stadia, zvana statoblasty.

se objevuji ve  svrchnim triasu (Kohring  and Hornig, 2001).

N
8/17/2012 Mag WD HV | HFW Pressure Spot
7:17:53 PM 48x 10.1 mm 25.0 kV 5.69 mm 133.0 Pa 4.0

Obr. 4: Uvolfiovani statoblasti P. magnifica (fotografii pofidil pracovni kolektiv
KMVD)
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2.1.1.1 Pectinatella magnifica

Druh Pectinatella magnifica popsal americky védec Joseph Leidy roku 1851 a
zdokumentoval tento druh v knize s nazvem “Fresh-water polyzoa of Pensylvania”,
puvodné byl tento druh nazvan Cristatella magnifica. Vyskyt této mechovky se vaze
na Cisté stojaté Ci tekouci vody o dostateCné teploté (nevyskytuje se ve vodach
horskych a podhornich, kde je primérné nizka teplota vody, ktera jim nesvédci).
Kolonie se vazi na pevny substrat, rostou na stoncich a listech vodnich rostlin,
kofenech a pfi nedostatku jiného substratu je Ize nalézt i na plochych kamenech.
Pectinatella vytvafi ovalné kolonie, popfipadé mulze vytvaret kolonie paskovité
charakteru. Funkce jedinct v kolonii neni nijak specializovana, kazdy jedinec ma
schopnost plnit Zivotni funkce samostatné. Na povrchu kolonie se nachazi samotné
organismy, vnitfni ¢ast kolonie je tvofena gelovou hmotou, kterou tyto organizmy

produkuji.

Obr. 5: Cira gelova hmota uvnit rozFizlé kolonie P. magnifica rostouci na vétvicce

(fotografii pofidil pracovni kolektiv KMVD)

Kazdy jedinec v kolonii je tvofen dvéma zéakladnima c&astmi, polypidem a
cystidem a zaujima v kolonii vétsi & menSi prostor oznaovany jako zoecium. Cystid

je uzavieny vacek, ktery vytvari vné&jsi obal pro polypid. Uvnitf cystidu se nachazi
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travici trubice s chapadélky, nervova, svalova a pohlavni soustava, vyzivujici tekutina
a funikulus. V cystidu se téz vyviji pohlavni zarodky a letni i zimni pupeny. Stény
cystidu jsou tvofeny z nékolikavrstevného pletiva, které zahrnuje i vrstvu svalovou, jez
slouzi k roztahovani a stahovani zoecia. Na povrchu zoecia se nachazi pokozka,
tvorfici vnéjsi ¢ast cystidu, ektocyst. Vnitfni ¢ast télni stény (cystidu) vytvari endocyst.
Ektocyst miva rozdilné slozeni u rdznych druhd, je-li tvofen chitinem, ma prasvitny
charakter, méné Casto pak byva zcela prahledny pfi absenci chitinu. Endocyst se
odlu€uje od ektocystu na prednim konci zoecia a tvofi s nim stalou duplikaturu, ktera
je udrzovana napfi€ ulozenymi pochvovymi svaly. Endocyst tvofi vnitfni ¢ast stény
cystidu a vychlipitelnou ¢ast nazyvanou tykadlova pochva, ktera v zatazeném stavu
ukryva lofofor. Endocyst je tvofen tfemi vrstvami, vnitinim epitelem, svalovou vrstvou
(tunica muscularis) a vnéjsi vrstvou bunécnou, ktera se sklada z bunék cylindrickych
a vejcCitych. Na vnitinim epitelu se nachazi brvy, které umoznuji pohyb vyZivové
tekutiny uvnitf ZivoCicha. Zakladem vrstvy svalové je homogenni blana, na kterou se
vazi pficné pruhované svaly a svaly podélné. Polypid je tvofen dvémi zakladnimi
slozkami a to travici trubici a lophophorem. K témto Castem se pfipojuje tykadlova
pochva a svalstvo s funikulem, které poji polypid s cystidem. Dale do polypidu nalezi
nervova soustava, funikulus slouzici k vyvoji spermatozoi a statoblastd (vajeCnik
spada do cystidu). Travici trubice ma formu vaku a je pfipojena ke sténé téla pfi ustnim
otvoru a v oblasti koneCniku a dale ji k télni sténé poji svalstvo. Trubici tvofi tfi hlavni
oddily a to jicen, Zaludek a konec¢nik. Lofofor (€esky oznacovany jako chvostono$)
obklopuje ustni otvor, ktery se nachazi v jeho stfedu. Maze mit tvar koriské podkovy,
ovalny &i kruhovity (tvofici nalevku) na jeho vnéjSich stranach se nachazi duta obrvena
chapadélka. Ve chvostonoS$i Ize také nalézt ,mozek® (cerebralni ganglium) a jeho

vybézky, nebo nervy vybihajici k tykadlim (Kafka, 1886).

Mechovky pfijimaji potravu pomoci vifivého pohybu svych tykadel. Zivi se
drobnymi vodnimi organismy, jako jsou rozsivky, fasy, drobna vajiCka vodnich
organismu, nalevnici a dalSi. Pomoci chapadel se potrava dostava do ustniho otvoru
a dale do travici dutiny, kde je zpracovana. Ziviny jsou rozvadény po téle ve formé
vyzivové tekutiny. Exkrementy odchazeji z konecniku v podobé kulovitych nebo
ovalnych chuchvalciu. Chapadla nachazejici se v hlavové ¢&asti zivoCicha
pravdépodobné také zprostiedkovavaji obménu krve (zajistuji dychani). Mechovky

jsou hermafrodité, jsou schopny rozmnozovani pohlavniho i nepohlavniho a to
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nékolika moznymi zpusoby. Jednak z oplodnénych vaji¢ek, dale pomoci statoblastd,
nebo pucenim. Vyvoj vajicek a spermii se déje jiz béhem rastu novych kolonii. V 1été
téz probiha puceni, pomoci néhoz se rozrasta nova kolonie. Pu€eni zahrnuje nékolik
stadii. Prvni stadium je charakterizovano vznikem vackovité vychlipeniny télni stény
(cystidu). Ve druhém stadiu se jiz vchlipenina poji k télni sténé pouze vnéjsi vrstvou
bunécnou, uvnitf vychlipeniny se vytvofila z vnitfni bunécné vrstvy dutina. Ve treti fazi
puceni se dale déli bunky a tak se zvétSuje vnitrni prostor dutiny, také se tvofi svalova
vrstva pojici cystid k pupenu. Ctvrté stadium je charakterizovano vnitini diferenciaci,
kdy se zaCina vytvaret svrchni vrstva tvofena tykadlovou pochvou a chvostono$ s
dutinou posevni. Spodni vrstva tvofi zaklad pro travici trubici a zazivaci dutinu. V
patém stadium pokraduje vyvoj chvostono$e. Sesté stadium je charakterizovano
vznikem funikulu. V dalSim stadiu pokraCuje vyvoj chvostono$e, vznika nervova
soustava. V osmém stadiu se diferencuiji tykadla lophophoru a diferencuji se dalSi ¢asti
travici trubice. V poslednim devatém stadiu jiz byva zahajena na funikulu tvorba
spermatozoi nebo i statoblastl. Rozvoj polypidu konéi po jeho vychlipeni se do
vnéjSiho prostoru. Statoblasty predstavuji dllezité prostiedky nepohlavniho
rozmnozovani slouzici mechovkam k zachovani existence v prubéhu zimy, jelikoz je
to utvar odolny proti zimné a suchu. Statoblasty jsou tvofeny na funikulu a obsahuji
vyzivnou tekutinu a zarode€nou hmotu, kterou chrani chitinovy obal (Kafka, 1886).
Statoblasty P. magnifica vyZaduji relativné dlouhé obdobi pfedchazejici kliceni, coz
poskytuje vice Casu k jejich rozsifeni, jelikoZ to pfimo ovliviuje dobu, po kterou jsou
statoblasty vystaveny potencialni predaci. Statoblasty jsou Sifeny ptaky, savci, ale i
pomoci hmyzu, & Sneku konzumujicich statoblasty. Tyto faktory vedou k zajisténi

efektivnéjSiho Sifeni organismu (Bushnell, 1973).

2.2 Symbiotické organismy Bryozoa

Existuje velmi malo studii zabyvajicich se bakteriemi sladkovodnich mechovek.
Na druhou stranu vSak existuje podstatné vice studii zkoumajicich bakterialni
spoleCenstvi morskych mechovek, u kterych se napfiklad zkoumala i pFitomnost
bakterii v larvalnich stadiich a samozifejmé také v dospélcich. Pfi vyzkumu
mikroskopickych kolonizatord mechovek, které mohou také vést k objevu novych

mikroorganismu, se védci zabyvaji nejen jejich identifikaci, ale zaméfuji se napfiklad i
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na puvod bakterii, jejich vztah k hostiteli, funkci hostitele jako pfenasece

potencionalnich patogenu atp.

U sedmi druhl larev mofskych mechovek se zkoumalo jejich bakterialni
spoleCenstvi. Jednalo se u larvy mechovek Scrupocelleria berholetti, Tricellaria
occidentalis, Bugula stolonifera, Bugula turrita, Bugula neretina, B. pacifica, B. simplex.
U tfi druhd (Bugula neretina, B. pacifica, B. simplex) byly zjistény morfologicky
identické tyCinkovité bakterie s centralnim nukleoidem, nezavisle na geografické
lokalité, roku a sezoné odbéru. Bakterie identické anatomie Ize nalezt ve funikularni
soustavé dospélcu. Dospélci tudiz mohou byt pravdépodobné nakazeni bakteriemi
obsazenymi v larvach. Larvy blizce pfibuznych bryozoi (B. stolonifera, B. turrita,
Scrupocellaria bertholetti, Tricellaria occidentalis), které se vyskytuji ve stejnych
oblastech jako larvy predesSlych druhd, tyto bakterie neobsahovaly. Lze tedy
prepokladat, Ze nalezené larvy jsou symbionti s hostitelskou specifitou. Druhy, jejichz
larvy obsahovaly zminéné bakterialni spoleCenstvi, patfi mezi nejCastéji se vyskytujici

prisedlé morské mechovky (Woollacott, 1981).

Pomoci molekularné-biologickych metod byla studovana mikrobiélni diversita
kultivovatelnych bakterii druhu Flustra foliacea ze Severniho more. Metody restrik¢ni
analyzy amplifikované rDNA a sekvenace 16S rDNA odhalily rozdilnosti ve slozeni
kultivovatelnych bakterialnich populaci jednotlivych kolonii mechovek odebranych ze
dvou rozdilnych oblasti v Severnim mofi. Byly také prokazany rozdilnosti ve sloZzeni
kultivovatelnych bakterii jednotlivych kolonii mechovek odebranych ve stejné oblasti,
ale v riznych €asovych obdobich. Pfestoze ve vzorku Flustra 1 (ziskany nedaleko
ostrova Helgoland) pfevazovaly gama-proteobakterie, identifikované jako Shewanella
frigidimarina, Pseudoalteromonas ssp. a Psychrobacter ssp., vétSina bakterii
izolovanych ze vzorku Flustra 2., plivodem ze Steingrund, se fadila do grampozitivnich
taxonu. Prazkum vzork( mechovky z lokality Steingrund v unoru 2000 vedI k detekci
smisenych bakterialnich populaci, skladajicich se z proteobakterii a grampositivnich
bakterii s nizkym i vysokym procentem GC (Flustra 3). Vzhledem ktomu, Ze tyto
bakterie patfi mezi nejCastéji isolované organismy z morského prostiedi, Ize
predpokladat, ze povrch mechovky F.foliacea je pfistupny pro kolonizaci bakteriemi,
které bézné obyvaji morské prostfedi a které mohly byt pfeneseny do tohoto prostfedi
ze suchozemskych oblasti (Pukall et al., 2001).
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Bakterialni spoleCenstvi nalezena ve Ctyfech druzich mechovek z oblasti Jade
(Severni morfe, Némecko), byla zkoumana kombinovanim molekularnich technik a
vizualizace zooidu pomoci elektronové mikroskopie. Byla izolovana bakterialni DNA z
mechovek druhu Aspidelectra melolontha, Conopeum reticulum, Electra monostachys
a Electra pilosa. Pomoci PCR byla amplifikovana 16S rDNA, ktera byla analyzovana
pomoci elektroforézy v denaturacnim gradientu (DGGE). Analyza ukézala specifické
profily bakterialnich spoleCenstvi u jednotlivych druhl mechovek. Opét se tedy
prokazalo, ze bakterialni spoleCenstvi obyvajici jednotlivé druhy mechovek jsou
hostitelsky specificka, coz bylo potvrzeno také pomoci elektronové mikroskopie
(Kittelmann and Harder, 2005).

Stabili et al. (2008) izolovali svétélkujici bakterie z mechovek. Bakterie byly
identifikovany na zakladé fenotypové a genotypové analyzy. Jednalo se o druhy Vibrio
fisheri a Vibrio harveyi. Na zakladé vyzkumu bylo mozno prohlasit, Ze svétélkujici vibria
predstavuji hlavni slozku bakterialnino spoleCenstvi obsazenych na povrchu
mechovky Myriapora truncata. Vysledky sledovani naznacCuji, Zze interakce mezi
svétélkujicimi bakteriemi a mechovkami jsou velmi specifické. Tyto interakce muzZou
mit epidemiologicky a ekologicky dopad na mofské organizmy, vzhledem k
oportunistické patogenité nékterych druhu vibrii a vzhledem k rozsahlému rozsSifeni
mechovek, které slouzi jako pfenaseci téchto vibrii (Stabili et al., 2008).

Heindl et al. (2010) se ve své studii zamé&fil na vyzkum bakterii mofskych
mechovek. Cilem jeho prace bylo identifikovat bakterie ve vzorcich a také sledovani
antimikrobialni aktivity izolovanych bakterii. Analyzoval 21 vzorkl ze 14 druhl
nasbiranych mechovek z nékolika oblasti Baltického a Stfedozemniho mofe. Z
Baltického mofe nasbiral mechovky Callopora aurita, Electra pilosa, Membranipora
membranacea, Membranipora sp. a Tubulipora sp. Ze Stfedozemniho more nasbiral
vzorky mechovek Adeonella calveti, Carbasea papyrea, Cellaria salicornioides,
Cellepora pumicosa, Cryptosula pallasiana, Pentapora fascialis, Schizobrachiella
sanguinea, Schizotheca serrati-margo, a Sertella beaniana. PFi zkoumani vzorku
bakterii ziskanych z téchto druhl vyuzili elektronovou mikroskopii a sekvenaci genu
16S rRNA. Mimo jiné ve své praci autofi odhalili souvislosti mezi lokalitou odbéru
vzorkll a izolovanymi druhy bakterii. Rody Alteromonas a Sphingomonas byly
izolovany pouze ze vzorkll mechovek Stfedozemniho more, kdezto rody Shewanella,

Marinomonas a druhy pfibuzné rodu Vibrio byly nalezeny pouze ve vzorcich z

15



Baltického more. Krom uvedenych rodd se dale podafilo izolovat na obou lokalitach

rody Cellulomonas, Tenacibaculum, Pseudovibrio, Pseudoalteromonas.

Pomoci mikroskopie a sekvenace rDNA byly v koloniich sladkovodnich
mechovek odhaleny tfi nové druhy mikrosporidi. Ve vyzkumu byl popsan novy rod
Pseudonosema, do kterého se zaradila mikrosporidie Nosema cristatellae (izolovano
z Cristatella mucedo), dale byl popsan novy rod Trichonosema, jedinym zastupcem
tohoto rodu je objeveny druh Trichonosema pectinatellae (izolovano z Pectinatella
magnifica). Také popsali novy rod Bryonosema, ve kterém jsou nové posané druhy
Bryonosema plumatellae (izolovdno z Plumatella nitens) a Bryonosema tuftyi
(izolovano z Plumatella sp.). Pro nové popsané rody se vytvofila nova Celed
Pseudonosematidae. Do této Celedi spadaji dvoujaderné mikrosporidie tvofici ve fazi
rozmnoZzovani dva sporoblasty. Vyvijeji se pomoci pfimého kontaktu s cytoplazmou
hostitele (Canning at al., 2002). DalSi novy druh mikrosporidie, Trichonosema
algonquiensis, izoloval Dresser et al. (2004) ze sladkovodni mechovky P. magnifica
nalezené v oblasti Ontaria. Organismus se vyviji v epitelialnich bufikach a jevi se jako
bild kulovitA hmota obsazena ve vSech tkanich. Tato mikrosporidie je diplokariotni,
diploblastni a prodélava vyvoj v pfimém kontaktu s cytoplazmou hostitelské buriky.
Vyzralé spory maji ovoidni tvar a jsou zuzené na jednom konci. Pélové bicCiky vytvafri
20-23 spiral. Prestoze se podoba mikrosporidii T. pectinatellae popsané ze stejného
hostitele nalezeného v oblasti Michigan a Ohaio, liSi se v délce spor a poctu spiral
polového filamenta. Také analyza 16S rDNA ukazala, Zze T. algonquienses je blizce

pfibuzny druh T. pectinatellae.

2.3 Bakterialni rody ¢asto izolované z mechovek

2.3.1 Rod Vibrio

Jedna se o pocetnou skupinu fakultativné anaerobnich gramnegativnich
tyCinkovitych bakterii, které netvofi spory. Jsou to pohyblivé biCikaté bakterie, které
maji dle podminek vnéjSiho prostfedi fermentativni nebo respiratorni metabolismus.
Vyskytuji se hlavné ve vodach tropickych a subtropickych oblasti. Vibria Ize tudiz najit

i v.mofskych organizmech, pfi pozieni nékterych morskych produktli se mohou dostat

16



do lidského organizmu. Existuje pfes dvacet morskych druhl vibrii, které by se
teoreticky mohly vyskytovat ve faeces lidi nasledkem pozieni neupravené pfirodni
vody nebo tepelné neupravenych morskych pokrml (existuji dikazy, Zze se tak
doopravdy déje). Neexistuji jednotné podminky pro kultivaci vibrii a vysledky kultivace
se liSi u rozdilnych laboratofi na zakladé druhu uZitych kultivaCnich médii a pouZiti

odlisnych kultivaénich podminek (Farmer Ill. a Hickman-Brenner, 2006).

Vibrio harveyi nalezené v mechovce F. foliacea se fadi mezi halofilni vibria,
poprvé jej popsali Johnson and Shunk (1936) a puUvodné byla tato bakterie
pojmenovana Achromobacter harveyi. Rodové jméno bylo zvoleno podle mikrobiologa
E. N. Harvey, ktery mezi prvnimi zkoumal bioluminiscenci. Mnoho rodd vibrii ma
bioluminiscen¢ni vlastnosti, avSak existuji i druhy, které tuto vlastnost postradaji a
muZze byt tézké tyto druhy odlisit od ostatnich vibrii (Furniss et al., 1978). Schopnost
luminiscence souvisi s produkci enzymu luciferazy. V. harvey bylo izolovano z mnoha
geografickych lokalit, z pobfeznich i oceanskych vod a z povrchu a fekalii ryb a
hlavonozci (Baumann a Baumann, 1981) a d&asto se vyuziva ve vyzkumu

bioluminiscence. Obsah guaninu a cytosinu v DNA je 46-48 %mol.

Vibrio fischeri je stejné jako predesly druh halofilni a také ma bioluminiscencéni
vlastnosti. PUivodné bylo pojmenovano jako Photobacterium fischerii Beijerinckem
roku 1889. Pozdéji jej Lehmann a Neumann (1896) reklasifikovali do rodu Vibrio.
Jméno V. fischeri se odvodilo z pfijmeni védce Bernharda Fishera, ktery patfil mezi
prvni mikrobiology systematicky studujici bioluminiscenéni jevy u bakterii. Tento rod
roste pfi 30°C, rlst ustava pfi 37°C, Casto produkuje zZluty pigment. V. fischerii bylo
izolovano z oceanskych a pobfeznich vod, povrchl a fekalii ryb a hlavonozcu, z
luminiscen¢nich organd, jako je napfiklad pokozka sépii (Baumann a Baumann, 1981)
a z morskych pokrm0 (Furniss et al., 1978). Obsah GC bazi v DNA ¢ini 39-41 %mol.

2.3.2rod Alteromonas

Alteromonas se fadi mezi gramnegativni bakterie, které maji tvar zahnuté
tyCinky. Na pdlu se nachazi biCik, jsou to tudiz bakterie pohyblivé. Jedna se o aerobni,
heterotrofni bakterie. Nejvice druhi se vyskytuje v mofi, a to jak v oceanské vodé, tak

pfi pobfezi. Rod Alteromonas byl vytvofen Baumannem et al. (1972) pro bakterie, které
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se liily od jiz znamého rodu Pseudomonas pfedevsim v obsahu guanino-cytosinovych
bazi v DNA (38-50%mol Alteromonas, 55-64%mol Pseudomonas). Alteromonady
Stépi Zelatinu a netvofi sorbitol. Spolu s analyzou GC bazi a zakladni morfologickou
charakteristikou (poloha biciku) Ize pomoci téchto udaju odlisit rod Alteromonas od

ostatnich rodd (Gauthier a Breittmayer, 1992).

2.3.3 rod Shewanella

Tento rod je soucasti tfidy gammaproteobakterii, jedna se o gramnegativni,
fakultativné anaerobni, rovné nebo zahnuté tyCinky, které nesporuluji. Bakterie jsou
pohyblivé, maji polarni biCik a produkuji oxidazu i katalazu. Pfevazuje respiratorni
metabolismus, ale mohou mit i metabolismus fermentativni. Bakterie rodu Shewanella
preferuji nizké teploty do 20°C, jsou psychrofilni, vétSina druhi maze rist pfi 4°C.
Shewanelly jsou vSudypfitomné, vyskytuji se v mnoha vodnich zdrojich (mofska voda,
jezera, odpadni vody, podzemni vody...), asto se nachazeji v potravinach (€asto jsou
pfitomny na zkazenych zchlazenych potravinach). Obsah GC bazi v DNA je 38-54
%mol (Brenner et al., 2005).

2.3.4 rod Sphingomonas

Bakterie rodu Sphingomonas jsou aerobni, rovné & mirné zahnuté tycinky,
které se fadi do tfidy Alphaproteobacterie. Stejné jako predes$lé rody jsou
gramnegativni. Tyto bakterie netvofi spory, mazou byt jak pohyblivé, tak nepohyblivé.
Tvofi katalazu, metabolismus maji striktné respiratorni. Jsou to bakterie Zijici jak v
pfirozenych pfirodnich habitatech, tak v prostfedich vybudovanych Cc&lovékem,
znecisténi jim nevadi. Obsah GC bazi Cini 59-68 %mol (Brenner et al., 2005).

2.4 Kultivacni média

JelikoZz se otazce bakterialnich spoleCenstvi obsaZzenych ve sladkovodnich
mechovkach védci intenzivnéji vénuji relativné kratkou dobu, nebyly doposud
stanoveny sjednocené podminky pro mikrobialni kultivaci vzorkl ziskanych z téchto

organismui. Pravé kvuli rozsahlejSimu vyzkumu bakterialnich spolecenstvi morskych
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mechovek Ize najit vice informaci o kultivaci mikroorganismd a s tim souvisejici

pripravu kultivaénich médii pro vzorky ziskané z mofskych mechovek.

PFi analyze mikrobialni diversity kultivovatelnych druhd mofské mechovky F.
foliacea pouzil Pukall et al. (2001) minimalni a komplexni kultivacni média. VSechna
média obsahovala 100 ug/ml cykloheximidu za ucelem potlaceni rustu plisni. Slozeni
minimalnich médii bylo nasledujici:

- 10 mg peptonu (Difco)

- 5 mg kvasni¢ného extraktu (Oxoid)

- 15 g agaru (Oxoid) rozpusténého v 1 | umélé morské vody (Sigma),

- doplnéno 1g/l jednou ze smési:

- sodna sul kyseliny alginové, acetat, glukéza, glyoxalat,
manitol, metylamin, propionat, “laminaria saccharina
extract” (Sigma) ve formé prasku

- laminarin (0,1 mg/l; Sigma) a rybi moucka (1%; Sigma).

Dale bylo pouzito vice druhtd komplexnich médii:

- R2A (Difco) agarové médium doplnéné NaCl (15 g/l)

- Agar pro aktinomycety (Difco) doplnény 15 g/l NaCl a glycerolem (5 ml)

- Mofrsky agar (Difco)

- Mofsky bujon 1:100 dopInéna NaCl (20 g/l) a 15 g/l agaru (Oxoid)

- glukézovy kvasnicovy extrakt, sladovy extrakt a uméla morfska voda

- tryptonovy kvasnicovy extrakt: “sea salt” médium YTSS (obsahuje: 16 g/l
tryptone, 10 g/l kvasni€ného extraktu, 5 g/l NaCl), (Gonzales et al., 1996)

- TCBS-agar (Difco; obsahuje: sacharéza, thiosiran sodny, chlorid sodny,
citronan sodny, peptony, kvasni¢ni extrakt, Zlu¢, cholat sodny, citronan
Zelezity, modf thymolova, modf bromthymolova, agar)

- Agarové médium s celulézou a Skrobem (10 mg/l), (Huang et al., 1996)

- chitinovy agar doplnény chitosanem (1 g/l)

Heindel et al. (2010) pfi své praci vyuzil dvé rozdilna kultivaéni média. Jednak
pouzil médium TSB3S25, které se skladalo ze séjového bujonu “tryptic soy broth”
(Difco) a NaCl. Dale pouZil médium vyrobené z pfirodni moiské vody Baltického a
Stfedozemniho mofe (dle puvodu zkoumaného vzorku) a agaru jako solidifikacniho

¢inidla.
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Pfi kultivaci luminescencnich vibrii bylo pouZito mofského agaru 2216 (Beckton
Dickinson and Company). Nasledovala 24-48 hodinova inkubace pfi 30°C. Po
identifikaci luminiscen€nich bakterii se tyto bakterie opakované kultivovaly na
morském agaru pro ziskani g&istych kultur. Cisté kultury byly pfi rozliném testovani
kultivovany na agaru obsahujicim thiosulfat, citrat, Zlu€ovou sul a sacharézu (TCBS
agar; Beckton Dickinson and Company), luminsecence se testovala na
luminiscen¢nim agaru. Médium pro testovani luminiscence definovali Baumann a
Baumann (1981) takto:

- Tris HCI (pH7,5) 7,9 g

- kvasni¢ni extrakt 5 g

- trypton5g

- CaCO31g

- agar20g

- glycerol 3 g

- BM (basal medium) 1 I.:
- tris HCI (pH 7,5) 15,8 g
- NH4Cl1g
- (0,33 mM) KH2HPO4*3H20 57 mg
- (0,1 mM) FeSO4*7H20 28 mg
- voda 500ml

- uméla morska voda 500ml.
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3. Hypotéza

Zatim neexistuji prace vénujici se kultivaCnimu stanoveni bakterii kolonizujicich
sladkovodni mechovky, avSak bylo prezentovano relativné mnoho publikaci tykajicich
se kultivace bakterii z mofskych mechovek. Je pravdépodobné, ze pfi vhodné upravé
kultivaénich médii pouzitych pro kultivaci bakterii z mofskych mechovek, bude mozné
kultivaCné stanovit symbiotické bakterie obsazené ve sladkovodni mechovce

Pectinatella magnifica.
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4. Cil prace

Cilem prace bylo kultivaCni stanoveni bakterii obsazenych ve sladkovodni
mechovce Pectinatella magnifica za pouziti vhodného kultivaéniho média. DalSimi cili
byl morfologicky popis bakterii a pfiprava vzorkl pro podrobnou identifikaci pomoci

molekularné - biologickych metod a hmotnostni spektrometrie.
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5. Material a metody
5.1 Odbér vzorki

Sbér vzorkl pro experimentalni ¢ast prace probéhl v ¢ervenci a srpnu 2012.
Odbér vzorkl se provadél na ¢tyfech lokalitach, vzorky se sbiraly z rybnikd Hejtamn a
Kanclif a piskoven Cep a Veseli. Zvlast se odebirala povrchova vrstva se zooidy a
hmota nachéazejici se uvnitf kolonie. Vzorky byly odebirany do infuznich lahvi
obsahujicich peptonovou vodu. Pfed sterilaci byl bujon ve vzorkovnicich probublan
COg, tak aby bylo vytvofené anaerobni prostfedi. Vzorky byly odebrany asepticky a

dale skladovany v chladu do doby, nez byly analyzovany.

5.2 Redici fady

V experimentu byly jednotlivé vzorky kolonii mechovky homogenizovany
pomoci mixéru a dale fedény desitkovym Ffedénim ve vialkach probublanych CO:2. Ze
vzorkovnice byla suspenze pomoci sterilnich injekénich stfikaCek pfevedena do vialky
obsahujici 9 ml bujonu. Z této vialky se odebral do sterilni stfikatky vzorek o objemu
1 ml a umistil se do dalSi vialky obsahujici 9 ml fedidla. Tento postup se opakoval, az
bylo dosazeno fediciho faktoru 10-8. Po nafedéni vzorku se z kazdé vialky odebral 0,5
ml obsahu, ktery byl umistén na kultivacni Petriho misky. Kultivani misky se nasledné
zalily nize popsanym agarem o teploté pfiblizné 48°C, krouzivymi pohyby kultivaéni

miskou se dosahlo homogenizace vzorku a agaru.

5.3 Vlastni mikrobiologicky rozbor
5.3.1 Kultivacni stanoveni bakterii

Bakterie byly kultivovany za aerobnich i anaerobnich podminek. Ke kultivaci
bylo vyuZito médium s nasledujicim sloZzenim: 900 ml H20, 4,5 g kvasni¢ného agaru,
0,99 glukézy, 4,5 g tryptonu. Médium bylo upraveno na pH 7 pomoci 1M NaOH.
Aerobni kultivace probihala 3 dny pfi 25°C, anaerobni kultivace probihala 5 dni pfi
25°C (stanoveni fakultativné anaerobnich bakterii). Pro kultivaci striktné anaerobnich
mikroorganismG byl pfidan neomycin (80 mg/l), omezujici rGst fakultativné

anaerobnich bakterii.
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Po kultivaci byly spocitany narostlé kolonie. Nasledné byly pocty narostlych
kolonii spocCitany podle vzorce: P = [(P1+P2+...)/X] * F (KTJ/ml). Vysledky vyjadfuji
pocet kolonie tvoficich jednotek v 1 ml vzorku.

P1, P2, ... = pocCet kolonii na pocitatelnych Petriho miskach jednotlivych fedéni

X = hodnota vychézejici z poctu pocitatelnych fedéni; dvé pocitatelné

fedéni = 11, tfi poCitatelné fedéni = 111 atd.

F = pfevracena hodnota nejvyssiho pocitatelného fedéni

Pro zhotoveni pfehlednéj$iho zobrazeni vysledkd byla hodnota P logaritmovana.

5.3.2 Izolace bakterii a morfologick& kontrola

Po zpracovani vysledkl ziskanych kultivaci vzork( nasledovala izolace
bakterialnich kultur. Pro izolaci bylo vybrano nékolik kolonii charakteristické morfologie
s rozdilnou morfologii.

Byly izolovany bakterie aerobni, fakultativné anaerobni i anaerobni. Izolaty byly
kultivovany v bujonu o stejném slozeni, jako bylo polotuhé péstebni prostifedi pouzité
pro mikrobiologicky rozbor, ktery ovSem neobsahoval agar. Mikroskopicka kontrola
byla provedena pomoci fazové kontrastni mikroskopie. Pfi pozorovani bakterii byl bran

v potaz jejich tvar, uskupeni a sledovala se také pohyblivost.

5.4 Priprava izolatl pro identifikaci bakterii

Bylo vybrano 54 Cistych kultur rozdilné morfologie pro podrobnou identifikaci za
vyuziti metod sekvenace a hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF. Pfiprava vzorkl pro
sekvenaci zahrnovala izolaci DNA, ktera spocivala v nékolika krocich:

1. odebrani 1 ml bakterialni suspenze do 1,5 ml zkumavky
centrifugace zkumavky po dobu 3 minut pfi 14 500 otackach/min.
sliti supernatantu
rozmichani peletu ve 100ml pfipravku ,PrepManUltra“
ohfati upraveného vzorku v termobloku na 100°C po dobu 10 min.
zchlazeni 2 minuty
druha centrifugace po dobu 2 minut pfi 14 500 otackach/min.

prepipetovani supernatantu do nové zkumavky

© 00 N o 0 bk 0N

ulozeni vzorku do mrazaku
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Pro MALDITOF analyzu byly vzorky zpracovany nasledujicim zpusobem:

=

umisténi 2ml vzorku do 2 ml zkumavky

2. Centrifugace zkumavky po dobu 3 minut pfi maximalni rychlosti 14500
otacek/min.

3. Odstranéni supernatantu

4. Rozpusténi peletu v 0,5 ml 70% ethanolu

5. Umisténi vzorku do lednice

25



6. Vysledky

6.1 Stanoveni poctu bakterii

Vysledky kultivaéniho stanoveni jsou znazornény v nasledujicich tabulkach. Cisla

uvadeéji logaritmovanou hodnotu poctu kolonii tvoficich jednotek v 1ml (logKTJ/ml).

Tabulka 1 a 2: Zaznam kultivaéniho stanoveni bakterii v mechovce P. magnifica

1. odbér
Lokalita typ vzorku Aerobni b.  Fakultativné anaerobni b.  Anaerobni
gelova masa -
Cep 3 P. magnifica nenalezena
povrchova vrstva
) gelova masa 4,79 3,42 3,29
Hejtman .
povrchova vrstva 7,35 7,31 3,7
. gelova masa 4,88 6,01 5,85
Kanclif .
povrchova vrstva 5,29 7,19 7,09
; gelova masa 4,56 5,38 3,26
Veseli ]
povrchova vrstva 6,49 6,58 4,15
S se gelova masa 4.74+0.13 4.94+1.10 413+12
smérodatnou 3
odchylkou povrchova vrstva 6.38 + 0.84 7.03 +0.32 498+ 1.5
2. odbér
Lokalita typ vzorku Aerobni b. Fakultativné anaerobni b.  Anaerobni
Ce gelovid masa 6,65 6,5 3,82
P povrchova vrstva 8,33 8,51 4,82
) gelovd masa 5,78 7,93 3,76
Hejtman )
povrchova vrstva 8,31 7,9 3,84
. gelova masa 5,63 5,66 3,43
Kanclif ,
povrchova vrstva 8,06 7,7 4,47
elova masa
Veseli g : 5,63 3,73 3,87
povrchova vrstva 6,67 6,37 5,36
S se gelova masa 5.92 + 0.42 5.96 + 1.52 3.72+0.1
smérodatnou ,
odchylkou povrchova vrstva 7.84 + 0.69 7.62 +0.78 4.62 + 0.5

Vzorky povrchovych vrstev kolonii P. magnifica obsahovaly vice bakterii, nezli

vzorky gelové masy. V praméru pocty aerobnich a fakultativné anaerobnich bakterii

vzdy pfevySovaly pocty anaerobnich bakterii.

Ve vzorcich ziskanych v ¢ervenci prumeérné prevazovaly fakultativné anaerobni

bakterie. NejvétSi pocCet aerobnich a fakultativné anaerobnich bakterii obsahovaly



vzorky ziskané z povrchové vrstvy P. magnifica odebrané v rybnice Hejtman. Vzorky
povrchoveé vrstvy P. magnifica odebrané z piskovny Kanclif obsahovaly nejvétsi pocCet
anaerobnich bakterii a zaroven tyto vzorky obsahovaly v priméru nejvice bakterii
vV porovnani se vzorky ziskanymi z ostatnich oblasti v ¢ervenci.

Ve vzorcich povrchové vrstvy P. magnifica odebranych v srpnu bylo v priméru
nalezeno nejvice bakterii aerobnich. Nejvice aerobnich bakterii obsahovaly vzorky
povrchové vrstvy P. magnifica odebrané z rybnikl Cep a Hejtman. Vzorky povrchové
vrstvy P. magnifica ziskané z rybniku Cep také obsahovaly nejvétsi pocet fakultativné
anaerobnich bakterii. Nejvice striktné anaerobnich bakterii bylo kultivovano ze vzorku

povrchové vrstvy P. magnifica ziskané z piskovny Veseli.

6.2 Morfologicka kontrola

V ramci aerobnich bakterii bylo vybrano 18 representativnich vzorkdl, vétSina
izolovanych bakterii méla pravidelny tyCinkovity tvar, pouze v jednom pfipadé se
jednalo o ty€inky rohlickovitého tvaru. V ramci tyCinek se 70 % bakterii vyskytovalo
jednotlivé, nebo v paru, pouze v jednom pfipadé se jednalo o fetizkujici bakterie.
Prevazovaly kratké tyCinky nad ty¢inkami dlouhymi. Polovina tyCinek byla pohybliva,
jedna tfetina bakterii ty&inkovitého tvaru produkovala plyn. Ctyfi vzorky representovaly
kokotyCinky a koky. Koky se vyskytovaly jednotlivé, nebo v dvojicich. Kokoty€inky
tvorily Fetizky, dvojice a vyskytovaly se i jednotlivé.

U fakultativné anaerobnich bakterii bylo vybrano celkem 17 representativnich
izolatli, pricemz 14 izolatu tvofily ty€inkovité bakterie. V tomto pfipadé prevazovaly
tyCinky dlouhé nad tyCinkami kratkymi. Polovina tyCinek se vyskytovala jednotlive,
nebo v péarech. Dva izolaty obsahovaly fetizkujici tyCinkovité bakterie, v jednom
pfipadé se bakterie vyskytovaly pouze v parech. Polovina izolovanych tyCinek byla
pohybliva, avSak pouze v jednom pfipadé se prokazala produkce plynu. Ve tfech
izolatech se nasly koky a to budto jednotlivé se vyskytujici, nebo v parech.

Ze zastupcu striktné anaerobnich bakterii bylo vybrano 11 representativnich
vzorku, opét prevazovaly tyCinky nad koky a kokotyCinkami. TyCinky dlouhé se
vyskytovaly ve stejném poctu izolatd jako tyCinky kratké. Témér vSechny izolované
tyCinky se vyskytovaly jednotlivé, nebo v parech. Jeden izolat obsahoval tyCinky
vyskytujici se jednotlivé a v fetizcich. Tfi izolaty obsahovaly pohyblivé tycinky,

produkce plynu nebyla prokazana ani v jednom pfipadé. Mezi striktné anaerobnimi
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bakteriemi vyskytovaly ve dvou pfipadech kokoty€inky a v jednom pfipadé diplokoky.
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7. Diskuze

VSeobecné nejsou dostupné témér zadné informace o kultivaénim stanoveni
bakterii sladkovodnich mechovek, ani o jejich mikrobialni diversité. Na druhou stranu
studie mofskych mechovek se zaméfuji na druhové zastoupeni bakterii v organismu,
avSak nesleduji pocCty bakterii obsazenych v mechovkach. Ve vétsiné studii bylo
pouzito molekularné-biologickych metod k identifikaci bakterii (Pukall et al., 2001,
Kittelmann and Harder, 2005; Heindl et al., 2010), a proto se zpravidla nezabyvaly
morfologickym popisem bakterii, ktery Ize odvodit z podrobné identifikace.

V experimentu provedeném v ramci této prace byla zvlasté analyzovana
povrchova vrstva a gelova masa, pfiemz se zjistilo, Ze povrchova vrstva obsahovala
prumérné ve vSech pfipadech vice bakterii. PocCty kultivovanych aerobnich bakterii
z povrchové vrstvy se pohybovaly v priméru mezi 6,38 — 7,84 logKTJ/ml. Fakultativné
anaerobni bakterie primérné dosahovaly pocetnosti 7,03 — 7,62 logKTJ/ml,
anaerobnich bakterii se v izolatech vyskytovalo v priméru 4,62 — 4,98 logKTJ/ml,
kdezZto gelova masa v pruméru obsahovala 4,74-5,92 logKTJ/ml aerobnich bakterii,
4,94 — 5,92 logKTJ/ml fakultativné anaerobnich bakterii a 3,72 - 4,13 logKTJ/ml
anaerobnich bakterii. ZvySena pocetnost bakterii v povrchové vrstvé pravdépodobné
souvisi s anatomii zooidl a zplsobem ziskavani potravy. V povrchové vrstvé kolonie
se nachazi zooidi mechovky Pectinatella magnifica obsahujici travici trubice tvaru ,U*,
do které se potrava dostava pomoci chapadel filtraci z vody (Kafka, 1886). Je mozné,
Ze bakterie obsazené v travicim traktu zooidd napomahaji zpracovani potravy, jako
tomu je i u jinych zivoCichl (symbiotické bakterie ve stfevech savcl, specializovani
biCikovci v travici soustavé bezobratlych, symbiotické bakterie jednobunéénych
zivocCicha).

V experimentu bylo pouzito médium obsahujici kvasniéni agar a trypton
obohacené o glukézu (1 g I'!) rozpusténou ve vodé. Pro nedostatek literarnich zdroju
k porovnani vysledkl kultivacniho stanoveni bakterii nelze ovéfit jak uspésSnost
stanoveni pocCtu bakterii, tak vhodnost pouzitého kultivacniho média. Avsak je tfeba
brat v potaz, ze neexistuje médium, které by umoznilo rist vSech bakterii ze vzorku a
zaroven pravdépodobné bude ¢ast bakterii nekultivovatelna (Gottshal et al., 1992).
Proto Ize prepokladat, Ze stanovené pocty bakterii neodpovidaji absolutnimu poctu
bakterii kolonizujicich mechovku P. magnifica.
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NejCastéji nalézané rody bakterii v moiskych mechovkach spadaji do tfidy
Gammaproteobacteria, jedna se o rody Alteromonas, Pseudoalteromonas, Shwenella,
Vibrio (Pukall et al., 2001; Heindl et al., 2010). Do téchto rodu spadaji nesporulujici
tyCinky, které jsou prevazné pohyblivé. DalSi relativné Casto nalézané rody jsou
zastupci tfidy Alphaproteobacteria (Pukall et al., 2001; Heindl et al.,, 2010), jako
napfiklad rod nesporulujicich ty€inkovitych bakterii Sphingomonas, které mazou byt
jak pohyblivé, tak nepohyblivé (Brenner et al., 2005). Mezi relativné Casto izolované
zastupce kokU (popfipadé kokotyCinek) u mofskych mechovek patfi napfiklad rod
Microccocus, tvofici tetrady a rod Arthrobacter, ktery tvofi jak tyCinky, tak koky
v zavislosti na rastové fazi. VSechny zminéné rody se bézné vyskytuji ve vodnim
prostfedi, krom rodu Arthrobacter, ktery se vyskytuje v pudé (Jones et al., 2006). Mezi
bakteriemi kultivovanymi a izolovanymi v tomto experimentu pfevazovaly tyCinky (36
izolatd; 77% izolovanych bakterii), z nichz byla téméF polovina pohybliva (45%
izolovanych ty€inek). V ramci sférickych bakterii byly v experimentu izolovany bakterie
v rizném usporadani (monokoky, diplokoky, streptokoky). Da se predpokladat, ze
vétSina bakterii, které se nachazi v koloniich mechovky, je béZznou soudasti vodniho
prostfedi nebo byly splaveny do vody z pudy &i rostlin. Symbioticky vztah ovSem
nemuUze byt vyloucen.

V zavéru prace se ziskané izolaty pfipravovaly na podrobnou identifikaci pomoci
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF a sekvenace genu 16S rDNA. Sekvenace Casti
DNA je metoda umozriujici zkoumani slozeni DNA, v pfipadé identifikace bakterii se
zZjiStuje nukleotidova sekvence genu kodujiciho 16S rRNA. K tomuto ucelu se vyuzZiva
chromozomalni DNA izolovana z Cisté bakterialni kultury, jejiz Usek kddujici 16S RNA
se pomoci PCR (polymerazové fetézové reakce) amplifikuje za vzniku rtizné dlouhych
fragmentl, u kterych se provede elektroforéza. Porovnanim takto zpracovanych
vzorkU Ize urcit sekvenci nukleovych bazi analyzované ¢asti DNA. Vysledky umozniuji
identifikaci bakterialniho druhu, vyuzivaji se také ke zkoumani fylogenetickych vztahu.
Metoda sekvenace DNA je Casové a finanéné naro¢na v porovnani s metodou
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF. Metoda hmotnostni spektrometrie MALDI-
TOF analyzuje slozeni proteint v burikach. Proteiny bakterialnich bunék se nejprve
extrahuji a nasledné se vytvafi pomoci této metody spektrum znazoriujici jejich
slozeni. Jednotlivé bakterie maji specificka spektra proteinového sloZeni a porovnanim
vysledkl analyzy hmotnostni spektrometrie se softwarovou databazi Ize urcit konkrétni

bakterialni druh. Podminkou pro uspésnou analyzu je dodrzeni standardizovanych
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podminek pro pfipravu vzorku, jelikoz proteinové spektrum identické bakterie se muze
liSit pfedevsim na zakladé pouziti rozdilnych kultivacnich médii. Za pouZiti hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF Ize hromadné analyzovat az nékolik desitek bakterii.
Metoda je velmi pfesna a Ize odlisit bakterie i na kmenové trovni (Stursa et al., 2010).

Heindl et al. (2010) a Pukall et al. (2001) odhalili ve svych pracich souvislost
mezi identifikovanymi hostitelskymi bakteriemi moiskych mechovek a bakteriemi
nachazejicimi se ve vodé v misté odbéru vzorki mechovek. Na zakladé jich praci Ize
tedy pfedpokladat, Ze u morskych mechovek probiha environmentalni kontaminace
bakteriemi. Proto by bylo vhodné ovéfit, zdali tomu tak neni i u mechovek
sladkovodnich.

Cilem dalSi prace by mohla byt pravé podrobna identifikace bakterii
kultivovanych ze vzorkl bochnatky americké, dale stanoveni poctu bakterii a podrobna
identifikace bakterii kultivovanych ze vzorku vody obklopujici mechovky. Vyhodnoceni
vysledkl identifikace bakterii by mohlo objasnit nové aspekty tykajici se puvodu
bakterii bochnatky americké. Po zpracovani vysledkd za pouZiti vySe zminénych
molekularné -biologickych identifikaCnich metod by bylo mozné daleko presnéji
odhadnout mikrobialni diversitu Pectinatella magnifica, popfipadé také urcit

symbiotické bakterie.
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8. Zaver

Bakterie byly stanoveny po aerobni a anaerobni kultivaci, ve vzorcich
prevazovaly bakterie aerobni. Vétsi poCty bakterii obsahovaly vzorky povrchovych
vrstev kolonii bochnatky nez vzorky vnitfni gelové hmoty. Morfologicka analyza

odhalila ve vzorcich pfevahu ty€inkovitych bakterii.
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10. Prilohy

Pfiloha 1: Zaznam morfologie bakterii representativnich izolatu

Aerobni bakterie

tycCinky pocet vzorku
dlouhé 4
délka stfedni 1
kratké 9
jednotlivé/ v paru 9
v paru 2

forma L.
wskytu v paru/ fetizky 1
¥ fetizky 1
jednotlivé 1
ohyb 7

ostatni pony

produkce plynu 4

koky a kokotycinky

tvar kokotycinky 2
koky 2
forma dvojice/retizky 1
vyskytu |jednotlivé/ v paru 3
hyb 0
ostatni pony
produkce plynu 0
Striktné anaerobni bakterie
ty€inky pocet vzorku
dlouhé 4
délka | stfedni 0
kratké 4
jednotlivé/ v paru 7
forma
vyskytu
fetizky/jednotlivé 1
B pohyb 3
ostatni
produkce plynu 0
koky a kokotycinky pocet vzorku
kok 1
tvar }I
kokotycinky 2
jednotlivé/ v paru 1
forma )
) diplokok 1
vyskytu L e
Hnotlivé/ v paru/retiz 1
, pohyb 0
ostatni
produkce plynu 0
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Fakultativné anaerobni bakterie

tyCinky pocet vzorku
dlouhé 7
délka stfedni 1
kratké 6
jednotlivé 3
forma v paru L
Wiskvtu jednotlivé i v paru 7
ySKY shluk 1
fetizky,dvojice i jednotlivé 2
. pohyb 7
ostatni
produkce plynu 1
koky pocet vzorki
kok 1
tvar . y
diplokoky 3
forma . S
; jednotlivé i v paru 3
vyskytu
ohyb 0
ostatni pony
produkce plynu 0




Pfiloha 2: Fylogeneticky strom mechovek navrzeny J. Fuchsem a kol. (2009) dle

vysledku jejich prace (okopirovano z pavodniho dokumentu)

Phoronis vancouverensis
Terebratalia transversa Outgroups
100 Pedicellina cernua
Barentsia gracilis
99 | Asajirella gelatinosa
Lophopus crystallinus
100 Pectinatella magnifica
L | 68 Cristattj:'lla mucedo Phylactolaemata
‘ Fredericella sultana™
7h Plumatfalla repens
Gelatinella toanensis
% . Crisidia cornuta
( 86 # Crisia eburnea
100 Crisia aculeata
‘ - Diplosolen obelia Stenolaemata
72 ; Disporella hispida
1100 1 i Lichenopora sp.*
|63 | Plagioecia patina
Bowerbankia gracilis %)
= 65 | Celleporella hyalina @
Securiflustra securifrons D
100 Alcyonidium gelatinosum*
Flustrellidra hispiqg
61 - [ Alcyonidium mamillatg)r{é
98 Triticella pedicellata {5
- Triticella korenii 5
Bicellariella ciliata CD
9 Membranipora membranacea
(9 “Ctenostomata” — B [7 Electra pilosa

D “Cheilostomata:"Anasca
@D “Cheilostomata™: Ascophora 67 | 62|

98

by F

0.1
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Flustra foliacea CD
— Bugula turrita * CD
L Scrupocellaria scruposa CO
Reteporella beaniana @
Schizomavella linearis @
Cryptosula pallasiana@D

Escharella immersa @

Gymnolaemata



