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Antimikrobialni aktivita sladkovodni mechovky

Pectinatella magnifica

Souhrn

Tato prace se zabyva teoretickym popisem mechovcli vSeobecné, déale popisem
sladkovodni mechovky Pectinatella magnifica a popisem moiskych mechovci produkujicich
antibakterialni a biologicky aktivni latky. Mezi nejvyznamnéj$i bioaktivni latky jsou fazeny
predevSim bryostatiny, které jsou produkovany symbiotickou bakterii mechovky Bugula
neritina. Bryostatiny jsou vyznamné pro své protirakovinné U¢inky a jako aktivatory protein
kinazy C. Hypotézou pro tuto praci bylo, ze Pectinatella magnifica nebo jeji symbiotické
bakterie jsou schopny produkovat antimikrobialné pusobici latky. Cilem tedy bylo stanovit
pocty a izolovat bakterie z mechovky Pectinatella magnifica a testovani antimikrobidlni

aktivity vodnich vyluhti a izolat z bochnatky.

Béhem letni sezony byly dvakrat odebirdny vzorky kolonii ze 4 lokalit v Jiznich
Cechach. Byl proveden mikrobiologicky rozbor pro stanoveni poétu bakterii, izolace &istych
kultur bakterii. Pfi druhém odbéru na konci srpna bylo stanoveno celkové vice bakterii nez pii
prvnim odbéru na zacatku cervence. Vzorky povrchovych vrstev vykazovaly vys§i obsah
bakterii, které¢ byly hlavné aerobni a fakultativn¢ anaerobni. Pocty aerobnich bakterii
z povrchovych vrstev se pohybovaly pfi prvnim odbéru od 5,29 log KJT/g do 7,35 log KJT/g
a pfi druhém odbéru od 6,67 log KJT/g do 8,33 log KJT/g. Pocty fakultativné anaerobnich
bakterii se pohybovaly pfi prvnim odbéru od 6,58 log KJT/g do 7,31 log KJT/g a pti druhém
odbéru od 6,37 log KJT/g do 8,51 log KJT/g. V dalsi Casti byla testovana antimikrobialni
aktivita vodnich vyluhi a izolatl z Pectinatella magnifica pomoci agarové difizni metody.
Vodni vyluhy a izolaty byly testovany proti kmentim salmonel, E. coli a klostridiim. Vodni
vyluh z mechovky nevykazoval antimikrobidlni aktivitu na rozdil od izoladti z mechovky,
které prokéazaly antimikrobialni aktivitu proti klostridiim. Bakterie inhibujici rst klostridii
byly identifikovany jako Aeromonas veronii a Pseudomonas moraviensis. Vzhledem k tomu,
ze tyto bakterie neprodukuji kyseliny, je mozno piedpokléddat, ze vytvareji sekundarni

metabolity podobné antibiotikiim.

Kli¢ova slova: Mechovka, Pectinatella magnifica, symbiotické bakterie, antimikrobialni

aktivita



Testing of antimicrobial activity of freshwater bryozoan

Pectinatella magnifica

Summary

This work consists from the theoretical description of bryozoan in general, description
of freshwater Pectinatella magnifica and description of marine bryozoan producing
antibacterial and bioactive substances. The most known antimicrobial substances are
bryostatins, which are produced by symbiotic bacteria of bryozoan Bugula neritina.
Bryostatins are important for their anticancer effects and as activators of protein kinase C.
Hypothesis for this work was, that Pectinatella magnifica or their symbiotic bacteria can
produce antimicrobial substances. The objectives were enumeration and isolation of bacteria
from bryozoan Pectinatella magnifica and testing of antimicrobial activity of Pectinatella

water extract and isolates from bryozoan.

During the summer season were sampled twice colonies from 4 locations of South
Bohemia. Microbiological analyses were performed to determine the number of bacteria and
isolation of pure cultures of bacteria. In the second sampling at the end of August was
determined generally more bacteria than in the first collection in early July. Samples of the
surface layers had a higher content of bacteria, which were mainly aerobic and facultatively
anaerobic. Bacterial counts of aerobic bacteria in the first sampling varied between 5,29 log
CFU/g and 7,35 log CFU/g in the second sampling varied from 6,67 log CFU/g to 8,33 log
CFU/g. Bacterial counts of facultatively anaerobic bacteria in the first sampling varied
between 6,58 log CFU/g and 7,31 log CFU/g in the second sampling varied from 6,37 log
CFU/g to 8,51 log CFU/g. Antimicrobial activity of water extract and isolates from
Pectinatella magnifica using by the agar diffusion method was tested. Water extract and
isolates were tested against strains of salmonella, E. coli and clostridia. Water extract of
bryozoans didn't showed antimicrobial activity unlike isolates of bryozoans, which showed
antimicrobial activity against clostridia. Bacteria, which inhibit the growth of strains of
clostridia, were identified as Aeromonas veronii and Pseudomonas moraviensis. These
bacteria do not produce acids, it can be assumed that are able to produce secondary

metabolites similar to antibiotics.

Keywords: Bryozoan, Pectinatella magnifica, symbiotic bacteria, antimicrobial activity



OBSAH

UVOU ciniiiiiineiiinnntieisnnnneiisssseecsssnseecssssssssssssssssssssssessssssssssssssssessessssssssssssessssssssssssssess sesssssanssssnnes 8
1. TeOTetiCKA CASE couvirirueiiierinniiiiueiisentiesnisssatessaesesstesstssssstsssssssssssessssssssssesssss esasssssssssssssessnsene 9
1.1.  Systémové zatazeni Pectinatella magnifica...........cccooviiiiiiiiiiiiiiiic e 9
1.2.  Charakteristika Kmenu Bry0Zoa ............cccoeiiiiiiiiiiiiiiiecieeee et 9
1.2.1. S1adkovodni MECROVKY .......c.cciiiriiiiiiiciciie ettt 14
1.2.1.1. Ttida: Phyllacholaemata (MEChOVKY).......cccooviiiiiiiiiiiiieec e 14
1.2.2.  Mofisti mechovci a jejich biologickd aKtivita .........cccveviviiiiiiieiiccce e 17
1.2.2.1. TTida: SteNOlamMALA.........ovoiiiiicice e 17
1.2.2.2. Ttida: Gymnolaemata (KeFNatenky) .........cccooviriiriiiiiiiiieieieeiesiet e 18

2. Biologicky aktivni a antimikrobidlni IAtKY .........cccceeeeccrsneriicessscsssssnnnniicsssssssnserssssssssssssnnasens 22
2.1 Biologicky aktivid TAKY .......ccoociiiiiiiiiiicicec ettt 22
2.2, AntimiKrobiAIn TAtKY ......ccooviriiiiiiiciccc et 24
2.3.  Biologicky aktivni latky produkované mechovei.........ccocooiviiiiiiiiiiiiiiiec e, 25
2.3 1. BIYOSTALINY ..ovviiiiiiiiciiciieieieieet ettt ettt bbbttt ettt s ettt bbb st e ere s 25
2.3.2. ATKALOTAY ..ottt bbbttt et e bbb saeteeae bbb neene s 25
2.3.3. N7 10 OO TSP TSP PP 27
2.3.4.  NIEEOTENOLY ..ovviiiiiiciictieee ettt ettt s et se et bbbt rseneas 28

R R & 7 010 15 7 29
T ) 1 1) G T 30
5. Materidl @ MELOAY .cccovvvrneerriecsrsccrsnnrrieesiiecsssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssss 31
5.1, MIKrobiolOZICKY TOZDOT ......cviviiiiiiiicicit ettt ettt ere e 31
S5.1.1. 0 PHPrava fediCi TAAY ......ooovoiiiiiiiiieeee ettt 31
5.1.2. Agary a podminky KUuItIVACE .......ccoocviiiiiiiiiiiicecce e 31

5.2.  Testovani Antimikrobialniho plisobeni Pectinatella magnifica...............ccocovveviiviiciiiiicinennnn, 32
5.2.1. Testované kmeny potencidlnich patogentl.............c.ccevvririiieiiiieieeee e 32
5.2.2.  Testovani antimikrobialni aktivity vyluhli Z mechovky ..........ccccoooviiviiiniiiie 32
5.2.3. Testovani antimikrobialni aktivity bakterii izolovanych z mechovek.................coco...... 33

6. VYSIEAKY coevreeriiinrnncrsnnriiecssssssssssnnssnisssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssassssssssss 34
6.1.  Stanoveni bakterii v koloniich Pectinatella magnifica.............cccoovevveiiiiiiiiiiniiiccecee, 34
6.2.  Vysledky antimikrobidlniho tEStOVANT ..........c.cccoviriiriiriiieiicicc e 36

To DUHSKUZE ceueereneeeiiiinntiiiinntiiisinntiissnneecssnteessssstiessessssesssssssessssssssesssssess sesssssssssssssessssssssessssses sane 37
TR /- < T 41



0. PHIONY ooveiiiirneiicnsnniesssnnsieniosssnsiossssssosssnsssssssnsssssossanssssssssssossonssssssansnssssssnsssssssasssssonsssossessnns
10, SeZNAM HEETATUTY .ouvevreeriieersscsrrnnrriecssssssssssnssrsesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssss

10.1  SEZNAIM ODTAZKIL. ..o e et e s



Uvop

Kmen Bryozoa neboli mechovci je rozsifeny takika po celém svété. Vyskytuje se jak
v motich, tak i ve sladkych vodach, kde vytvaii rozsadhlé kolonie. Moftské i sladkovodni druhy
mechovek Ziji zpravidla pfisedlym zplisobem zivota na pevném podkladu naptiklad na

kamenech, vétvich ¢i lodnich trupech.

Kmen Bryozoa je zndm predevSim svymi moiskymi druhy, pro které je typicka
symbioza s bakteriemi, které produkuji ve vétSing ptipada antibakteridlni latky pasobici proti
potencialné patogennim bakteriim nebo napiiklad latky s protirakovinnym piisobenim. Latky
produkované symbiotickymi bakteriemi vyuzivaji mechovky ke své ochran¢ pted predatory a

to hlavné v larvalnim stadiu.

Mezi mechovei se vyskytuji 1 invazivni druhy, které casto piekonavaji velké
vzdalenosti naptiklad na trupech lodi a lodni pfepravou se dostavaji do doposud neosidlenych
kraja. Prikladem mtize byt uz 1 naSe sladkovodni mechovka Pectinatella magnifica, ktera je
puvodem ze Severni Ameriky. Tvofi rozsahlé kolonie v rybnicich a mirn€ tekoucich vodach
prevazné v Jiznich Cechach. Kolonie jsou tvofeny jednotlivymi zooidy, kteii se nachazeji na
povrchu kolonii a produkuji gelovou hmotu, ktera tvoti vnitiek kolonie. Mechovka k ndm
byla pravdépodobné zavlecena jiz v 19. stoleti a jeji vyskyt se od t€ doby masivné rozrostl, a
proto se stavad oblibenym tématem zkoumani a testovani, jelikoz jeji uloha v ekosystému

nebyla doposud detailné popsana.



1. TEORETICKA CAST

1.1. SYSTEMOVE ZARAZENI PECTINATELLA MAGNIFICA
Druh bochnatka americkd neboli Pectinatella magnifica se tadi do ftiSe Animalia
(Zzivo¢ichové), kmenu Bryozoa (mechovci), tfidy Phylactoleamata (mechovky) a tadu

Plumatellida (Manas, 2004).

1.2. CHARAKTERISTIKA KMENU BRYOZOA

Kmen: Bryozoa

ey

Jedna se o prvousté zivoCichy zijici v koloniich, které se odborné¢ nazyvaji zoaria
(Allman, 1856). Kolonie byvaji aZz nékolik decimetrli velké, meékké, rosolovité ale 1
inkrustované, barevné se odliSujici od zluté az po tmavé hnédou (Lellédk, 1982). Jsou tvoteny
jednotlivymi jedinci, ktefi se nazyvaji zooidi nebo bryozooidi (Sedlak, 2002). Je rozliSovano
nékolik typt kolonii, pro sladkovodni druhy mechovek je charakteristickd zelatinova struktura
obalena zooidy ve tvaru fotbalovych mict nebo tubuldrni vétvena stavba kolonie. Motské
druhy jsou charakteristick¢é vzpiimenou a inkrustovanou schrankou, ktera ukryva kolonie
zooidl (Massard et al., 2008). Télo zooida obsahuje organové soustavy, viz obrazek 1. Jeho

tvar miize byt vakovity nebo valcovity viz obrazek 2 (Spinar, 1965).

Obrazek 1: Organové soustavy a stavba zooida tadu Plumatellida (upraveno z:

http://www.wright.edu/~tim.wood/bryozoans.html)
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Obrazek 2: Tvar zooida (A) - valcovity; (B) vakovity (upraveno z:

http://www.wright.edu/~tim.wood/bryozoans.html)

(A)

Kazdy zooid je tvofen dvéma castmi, pohyblivym polypidem a nepohyblivym
cystidem, ktery umoziuje piisedly zplsob zivota. Polypid je zcela zatazZitelny do cystidu viz

obrazek 3.

Obrazek 3:  Ukazka zatdhnuti polypida do cystidu (http://www.fsbio-
hannover.de/oftheweek/141.htm)

polypid

cystid

Zooidi jsou mensi nez 1 mm a jsou tvoreni coelomovou dutinou, kterd vyplituje vnitini
prostor zooida a obsahuje vSechny orgénové soustavy. Polypid nese tzv. lophophor, ktery je

vybaven fadou obrvenych a dutych tykadélek, které jsou propojeny mezi-tykadlovou
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membranou. Tato membréna, vytvaii spoleéné¢ s dvoufadym uzplsobenim kratkych a
dlouhych tykadélek zlabek, ktery slouzi k pfihanéni potravy a ma 1 respirani funkci.
Lophophor je cirkuldrni okolo ust nebo ma tvar ,,U* (Pechenik, 1996). Uvnitt lophophoru je
Gstni dutina ve které zadina travici soustava ektodermalniho pivodu. Ustni otvor zooida je
piekryt destiCkou zvanou epistom (Sedlak, 2002). Travici soustava je tvofena ustnim otvorem,
zaludkem, stfevem a fiti. M4 tvar pismene ,,U*, tudiz se fit' vyskytuje v blizkosti ustniho
otvoru aviak ne pfimo v lophophoru. Zaludek je pfichycen stopkou (tzv. funiculus) ke sténé
cystidu a je tvofen tfemi ¢astmi a to Ceslem (cardium), slepym stievem a vratnikem (pylorus),
(Katka, 1886). Potrava je do ust piihanéna kmitanim chapadélek lophophoru tak, ze je voda
vtédhnuta do utrob zooida, pfedni fasinky zachyti potravinové castice a nasledné prilehla
chapadélka vyvrhnou vodu ven ztéla zooida. Potrava je tvofena piedevSim prvoky,

bakteriemi a jemnym organickym dendritem (Sedlak, 2002).

Cévni soustava je tvofena coelomovymi dutinkami, které mohou byt propojeny.
Typickym vylu€ovacim orgadnem jsou metanefridie, vyskytuji se u mechovky hadovité
(Cristatella mucedo). U vétSiny ostatnich nejsou vytvotfeny. Sladkovodni mechovky ukladaji
zplodiny do fagocyttl, které zapliuji koncovou ¢ast travici trubice a vytvari tzv. hnédé téleso.
Takto utvofeni zooidi po naplnéni hnédého télesa bud’ hynou, nebo odvrhuji hnédé téleso a
tato Cast je regenerovana. Nervova soustava je tvofena nadjicnovou uzlinou a smyslovymi
buiikami umisténymi v pokozce. Smyslové bunky reaguji na podrazdéni rychlym zatazenim
do cystidu (Sedlak, 2002). Nadjicnova uzlina neboli ganglion je umistén v dutiné¢ lophophoru.

Nervy inervuji travici a pohybovou soustavu (Katka, 1886).

Kolonie neboli zoaria mechovek mohou byt monomorfni, ty jsou tvofeny stejnymi,
nediferencovanymi jedinci neboli autozoidy. Druhy typ kolonie se nazyva polymorfni, jedinci
polymorfni kolonie byvaji morfologicky 1 funkéné odliSni. Mezi mechovky s monofornimi
koloniemi patii Plumatella repens (mechovka plazivd), Plumatella fungosa (mechovka
houbovitd), Cristatella mucedo (mechovka hadovitd), Pectinatella magnifica (mechovka
americkd) a Fredericella sultana (mechovka 1tld), jedna se o sladkovodni mechovky. Mezi
mechovky s polymorfnimi koloniemi patii Cyclostomata (mechovky kruhousté),
Trepostomatida (mechovky ménousté), Cryptostomata (mechovky krytousté), Ctenostomata
(mechovky hiebinkovité) a Cheilostomata (mechovky okruznaté). V polymorfnich koloniich
mechovek se vyskytuje n€kolik typli zooidl. Napiiklad ovicely jsou samic¢i vackoviti zoidi, ve

kterych se vytvaii a vyvijeji vajicka, avikuldrie slouzi k obrané pted drobnymi predatory, jsou
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vybaveni zobadkem, ktery je podobny papousCimu a vibrakularie, které maji velmi dlouhou

fasinku slouzici k ¢i$téni povrchu kolonie.

Mechovky se mohou rozmnozovat pohlavné nebo nepohlavné. Nepohlavni rozmnoZovani
neboli puceni miize byt vnitini nebo vnéjsi. Vnitini puceni je zajiStovano procesem gemulace,
kdy se na zacatku podzimu vytvaii statoblasty. Kolonie se rozpadaji a statoblasty pfeckavaji
zimu. Statoblasty jsou ovalna nebo diskovitd tcliska, obsahujici nediferenciované
mesodermalni bunky a jsou obalena chitinbznim obalem. Statoblasty jsou dvojiho typu, se
vzdusnymi komirkami se nazyvaji flotoblasty (plovouci) a pak lepivé (sesoblasty) viz
obrazek 5, které jsou piipevnény k podkladu matetské kolonie. Statoblasty jsou velice odolné,
jsou rezistentni proti vyschnuti, proti mrazu a proti nepfiznivym podminkam. Pfi vhodnych
podminkach pro vyvoj kolonie se statoblasty ptichyti na povrchu kament, kmenti nebo 1 lodi

a zaCinaji se vyvijet zooidi.

Vnéj$i puceni je charakteristické tim, Ze novy jedinec vznika nepohlavné z téla pivodniho
jedince. Kdekoliv na téle matetského jedince vyroste pupen, ktery se zvétSuje a vyviji
v jedince, u mechovcl se jedinci neoddéluji od matefského, ale zlistdvaji propojené, tim

vznikaji rozsahlé kolonie (Pechenik, 1996).

Obrazek 4:  Statoblasty (a) floatoblast, (b) sesoblast
(http://www.wright.edu/~tim.wood/bryozoans.html)

fenestra

} dorsal periblast

annulus ) <~—— frontal vaive

capsule

" basal valve

52— ventral annulus b {/M’/ : \
L LA

Pohlavnim rozmnozovanim vznika larva, ze které se poté vyvine nova kolonie. Jelikoz
jedinci mechovek utvafi sam¢i 1 sami¢i pohlavni bunky mluvime o nich jako o
hermafroditech. Varlata nalezneme na provazci zvaném funikulus, ktery také drzi Zaludek.
Funikulus slouzi k upevnéni vysunovatelného polypida k cystidu. Ovaria neboli vajecnik
nalezneme ve sténé zooida. Pokud pohlavni buiiky dozravaji soucasné, dochazi k autogamii.
Spermie jsou uvolnény do coelomové dutiny, kde dochazi k oplodnéni vajicka. Nasledné se
vajicko vyviji az v obrvenou larvu, ktera je tvofena dvéma jedinci a fasinkovym plastém.
Larva opousti télo zooida tzv. termalnim pdérem a poté se ve vod¢ vznasi od nékolika minut

po 24 hodin (Thorp et al., 2009). Po ptisednuti larvy k povrchu jsou jedinci ithned schopni

12



reprodukce. VéEtSinou ale dozravaji spermie diive a opoustéji t€lo pomoci specialnich otvora
nebo prasknutymi coelomovymi vacky (Sedlak, 2002). Spermie se dostanou do vodniho
prostiedi, kde jsou nasaty ostatnimi zooidy, jako potrava a dostanou se do coelomové dutiny,

kde dochazi k oplozeni vajicek a naslednému vyvoji larvy (Pechenik, 1996).
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1.2.1. SLADKOVODN{ MECHOVKY

1.2.1.1. TRIDA: PHYLLACHOLAEMATA (MECHOVKY)

Do skupiny sladkovodnich mechovek patii ptedev§im druhy s monomorfnimi koloniemi.
Lophophor je podkovitého tvaru a epistom piekryvajici ustni otvor je dobfe vyvinuty. T¢lni
sténa je velmi dobfe vyvinuta a obsahuje svalovinu. Mezi nejvyznamnéj$i zastupce patii
naptiklad Plumatella repens (mechovka plazivd), kterd doriista nékolika centimetrli, tvori
vétvené a rychle pucici kolonie. Plumatella repens Skodi tvorbou narosti ve vodnim potrubi a
snizuje prutok vody a zhorSuje organoleptické vlastnosti vody, jelikoz v jejich koloniich Ziji
Casto dal$i organismy (Ambrozova J., 2003). Dalsimi zastupci jsou Plumatella fungosa
(mechovka houbovitd), Cristatella mucedo (mechovka hadovitd), kterda ma az 1 cm velké
zooidy a tvofi velké plazici se kolonie. Statoblasty obsahuji vzdus$né komurky, jsou
diskovitého tvaru a vybaveny hacky. DalSim zastupcem je Fredericella sultana (mechovka

utld) tvoti drobné a jemné kolonie (Sedlak, 2002).

Pectinatella magnifica je sladkovodni mechovka, kterd byla zavleCena ze Severni
Ameriky do Evropy zhruba pied sto lety. Je rozsifena v Némecku, Ceské republice a
Rumunsku (Lacourt, 1968). Pectinatella magnifica se vyskytuje ptevazné v Tiebonskych
rybnicich, avSak neni vyjimkou jeji vyskyt ve Vltavé nebo Labi (Balounova et al., 2011).

Kolonie maji tvar zarovky nebo vietena (Lacourt, 1968), viz obrazek 5.

Obrazek 5:  Kolonie Pectinatella magnifica

(http://www.bryozoans.nl/soorten/en/pectinatella_magnifica.html)

Kolonie bochnatky americké jsou na povrchu pokryté zooidy, ktefi mohou byt
inkrustovani, a uvniti se naléza rosolovitd hmota, Casto byva tvar piirovnavan ke tvaru

fotbalového mice (Setlikova et al.,2005). Kolonie obyvaji &isté vody a vyzaduji teplotu
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nejméné 20 °C, proto se v Ceské republice vyskytuji od poloviny &ervna az do zafi, poté
¢i kamenech. Primérna velikost kolonie je 20 cm a primérnd vaha 2kg (Balounova et al. ,
2011). Kazda kolonie ma rizicovity tvar s radialni strukturou. Polypidi Pectinatella magnifica
jsou velci 1 mm a maji 60 az 84 chapadélek. Statoblasty jsou kulaté az mirné ovalné.
Statoblasty nesou 10-22 trnii, vétSinou 14. Trny vychazeji z vnéjsiho okraje, jsou ploché,

lamelarni pouze v hibetni ¢asti zakoncené hackem. Annulus je Sedy a kapsule je hnéda
(Lacourt, 1968). Viz obrazek 6.

Obrazek 6:  Statoblasty Pectinatella magnifica (http://www?2u.biglobe.ne.jp/~gen-
yu/pectinatella_e.html)

Statoblasty jsou velice odolné proti nepfiznivym podminkdm a umoziuji Sifeni
mechovky. Vznaseji se na povrchu vodnich ploch a mohou byt pozieny Zivoc¢ichy, napiiklad
ptéky, jelikoz jsou vSak odolné i proti traveni, rozsifuji se pomoci ptaciho trusu i jinych
oblasti. Od roku 2003, kdy byla poprvé objevena v Tiebonském rybniku Cep, se bochnatka
rozsitila hlavné do oblasti Vitavy, Labe ale i Jizni Moravy (Macha¢, 2012). Na nasledujicim

obrazku 7 je zaznamenano aktualni rozsiteni mechovky Pectinatella magnifica.
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Obrazek 7:  Rozsifeni Pectinatella magnifica v CR

(http://portal.nature.cz/publik_syst/nd nalez-public.php?idTaxon=67075)
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1.2.2. MORSTi MECHOVCI A JEJICH BIOLOGICKA AKTIVITA

1.2.2.1. TRIDA: STENOLAMATA
Jednd se o motské druhy snevyrazné polymorfnimi koloniemi. Lophophor je
kruhovity bez epistomu. Neni vytvorena svalovina. Cela kolonie je inkrustovana uhli¢itanem

vapenatym a netvoii statoblasty (Sedlak, 2002).
Rad: Cyclostomata (mechovky kruhousté)

Maji inkrustované kolonie, jedinci jsou propojeni mezi sebou pory ve sténach. Ziji
piipevnéné k povrchu kament nebo musli (Taylor et al., 2000). Maji plazivé kolonie, zooecia
jsou trubkovitého tvaru a jsou velmi tenké. Sténa kruhoustych je porovita uvnitt zivoc¢icha se
nenalézaji ptfepazky. Mezi zastupce patii rody Crisevia, Cardioecia a Diaperoecia
californica, ze kterych byly izolovany biologicky aktivni latky phidolophin, desmethyl
philodophin a 3-nitro-4-hydroxybenzylalkohol znamé pro svou antimikrobialni aktivitu.
Dals§imi zéstupci jsou Heteropora alaskensis a Phidolopora pacifica, ze kterych byl taktéz

izolovan 3-nitro-4-hydroxybenzylalkohol (Sharp et al., 2007).
Rad: Trepostomata (mechovky ménousté)

Trepostomata vytvareji masivni kolonie prevdzné bochnikovitého tvaru, ale mohou

byt 1 vyrazné vétvené (Sedlak, 2002).
Rad: Cryptostomata (mechovky krytotsté)

Cryptostomata jsou mechovky, které vyhynuly jiz na konci Permu. Vytvarely sitovité
kolonie, jejichz sitovita stavba s oky se nazyva fenestrula. Byly predev§im vétevnaté,
v¢jitovité nebo ketovitého tvaru, kde byla jednotlivd oka spojena tzv. dessepimenty. Tyto

mechovky byly nezndmé;jsi pro rody Fenestella, Isotrypa, a Utropora (Pechenik, 1996).
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1.2.2.2. TRIDA: GYMNOLAEMATA (KERNATENKY)
Tyto motské druhy maji vyrazné polymorfni kolonie. Lophophor je kruhovity bez
epistomu. Neni vytvofena svalovina. Cystid je nevyrazné sklerotizovany a netvofii statoblasty

(Sedlak, 2002).
Rad: Ctenostomata (mechovky hiebinkovité)

Maji velice jemnou strukturu a dortstaji malych rozmérti. Mezi zastupce patii
Alcyonidium diaphanum, ktera produkuje sulfoxoniovy ion, ktery zpiisobuje alergické reakce
s koznimi projevy a (2-hydroxyethyl)-methylsulfonium, ktery zptsobuje onemocnéni typické
pro rybaie tzv. ,,Dogger bank itch®, jedna se o velice nepfijemné svédivé onemocnéni kize.
Mezi dalsi zastupce mechovek okruznatych patti Zoobotryon verticullatum, kterd produkuje
slouceninu  2,5,6-tribromo-N-methylgranin, ktery inhibuje kondenzaci chromatinu,
Zoobotryon pellicidum, produkujici slouc¢eninu 2,5,6-tribromo-1-methylgranin, ktery inhibuje
larvalni stadium korySe Balanus amphitrite a brani jeho dalSimu vyvoji v blizkosti mechovky,
coz je pro mechovky vyznamné z hlediska prostoru pro jejich rast. Dal§imi zastupci jsou
mechovky Amathia wilsoni, kterd produkuje amathamidy A a E, Amathia convulata,
produkujici  amathamid G a Amathia alternata, kterd produkuje alteramidy A-D.
Amathamidy vSeobecné vynikaji antimikrobidlni aktivitou proti grampozitivnim bakteriim,
jako jsou Bacillus subtilis, Staphyloccocus aureus, Enteroccocus faecium. Amathamidy A a E
maji také protirakovinny ucinek a antimykotické plsobeni proti houbé Trichophyton

mentagrophytes (Sharp et al., 2007).
Rad: Cheilostomata (mechovky okruznaté)

Kolonie okruznatych mechovek jsou vétSinou vétvené a sitovité, zooecia jsou
vzajemné propojeny systémem porl, Ustni otvor piekryva vicko. Nékteré druhy mechovek

maji tzv. kompenzacni vak, ktery slouzi k vysunovani zooida ze zooecia (Pechenik, 1996).
Podirad: Malacostega

Do této skupiny mechovek patti mechovky, které produkuji biologicky aktivni latky s
vyznamnou protirakovinnou aktivitou. Jednéa se napiiklad o perfragilin A a B coz jsou latky
izolované z Biflustra perfragilis, maji protirakovinny uc¢inek ptficemz perfragilin B ma vyssi
cytotoxicitu, jelikoz ve své struktufe obsahuje navic trimethylovou skupinu. Struktura téchto

latek je podobna antibiotiku mimosamycinu, ktery je produkovan bakterii Streptomyces
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lavendulae. Dalsi izolované latky jsou naptiklad methanol, dimethylsulfid, dichlormethan,

chlormethan nebo mathanthiol (Sharp et al., 2007).
Podtad: Flustrina

NejvyznamnéjSim zastupcem je mechovka Flustra foliacea. Jednd se o mechovku
s kosmopolitnim rozSifenim, u které byly nalezeny a izolovany biologicky aktivni latky, které
pusobi proti mikroorganismim, jako jsou Bacillus subtilis nebo Escherichia coli. Obsahuje
vSak 1 latky, jejichz vyznam neni doposud zndm, mezi tyto latky patii cis- trans- citral,
citronelol, nerol a geraniol. Nejvyznamnéjsi biologicky aktivni latky z Flustra foliacea jsou
flustraminy. Bylo popsano n¢kolik typa téchto latek, avSak nejzajimavejsi jsou flustramin E a
D. Flustramin E vynikd antimikrobidlni aktivitou proti B. subtillis, Rhizoctonia solani,
Fusarium oxysporum, Saccharomyces cerevisiae a Botrydis cinera, a flustramin D ktery ma
antimikrobialni aktivitu proti Eschericha coli, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens a
Pseudomonas aeruginosa. Pusobeni flustramini je podle vSeho ovliviiovano jejich
geografickym umisténim. V Severnim moi1 se vyskytuji mechovky produkujici hlavné
flustramin E a v oblasti Kanadského pobiezi se vyskytuji mechovky produkujici hlavné
flustramin D. Dale se ve Flustra foliacea vyskytuji bromidové alkaloidy a diperten plisobici
proti Roseobacter sp., Psychroserpens sp., Sulfitobacter sp., Paenibacillus pabulli, E. coli, B.
magaterium (Heindl et al., 2010). DalSimi zastupci jsou Chartella papyracea, kterd produkuje
charteliny A-C, chartelamidy A a B, methoxydechlorochartellin A, charteliny se vyznacuji
protirakovinnou aktivitou; Hincksinoflustra deuticulata, kterd produkuje hinckdentin A a

Securiflustra securifrons produkujici securiny A a B, securamidy A-G (Sharp et al., 2007).
Celed’: Bugulidae

Bugula neritina (ketnatenka stromeckovitd) je moisky kolonidlni zivo¢ich dosahujici
velikosti okolo 15 centimetrti. Nabyva barev od svétle fialové po tmavé ¢ervenou. Jeji kolonie
jsou velice vétvené tvofici trsy, viz obrazek 8. Bugula neritina patii z hlediska produkce
biologicky aktivnich latek mezi nejvyznaméjsi mechovky, jelikoz z jejich kolonii jsou od
roku 1968 izolovany latky zvané bryostatiny (Davidson et al., 2001). Bryostatiny jsou
komplexy polyketidii a pyranovych prstenct patiici mezi tzv. makrolaktony a jsou vyznamné
pro své ucinky. Slouzi jako aktivatory a modifikatory protein kinazy C, jsou vyznamné pro
sv¢ protirakoviné ptsobeni a celkové plisobi na centralni nervovou soustavu (Trindade-Silva
et al., 2010). Mechovka tyto latky neprodukuje sama, produkuje je jeji symbioticky zijici

bakterie Endobugula sertula, ktera se vyskytuje vjejim larvalnim 1 dospélém stadiu.
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V larvalnim staddiu se predpoklada, ze bryostatiny slouzi jako ochrana proti predatortim.
Dal$im zastupcem této Celedi je Bugula dentata, ktera je znama pro svlj modry
antimikrobidlni pigment, ktery je U¢inny proti grampozitivnim 1 gramnegativnim bakteriim.
Dalsi latkou vyskytujici se v Bugula dentata jsou tambjaminy, které maji antimikrobidlni
aktivitu a také zplisobuji smrt Zabronozky solné znamé jako potrava pro akvarijné¢ chované
ryby. Extrakt z Bugula pacifica, ktera také zije v symbiodze s Endobugula sertula, inhibuje
rust B. subtilis, E.coli a S.aureus (Sharp et al., 2007).

Obrazek 8:  Kolonie mechovky Bugula neritina

(http://portal.nature.cz/publik syst/nd nalez-public.php?idTaxon=67075)

Podtad: Acanthostega

Do tohoto fadu jsou fazeny mechovky, které produkuji biologicky aktivni latky, které
jsou antimikrobidln€ u¢inné proti B. subtilis, T. mentagrophytes, C. abbicans, Cladisporum
vesinae, E. coli a herpes simplex typ 1. Déle pusobi protirakovinné¢ a pomahaji pii 1€¢be
leukémie. Mezi zastupce patii Pterocella vesiculosa, produkujici pterocellin A a B, které¢ maji
antimikrobialni aktivitu proti B. subtilis a houb& T. mentagrophytes. DalSimi zastupci je
skupina mechovek, které produkuji B-carboliny. B-carboliny jsou blize popsané v nésledujici
kapitole 2.3.2.2. Mezi tuto skupinu patti Catenicella cribraria, Costaticella hastata, které
produkuje 1-ethyl-B-carbolin a pavettin, nakonec Cribricellina cribraria. B-carboliny a

pavettin maji antimikrobidlni G¢inky proti B. subtilis, T. Mentagrophytes, C. albicans,
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Cladisporum resinae. Pavettin je specificky svou antivirotickou aktivitou proti viru herpes

simplex typ I (Sharp et al., 2007).
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2. BIOLOGICKY AKTIVNI A ANTIMIKROBIALNI LATKY

2.1 BIOLOGICKY AKTIVNI LATKY

Biologicky aktivni latky jsou latky, které jsou soucasti zivych systémil a pfimo se
podileji na jeho stavbé, nebo zdsadné ovliviiuji ¢innost organismu (Waisser, 2006). Za tyto
latky mizeme povazovat vSechny slouceniny od vody po aminokyseliny. Diiraz je vSak
kladen na slovo aktivni, coZ znamend, ze latka specificky U¢inkuje v Zivém organismu
(Dtfimalova, 2005). Biologicky aktivni latky miiZzeme rozdé€lit podle zplsobu interakce
v Zivém systému, nékteré zasahuji do biologickych pochodil jiz ve velmi malém mnoZstvi.
NejCastéji se muzeme setkat s interakcemi mezi enzymy a receptory. Tyto reakce jsou
charakteristické pro nervovou soustavu. Dochdzi k inhibici nebo indukci mezi biologicky
aktivni latkou a enzymem nebo receptorem. Biologicky aktivni latky mohou byt rozdéleny

podle interakce, viz tabulka ¢. 1 (Waisser, 2006).

Tabulka €. 1: Rozdéleni biologicky aktivnich latek podle interakce na Zivy organismus

Popis interakce pusobeni Uginek
Interakce s nervovou | Interakce s enzymy Dochazi k inhibici nebo
soustavou Interakce s receptory indukci
Interakce s membranami | Chemicky charakter Biologicky aktivni latky

Fyzikalni charakter (napf. |jsou schopny interakce
propustnost membrany) snosi¢em  zabudovanym
v membrané, ktery pienos

pfes membranu usnadni.

Interakce s zivo¢iSnou | Biologicky aktivni latky | Dochazi ke zméng
strukturou jsou schopny denaturace | makromolekul -

bilkovin, alkylace bilkovin | zabudovani latky do DNA,

i nukleovych kyselin. zména bilkovin v procesu
Interakce s | Latky se mohou zabudovat | degradace
makromolekulami do struktury

makromolekul.

Dalsi rozdéleni biologicky aktivnich latek je podle tzv. selektivni toxicity. Selektivni
toxicita mize byt vyuzita s cilem poskodit urcity organismus bez zasahu ostatnich. Rozdéleni

biologicky aktivnich latek podle selektivni toxicity viz tabulka ¢.2 (Waisser, 2006).
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Tabulka €. 2: Rozd¢leni biologicky aktivnich latek podle selektivni toxicity

Selektivni toxicita popis ptiklad
Biochemicka Vyuzivaji  biochemickych | Rostliny syntetizuji fadu
pochodil organismi, kterymi | AMK, které jsou organismy
se organismy liSi. schopné pfijimat pouze
s potravou (aromaticke
kyseliny, rozvétvené AMK).
Transportni Vyuzivé rozdily v transportu | Tetracyklin se dostavd do
latek. bunck bakterii az ve 300 krat
nasobném mnoZzstvi nez do
lidskych bunék.
Cytologicka Vyuziva rozdili v bunécné | Herbicidy inhibujici
stavbe. fotosyntézu
v chloroplastech.
Inhibitory biosyntézy

v peptidogykanu v bunécné
stén¢ bakterii - cykloserin
inhibuje racemazu, kterd
pfeménuje L-alanin na D-
alanin. D-AMK nemaji pro

obratlovce velky vyznam.
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2.2.  ANTIMIKROBIALNI LATKY

Antimikrobialni latky jsou latky, které potlacuji rlist a mnoZeni mikroorganismd.
Antimikrobidlni latky jsou rozdéleny podle piisobeni, tedy podle toho, na které organismy
pfimo piisobi. NejzndméjSimi antibakteridlnimi latkami jsou antibiotika. Antibiotika jsou
jedny =z latek, ktera inhibi¢né plsobi na metabolismus bakterii. Jsou produkovéana
mikroorganismy nebo mohou byt vytvofena synteticky. Plsobi inhibi¢n€ proti bakteriim,
stejny ucinek vykazuji naptiklad organické kyseliny, rizné sekunddrni metabolity rostlin a

bakteriociny (Tanwar et al., 2014).

Dalsi latky s antimikrobidlnim G¢inkem jsou antimykotika, jejichZ specificky u¢inek
spociva v inhibici ristu hub. Antimykotika zabrafuji ristu a mnozeni pfedevSim kvasinkdm
(Moghaddan et al,, 2010). Antivirotika také patii k antimikrobidlnim latkam, které
znemoznuji rist mikroorganismiim, a to sice virim. Antivirotika jsou pouzivana na lécbu
infek¢énich onemocnéni zplsobenych viry, naptiklad vir HIV, hepatitida a pfedevsim chiipka.
Dulezité tfidy antivirotik zahrnuji 1 léky, které inhibuji funkci protedz. DalSim typem
antimikrobialnich latek jsou antiparazitika, ktera UCinné plisobi proti stfevnim parazitim.
Jedna se o makroorganismy, jako jsou naptiklad had’atka, tasemnice ¢i motolice. Spolecnym
znakem antimykotik, antivirotik a antiparazitik je skutecnost, Ze jejich plsobenim nici
pozadované mikroorganismy ¢i makroorganismy v ptipad¢ antiparazitik, bez vazné¢ho zasahu

a poskozeni hostitele.

VSechny doposud zminéné antimikrobialni latky vykazuji farmakologicky ucinek,
avSak existuji 1 antimikrobidlni latky, které se nepouZzivaji k lé€eni. Antimikrobidlni latky se
mohou vyuzivat 1 ke konzervaci potravin napiiklad kyselina mlécnd, kyselina citronova,
kyselina octova ¢i jejich soli. Antimikrobidlni G¢inek vykazuji i rostliny ve formé svych
esencialnich oleji (Kalemba et al., 2003). Je znamo, Ze esencidlni oleje mohou piisobit 1 proti

Escherichia coli nebo Staphylococcus aureus (Smith-Palmer et al., 1998).
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2.3.  BIOLOGICKY AKTIVNI LATKY PRODUKOVANE MECHOVCI

Mnoho skupin bezobratlych Zivocichii produkuje specifické biologicky aktivni latky,
které slouzi jako obrana proti predatoriim, parazitiim, infekcim anebo jako pfenaSece pro
komunikaci mezi jednotlivymi jedinci. Mnoho biologicky aktivnich latek maze byt vyuzito ve
farmacii hlavné pro své ptiznivé plsobici i€inky na lidsky organismus. Mezi nejvyznamné;jsi
biologicky aktivni latky produkované mechovci patii bryostatiny (Sinko et al, 2012).
Bryostatiny produkuje symbioticky Zijici bakterie Endobugula serula v Celedi Bugulidae,
jedna se o symbidzu mezi makro a mikro organismem. Dalsi latky izolované z mechovek jsou

alkaloidy, indolové¢ alkaloidy, steroly (steroidy), sacharidy, nitrofenoly a disulfidy (Konig et
al., 20006).

2.3.1. BRYOSTATINY

Bryostatiny patii mezi makrolidové laktony a jsou zndmy pro své protirakovinné
u¢inky a jako modulatory a aktivatory protein kindzy C. Vyznaluji se piitomnosti
makrocyklického laktonu, na ktery jsou navazané sacharidy. V soucasnosti je znamo 20 druhii
bryostatini viz pfiloha 1. Jejich hlavnim u¢inkem ve farmacii je protirakovinné plisobeni,
aktivace protein kinazy C a také podpora paméti. Bryostatin-1 je potencionalni 1€k na
leukémii, rakovinu, traumatické mozkové Ujymy, deprese, Alzheimerovu chorobu a ostatni
onemocnéni centralni nervové soustavy (Sinko et al., 2012). Pfi testovani 1écby bryostatiny
byly zjiStény 1 celkem zanedbatelné vedlej$i Uc€inky vzhledem k jejich terapeutickym
uc¢inktim. Mezi tyto vedlejsi ucinky patii ptedevsim bolesti svalii a kloubu (Kraft et al., 1996).
Bryostatin-1 je potencionalnim lékem proti viru HIV. DalSim vyznamnym ucinkem je, Ze
Bryostatin-1 spolupracuje s jiz pouzivanymi lé¢ivy proti viru HIV, jako je naptiklad kyselina

valorova (Perez et al., 2010).

2.3.2. ALKALOIDY

2.3.2.1. Pterocelliny

Alkaloidy z mechovky Pterocella vesiculosa, pterocellin A a pterocellin B, vykazuji
silnou protirakovinnou aktivitu a antimikrobialni aktivitu. Byl zaznamenan 1 jejich G¢inek
proti leukémii u mys$i (Yao et al., 2003). Alkaloidy jsou pfirodni dusikaté organické latky

bazického charakteru. Pterocellin A a B jsou zndzornény na obrazku 9.
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Obrazek 9:  Pterocelin A; Pterocelin B (http://sci.waikato.ac.nz/about-us/people/michele)

2.3.2.2. B-karboliny

Mezi dalsi biologicky aktivni alkaloidy patii B-karboliny, které existuji ve Ctyfech
riznych formach, a to jako kationy, aniony, neutrdlni iony a jako molekuly které maji
separované kladné a negativné nabité skupiny. Mezi nejvyznamnéjsi slouceniny patii
norharman, harman, harmin, harmalin a harmalan. VSechny tyto latky vykazuji ptiznivé
G¢inky na lidsky organismus a to konkrétné na centralni nervovou soustavu. Uginky p-
karbolini maji Siroké spektrum farmakologickych vlastnosti, jako jsou napiiklad sedativa,
anebo uvolnovani svala proti kie¢im. Vynikaji také protirakovinnou aktivitou, antimikrobialni
a antiparazitickou aktivitou. V prokaryotickych i1 eukaryotickych bunikich maji schopnost
piizniveé piisobit na replikaci DNA (Cao et al., 2007). Struktura B-karbolinli je zndzornéna na

obrazku 10.

Obrazek 10: B-karbolin (http://www.quickiwiki.com/pl/%CE%92-Karbolina)
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2.3.2.3. Amathamidy

Mezi alkaloidy fadime i1 latky oznafené jako amathamidy. Amathamidy patii do
skupiny bromidovych alkaloidi a vynikaji svou antimikrobialni aktivitou. Amathamidy jsou
izolovany z Amathia wilsoni, z moiské mechovky, kterd dortsta pfiblizné 5 az 30 centimetra
(Sherwood et al., 1998). Amathamidy piisobi antimikrobidlné proti grampozitivnim bakteriim
Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus, proti gramnegativnim bakteriim Escherichia coli a

Pseudomona aeruginosa a také proti kvasince Candida albicans (Ramiréz et al., 2005).

2.3.2.4. Flustraminy

Dalsi skupinou biologicky aktivnich latek jsou flustraminy izolované z Flustra
foliacea. Jednd se o bromidové alkaloidy s isoprenylovou skupinou, ktera nahrazuje dvé
methylové skupiny (Breitmaier, 2008). Flustramin E vykazuje antimikrobialni aktivitu proti
Bacillus subtillis, Rhizotonia solani a Botrytis cinera (Holst et al.,, 1994). Flustramin E
vykazuje antimikrobialni aktivitu i proti Fusarium oxysporum a Saccharomyces cerevisiae
(Sharp et al, 2007). Mezi dalsi flustraminy patfi flustramin A, flustramin D,
dihydroxyflustramin B a také deformylflustrabromin, ktery vykazuje antimikrobialni u¢inky
proti Staphyloccocus aureus (Lysec N., 2002). Flustramin D ma antimikrobidlni u¢inky proti
E. coli, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens a Pseudomonas aeruginosa (Sharp et al.,

2007).

2.3.2.5. Securiny

Securamin A je tricyklicky pyroindolovy alkaloid, ktery také vykazuje urcité
biologicky aktivni u€inky. Slouzi jako prekurzor pro rozmanité ptirodni produkty (Korakas et
al., 2004). Securiny se vyznacuji svou protirakovinnou aktivitou, pfi niz zpuisobuji smrt

nadorovych bunék tzv. apoptdézu (Huang et al., 2014).

2.3.3. STEROLY
Steroly jsou piirodni latky odvozené od cholestanu. Patii do skupiny steroida a jedna

se o sekundarni alkoholy. Cholestan je znazornén na obrazku 11.
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Obrazek 11: cholestan (http://portal.nature.cz/publik syst/nd nalez-
public.php?idTaxon=67075)
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2.3.4. NITROFENOLY

Nitrofenoly jsou latky, které maji hydroxyl a nitroskupinu na benzenovém kruhu.
Mezi nitrofenoly patii phidolophin, desmethyl phidolophin a 3-nitro-4-hydroxybenzylalkohol
izolované z moiské mechovky Phidolopora pacifica a dale naptiklad z Heteropora alaskensis
(Tischler et al., 1986). Phidolophin neboli 7-(4-hydroxy-3-nitrobenzyl)-1,3-dimethylxanthine,
desmethyl phidolophin a 3-nitro-4-hydroxybenzylalkohol jsou zndmy pro své antimikrobialni
ucinky a pro své ucCinky proti fasam (Hirota et al., 1985). Na obrazku 12 je znézornéna

zakladni stavba nitrofenolu.

Obrazek 12: Nitrofenol (http://www.merckmillipore.com/CZ/cs/product/, MDA CHEM-
820895)
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3. HYPOTEZA

Pectinatella magnifica je invazivni druh pavodem z Ameriky Zijici v Ceské republice.
Jeji uloha v ekosystému nebyla doposud popséna. Byla popsana celda fada antimikrobidlné
pusobicich latek u pfibuznych druhtt motskych mechovci. Antimikrobialni latky byly
izolovany zejména ze symbioticky Zzijicich bakterii mechovcl, proto piedpokladame, ze
Pectinatella magnifica nebo jeji symbiotické bakterie jsou schopny produkovat

antimikrobialn€ plisobici latky.
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4. CiL PRACE

Cilem bakalaiské prace bylo izolovat a ur¢it morfologické charakteristiky bakterii
mechovky Pectinatella magnifica. Déle bylo cilem testovani antimikrobidlni aktivity
symbiotickych bakterii a extraktl z mechovky Pectinatella magnifica proti potencialné

patogennim mikroorganismim.
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5. MATERIAL A METODY

Byly odebrany vzorky mechovky Pectinatella magnifica ze &tyt lokalit v Jiznich Cechach
a to sice zrybnikii Hejtman, Cep, Veseli a Kanclif. Mechovky byly odebirany ve dvou
etapach. Prvni etapa prob&hla na zacatku Cervence a druhé ke konci srpna. Povrchova vrstva
se zooidy byla odebirdna odd€len¢ od vnitini gelové hmoty. Ve vzorcich bylo zjistovéano
mnozstvi bakterii pomoci kultivace a byly izolovany cCisté bakteridlni kultury. Nasledné
probéhla jejich mikroskopickd kontrola ke stanoveni morfologie. Dale byla zjiStovana
citlivost potenciondlné patogennich bakterii k vodnimu vyluhu a k izoldtim z Pectinatella

magnifica.

5.1 MIKROBIOLOGICKY ROZBOR
Pro mikrobiologicky rozbor byly pfipraveny fedici fady a bakterie byly stanoveny
kultivacné. Pro mikrobiologicky rozbor byl pouZit agar s kvasniénym extraktem viz kapitola

5.1.2.
5.1.1. PRIPRAVA REDICI RADY

Vzorky bochnatky Pectinatella magnifica byly homogenizovany v mixéru a
probublany CO,, poté byly uzavieny do vzorkovnic. Vypocitané mnozstvi homogenizované
bochnatky bylo aplikovano do druhého fedéni a dale fedéno desitkovym fedénim. Médium
pro tedici fady bylo slozeno z tryptonu v mnozstvi 5 g/I, Zivného bujénu 2 v mnozstvi 5 g/l,
kvasni¢ného extraktu v mnozstvi 2,5 g/l, tweenu v mnozstvi 0,5 ml/l a cysteinu v mnozstvi
0,25 g/l. VSechny slozky byly navazeny do Erlemayerovy baiiky a rozpustény v ptisluSném
mnozstvi destilované vody. Nasledovalo upraveni pH pomoci NaOH na pH=7. Médium bylo
ptevedeno do penicilinek po 9 ml, poté bylo fedici médium probublano CO, a uzaviené

penicilinky byly vysterilovany v autoklavu.

5.1.2. AGARY A PODMINKY KULTIVACE

Pro mikrobiologicky rozbor byl pouZit agar s kvasnicnym extraktem, ktery se pouZziva
ke stanoveni celkového poctu kultivovatelnych mikroorganismii ve vod¢. Agar s kvasnicnym
extraktem v mnozstvi 23 g/l byl smichan s tryptonem ktery byl pouzivan v mnozstvi 5 g/l a
gluk6zou vmnozstvi 1 g/l. Navazené slozky byly rozpustény v Erlemayorové barice
s ptisluSnym mnozstvim destilované vody a vysterilovany v autoklavu. Pfed pouzitim byla

média temperovana na 48 °C. Do kultiva¢niho média pro anaerobni bakterie bylo ptfidano
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antibiotikum neomycin 70 mg/l, které ptisobi proti aerobnim a fakultativné anaerobnim
bakteriim. Pfidavkem antibiotika bylo docileno selektivniho kultivaéniho média. Na Petriho
misky byly pfevedeny nafedéné vzorky. Byl pfeveden 0,5 ml vzorku a pfelit kultivaénim
médiem. Pro aerobni bakterie probihala kultivace za ptistupu vzduchu. Anaerobni bakterie a
fakultativné anaerobni bakterie byly kultivovany v anaerostatu. VSechny vzorky byly
kultivovany 72 hodin pti 24 °C. Po kultivaci byly spoc¢itany pocty kolonii bakterii narostlych
na agaru. Poté byly kolonie izolovany do kultivacniho bujonu, kultivovany, mikroskopicky

zkontrolovany pomoci fazove kontrastni mikroskopie a byla popsana jejich morfologie.

5.2. TESTOVAN{ ANTIMIKROBIALNIHO PUSOBEN{ PECTINATELLA MAGNIFICA
Pro testovani antimikrobidlniho piisobeni Pectinatella magnifica byly pouzity kmeny
bakterii E. coli, salmonel a klostridii. Proti uvedenym bakteriim se testoval vodni vyluh a

bakterie izolované z kolonii Pectinatella magnifica.

5.2.1. TESTOVANE KMENY POTENCIALN{CH PATOGENU

Byla testovana antimikrobidlni aktivita vodnich vyluhi z bochnatky a bakterii
izolovanych z kolonii Pectinatella magnifica proti 3 kmeniim E. coli, 3 kmeniim salmonel a 6
kmentim klostridii. Pfed samotnym testovanim byly bakterie kultivovany v masopeptonovém

bujonu.

5.2.2. TESTOVAN{ ANTIMIKROBIALNI AKTIVITY VYLUHU Z MECHOVKY

Pro testovani antimikrobidlni aktivity vyluhi z mechovky Pectinatella magnifica byla
pouzita agarova difuzni metoda. Pomoci této metody lze stanovit neznamou koncentraci
urcité antimikrobidlni latky. Antimikrobidlni latka difunduje do agaru a inhibuje rust
testovanych mikroorganismi, coz se projevi inhibi¢ni zoénou okolo jamek. Pokud je kmen na
latku rezistentni, inhibi€ni z6éna se nevytvoifi. Do Petrtho misek byl aplikovan 1 ml
potencialné patogennich bakterii uvedenych v kapitole 5.2.1. Bakterie byly zality 20 ml agaru
pomoci sklopné pipety. Pro testovani byla pouzita nasledujici média. Prvnim médiem pro
kultivaci E. coli a salmonel byl masopeptonovy agar. Dal§im médiem pouzitym pro kultivaci
klostridii byl Wilkins-Chalgren agar se sdéjovym peptonem. VSechny navazené slozky médii
byly rozpustény a sterilovany v autoklavu po 15 min na 121 °C. KrouzZivymi pohyby byl agar
promichdn s mikroorganismem. Po utuhnuti agaru byly vytvofeny jamky, do kterych byl
napipetovan vodni vyluh z homogenizované bochnatky v mnozstvi 60 pl. Petriho misky byly
24 hodin v lednici, aby doslo k diftizi vyluhu z bochnatky do agaru. Poté byly Petriho misky

umistény do termostatu nastaven¢ho na 37 °C na dalSich 24-48 hodin, kdy doSlo k narGstu
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bakterii. Kultivace vzorkl probihala anaerobné v anaerostatu, v piipadé€ klostridii a aerobné
v ptipad¢ salmonel a E. coli. Po kultivaci byly Petriho misky kontrolovany na ptitomnost
inhibi¢nich zon. Pokud byly pozorovany inhibini zOony, znamenalo to, Ze testované vzorky

mély antimikrobialni G€inky proti potencialné patogennim bakteriim.

5.2.3. TESTOVANI  ANTIMIKROBIALNI  AKTIVITY BAKTERII IZOLOVANYCH
Z MECHOVEK

Pti mikrobiologickém rozboru byly ziskany cisté kultury symbiotickych bakterii,
jejichz morfologicky seznam je uveden v pfiloze této prace. Bylo vybrano 6 kmeni
s rozdilnou morfologii pro testovani antimikrobialnich vlastnosti. Pfi antimikrobidlnim
testovani bylo postupovano jako v kapitole 5.2.2., ale do jamek byly misto vyluht
z mechovek pipetovany supernatanty ze symbiotickych bakterii. Supernatanty byly ziskany
odstfedénim pIné narostlych Cistych bakteridlnich kultur, které¢ byly pied testovanim
kultivovany v bujonu sloZzeném z tryptonu v mnozstvi 5 g/l, glukdézy v mnozstvi 1 g/,
kvasni¢ného extraktu 3 g/l a s6jového peptonu v mnozstvi 5 g/l. Po aplikaci supernatanti do
jamek byly Petriho misky uloZzeny do lednice na 24 hod a nasledné kultivovany v termostatu
po dobu 24-48 hodin pti 37 °C. Kultivace vzorkl probihala anaerobné v pripadé klostridii a
aerobné v pripadé salmonel a E. coli. Po kultivaci byly Petriho misky kontrolovany na

pfitomnost inhibi¢nich zon.
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6. VYSLEDKY

6.1.  STANOVENI BAKTERI{ V KOLONIICH PECTINATELLA MAGNIFICA

Vysledky kultivacniho stanoveni jsou uvedeny v tabulce €. 3. Z tabulky vyplyva, Ze
v povrchovych vrstvach kolonii mechovky Pectinatella magnifica se vyskytovalo vice
bakterii nez v gelové hmoté kolonii. Z tabulky téz vyplyva, Ze pocty bakterii v koloniich
Pectinatella magnifica byly pti druhém odbéru vyssi. Pfi prvnim odbéru na zacatku Cervence
byly nejvice zaznamenany aerobni bakterie v povrchové vrstvé kolonii v rozmezi 5,29-7,35
log KTJ/g a fakultativné anaerobni bakterie v povrchové vrstvé kolonii v rozmezi 6,58-7,31
log KTJ/g. Nejvétsi hodnota u aerobnich bakterii a fakultativné anaerobnich bakterii byla ve
vzorcich z rybniku Hejtman. Anaerobni bakterie se pii prvnim odbéru pohybovaly v poctech
3,70-7,09 log KTJ/g, kdy nejvyssi zjisténd hodnota pochdzela z rybniku Kanclit. V gelové
hmoté byly také zaznamenany bakterie avSak v menSim mnozstvi neZ v povrchové vrstvé.
Aerobni bakterie se vyskytovaly vrozmezi 4,56-4,88 log KTJ/g, fakultativn¢ anaerobni
v rozmezi 3,42-6,01 log KTJ/g a anaerobni v rozmezi 3,26-5,85 log KTJ/g. Pii prvnim odbéru
nebyla kolonie bochnatky v rybniku Cep narostld, proto nemohlo byt stanoveno mnoZstvi

bakterii.

Pti druhém odbéru na konci srpna ptevladaly fakultativné anaerobni a aerobni bakterie
v povrchovych vrstvach a gelovych hmotach kolonii z rybniku Cep. Aerobni bakterie se
vyskytovaly v rozmezi 6,67-8,33 log KTJ/g a fakultativné anaerobni v rozmezi 6,37-8,51 log
KTJ/g. Anaerobni bakterie byly nejvice zastoupeny v povrchovych vrstvach v koloniich
z rybniku Veseli a to vrozmezi 3,84-5,36 log KTJ/g. V gelovych vrstvach kolonii byly pii
druhém odbéru vzorkii nejvice zaznamendny fakultativné anaerobni bakterie v poctech 3,73-
7,93 log KTJ/g. Aerobni bakterie byly ze vzorki nekultivovany v mnozstvi 5,63-6,65 log
KTJ/g a anaerobni bakterie vrozmezi 3,43-3,87 log KTJ/g zrybniku Veseli
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Tabulka €. 3: Pocty bakterii (log KTJ/g) stanovené v koloniich Pectinatella magnifica

1. odbeér 2. odbér
Typ Fakult. Fakult.
Lokalita Aerobni Anaerobni | Aerobni Anaerobni
vzorku Anaerobni Anaerobni
Gelova
Cep
hmota 6,65 6,50 3,82
Nebyly nalezeny kolonie mechovky
Povrchova
vrstva 8,33 8,51 4,82
Gelova
Hejtman
hmota 4,79 3,42 3,29 5,78 7,93 3,76
Povrchova
vrstva 7,35 7,31 3,7 8,31 7,90 3,84
Gelova
Kanclit
hmota 4,88 6,01 5,85 5,63 5,66 3,43
Povrchova
5,29
vrstva 7,19 7,09 8,06 7,70 4,47
Gelova
Veseli
hmota 4,56 5,38 3,26 5,63 3,73 3,87
Povrchova
vrstva 6,49 6,58 4,15 6,67 6,37 5,36
Primér - +1 Gelova
smérodatna
odchylka hmota 4,74 +0,13 [4,94+1,10 14,13 +1,21 [5,92+0,42 |5,96+1,52 (3,72 +0,17
Povrchova
vrstva 6,38 £0,84 |7,03+£0,32 (4,98 +1,50 |7,84 £0,69 |7,62+0,78 |4,62 £ 0,55

Ze vzorkil bochnatky Pectinatella magnifica byly izolovany ¢isté kultury bakterii, u

kterych byla nésledné popséana jejich morfologie. Bakterie byly rozdéleny podle podminek

kultivace na aerobni, anaerobni a fakultativné anaerobni. Mezi aerobnimi bakteriemi

prevladaly pravidelné tyCinky, jednotlivé nebo v paru, vyjimkou nebyla produkce plynu a

pohyb. Anaerobni bakterie byly kratké pravideln¢ ty€inky tvofici fetizky a fakultativné

anaerobni bakterie byly pfevdzné pravidelné ty€inky, koky nebo vlasovité tyCinky vytvarejici

fetizky viz ptiloha 2.
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6.2.  VYSLEDKY ANTIMIKROBIALN{HO TESTOVANT{

V ptipadé¢ testovani antimikrobialni aktivity vyluhli z mechovky Pectinatella
magnifica nebyla zaznamenana 7z4adna antimikrobidlni aktivita. V pfipad¢ testovani
antimikrobialni aktivity bakterii izolovanych z mechovky Pectinatella magnifica byla
zaznamenana antimikrobialni aktivita proti 2 kmenlim klostridii. Byly naméfeny inhibi¢ni
zony o velikosti 8-16 mm. Zbylé kmeny bakterii neprojevily antimikrobialni aktivitu. Kmeny,
u nichz byla zaznamendna aktivita proti klostridiim, byly néasledné identifikovany pomoci

sekvenace genu pro 16S rRNA jako Aeromonas veronii a Pseudomonas moraviensis.
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7. DISKUZE

Do kmene Bryozoa (mechovci) jsou fazeny moisti 1 sladkovodni ZivoCichové, pro
které je Castym jevem piitomnost symbiotickych bakterii, které produkuji antibakterialni, a
jinak biologicky aktivni. Antimikrobidlni latky vykazujici aktivity proti potenciadlné
patogennim a patogennim bakteriim. Pro moiské mechovce je charakteristicky vyskyt
symbiotickych bakterii, které produkuji bioaktivni latky ptlisobici v larvalnim i1 dospélém
stadiu proti predatorim. Pro ¢lov€ka maji n€které tyto latky vyznamné Gcinky, které nachazeji
vyuziti ve farmakologii jako potencialni léky civiliza¢nich chorob. Naptiklad symbioticka
bakterie Endobugula sertula, mechovky Bugula neritina produkuje latky zvané bryostatiny, u
kterych byl objeven protirakovinny uc¢inek (Davidson et al., 1999). Piikladem motské
mechovky produkujici antibakteridlni latky proti potencidlnim patogentim je Flustra foliacea,
kterda se hojné¢ vyskytuje v Severnim mofi, jeji kolonie produkuji pfedev§im bromové
alkaloidy. Antibakterialni u¢inek bromovych alkaloidii je predevSim proti grampozitivni
bakterii Bacillus subtilis a proti gramnegativnim bakteriim Enterobacter cloacae, Escherichia
coli a Pseudomonas aeruginosa (Peters et al., 2003). Jelikoz u moiskych mechovek se
vyskytuji symbiotické bakterie s antibakterialnimi Gc¢inky, pfedpokladdme, ze se symbiotické
bakterie produkujici specifické latky s antibakterialnim U¢inkem budou vyskytovat 1 u

sladkovodnich mechovek.

Byly proto testovany kolonie mechovky Pectinatella magnifica, kdy byl proveden
mikrobiologicky rozbor, izolace Cistych kultur, kultivace Cistych kultur a testovani jejich
antimikrobidlni aktivity. Vzorky byly odebrany ze &tyf rybniki v Jiznich Cechich. Byla
odebrana povrchova vrstva oddélena od wvnitini gelové hmoty. Nejdiive byl proveden
mikrobiologicky rozbor vzorkti mechovky. Mikrobiologicky rozbor byl rozdélen na dvé ¢asti
a to sice na stanoveni celkového poctu kolonii bakterii a na izolovani €istych bakterialnich

kultur, u kterych byla provedena mikroskopicka kontrola a poté popsana jejich morfologie.

Pocet bakterii stanovenych v koloniich Pectinatella magnifica jsou uvedené v tabulce
¢. 3. Z tabulky vyplyva, ze v povrchovych vrstvach se vyskytuje vice bakterii nez ve vnitini
gelové hmot€. Mnozstvi bakterii je nadale ovliviiovano datem odbéru vzorkt, kde u druhého
odbéru byl zaznamenan vys$i obsah bakterii. V prvnim odbéru pievladaly aerobni a
fakultativné anaerobni bakterie zrybniku Hejtman. Primérnd hodnota se smérodatnou
odchylkou v gelové vrstvé pro aerobni bakterie pii prvnim odbéru byla 4,74+0,13 log KJT/g,
4,94+1,10 log KJT/g pro fakultativné anaerobni bakterie a 4,13+1,21 log KJT/g pro

anaerobni bakterie. V povrchovych vrstvach kolonii byly hodnoty vyrazné vyssi, u aerobnich
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bakterii to bylo 6,38+0,84 log KJT/g, fakultativnich bakterie se vyskytovaly v poctech
7,03+0,32 log KJT/g a anaerobnich bakterii dosahovaly mnozstvi 4,98+1,50 log KJT/g. Pti
druhém odbéru prevladaly fakultativné anaerobni a aerobni bakterie z rybniku Cep, ve kterém
pfi prvnim odbéru nebyl zaznamendn narlst kolonie mechovky Pectinatella magnifica.
Priimérna hodnota se smérodatnou odchylkou v gelovych vrstvach pii1 druhém odbéru byla
pro aerobni bakterie 5,924+0,42 log KJT/g, pro fakultativni bakterie 5,96+1,52 log KJT/g a
pro anaerobni bakterie 3,724+0,17 log KJT/g. V povrchovych vrstvach nabyvaly vysSich
hodnot stejné jako pti prvnim odbéru. Primérné hodnoty se smérodatnou odchylkou pro
aerobni bakterie byly 7,84+0,69 log KJT/g, fakultativné anaerobni bakterie se vyskytovaly
v mnozstvi 7,62+0,78 log KJT/g a anaerobni bakterie v mnoZstvi 4,62+0,55 log KJT/g.
Z primérnych hodnot vyplyva, Ze pfi druhém odbéru byly hodnoty bakterii o pozndni vyssi.
MiiZe to byt zplisobeno stafim kolonii, kdy se d& predpokladat, ze mnozstvi bakterii je ptimo
umérné ke stafim kolonii. Jednim z vysvétleni vysSich hodnot bakterii v povrchovych
vrstvach je pfitomnost zooidi na povrchu kolonii, ktefi filtruji vodu svym travicim traktem, a
tim pfijimaji potravu. Pfi filtraci vody dochazi i k filtraci bakterii, které se béZné vyskytuji ve
sladkych vodach. V travicim traktu jsou bakterie Castecné straveny (Pechenik, 1996), ale
urcitd cast bakterie v télech zooidi pravdépodobné zistava a hromadi se v travicim traktu.
Tato teorie je podpofena vys$Sim obsahem bakterii ve starSich koloniich. Dale je také
pravdépodobné, ze se v travicim traktu vyskytuji bakterie, které pomahaji zooidlim s traévenim
filtrované potravy. Je zndmo, Ze moisti mechovci obsahuji symbioticky Zijici bakterie (Sharp
et al., 2007, Davidson et al., 2001), proto nelze vyloucit, Ze i1 sladkovodni mechovka
Pectinatella magnifica ma své symbioticky Zijici bakterie. Dal§i moznosti je skuteCnost, ze
symbiotické bakterie mechovek napomahaji jejich ochrané pied predatory v larvalnim stadiu
(Sharp et al., 2007). Vzhledem k tomu, Ze existuje pouze jedna studie, kterd je zaméfena na
sledovani bakterii u Pectinatella magnifica (Vlkova et al., 2015), dosazené¢ vysledky lze
porovnat pouze s touto praci. Autofi zabyvajici se sledovanim bakterii u motskych mechovcu
(Sharp et al., 2007, Davidson et al., 2001, Trindade-Silva et al., 2010), stanovovali pouze
druhové zastoupeni nikoliv jejich cetnost. Vlkova et al. (2015) pfi testovani v roce 2012
v této bakaladiské praci, 1 v praci Vlkova et al. (2015) byl zaznamendn vyssi pocet aerobni a
fakultativné anaerobni bakterie. Bakterie, které byly nakultivovany pfi prvnim stanoveni by
mohly byt pozlstatkem z larvalniho staddia, kdy symbiotické bakterie tvofily ochranu

mechovky (Woollacott, 1981). Znamenalo by to vSak, Zze se symbiotické bakterie vyskytovaly
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Jiz ve statoblastech, tim by mohly byt vysvétleny i vyS$s$i hodnoty pii poslednich odbérech

v srpnu, kdy se mechovka pomalu ptipravuje na svou klidovou fazi ve forme statoblasti.

V dal8i ¢asti prace byla testovana antimikrobidlni citlivost potencidlné patogennich
bakterii k vodnimu vyluhu a k izolatim z Pectinatella magnifica. Vodni vyluh a izolované
bakterie z Pectinatella magnifica byly testovany proti 3 kmenim E. coli, 3 kmeniim salmonel
a 6 kmenlim klostridii. Pro antimikrobialni testovani byla pouZita agarova difizni metoda. Pfi
testovani vodnich vyluhti z mechovky Pectinatella magnifica proti potencialné patogennim
bakteriim, nebyla zaznamendna antimikrobialni aktivita. Mazeme tedy tvrdit, ze vodni vyluhy
ze vzorkll mechovek nemaji zddnou antimikrobialni aktivitu. Antimikrobidlni efekt kolonii
mechovek nemtzeme zcela vyloucit, ale jestlize jsou aktivni latky pfitomny, jsou tak v malém
mnozstvi, které neovlivituje rist testovanych bakterii. Pi1 testovani antimikrobialni citlivosti
supernatantti  z izolatl z mechovky proti potencionalné¢ patogennim bakteriim, byla
zaznamenana antimikrobidlni aktivita proti dvéma kmenim klostridii. 1zolaty z mechovky,
které projevily antimikrobidlni aktivitu, byly nasledn¢ identifikovany sekvenaci 16S RNA
jako Aeromonas veronii a Pseudomonas moraviensis. U obou kmenl vznikly pfi kultivaci
inhibi¢ni zony vrozmezi 8-16 mm. Aeromonas veronii je gramnegativni, tyCinkovita,
fakultativné anaerobni bakterie. Aeromonas veronii se bézné vyskytuje ve sladkovodnich
vodach u raznych obratlovcl a bezobratlych. Aeromonas veronii je ptitomna ve vysokych
poctech v travicim traktu pijavic, kde ma diilezitou tlohu pii trdveni bilkovin z nasaté krve,
jelikoz produkuje proteolytické enzymy, které traveni usnadiiuji. Pfi traveni krve navic
produkuje antimikrobidln¢ pasobici metabolity, které pomahaji udrZzovat stalé stfevni
mikrobioty pijavic. ACkoli Aeromonas veronii ma vyznamnou tlohu v travicim traktu pijavic,
pro Clovéka byva Casto pficinou infekci ran (Silver et al., 2007). Druhou identifikovanou
bakterii, kterd projevila antimikrobidlni aktivitu, byla Pseudomonas moraviensis pivodné
izolovana z pidy, ale vyskytuje se i1 v ostatnich pfirodnich stanovistich a hlavné ve vodé
(Tvrzova et al., 2006). Vzhledem k tomu, Ze uvedené dva druhy s antimikrobidlni aktivitou
neprodukuji jako primarni metabolity organické kyseliny, které jsou cCastou pfic¢inou
omezovani ristu ostatnich bakterii, lze pfedpokladat, ze antimikrobidlné¢ by mohly pisobit
jejich sekundarni metabolity, naptiklad antibiotika. Tato hypotéza vSak musi byt ovéfena
v dalSich studiich. Produkce antibiotik byla popsana jiz v roce 1945 (Hays et al., 1945) i u
jinych druhit rodu Pseudomonas (Clarkson et al., 1997). Pseudomonas fluorescence

produkuje antibiotikum mupirocin (Gao et al., 2014), Pseudomonas cepacia produkuje
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antibiotika proti rostlinnym patogentim (Yoshihisa et al., 1989), Pseudomonas aurefaciens

produkuje antibiotikum fenazin (Pierson et al., 1995, Carruthers et al., 1994).
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8. ZAVER

Vysledky prace lze shrnout v nasledujicich bodech:

Povrchové vrstvy kolonii mechovky Pectinatella magnifica obsahuji vyssi pocty

bakterii nez vnitini gelové hmoty.

V koloniich mechovek se vyskytovaly aerobni a fakultativné anaerobni bakterie, ve

vysSich poctech nez anaerobni bakterie.
Pti antimikrobidlnim testovani vodnich vyluhli z mechovky Pectinatella magnifica

nebyla zaznamenana antimikrobidlni aktivita.

Antimikrobidlni aktivitu proti sttevnim klostridiim vykazovaly dva izolaty
z Pectinatella magnifica. Tyto bakterie byly identifikovany jako Aeromonas veronii a

Pseudomonas moraviensis.
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9. PRILOHY

Ptiloha 1 - Vzorce Bryostatint

Nazev

Vzorec

Bryostatin 1;
http://www.chemspider.com/I
mageView.aspx?1d=27022418

Bryostatin 2;
http://www.chemspider.com/I
mageView.aspx?1d=27022425

Bryostatin 3;
http://www.chemspider.com/I
mageView.aspx?1d=8571368

Bryostatin 4;
http://www.chemspider.com/I
mageView.aspx?1d=10290330
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http://www.chemspider.com/ImageView.aspx?id=27022418
http://www.chemspider.com/ImageView.aspx?id=8571368
http://www.chemspider.com/ImageView.aspx?id=10290330

Bryostatin 5;
http://www.chemspider.com/I
mageView.aspx?1d=23327165

Bryostatin 6;
http://www.chemspider.com/I
mageView.aspx?1d=10278484

Bryostatin 7;
http://www.organic-
chemistry.org/Highlights/2012/
02July.shtm

H,COLT

Bryostatin 8;
http://www.chemspider.com/I
mageView.aspx?id=10311641
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http://www.chemspider.com/ImageView.aspx?id=23327165
http://www.chemspider.com/ImageView.aspx?id=10278484
http://www.organic-chemistry.org/Highlights/2012/02July.shtm
http://www.chemspider.com/ImageView.aspx?id=10311641

Bryostatin 9;
http://www.chemspider.com/I
mageView.aspx?1d=23327112

Bryostatin 10;
http://www.chemspider.com/I
mageView.aspx?1d=10237010

0.
H,c”

Bryostatin 11;
http://www.chemspider.com/I
mageView.aspx?1d=8163311

Bryostatin 12;
http://www.chemspider.com/I
mageView.aspx?id=10196542

0.
H,c”

Bryostatin 13;
http://www.chemspider.com/I
mageView.aspx?1d=4975964
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http://www.chemspider.com/ImageView.aspx?id=23327112
http://www.chemspider.com/ImageView.aspx?id=10237010
http://www.chemspider.com/ImageView.aspx?id=8163311
http://www.chemspider.com/ImageView.aspx?id=10196542
http://www.chemspider.com/ImageView.aspx?id=4975964

Nazev

Vzorec

Bryostatin 14;
http://www.chemspider.com/I
mageView.aspx?id=10315179

Bryostatin 15;
http://www.chemspider.com/I
mageView.aspx?1id=10315181

H,C

Bryostatin 16;
http://www.chemspider.com/I
mageView.aspx?1d=10237008

H c/0

Bryostatin 17;
http://www.chemspider.com/I
mageView.aspx?1d=10237009
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http://www.chemspider.com/ImageView.aspx?id=10315179
http://www.chemspider.com/ImageView.aspx?id=10315181
http://www.chemspider.com/ImageView.aspx?id=10237008
http://www.chemspider.com/ImageView.aspx?id=10237009

Bryostatin 18;
http://www.chemspider.com/I
mageView.aspx?1d=10237010

Bryostatin 19;
http://www.chemspider.com/I
mageView.aspx?1d=10481396

Bryostatin 20;
http://www.chemspider.com/I
mageView.aspx?1d=10480254
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http://www.chemspider.com/ImageView.aspx?id=10237010
http://www.chemspider.com/ImageView.aspx?id=10481396
http://www.chemspider.com/ImageView.aspx?id=10480254

Ptiloha 2 - Morfologie bakterii

Aerobni bakterie

Cislo | morfologie

izolatu

11 Velmi kratké, tlusté pravidelné tycinky, ve dvojicich, koko-ty¢inka

12 Koko-ty¢inky, podlouhlé, uzkeé, pravidelné, v paru nebo fetizcich

21 Dlouhé, pravidelné ty¢inky, v paru, pohyblivé, produkce plynu

22 Dlouhé, pravidelné ty¢inky, v paru nebo fetizku, produkce plynu

31 Kratké pravidelné ty€inky, jednotlivé nebo v paru s vyraznym pohybem

32 Kratké pravidelné tyC€inky, jednotlivé nebo v paru

3 10 | Kratké tyCinky, jednotlivé nebo v paru, intenzivni pohyb

41 Delsi pravidelné ty€inky, v paru nebo fetizku, produkce plynu

47 Dlouhé¢ pravidelné tyCinky, fetizky, produkce plynu

51 Kratké pravidelné tyCinky, jednotlivé nebo v paru, vyrazny pohyb

54 Kratké pravidelné ty€inky, jednotlivé nebo v paru, pohyblivé, produkce plynu

71 Kratké pravidelné tyCinky, jednotlivé nebo v paru, vyrazny pohyb, produkce
plynu

73 Koky, jednotlivé nebo v paru

79 Koko-ty€inky, mal¢, pohyblivé, jednotlivé nebo v paru

8 1 Kratké pravidelné ty€inky, jednotlivé nebo v paru, pohyblivé

83 Koky, jednotlivé nebo v paru

8 4 Kratkeé, uzké ty€inky s intenzivnim pohybem

8 6 Rovné nebo rohlickovité zahnuté tyCinky, jednotlivé nebo v paru

47




Fakultativné anaerobni bakterie

Cislo morfologie

izolatu

11 Malé¢ pravidelné tyCinky, vyrazny pohyb, fetizky, jednotlivé nebo v paru

13 Diplokoky, v paru, jednotlivé

1 4 Delsi uzké, pravidelné ty€inky, jednotlivé nebo v paru, tvotici fetizky, pohyblivé
21 Malé pravidelné ty¢inky, pohyblivé, produkce plynu

22 Malé pravidelné ty¢inky, vyjimecné fetizek

31 Dlouhé, uzké pravidelné tyCinky, jednotlivé nebo v paru, vyrazny pohyb - vinity
33 Delsi pravidelné ty€inky, jednotlivé nebo v paru, tvoii shluky

34 Dlouhé, uzké ty¢inky, v paru, esovity pohyb

4 7 Kratké pravidelné ty€inky, jednotlivé nebo v paru, obcas fetizky

51 Pravidelné ty¢inky, tvorba pohyblivych shluka

52 Dlouhé¢ vlasovité pravidelné tyCinky

53 Dlouhé, vlasovité, pravidelné ty¢inky

71 Kratké pravidelné tyCinky, jednotlivé nebo v paru, pohyblivé

72 Diplokoky

73 Velmi dlouhé a tzké, pravidelné ty€inky

8 1 Kratké, pravidelné tyCinky, jednotlivé nebo v paru, pohyblivé

83 Koky, jednotlivé nebo v paru
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Anaerobni bakterie

Cislo morfologie

izolatu

21 Velmi kratkeé, pravidelné tyCinky, jednotlivé nebo v paru, pohyblivé
23 Stredné dlouhé, silné, pravidelné tyCinky, jednotlivé nebo v paru
25 Kratké, siln¢, pravidelné tyCinky, jednotlivé nebo v paru

41 Kratké, silné, pravidelné tyCinky, jednotlivé nebo v paru, pohyblivé
4 4 Velmi drobné pravidelné tyCinky, jednotlivé nebo v paru

52 Uzké, dlouhé, pravidelné ty&inky

71 Uzké, dlouhé pravidelné ty¢inky, fetizky, jednotlivé, pohyblivé

7 4 Koko-ty€inky, jednotlivé nebo v paru, fetizky

8 1 koky

8 2 Uzké, dlouhé, jednotlivé ty&inky

83 Siln¢j$i koko-ty¢inky, jednotlivé nebo v paru

49




10. SEZNAM LITERATURY

Ambrozova J.; 2003; Aplikovana a technickd hydrobiologie; Vysoka Skola chemicko-
technologickd; Praha; 226s; ISBN: 80-7080-521-8

Allman G. J.; 1857; A monograph of the fresh-water Polyzoa, including all the known
species, both british and foreign; Ray Society; Londyn; 184s.

Balounova Z., Rajchard J., Svehla J., Smahel L.; 2011; The onset of invasion of bryozoan
Pectinatella magnifica in South Bohemia (Czech republic); Biologia; vol. 66; Issue 6; pp
1091- 1096

Breitmaier E.; 2008; Alkaloide — Betdubungsmittel, Hlluzinogene and andere Wirkstoffe;
Leitsrukturen aus der Natur; 3. Vydani Vieweg + Teubner; Wiesbaden; 207s.; ISBN: 978-3-
8348-0531-7

Cao R., Peng W., Wang Z, Xu A.; 2007; p-Carboline alkaloids:biochemical and
pharmacological functions; Current Medicinal Chemistry; vol. 14; pp 479-500

Carruthers F. L, Shum-Thomas T., Conner A. J., Mahanby H. K.; 1994; The significance of
antibiotic production by Pseudomonas aureofaciens PA 147-2 for biological control of

Phytophthora megasperma root rot of asparagus; Plant and Soil; vol. 170; pp 339-344

Clarkson J. P., Lucas J. A.; 1997; The role of antibiotic production by a strain of
Pseudomonas fluerescens in the suppression of Pseudocercosporella herpothrichoides, the
causal agent of eyespot disease of cereals; Journal of Applied Microbiology; vol. 82; pp 499-
506

Davidson S. K., Allen S. W., Lim G. E., Anderson C. M., Haygood M. G; 2001; Evidence for
the biosynthesis of bryostatins by the bacterial symbiont ,,Candidatus Endobugula sertula‘ of
the bryozoan Bugula neritina; Applied Environmental Microbiology; vol. 67; Issue 10; pp
4531 — 4537

Dtimalova D.; 2005; Ristové regulatory v fasach; Czech Phycology; vol. 5; pp 101-112

50



Gao S. S., Hothersall J., Wu J., Murphy M. C., Song Z., Stephens R. E., Thomas M. Ch.,
Crump P. M., Cox R. J., Simpson T- J., Willis Ch. L.; 2014; Biosynthesis of mupirocin by

Pseudomonas fluorescens NCIMB 10586 involves parallel pathways; Journal of the American

Chemical Society; vol. 136; Issue 14; pp 5501-5507

Hays E. E., Wells I. C., Katzman P. A., Cain C. K., Jacobs F.A., Thayer S. A., Doisy E. A.,
Gaby W. L., Roberts E. C., Muir R. D., Carrol C., J., Jones L. R., Wade J. N.; 1945;
Antibiotic substances by Pseudomonas aeruginosa; The Journal of Biological Chemistry; vol.

159; pp 725-750

Hirota K., Kubo K., Kitade Y., Maki Y.; 1985; Synthesis of phidolophin 7-(4-hydroxy-3-
nitrobenzyl)-1,3-dimethylxanthine from the bryozoan Phidolopora pacifica; Tetrahedron
Letters; vol. 26; Issue 19; pp 2355 - 2356

Holst P. B., Anthoni U., Christophersen C., Nielsen P. H; 1994; Marine alkaloids, 15. two
alkaloids, flustramine E and debromoflustramin B, from the marine bryozoan Flustra

foliacea; Journal of Natural Products; vol. 57; Issue 7; pp 997 — 1000

Huang Y. T., Lin CIL, Chien PH., Tang TT., Lin J., Chao J.; 2014; The depletion of securin
enhances butein-induced apoptosis and tumor inhibition in human colorectal cancer;

Chemico-Biological Interactions; vol. 220; pp 41-50

Macha¢ O.; 2012; [online]; 2012, [cit. 2012-09-25]; Natura Bohemica; dostupné z:

http://www.naturabohemica.cz/pectinatella-magnifica/

Manas M; 2004; [online] 2009; [cit. 2011-04-17]; BioLib. Dostupné z:
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id44166/

Massard J. A.; Geimer G.; 2008; Global diversity of bryozoans (bryozoa or ectoprocta) in
freshwater; Hydrobiologia; vol. 595; pp 93 — 99

Moghaddam K. M., Arfan M., Ratique J., Razaee S., Fesharaki J. P., Gohari A. R., Shaverdi
A. R.; 2010; The antifungal aktivity of Sarcococca saligna ethanol extract and its
combination effect with fluconazole against different resistant Aspergillus species; Applied

Biochemistry and Biotechnology; vol. 162; Issue 1; pp 127 - 133

Kafka J; 1886; Sladkovodni mechovky zemé& ceské II; Archiv pro ptirodovédecké

prozkoumani Cech; Praha

51


http://www.naturabohemica.cz/pectinatella-magnifica/

Kalemba D., Kunicka A.; 2003; Antibacterial and antifungal propertiest of essential oils;
Current Medicibal Chemistry; vol. 10; Issue 10; pp 813 — 829

Korakas P., Chaffee S., Shotwell J. B., Duque P., Wood J. L.; 2004; Effcient construction of
the securine A carbon skeleton; Proceedings of the National Academy of Sciences of the

United States of America; vol. 101, Issue 33; pp 12054-12057

Kénig G. M., Kehraus S., Seibert F. S., Abdel-Lateff A., Miller D.; 2006; Natural products
from marine organisms and their associated microbes; Journal of Chemical Biology; vol. 7;

pp 229-238

Kraft A.S., Woodley S., Pettit G. R., Gao F., Coll J. C., Wagner F.; 1996; Comparison of the
antitumor aktivity of bryostatins 1, 5 and 8; Cancer Chemother Pharmacol; vol. 37; Issue 3;

pp 271-278
Lacourt A.; 1968; A Monograph of the freshwater; Leiden; The Netherlands; 172 s.

Lellék J. a kol.; 1982; Biologie vodnich Zivo¢ichli; Pf. F. Univerzity Karlovy, Praha; 220 s.

Lysec N.; Tryptophan — Derivates in marine invertebrates: isolation, structure and function;
[netiSténd dizertacni prace]; Heidelberg; The Faculty of Bio Sciences; Institute of Pharmacy

and Molecular Biotechnology; 2002

Pechenik J. A.; 1996; Biology of the invertebrates; the McGraw — Hill Companies.Inc; 576 s.;
ISBN-13: 9780697137128

Perez M., de Vinesa A. G., Sanchez-Dufthues G., Marquez N., Bellido M. L., Munoz-
Fernandez M. A., Moreno S., Castor T. P, Calzado M. A., Munoz E.; 2010; Bryostatin-1
synergizes with histone deacetylase inhibitors to reactive HIV-1-from latency; Current HIV

Research; vol. 8; Issue 6; pp 418 — 429

Peters L., Kénig M. G., Wright A. D., Pukall R., Stackebrandt E., Eberl L., Riedel K.; 2003;
Secondary metabolites of Flustra foliacea and their influence on bacteria; Applied and

Enviromental Microbiology; vol. 69; Issue 6; pp 3469-3475

Pierson S. L., Pierson A. E.; 1995; Phenazine antibiotic production in Pseudomonas
aerofaciens role in rhizosphere ecology and pathogen suppressim; FEMS Microbiology

Letters; vol. 136; Issue 2; pp 101-108

52



Ramiréz-Osuna M., Chavéz D., Hernandez L., Molins E., Jonathan R., Aguirre G.; 2005;
Synthesis of analogs of amathamide A and their preliminary antibicrobial acivity; Molecules;

vol. 10; Issue 1; pp 295 — 301

Silver A. C., Rabinowitz N. M, Kiiffer S., Graf J.; 2007; Identification of Aeromonas veronii
genes required for colonization of the medical leech, Hirudo verbana; Journal of

Bacteriology; vol. 189; Issue 19; pp 6736-6772

Sedlak E.; 2002; Zoologie bezobratlych; Brno; Masarykova Univerzita; 336 s.; ISBN: 80-
210-2892-0

Sharp J. H., Winson M. K., Porter J. S.; 2007; Bryozoan metabolites: an ecological
perspective; Natural Products Report; vol. 24; Issue 4; pp 659-673

Sherwood J., Walls J. T., Ritz D. A.; 1998; Amathamide alkaloids in the pycnogonid
stylopallene longicauda, epizoic on the chemically defended bryozoan, Amathia wilsoni;

Papers and Proceedings of the Royal Society of Tasmania; vol. 132; pp 65-70

Sinko J., Rajchard J., Balounova Z., Fikotova L.; 2012; Biologically active substances from

water invertebrates: A rewiew; Veterinarni medicina; vol. 57; no. 4; pp 177 — 184

Smith-Palmer A., Stewart J., Fyfe L.; 1998; Antimicrobial of plant essential oils and essences
against five important food-bome pathogens; Letters in Applied Microbiology; vol. 26; Issue
2;pp 118-122

Tanwar J., Das S., Fatima Z., Hameed S.; 2014; Multidrug resistence: An emerging crisis;

Interdiscip Perspectives on Infectious Diseases; vol. 2014; pp 7

Taylor P. D., Weedon M. J.; 2000; Skeletal ultrastructure and phylogeny of cyclostome
bryozoans; Zoological Journal of the Linnean Society; vol. 128; Issue 4; pp 337-399

Tischler M., Ayer S. W., Anderson J. R.; 1986; Nitrophenols from northeast pacific
bryozoans; comparative biochemistry and physiology, Part B: Vomparative Biochemistry,

vol. 84; no. 1; pp 43 -45

Thorp J. H., Covich A. P.; 2009; Ecology and classification of North American freshwater
invertebrates; 2nd ed. Academic Press; 1021 s.; ISBN: 978-0-690647-9

53



Trindade-Silva A. E., Lim-Fong G. E., Sharp K. H., Haygood M. G.; 2010; Bryostatins:
biological context and biotechnological prospects; Current Opinion in Biotechnology; vol. 21;

pp 834-842

Tvrzova L., Schumann P., Spréer C., Sedlacek I., Pacova Z., Sedo O., Zdrahal Z., Steffen M.,
Lang E.; 2006; Pseudomonas moraviensis sp. nov., soil bacteria isolated on nitroaromatic
compounds, and emended description of Pseudomonas asplenii; International Journal of

Systematic and Evolutionary; vol. 56; Issue 11; pp 2657-2663

Vikova E., Killer J., Kmet V., Rada V., Musilova S., BuneSova V., Hovorkova P., Bozik M.,
Salmonova H., Rajchard J.; 2015; Identification of microbiota associated with Pectinatella

magnifica in South Bohemia; Biologia; vol. 70; Issue 3

Waisser K.; 2006; Biologicky aktivni organické latky; Hradec Kralové; Gaudeamus; 175 s.;
ISBN: 80-7041-092-2

Woollacott R. M.; 1981; Association of bacteria with bryozoan larvae; Marine Biology; vol.

65; Issue 2; pp 155-15

Yao B., Prinsep M. R., Nicholson B. K., Gordon D. P.; 2003; The Pterocellins, Novel
bioactive alkaloids from the marine bryozoan Pterocella vesiculosa; Journal of Natural

Products; vol. 66; Issue 8; pp 1074-1077

Yoshihisa H., Zenji S., Fukushi H., Katsuhiro K., Haruhisa S., Takahito S.; 1989; Production
of antibiotics by Pseudomonas cepacia as an agent for biological control of soilborne plant

pathogens; Soil Biology and Biochemistry; vol. 21; Issue 5; pp 723-728

Setlikova I., Balounova Z., Lukavsky J., Rajchard J.; 2005; Neptivodni druh mechovky na
Ttebonisku; Ziva; vol. 4; pp 172-174.

Spinar Z. V.; 1965; Systematicka paleontologie bezobratlych; Praha: Academia; 1049 s.

54
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