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Abstrakt

Cilem této diplomové prace bylo porovnat vyvoj biofilmu na sklenénych kulickach
0 pruméru 5 mm inkubovanych v sedimentu na dvou lokalitach vodniho toku Sitka
pomoci stanovenych parametrii. Nasledné pak zjistit, zda existuji vztahy mezi
naméfenymi hodnotami parametri a naméfenymi hodnotami teploty vody. Cely
vyzkum probihal od prosince roku 2013 do prosince roku 2014. Uskute¢nilo se celkem
Sest odbérd. Bylo stanovovano téchto Sest parametrt biofilmu: (i) koncentrace
polysacharidu, (ii) mnozstvi celkového oganického uhliku, (iii) mikrobilni abundance,
(iv) relativni zastoupeni domény Archaea a metanogennich archei, (v) biovolum (objem
bunky) a (vi) biomasa. B&hem celé doby inkubace byla na obou lokalitich
zaznamenavana teplota vody. Zkoumané parametry vykazovaly podobny rdstovy trend
na obou lokalitdich. Velky vliv na rast jednotlivych parametri méla teplota vody.
Vyznamnym vysledkem bylo prokazani zavislosti hodnot biovolumu na teploté vody
a vyskyt metanogennich archei na obou lokalitich po prvnim odbéru. Nelze
jednoznaéné urcit, na které lokalité bylo vice biofilmu nebo ktera byla pro jeho vyvoj
vhodnéjsi. Lokality se vSak liSily teplotou vody, relativnim zastoupenim archei vetné

metanogennich archei, mikrobialni abundanci a koncentraci polysacharida.

Kli¢ova slova: biomasa, biovolum, celkovy organicky uhlik, metanogenni archea,

mikrobialni abundance, polysacharidy, potok Sitka, teplota vody



Vinklerova H. (2015): Development of microbial biofilm in river sediment at two
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Abstract

The aim of this thesis was, according to determined parameters, to compare a
development of the biofilm on glass balls (diameter 5 mm) incubated in sediment at two
localities of the Sitka stream. Subsequently was evaluated, if there are relations between
measured values of the parameters and the measured water temperature. The research
was carried out from December 2013 to December 2014. In total, six samplings took
place. Six parameters of the biofilm were determined: (i) concentration of
polysaccharides, (ii) total organic carbon, (iii) microbial abundance, (iv) relative
representation of Archaea and methanogenic archaea, (v) biovolume (volume of a cell)
and (vi) biomass. During the whole sampling period was measured a water temperature.
The examined parameters showed a similar grow trend on the both localities. The
growth of individual parameters was significantly influenced by the water temperature.
Important results were proving of the relation of biovolume value to the water
temperature and a finding of the methanogenic archaea on both localities after the first
sampling. It cannot be positively ascertained, on which locality was higher amount of
the biofilm or which locality could be more suitable for a development of the biofilm.
However, the two localities differed in water temperature, relative representation of
Archaea including methanogenic archaea, microbial abundance and concentration of

polysaccharides.

Key words: biomass, biovolume, microbial abundance, methanogenic archaea,

polysaccharides, Sitka stream, total organic carbon, water temperature
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1. Uvop

Bakterie jsou diky své ptizplisobivosti prakticky vSudypfitomné a mizeme je tak
bakteric zit bud’ volné, planktonicky nebo seskupeny do spoleCenstva, piisedat
K nejriznéj$im povrchim a vytvaret biofilm (Schindler 2008, Rulik et al. 2011). Tato
komunita je schopna reagovat a prizptisobovat se zménam v zivotnim prostiedi (Hall-
Stoodley and Stoodley 2002). Existence v biofilmu je pro bakterie z mnoha duvodu
vyhodnéjsi (Donlan a Costerton 2002) a je také zakladnim zptsobem jejich pfirozeného
vyskytu (Rulik et al. 2011).

Biofilmy byly lidem znamy jest¢ dlouho pfed vynalezenim vhodnych pfistroju
K jejich bliz§imu zkoumani. Dulezitym milnikem v jejich studiu byl pak rok 1800, kdy
byla Robertem Kochem vyvinuta metoda ptipravy zivného média pro Kultivaci
mikroorganismi (Costerton 2004). Prvni pouziti terminu biofilm v odborné literatuie
bylo zaznamenano v 70. letech 20. stoleti v publikaci Mack et al. (1975). Od roku 1990
se vyzkum dockal velkého rozmachu (Costerton 2004). Jelikoz jsou biofilmy
vyznamnym fenoménem v pfirod¢, prumyslu a mediciné, jsou predmétem
interdisciplinarniho vyzkumu (Stoodley et al. 2002, Karunakaran et al. 2011)

Biofilm je vétSinou definovan jako aktivni biologicka vrstva sloZzena
z mikroorganizmti  (bakterii, ftas, hub, prvokdi, mnohobunécnych) a jejich
extracelularnich polymernich produkti, kterd je pfichycena na povrchu nejriiznéjsSich
podkladu, které jsou v kontaktu s vodou (Lock 1993). Definice biofilmu se stale vyviji.
Jedna z nejaktudlngjSich zahrnuje také fyziologické vlastnosti organizmi biofilmu
a schopnost transkripce gentl (Rulik et al. 2011). Dle této definice je biofilm prisedlé
spoleCenstvo mikroorganizmti, charakterizované¢ buitkami, které jsou ireverzibilné
ptichycené k podkladu nebo jedna k druhé, jsou zapustény v matrici extracelularnich
polymernich latek témito buitkami produkovanych, a které déale vykazuji odliSny
fenotyp s ohledem na rychlost ristu a transkripci gen (Donlan a Costerton 2002,
Schindler 2008).

Hlavni odlisnou charakteristikou biofilmu, kterd je odliSuje od planktonnich
populaci, je to, ze bunky biofilmu jsou zachyceny do extracelularni polymerické matrice
(Rulik et al. 2011). Matrice je Ustfednim strukturalnim parametrem biofilmu. Zajist'uje
jeho stabilitu a integritu, poskytuje mikrobidlnimu spolecenstvu potiebnou ptilnavost

k povrchu a ochranu pfed vyschnutim (Ramasamy a Zhang 2005). Dale chrani



mikrobialni spolecenstvo pied pisobenim UV-zafeni, antibiotik, toxickych latek
a predatort (Flemming a Wingender 2010). Piispiva také k organizaci biofilmového
spolecenstva (Branda et al. 2005). Matrice je tvofena souborem extracelularnich
polymert (Romani 2010) nazyvanych souhrnné¢ EPS (zkratka "extracellular polymeric
substance", extracelularni polymericka hmota), ktery je vyluCovan mikroorganismy
béhem jejich ristu a hromadi se na povrchu bun¢k (Tsuneda et al. 2003, Sheng et al.
2010). Sutherland (2001b) uvadi navic dalsi slozky matrice, a to vodu, mikrobialni
bunky, absorbované ziviny a metabolity, produkty z bunétné lyze, partikulovany
material a detrit z bezprostiedniho okoli. EPS zastava dilezitou roli pfi tvorbé biofilmu
(Laspidou a Rittmann 2002) a ptispiva ke stabilité a ptilnavosti biofilmu (Romani et al
2008). Chemické slozeni EPS se uvadi jako velmi heterogenni (Frelund et al. 1996).
Vyzkumem bylo zjisténo, ze hlavnimi komponenty jsou proteiny a polysacharidy,
vV menSim mnozstvi se zde pak vyskytuji huminové latky, uronové kyseliny, DNA
a lipidy (Frelund et al. 1996, Azeredo et al. 1999, Liu a Fang 2002, Tsuneda et al. 2003,
Comte et al. 2006, Pal a Paul 2008, D’ Abzac et al. 2010, Sheng et al. 2010).

Vsechny pevné povrchy v tocich (napi. kameny, zrna sedimentu, kofeny, listi,
atd.) jsou kolonizovany biofilmy (Ainsworth a Goulder 2000, Romani et al. 2004,
Romani et al. 2013). Biofilmy maji nezastupitelnou roli pfi remineralizaci a kolobéhu
zivin v tocich (Von Schiller et al. 2007). Diky své schopnosti odnimat z vody mnohé
polutanty i jiné organické a anorganické latky tvofi biofilmy klicovy prvek samocistici
schopnosti vodnich tokl (Rulik et al. 2011). Vyvoj biofilmu mtzeme charakterizovat
péti fazemi, kterymi jsou: (i) adhese, (i1) kolonizace, (ii1) akumulace, (iv) klimax
spolecenstva a (v) disperze (Jenkinson a Lappin-Scott 2001, Jahid a Ha 2012). Tyto faze
jsou ovlivnény fadou fyzikalnich, biologickych a environmentalnich faktort (Jahid a Ha
2012). Proces vyvoje biofilmu se vSemi jeho fazemi se da chapat jako cyklus, protoze
na uvolnéném misté po zaniku biofilmu se zac¢ne tvofit biofilm novy (Tarjanyi-Szikora
et al. 2013). Dnes jiz vime, Ze pokud dojde k ponofeni nového predmétu pod vodni
hladinu, dochazi na ném ke tvorb€ biofilmu jiZ po n€kolika hodindch (Sabater a Romani
1996).

Hyporheicka zéna je definovana jako ptechodna ekotonalni zona mezi podzemni
a povrchovou vodou (Boulton et al. 1998). Nachazi se pod povrchem fi¢niho dna a je
vyplnéna sedimentem. Ma klicovou roli pfi mineralizaci organického materidlu,
biogeochemickych cyklech a metabolismu toku (Storey et al. 1999, Fischer et al. 2005,
Hancock et al. 2005, Boulton 2007). Zaroven slouzi i1 jako refugium pro bentické



organismy (Kawanishi et al. 2013). Biofilmy rostouci na hyporheickém sedimentu
nazyvame hyporheické biofilmy. Od biofilmu tekoucich vod se li§i nedostupnosti svétla
a tim padem 1 slozenim mikrobialniho spolecenstva. U biofilmu tekoucich vod jakozto
autotrofniho biofilmu pfevazuje biomasa tvofena fasami a sinicemi. U hyporheického
biofilmu pfevazuje heterotrofni biomasa bakterii, hub a prvokt (Rulik 2011).

Metanogenni archea jsou jednou z hlavnich skupin domény Archaea (Sedlacek
2007). Domény, ktera byla v roce 1977 vyclenéna jako nezavisla na ostatnich doménach
zivota (Bacteria, Eucaryota) na zaklad¢ sekvenace geni kodujicich rRNA (ribozomalni
RNA), tehdy pod nazvem Archaebacteria. Zaslouzili se o to Carl Woese a George Fox
publikovanim své prace (Woese a Fox 1977). Metanogenni archea patii do kmene
Euryarchaeota a déli se do péti fadu: (i) Methanobacteriales, (ii) Methanococcales, (iii)
Methanomicrobiales, (iv) Methanosarcinales a (v) Methanopyrales (Sedlacek 2007).
Jsou to obligatni anaerobové, vyskytujici se vV anoxickém prostredi S extrémné nizkym
redoxnim potencialem (Liu a Whitman 2008). Methanogenni archea jsou hlavnimi
producenty metanu, ktery je vyslednym produktem anaerobni respirace (Garcia et al.
2000).

Ackoliv je hyporheicky biofilm dilezitou slozkou ekosystému vodnich toku
apodili se na procesu ficniho samociSténi, neni mu vénovana patiicnd pozornost.
Studiem hyporheického biofilmu se zabyvali ve svych pracich napt. Birlocher
a Murdoch (1989), Claret (1998), Findlay a Sinsabaugh (2003), Koutny a Rulik (2007),
Rulik et al. (2007). Dosavadni studie, které zkoumaly vyvoj hyporheického biofilmu,
probihaly jen po dobu nékolika mésici. Vyzkumu, které by sledovaly vyvoj po dobu
jednoho roku, je velmi malo. Vysledky dlouhodobé celoroéni studie nam mohou ukézat

celoro¢ni vyvoj hyporheického biofilmu.



2. CILE PRACE

Cilem této prace je:

1) Pomoci vybranych parametri porovnat vyvoj biofilmu na umélém podkladu
(sklenéné kuli¢ky) zakopaném Vv sedimentech na dvou lokalitach vodniho toku Sitka
po dobu 12 mésict. Témito parametry jsou (i) koncentrace polysacharidi, (i) mnozstvi
celkového organického uhliku, (iii) mikrobialni abundance, (iv) biovolum (objem
buniky), (V) mnozstvi biomasy a (vi) relativni zastoupeni domény Archaea

a metanogennich archei.

2) Zjistit, zda existuji vztahy mezi zjiSténymi hodnotami parametri a namétenymi

hodnotami teplot vody.



3. MATERIAL A METODY

3.1. Material

Jako umély substrat pro tvorbu biofilmu byly pouzity sklenéné kulicky
o pruméru 5 mm. Tyto kulicky byly pfed inkubaci v toku dezinfikovany 36% HCI
a promyty destilovanou vodou. Poté byly nasypany do zelenych polyethylenovych
lahvicek o objemu 125 ml, kterym byly po obvodu vyvrtany otvory. Kazda lahvicka
obsahovala vzdy 500 sklenénych kuli¢ek. Nasledné bylo na vicko lahvicky ptfipevnéno
lanko s jiz navazanym okem pro pfipevnéni v toku. Celkem bylo takto pfipraveno

70 lahvicek.

3.2. Lokalita

K umisténi sklenénych kulicek byl vybran potok Sitka nachazejici se 6 km
severn¢ od Olomouce. Na tomto toku, na péti lokalitach, probiha dlouholety vyzkum
katedry ekologie a Zivotniho prostfedi UP. Zamérné byly pro tuto praci vybrany dvé
lokality, lokalita I a lokalita V, které jsou dlouhodobé studovany. Na téchto lokalitach
byly kuli¢ky inkubovany (obr. 1).

Czech Republic

. Qlomouc

Praque

10 km

Obrizek 1: Mapa zobrazujici umisténi potoku Sitka. Cervené body znazoriiuji studované lokality
(upraveno dle Buridnkova et al. 2012)

Sitka je z velké ¢asti prirozené meandrujici potok tfetiho fadu, 35 km dlouhy. Prameni
vV Hrubém Jeseniku v nadmotské vysce 650 m n. m. Plocha povodi zaujima 118,81 kmz,
primémy roéni odtok dosahuje 0,81 mist. Sitka koryta se pohybuje

v rozsahu 4 az 6 m. Primérny ro¢ni uhrn srazek na dolni ¢asti povodi se pohybuje



od 500 do 600 mm. Potok Sitka se vléva 5 km severné od Olomouce do feky Oskavy,
ktera je levym pfitokem feky Moravy. Lokalita | se nachazi na katastralnim Gizemi obce
Huzova. Zastupuje horni ¢ast toku, ktera prochéazi pies zalesnéné oblasti s nizkou

intenzitou antropogennich vlivu (obr. 2).

Obrazek 2: Potok Sitka - lokalita |

Lokalita V se nachazi severné od Olomouce u obce Chomoutov. Zastupuje spodni ¢ast
toku, ktera protéka intenzivné obhospodafovanou zemédélskou krajinou (obr. 3).
S vyjimkou kratkych usekl tok potoku Sitka neni regulovany. Vice charakteristik

0 jednotlivych lokalitach je uvedeno v Tabulce 1.



Obrazek 3: Potok Sitka - lokalita V

Tabulka 1. Vybrané fyzicko-chemické parametry povrchové vody dvou lokalit potoku Sitka (upraveno
dle Rulik et al. 2013).

parametr/lokalita l. V.
nadmoftska vySka (m n. m.) 535 215
vzdalenost od pramenu (km) 6,9 34,9
dominantni slozka substratu Stérk Stérkopisek
stfedni velikost zrna (mm) 12,5 54
konduktivita (uS/cm) 107,5 397,7
PO,* (mg/l) 0,2 0,82
N-NOj3 (mg/l) 0,9 1,79

3.3. Inkubace a odbér

Dne 2. 12. 2013 byly do dna potoku Sitka (na lokalitach I a V) pfiblizné
do hloubky 10 cm zakopany lahvicky. Na kazdé lokalité bylo zakopano 35 lahvicek.
Kazda lahvicka byla jisténa proti odplavani lankem, které bylo zavéSeno na Zeleznou
ty¢ (Ptiloha 1). Celkem bylo uskute¢néno Sest odbéru, pii kterych bylo odebrano ze dna
toku, z kazdé lokality, vzdy pét lahvi¢ek. Odbéry probéhly 3. 2., 31. 3., 2. 6., 31. 7., 3.
10. a 1. 12. 2014. Odebrané lahvicky byly pievezeny v uzaviratelné plastové nadobé



do laboratofe. Kulicky byly ocistény od bahna, Stérku a ostatnich necistot (Pfiloha 2),
ato s pouzitim minimdlniho mnozstvi vody tak, aby nedoslo k poSkozeni biofilmu.
Ocisténé kulicky (Piiloha 3) byly béhem zpracovani skladovany po dobu 2 az 3 dnu

pfi teploté in situ, zalité destilovanou vodou.

3.4. Méreni teploty

Na obou lokalitich bylo v hloubce 10-20 cm pod hladinou vody umisténo
teplotni ¢idlo (datalogger Minikin). Méfeni teploty probihalo po celou dobu inkubace
kulicek. Teploty byly zaznamenavany 2 x denn¢ (tj. po 12 hodinach). Kazdé cCtyti

mésice byly naméfené hodnoty stazeny do PC.

3.5. Laboratorni ¢ast

Vyvoj mikrobialni biofilmu byl sledovan prostfednictvim stanoveni hodnot
nasledujicich Sesti parametrt: (i) koncentrace polysacharidd, (ii) celkového organického
uhliku, (iif) mikrobialni abundance, (iv) relativniho zastoupeni domény Archaea

a metanogennich archei, (v) biovolumu (objem bunky) a (vi) biomasy.

3.5.1. Stanoveni koncentrace polysacharidu dle Dubois (Dubois et al. 1956)

Nejprve byly ze zasobniho roztoku D-glukosy pfipraveny kalibraéni roztoky
0 koncentracich 0-100 pg.ml™. Zkazdé lahvicky bylo odebrano do sklenénych
zkumavek 10 kulicek. Do zkumavek s 1 ml kalibra¢nich roztokti a do zkumavek se
sklenénymi kulickami byly ptidany 1 ml 5% roztoku fenolu a5 ml koncentrované
kyseliny sirové. Obsah zkumavek byl protfepan a nechal se odstat v digestoii po dobu
30 minut pfi laboratorni teploté. Nasledné byla u vSech vzorkd naméfena hodnota
absorbance pii vinové délce 595 nm. Ze zjisténych hodnot kalibra¢nich roztoktu byla
v programu Standard Curves (WindowChem Software) vytvofena kalibra¢ni kiivka
ze které byly ziskany koncentrace zkoumanych vzorki v jednotce pg.ml™. Zjisténé

hodnoty koncentraci byly ptevedeny na plochu cm?.

3.5.2. Stanoveni celkového organického uhliku (Horakova et al. 1989)

Na vysuSené¢ keramické misky, které byly pfedem zvazeny, bylo z kazdé
lahvicky odebrano 30 sklenénych kulicek. Tyto kulicky byly v suSarné pii teploté
100 °C suseny 24 hodin. Po uplynuti této doby a vychladnuti v exsikatoru byla vznikla
suSina zvazena. Déle byly kulicky Zihdny v laboratorni peci pfi teploté 550 °C po dobu

3 hodin. Po vychladnuti v exsikatoru byly kulicky opét zvazeny. Zjisténé hodnoty byly



ptepocteny koeficientem 0,45 na celkovy organicky uhlik. Hodnoty byly vyjadieny
v jednotce pg.cm™.

3.5.3. Stanoveni mikrobiidlni abundance (DAPI), abundance archei
a metanogennich archei a jejich relativni zastoupeni (FISH)

1) Pfiprava vzorka

Z kazdé lahvicky bylo odebrano 50 kuli¢ek do 50ml zkumavek. Zde byly
kuli¢ky fixovany 10 ml 2% formaldehydu. Nasledn¢ byly vzorky sonikovany po dobu
30 s ve 3 cyklech pfi sile 17 %. K sonikovanym vzorkiim bylo pfidano 150 pl
detergentu Triton. Vzorky byly tfepany po dobu 6 hodin pfi rychlosti 200 rpm. Z takto
pfipravenych vzorkil bylo odebrdno do 15ml zkumavek 10 ml smési, ke kterym byly
zavedeny injekéni jehlou 4 ml hustotniho média Nycodenz tak, aby doslo k navrstveni
vzorku. Zkumavky byly vlozeny do centrifugy a centrifugovany pii maximalnim

vykonu po dobu 1 hodiny. Poté byl odebran vznikly supernatant.

2) Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) (Pernthaler et al. 2001)

(i) Filtrace vzorkli na membranovy filtr

Z kazdého vzorku byly pomoci vakuové filtrace prefiltrovany 3 ml supernatantu
na membranovy filtr Millipore (0,2 pum, GTTP), ktery byl pak rozfezan na 4 dily. Kazdy

dil byl vysusen poloZenim na filtra¢ni papir.

(i1) Pfiprava hybridiza¢niho a praciho pufru

Byl ptipraven hybridiza¢ni pufr. Pro vyrobu 45 ml toho pufru (mnozstvi bylo
pfedem vypocitano dle poctu vzorkll) bylo napipetovdno do odmérného vélce 8,1 ml
5M NaCl, 900 pul 1 M Tris-HCI (pH 7,4) a 9 ml formamidu. Roztok byl doplnén
do objemu 40 ml MQ vodou (ultracista voda pfipravena systémem Millipore). Nasledné
bylo ptiddno 450 pl 1% SDS. Objem valce byl doplnén do 45 ml MQ vodou. Také byl
pfipraven praci puft. Pro namichani praciho pufru o mnozstvi 500 ml bylo napipetovano
30,8 ml 5M NaCl, 10 ml 1M Tris-HCI a 5 ml EDTA. Roztok byl doplnén do objemu
450 ml MQ vodou. Nasledné bylo ptidano 5 ml 1% SDS a roztok byl doplnén
na kone¢ny objem 500 ml MQ vodou.

(ii1) Ztedéni proby na cilovou koncentraci
Byly pouzity oligonukleotidové proby znacené fluorochromem Cy3

(indokarbocyaninové barvivo) cilené na 16S rRNA. Pro detekci domény Archaea byla
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pouzita proba ARCH915 5'-GTG CTC CCC CGC CAA TTC CT-3" (Raskin et al.
1994) a pro detekci metanogennich archei proba MPB1 5'-CAT GCA CCW CCT CTC
AGC-3" (Jupraputtasri et al. 2005). Ob¢ proby byly fedény MQ vodou na koncentraci
¢ =50 ng/ul.

(iv) Ptiprava hybridizacni smési
Do mikrozkumavky (eppendorf, objem 1,5 ml) bylo pro kazdou sondu

odpipetovano vzdy 20 x 18 ul hybridiza¢niho roztoku a 20 x 2 ul jednotlivé sondy.

Byly pouzity dvé mikrozkumavky. Vznikly roztok byl promichan a ulozen do temna.

(v) Vlastni hybridizace

Dily jednotlivych vzorka byly umistény vedle sebe na podlozni sklo. Na jednom
podloznim skle byl hybridizovan pouze jeden typ sondy. Celkem bylo pfipraveno 10
podloznich skel. Od kazdého vzorku bylo na polovinu dila (tj. na 2 dily zkazdé
lahvicky) napipetovano 20 pl hybridiza¢ni smési pro archea na kazdy dil. Na druhou
polovinu bylo napipetovano 20 pl hybridizacni smési pro metanogenni archea na kazdy
dil. Podlozni skla byla vlozena do 50ml zkumavek, které byly vystlany buniéitou vatou
zvlhéenou 4 ml hybridiza¢niho pufru. Dikladné uzaviené zkumavky byly ve vodorovné

poloze vlozeny do inkubatoru. Zde byly inkubovany pfi teploté 46 °C po dobu 3 hodin.

(vi) Vymyvani

Béhem hybridizace byly pro kazdou zkumavku s hybridizovanymi vzorky
ptipraveny zkumavka s 50 ml praciho pufru a zkumavka s destilovanou vodou. Tyto
zkumavky byly vlozeny do vodni lazné piedehiaté na teplotu 48 °C. Po uplynuti tii
hodin byly z inkubatoru postupné zkumavky vytahovany, bylo vyjmuto podlozni sklo
arychle premisténo do pfedehfaté zkumavky s pracim pufrem. Zkumavka s dily filtru
byla umisténa zpét do vodni lazn¢, kde probihalo vymyvani v klidu po dobu 15 minut.
Po uplynuti této doby byly dily filtri promyty v destilované vodé ohtaté na 48 °C
a nasledn¢ ve studené destilované vode¢. Dily filtrii byly polozeny na filtra¢ni papir, kde

se nechaly ususit. Cely postup se opakoval s dal$imi zkumavkami.

(vii) Barveni DAPI

Zcela uschlé dily filtrd byly poté obarveny 15 pl fluorochromu DAPI (4°,6-
diamidino-2-fenylindol) po dobu 10 minut ve tmé& (Porter a Feig 1980). Po této dobé

byly dily filtrii stfidavé promyty v destilované vod¢ a etanolu. Posledni fazi byla vzdy
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destilovana voda. SuSeni filtrG probihalo ve tmé. Takto obarvené vzorky byly polozeny
na podlozni sklo do roztoku Citifluor — Vecta Shield (pomér 4:1) a ptekryty krycim
sklem. Po takovéto tpravé je mozné vzorky pii teploté -20 °C prechovavat i nékolik dni

bez toho, Ze by doslo k vyraznému snizeni fluorescence.

(viii) Sniméni a vyhodnoceni

Z kazdého dilu filtru bylo v epifluorescen¢nim mikroskopu Olympus BX 60 ptes
imerzni objektiv (zvétSeni 1000krat) vyfoceno 10 nahodnych dvojic poli, tedy celkem
20 dvojic pro jednu lahvicku pro kazdou prébu. Kazda dvojice obsahovala jeden snimek
pro celkovy pocet bun¢k a druhy snimek pro pocet bunék obarvenych sondou
pro archea nebo sondou pro metanogenni archea. Vyhodnoceni téchto snimku bylo
provedeno v programu NIS-Elements (Laboratory Imaging). Abundance vzorku byla

na zakladé zjisténych hodnot vypocitana dle vzorce

F
N==E
v
kde:
n........ pramérny pocet bakterii na snimek
F........ plocha filtru (resp. vnitini pramér filtra¢niho komina)
P........ plocha, kterou stanovujeme

V... objem prefiltrovany pies filtr

Vysledky abundanci byly vyjadieny na plochu cm? Relativni zastoupeni archei

a metanogennich archei byla vyjadiena v procentech.

3.5.4. Stanoveni biovolumu a biomasy

Ze snimkd nafocenych na epifluorescenénim mikroskopu Olympus BX 60
(viz kapitola 3.5.3. Stanoveni mikrobialni abundance (DAPI), abundance archei
a metanogennich archei a jejich relativni zastoupeni (FISH)) byly v programu NIS-
Elements naméfeny hodnoty 500 jednotlivych bunék kazdého vzorku (plocha, obvod,
délka, Sitka, maximalni a minimélni primét) ze kterych byl vyhodnocen primérny
biovolum v um®. Ten byl nasledné pouzit k vypoétu biomasy. Biomasa byla vyjadiena

v jednotkach nanogram uhliku na plochu cm?.
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3.6. Analyza dat

Ke statistickému vyhodnoceni dat byl pouzit program NCSS 2007 (Hintze
2009). Pii porovnavani hodnot koncentrace polysacharidi, mnozstvi celkového
organického uhliku, mikrobialni abundance, abundance a relativniho zastoupeni Archei
a metanogennich archei, biomasy, biovolumu a teploty mezi jednotlivymi lokalitami
béhem celého vyzkumu byl pouzit dvouvybérovy t-test. Vztahy mezi jednotlivymi
parametry byly ovéfovany linearni regresi a korelaci. K zobrazeni hodnot biovolumu
pfi jednotlivych odbérech byly pouzity krabicové grafy vytvorené v softwaru R (R Core
Team 2015). Vysledky hodnot ziskané béhem jednoho odbéru byly zapsany ve tvaru

primér + SD, primémé hodnota béhem celého vyzkumu ve tvaru primér + SE.



4. \/YSLEDKY

4.1. Stanoveni koncentrace polysacharidi

Hodnoty koncentraci nartstaly jiz od prvniho méfeni na obou lokalitach.
U lokality | koncentrace nartstala az do ¢tvrtého odbéru. Zde dosahovala hodnoty
16,98 + 3,89 pg.cm™. Poté dochazelo k poklesu. Hodnoty koncentraci u lokality V
naristaly do tietiho odb&ru. Nejvyssi naméfena hodnota byla 25,59 + 5,58 pg.cm™. Poté
doslo k ubytku. Nejvetsi narGst koncentrace byl u obou lokalit zaznamenan b&hem
prvniho odbéru. Primérna hodnota koncentrace polysacharidi u lokality | dosahovala
12,55 pg.em® + SE = 1,48 pg.cm™, u lokality V 20,63 pg.cm™ + SE = 1,28 pg.cm™
(obr. 4). Statisticky signifikantn& bylo prokézano vé&tsi mnozstvi polysacharidii na cm?
na kulickach z lokality V (t = -4,14, p = 0,002).

Priimérna koncentrace polysacharidi

35 -

30 -

25 -

M lokalita |
20 1 H lokalita V
15 -
10 -
5 _
0 .

3.2.2014 31.3.2014 2.6.2014 31.7.2014 3.10.2014 1.12.2014

Koncentrace pg.cm2

Datum odbéru

Obrazek 4: Pramérna koncentrace polysacharidi biofilmu na dvou sledovanych lokalitach. Chybové
usec¢ky znazoriuji smérodatnou odchylku.

4.2. Stanoveni celkového organického uhliku

U lokality I hodnoty celkového organického uhliku nartstaly az do patého
odbéru, mimo tfeti odbér kdy doslo k mensimu ubytku, poté klesaly. Pti patém odbéru
byla ziskana nejvyssi hodnota 45,86 + 15,29 pg.cm™. U lokality V hodnoty celkového

organického uhliku narGstaly do tfetiho odbéru, zde byla namétena hodnota 49,68 +

13
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19,48 pg.cm. Poté doslo k ubytku. Nejvatsi nartist byl zaznamenan u obou lokalit
béhem prvniho odbéru. Primérna hodnota celkového organického uhliku béhem celé
doby inkubace byla u lokality | 37,26 + SE = 2,45 pg.cm™ a u lokality V/ 38,06 + SE =
3,16 pg.cm™ (obr. 5). Nebyl prokézéan statisticky signifikantni rozdil mezi mnoZstvim
celkového organického uhliku na cm? na kulickach u lokality | a lokality V (t = -0,20, p
=0,843).

Celkovy organicky uhlik

70 A

60 -

M lokalita |

20 1 M |okalita V
40 -
30 +
20 +
10 -
0 -

3.2.2014  31.3.2014 2.6.2014 31.7.2014 3.10.2014 1.12.2014

TOC pg.cm 2

Datum odbéru

Obrazek 5: Celkovy organicky uhlik (TOC) biofilmu na dvou sledovanych lokalitach. Chybové usecky
znazoriuji smérodatnou odchylku.

Procentualni zastoupeni jednotlivych slozek uhliku biofilmu je uvedeno pro
lokalitu | v ptiloze 4, pro lokalitu V v ptiloze 5. Na lokalité I tvofi polysacharidy 8-18
% a bakterie 5-20 % celkového organického uhliku. Na lokalit¢ V polysacharidy
predstavuji 17-23 % a bakerie 2—11% celkového organického uhliku. Neidentifikovana

sloZka prevladala na obou lokalitach.

4.3. Stanoveni mikrobialni abundance (DAPI), abundance archei
a metanogennich archei a jejich relativni zastoupeni (FISH)

Hodnoty mikrobidlni abundance na lokalité I postupné nartstaly az do ¢tvrtého
odbéru, kdy byla ziskéna nejvé&tsi hodnota 13,89.10*cm? + 8,05.10*/cm? Nasledns
nastal jeji pokles. Na lokalit¢ V hodnoty mikrobialni abundance taktéZ nartstaly, mimo
druhy odbér, kdy doslo k mirnému poklesu. Nejvétsi hodnota byla stejné jako u lokality

I ziskéna pii &tvrtém odbéru, 8,24.10%cm? + 2,02.10*%cm® Priméma hodnota
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mikrobialni abundance bdhem celé doby inkubace byla na lokalité I 8,32.10*cm? + SE
= 1,47.10%/cm? a na lokalité V 5,87.10*cm? + SE = 0,56.10*/cm? (obr. 6). Rozdil mezi
mikrobialni abundanci na lokalité I a lokalité¢ V je na hranici statistické vyznamnosti

(t=1,95, p =0,057).

Priimérna mikrobialni abundance (DAPI)

20 -

M lokalita |
15 1 M lokalita V
10 -
| j i 1
0 .

3.2.2014 31.3.2014 2.6.2014 31.7.2014 3.10.2014 1.12.2014
Datum odbéru

Abundance 10%/cm?

Obrazek 6: Primérna mikrobialni abundance biofilmu na dvou sledovanych lokalitach. Chybové tsecky
znazoriuji smérodatnou odchylku.

Na obou lokalitdch byl detekovan vyskyt archei v€etné metanogennich archei.
Hodnoty abundance archei na lokalité I nartstaly od prvniho az do ¢tvrtého odbéru, kdy
byla ziskdna nejvy$s$i hodnota abundance 1,73 + 0,28.10%/cm®. B&hem nasledujicich
dvou odbéri nastal pokles hodnot. Primérna hodnota abundance b&hem celého
vyzkumu byla 0,97 + SE = 0,18.10%cm?. Na lokalit® V byl trend riistu stejny aZ
na témef neznatelny pokles pfi druhém odbéru. NejvySsi hodnota byla naméfena
pfi ¢tvrtém odbéru, a to 1,41 =+ 0,29.104/cm2 Primérna hodnota abundance béhem
celého vyzkumu byla 1,15 £ SE = 0,12.10%cm? (obr. 7). Nebyl prokazan statisticky
signifikantni rozdil mezi abundanci archei na lokalit¢ | a lokalit¢ V (t = -0,75, p =
0,472). U abundance metanogennich archei je vidét na obou lokalitach stejny trend
rustu. Hodnoty nartstaji jiz od prvniho odbéru. Pii Ctvrtém odbéru dosahuji
maximalnich hodnot: lokalita | 1,38 + 0,08.10%cm? lokalita V 1,06 % 0,06.10°/cm?,
Poté dochazi k poklesu hodnot abundance. Priimérna hodnota abundance béhem celého

vyzkumu byla na lokalit® 1 0,76 + SE = 0,16.10%cm? na lokalits V 0,66 + SE =
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0,09.10%cm? (obr. 8). Nebyl prokézén statisticky signifikantni rozdil mezi abundanci

metanogennich archei na lokalité | a lokalité V (t = 0,49, p = 0,639).

10%*/cm?

0’5 i i
0 -

Primérna abundance - archea

M lokalita |

M lokalita V

3.2.2014 31.3.2014 2.6.2014 31.7.2014 3.10.2014 1.12.2014
Datum odbéru

Obrazek 7:

Primérna abundance archei béhem celého vyzkumu na dvou sledovanych lokalitach.
Chybové tsecky zndzoriuji smérodatnou odchylku.

o v 7 Vé
Prumérna abundance - metanogenni archea
1,6 -
1,4 -
1,2 - M lokalita |
M [okalita V
1 4
E
< 08 -
=)
i
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0 .
3.2.2014 31.3.2014 2.6.2014 31.7.2014 3.10.2014 1.12.2014
Datum odbéru
Obrazek 8: Primérné abundance metanogennich archei béhem celého vyzkumu na dvou sledovanych

lokalitach. Chybové usecky znazornuji smérodatnou odchylku.
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V tabulce 2 je znazornéno procentudlni zastoupeni archei a metanogennich
archei béhem jednotlivych odbér. U metanogennich archei, na obou lokalitach, je vidét
vzrustajici procentualni zastoupeni az do Ctvrtého odbéru, kdy procento zastoupeni
dosahuje nejvyssi hodnoty (na lokalité 1 9,91 + 0,61 % a na lokalit¢ V 12,86 + 0,72 %).
Poté procentualni zastoupeni klesd. U celkovych hodnot archei je taktéz na obou
lokalitach vidét vzrlstajici procentudlni zastoupeni. NejvysS$i procento zastoupeni
na lokalité I je detekovano pii ¢tvrtém odbéru 12,45 + 0,37 %. Na lokalité V je tomu jiz
pii tietim odbéru 21,34 £ 0,92 %. Poté dochazi u obou lokalit k poklesu. V ramci
porovnavani dvou lokalit je viditelny rozdil jak u procentudlniho zastoupeni archei, tak
I metanogennich archei. Na lokalit¢ V bylo vzdy procentualni zastoupeni vyssi: tento
rozdil byl statisticky signifikantni pro celkové zastoupeni archei (t = -14,61, p < 0,001)
| pro metanogenni archea (t= -2,87, p= 0,017). Priméma hodnota procentualniho
zastoupeni archei béhem celého vyzkumu byla na lokalit¢ 1 11,5 = SE = 0,26 %
analokalit¢ V 19,46 £+ SE = 0,43 %. Primérna hodnota procentudlniho zastoupeni
metanogennich archei béhem celého vyzkumu byla na lokalité 1 8,89 = SE = 0,38 %
ana lokalit¢ V 11,06 + SE = 0,57 % .

Tabulka 2. Procentualni zastoupeni archei (ARCH) a metanogennich archei (MA) v mikrobialnim

spolecenstvu béhem jednotlivych odbért. Pro kazdy odbér je uveden prumér z péti namétenych hodnot +
SD.

. Lokalita | Lokalita V
Datum odbéru
ARCH (%) MA (%) ARCH (%) MA (%)
3.2.2014 10,35+0,91  7,02+0,34 18,05 + 1,52 8,41 +0,29
31.3.2014 11,65+0,96 8,54+1,54 19,28 £ 1,29 11,06 + 1,01
2.6.2014 11,58+1,48 8,92 +0,54 21,34 £0,92 10,62+ 1,11
31.7.2014 12,45+0,37 9,91+0,61 19,91 + 4,98 12,86 £ 0,72
3.10.2014 11,26+2,26 9,45 +1,46 19,6 +2.22 12,17 +£ 1,06
1.12.2014 11,68+0,18 9,5+0,93 18,57 + 4,06 11,21 £2,05

4.4, Stanoveni biomasy a biovolumu

Hodnoty biomasy na lokalité¢ I i lokalit¢ V vykazovaly rostouci trend az
do ¢tvrtého odbéru, kdy byly namétfeny nejvyssi hodnoty (na lokalité I 8,01 + 4,79
ngC.cm™ a na lokalité V 5,01+ 3,22 ngC.cm™). Poté doslo k ubytku biomasy, ktery
probihal u obou lokalit az do konce vyzkumu. Primérna hodnota biomasy béhem celého

sledovaného obdobi byla na lokalité | 4,1 + SE = 0,77 ngC.cm?, na lokalité V 2,75 + SE
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= 0,56 ngC.cm™? (obr. 9). Nebyl prokazan statisticky signifikantni rozdil mezi
hodnotami biomasy na lokalité I a lokalit¢ V (t = 0,99, p = 0,342).

Biomasa
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hrd
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Datum odbéru

Obrazek 9: Bakterialni biomasa biofilmu na dvou sledovanych lokalitach. Chybové isecky znazoriuji
smérodatnou odchylku.

Hodnoty biovolumu na lokalité 1 vzrustaly od prvniho az do patého odbéru,
mimo druhého a ctvrtého, u kterych doslo oproti pfedeslému odbéru k mirnému
poklesu. Pfi patém odbéru byly naméfeny nejvyssi hodnoty (median 0,42 pm®).
U posledniho odbéru doslo k poklesu hodnoty. Primérna hodnota medianu biovolumu
na lokalité I b&hem celého vyzkumu byla 0,28 + SE = 0,046 pm? (obr. 10). Na lokalité
V hodnoty biovolumu nartstaly taktéz od prvniho odbéru, ale oproti lokalit¢ I jen
do &tvrtého odbéru, kdy median dosahoval nejvyssi hodnoty 0,49 pm?®. V nasledujicich
odbérech hodnoty klesaly. Stejné jako u lokality | doslo i na lokalit¢ V pii druhém
odbéru k mirnému snizeni hodnoty oproti predeslému odbéru. Primérnd hodnota
medianu biovolumu na lokalité V b&hem celého vyzkumu byla 0,3 + SE = 0,054 pm®
(obr. 11). Nebyl prokazan statisticky signifikantni rozdil mezi hodnotami biovolumu
na lokalité I a lokalité¢ V (t = 0,94, p = 0,354).
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Obrazek 10: Bunéény objem (biovolum) pro 1 buiniku na lokalité¢ I béhem jednotlivych odbért. Kazdy
odbér sestava z péti naméfenych hodnot. Silna ¢ara zna¢i median, nad ni a pod ni je horni
a dolni kvartil, vousy oznacuji maximalni a minimalni namétené hodnoty.
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Obriazek 11: Bunécny objem (biovolum) pro 1 bunku lokalit¢ V béhem jednotlivych odbért. Kazdy

odbér sestava z péti naméfenych hodnot. Silna ¢ara znaci median, nad ni a pod ni je horni
a dolni kvartil, vousy oznacuji maximalni a minimalni namétené hodnoty.
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4.5. Teplota

Dne 3. 8. 2014 byly na obou lokalitach naméfeny nejvyssi teploty — na lokalité |
15,11 °C a na lokalit¢ V 19,5 °C. Primérné nejteplejsi mésic na lokalit¢ I byl mésic
cervenec S 13,26 °C £ 1,17 °C, nejchladnéjsi byl mésic prosinec s 3,63 °C £ 0,63 °C.
Pro lokalitu V byl nejteplejs$im mésicem taktéz cervenec s 17,71 °C + 1,18 °C,
nejchladnéj$im byl leden 3,34 °C + 1,8 °C. Prumérna ro¢ni teplota na lokalit¢ | byla
8,22 °C £ 3,75 °C, na lokalit¢ V byla 10,58 °C £ 5,37 °C. Statisticky signifikantné byla
prokazana vyssi teplota na lokalité V (t =-6,84, p <0,001) (obr. 12).

Vyvoj teploty béehem inkubace
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Obrazek 12: Vyvoj teploty na dvou lokalitdch po dobu celé inkubace

4.6. Vztahy mezi parametry a teplotou

Statisticky signifikantné byl prokazan piedpokladany vztah, korelace, mezi
mikrobialni abundanci a biomasou na obou lokalitach, lokalita I (t = 7,46, p = 0,002)
(Priloha 6) a lokalita V (t = 7,8, p = 0,002) (Ptiloha 7), biomasou a biovolumem
na lokalit¢ V (t = 5,98, p = 0,004) (Piiloha 8). Dale byla statisticky signifikantné
prokazana korelace mezi biomasou a abundanci archei na obou lokalitach, lokalita I (t =
7,01, p = 0,02) (Ptiloha 9), lokalita V (t = 6,45, p = 0,003) (Ptiloha 10) a mezi
biomasou a abundanci metanogennich archei taktéz na obou lokalitach, lokalita I (t =

9,29, p < 0,001 ) (P¥iloha 11), lokalita V (t = 7,88, p = 0,002) (Pfiloha 12). Také byla
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prokazana mezi mikrobidlni abundanci a abundanci archei na obou lokalitach, lokalita I
(t = 18,36, p < 0,001) (Ptiloha 13), lokalita V (t = 11,21, p < 0,001) (Ptiloha 14) i mezi
mikrobialni abundanci a metanogennimi archei opét na obou lokalitach, lokalita I (t =
17,18, p < 0,001) (Ptiloha 15), lokalita V' (t = 9,4, p < 0,001) (Pfiloha 16). Dale byla
statisticky signifikantn¢ prokazana korelace mezi teplotou a (i) mikrobidlni abundanci
na lokalit¢ V (t = 3,62, p = 0,022) (Ptiloha 17), (ii) biomasou na obou lokalitach,
lokalita I (t = 4,6, p = 0,01) (Piiloha 18) a lokalita V (t = 5,93, p = 0,004) (Ptiloha 19),
(iii) biovolumem na obou lokalitach, lokalita I (t = 4,92, p = 0,008) (obr. 13) a lokalita
V (t = 8,71, p = 0,001) (obr. 14), (iv) abundanci archei na lokalit¢ V (t = 4,34, p =
0,012) (Priloha 20) a (v) abundanci metanogennich archei na obou lokalitach, lokalita |
(t=3,03, p =0,039) (Ptiloha 21) a lokalita V (t = 3,24, p = 0,032) (Ptiloha 22).
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Obrazek 13: Vztah mezi teplotou (°C) a biovolumem (um3) na lokalité I
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Obrazek 14: Vztah mezi teplotou (°C) a biovolumem (um®) na lokalité V

Na hranici statistické vyznamnosti byla zjiSténa korelace mezi teplotou
a polysacharidy na lokalite¢ 1 (t = 2,75, p = 0,051), teplotou a mikrobialni abundanci
na lokalité I (t = 2,57, p = 0,062), teplotou a abundanci archei na lokalité¢ I (t = 2,58, p =
0,061), polysacharidy a abundanci archei (t = 2,46, p = 0,069) v¢etné¢ metanogennich
archei na lokalit¢ I (t = 2,59, p = 0,061), mnozstvim celkového organického uhliku
a abundanci archei na lokalit¢ V (t = 2,39, p = 0,079). Mezi ostatnimi parametry nebyl

statisticky signifikantni vztah prokazan.



5. DISKUSE

Cilem této prace bylo porovnat vyvoj biofilmu na sklenénych kulickach
zakopanych na dvou lokalitdch potoku Sitka pomoci zkoumanych parametri. Déle pak
zjistit, zda existuji vztahy mezi zjisténymi hodnotami parametri a naméfenymi
hodnotami teplot vody. VSechny zkoumané parametry na obou lokalitaich vykazovaly
podobny riistovy trend. Hodnoty parametri nartstaly az do bodu, kterym byl prevazné
¢tvrty odbér. Pii naslednych odbérech doslo k poklesu hodnot. VIiv na rist jednotlivych
parametrit méla teplota vody. Prekvapivym vysledkem bylo prokazani zavislosti hodnot
biovolumu na teplot¢ vody. Statisticky signifikantné byla na lokalit¢ V vétsi
koncentrace polysacharidl, vétsi relativni zastoupeni archei vcetné metanogennich
archei a vyssi teplota vody. Na lokalité I byla statisticky signifikantné vétsi mikrobidlni

abundance.

5.1. Polysacharidy

Ke stanoveni polysacharidi jsem pouzila metodu dle Duboise (Dubois et al.
1956). Tato metoda je povazovana za spolehlivou. Ve své praci tuto metodu pouzili
naptiklad Romani et al. (2008), Proia et al. (2012) a Guo et al. (2014). Nejsou mi znamy
prace o hyporheickém biofilmu, které¢ by uvadély koncentraci polysacharidi vyjadienou
na plochu. Své vysledky jsem porovnala s pracemi Studujici biofilm v toku.
Uptednostnila jsem vSak ty, u kterych je vyuzit umély material, abych vyloucila vliv
dalsich proménnych (zejména zivin uvoliujicich se ze substratu (Fischer 2003)). M¢é
vysledky koncentrace polysacharidii byly vyrazné niz8i nez hodnoty, které ziskali
Romani et al. (2004) na keramickych dlazdicich ve Spanélsku (tok Fuirosos). Mé
hodnoty koncentraci na lokalit¢ V po prvnim odbéru (tzn. po 63 dnech inkubace) byly
niz$i nez koncentrace ziskané ze sklenénych dlazdic po 60 dnech (Artigas et al. 2012)
nebo po 52 dnech (Proia et al. 2012) inkubace v toku Fuirosos. Zaroveit mé hodnoty
byly vyssi nez v toku Walzbach, ktery se nachazi v Némecku (Artigas et al. 2012). Tyto
rozdily mohou byt zptisobeny riznymi teplotami v danych oblastech, riznym obsahem
zivit rozpusténych ve vodé nebo jinymi faktory. Potok Sitka se nachazi v klimaticky
chladngjsi oblasti nez potoky Fuirosos a Walzbach, teplota zde tedy nejspis pozorovany
rozdil nezpusobila. Nabizi se proto vysvétleni vlivem rozpusténych zivin nebo typu
povrchu, na kterém byl biofilm inkubovan. Podle Meyer et al. (1987) a De Troch et al.
(2006) narustaji biofilmy 1épe na mensich ¢asticich. V tivahu bychom mohli brat i vliv

svétla v navaznosti s vyskytem fas, které produkuji polysacharidy. V podminkéch
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dostatecného svétla totiz tvoii fasy spolecné s extracelularni polymerni matrici
dominantni slozku biomasy biofilmu (Rulik et al. 2011). Mozné je i kombinované

pusobeni uvedenych faktort.

5.2. Celkovy organicky uhlik

Vysledky celkového organického uhliku jsem porovnala s vyzkumem Rulik et
al. (2007). Hodnoty mnou naméfené pii tfetim odbéru (tzn. po Sesti mésicich) byly
01-2 tady vyssi na obou lokalitach nez hodnoty, které ziskali Rulik et al. 2007
Z hyporheického biofilmu inkubovaném na Stérku o priméru 22 mm po 6 meésicich
inkubace. Své vyssi hodnoty celkového organického uhliku pfisuzuji vlivu velikosti
Castic, ktery je jiz vySe uveden. VIiv uvolnujicich se zivin z pfirodniho substratu
(Fischer 2003) a tim i padem i rychlejsi rust zde nemtizeme brat v uvahu.

Ziskané hodnoty procentualniho zastoupeni jednotlivych slozek celkového
organického uhliku jsem porovnala s vysledky Koutny a Rulik (2007). Jak procentudlni
zastoupeni polysacharidi v celkovém organickém uhliku na lokalité V, tak prevladajici
neidentifikovana slozka na obou lokalitich byly podobné s touto praci. Procentualni

zastoupeni slozky uhliku, kterou tvofi bakterie, je vyssi, nez uvadi Rulik a Koutny

(2007).

5.3. Abundance

Hodnoty mikrobialni abundance, ke kterym jsem ve své praci dospéla, byly nizsi
neZ publikované hodnoty Rulik et al. (2007). Tyto hodnoty byly ziskany ze sklenénych
kulicek o priméru 22 mm inkubovanych ve dné vodniho toku a byly o 1-2 tady
na plochu cm? vyssi (Rulik et al. 2007). Za piedpokladu tvrzeni, kdy na mensich
¢asticich substratu se nachéazi vétsi pocet bakterii (Meyer et al. 1987, De Troch et al.
2006, Santmire a Leff 2007), bych méla dospét k opaénému vysledku, jelikoz mé
kulicky byly jen o priméru 5 mm. To se vSak nestalo. Podobny trend riistu abundance
Vv zavislosti na teploté jako ja zaznamenal ve své préaci na velmi drobnych sklenénych
kulickach inkubovanych ve dné toku Bérlocher a Murdoch (1989). Mé hodnoty byly
opét nizs§i o 1-2 tady na plochu cm®. Zde uZ ale srovnani souhlasi se zminénym
pfedpokladem vysSi abundance na menSich casticich. Mnou ziskané vysledky byly
podobné s vysledky Claret (1998), ktera zkoumala tvorbu biofilmu na sklickach
umisténych v sedimentu vodniho toku. Avsak hodnoty abundance V citované praci byly

dosazeny béhem néckolika dni, hodnoty abundance mnou uvedené jsou ziskany
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nékolikamési¢ni inkubaci. Jako moznou pfi¢inu nizkych hodnot bych usuzovala
na skrytou chybu béhem laboratorniho zpracovani vzorkd, napt. nedostate¢na ucinnost
sonikace.

V porovnani se studiemi tvorby biofilmu provedenymi volné v toku byly mé
vysledky opét nizsi. Hodnot abundance v fadu 10° dosahovali ve své praci na ptirodnim
substratu Kropfl et al. (2006). Tyto hodnoty byly ziskany po 6 tydnech inkubace.
V tomto kontextu by se dalo usuzovat, Ze na vysledky ma vliv material, na kterém se
biofilm vytvaii. Na piirodnim substratu biofilm roste rychleji nez na umélém (Rulik et
al. 2007) v disledku vyplavovani mineralnich zivin (Fischer 2003). Romani a Sabater
(1999), kteti zkoumali tvorbu biofilmu na keramickych dlazdicich, dosli k vysledkiim

v fadu 10 po 60 dnech vyzkumu.

5.4. Relativni zastoupeni archei a metanogennich archei

Své vysledky procentualniho zastoupeni jsem porovnala s pracemi Buriankova
et al. (2012) a Brablcova et al. (2015), které porovnavaly jednotlivé lokality potoku
Sitka. Mnou namétené zastoupeni metanogennich archei na obou lokalitach a archei
na lokalité I bylo pfiblizné o 3 procentni body vyssi, nez uvadi Brablcova et al. (2015).
M¢ zastoupeni archei na lokalit¢ V bylo nizsi pfiblizné o 6 procentnich bodl, nez je
uvedeno V citované praci. Vysledky mych hodnot procentualniho zastoupeni archei
a metanogennich archei se pohybovaly v rozmezi, které uvadi Buridnkova et al. (2002).
Obecné vétsi procentualni zastoupeni na lokalité V je zfejmé jak z mych vysledkd, tak
I v praci Brablcova et al. (2015)

Pii porovnani mych vysledkt s jinymi studiemi byly hodnoty procentualniho
zastoupeni archei na lokalit¢ I podobné jako hodnoty v sedimentu toku Bystfice
nachazejici se pobliZ Olomouce (Brablcova et al. 2013). Jiné studie z vodnich toki
uvadgjici relativni zastoupeni archei a metanogennich archei patrné neexistuji, proto
jsem cerpala 1 z praci provedenych v jinych ekosystémech. Ve srovnani s témito
studiemi bylo mé procentudlni zastoupeni archei vétSi nez procentudlni zastoupeni
na sedimentu jezera Rotsee ve Svycarsku (Zepp-Falz et al. 1999), jezera Grosse
Fuchskuhle v Némecku (Casper et al. 2003) nebo na pudé sibifské tundry (Kobabe et al.
2004).

Vyznamnym zjisténim byla detekce metanogennich archei na obou lokalitach jiz
béhem prvniho odbéru. Metanogenni archea vyzaduji K rustu specifické podminky,

kterymi jsou anoxické prostredi S extrémné nizkym redoxnim potencialem. Detekce, jiz
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pfi prvnim odbéru poukazuje na idedlni prostiedi pro metanogeny, které vykazuji obé

lokality.

5.5. Biomasa a biovolum

Ziskané¢ hodnoty byly vyrazné niz$i V porovnani s biomasou nachazejici se
na kamenech nebo na kofenech pod vodni hladinou toku Bystfice (Brablcova et al.
2013). Mé hodnoty se pohybovaly v jednotkdch nanogramil uhliku na plochu cm?,
hodnoty Brablcové et al. (2013) v jednotkach mikrogramii uhliku na plochu cm? — to
znamena rozdil o tii fady. Na nizkych hodnotach se velmi pravdépodobné podilel vliv
substratu, jehoz vyznam je jiz diive uveden.

Rozpéti mnou naméfenych hodnot biovolumu bylo uzsi nez rozpéti 0.008-1.46
um? sedimentu toku Sitka (Koutny a Rulik 2007) a nez 0.01-3.0 um?® sedimentu toku
Bysttice (Brablcova et al. 2013). Zaroven vSak mnou naméfené praméerné hodnoty byly
vyssi nez u predeslych dvou. Rozpéti mych hodnot biovolumu bylo podobné s praci
Sestanovié et al. (2005) ze sedimentu Kastelského zalivu (Jaderského moie), ale
priumérna hodnota biovolumu zde byla opét nizs$i neZ mnou zjisténa primérna hodnota.
Ui rozpéti v hodnotach biovolumu (od 0.07 do 0.22 pm?®) a nizsi pramérnou hodnotu

zaznamenali v sedimentu Tokijského zalivu Kuwae a Hosokawa (1999).

5.6. Vztah mezi parametry a teplotou

Na zaklad¢ ziskanych vztahli jsem dospé€la k nasledujicim zavérim. S rostouci
mikrobidlni abundanci nariistd biomasa. NarGstd 1 abundance archei vcetné
metanogennich archei. Velky vyznam na vSechny tyto parametry ma teplota. Teplota je
povazovana za klicovy parametr fidici aktivitu a rtist v§ech mikroorganismil (Sjostedt et
al. 2012). V mé praci byla také piekvapivé zjisténa korelace mezi teplotou
abiovolumem. Je zajimavé, Ze sezonni studie vykazuji odliSny vztah teploty
a biovolumu. Studie provedena v severnim Baltickém mofi poukazuje na to, ze buiky
dosahuji vétsiho objemu pfi nizsich teplotach (Andersson et al. 1986). K opa¢nému
zavéru dospéli ve své praci Albright a McCrae (1987) na kanadském vychodnim
pobiezi nebo Ribes et al. (1999) v severozapadnim Stfedozemnim mofi. Naproti tomu
La Ferla et al. (2012) ve svém vyzkumu ve Stifedozemnim mofi neprokézali vliv teploty
na objem bunky. Ve sladkych vodach prozatim o vlivu teploty na biovolum neni mnoho
znamo. Chrzanowski (1985) a Chrzanowski et al. (1988) poukazuji na negativni

zavislost biovolumu na rustu teploty. Objevuje se i neprikaznost vlivu teploty
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na biovolum (Sime-Ngando et al. 1991). Mnou zjistény vztah se shoduje s Albright
a McCrae (1987) a Ribes et al. (1999). Na rust biovolumu ov§em mohou mit vliv i jiné
faktory nez jen teplota vody. Témito faktory mohou byt naptiklad mnozstvi zivin
(Young 2007) nebo predace (Andersson et al. 1986). Do budoucna by urcité stalo

za uvazeni se této problematice dale vénovat.

5.7. Porovnani lokality I a V

U vsSech zkoumanych parametrii na obou lokalitach je vidét podobny rastovy
trend. Hodnoty nejdfive nartstaji (mimo par vykyvia, které mohou byt zplisobené
néjakou skrytou proménnou) az do bodu, kterym byl pievazné ctvrty odbér
(u polysacharidti na lokalité V to byl tieti odbér, u biovolumu a celkového organického
uhliku na lokalit¢ 1 to byl paty odbér). V nésledujicich odbérech dochazelo
K postupnému poklesu hodnot jednotlivych parametrti. Hlavnim divodem tohoto
poklesu je dle mého nazoru rozpad biofilmu, ktery byl zptisoben dosazenim kritického
mnozstvi bun€k a masy biofilmu (Rulik et al. 2011). Pokud by se jednalo o autotrofni
biofilm, v mém piipad¢ tomu vSak nebylo, souvisel by tento rustovy trend s vyvojem
fas. Nejveétsi narust autotrofniho biofilmu probiha béhem jara a 1éta, kdy jeho zasobni
produkty dosahuji maxima (Blenkinsopp et al. 1991). Vysvétlenim toho trendu
U heterotrofniho biofilmu by mohla byt pfitomnost rozsivek v hyporheické z6né potoku
Sitka (Rulik et al. 2007).

Pfi porovnavani hodnot parametri mezi lokalitou I a V bylo statisticky
signifikantné zjisténo veEtsi mnozstvi polysacharidi na lokalit¢ V. Rozdil mezi
hodnotami mikrobidlni abundance se nachazel na hranici statistické vyznamnosti.
Pokud budeme tyto vysledky brat v tivahu, byly hodnoty vétsi na lokalité 1. Ke stejnému
tvrzeni dosli Brablcova et al. (2015). Hodnoty relativniho zastoupeni jak archei, tak
I metanogennich archei byly opét vétsi na lokalit¢ V. Vys§i hodnoty parametri
na lokalité V se daji pfisuzovat vétSimu mnozstvi Zivin, které se na lokalité nachazi (viz
tabulka 1) a prokazané vysSi hodnoté teploty na lokalité. Rozdilnost teplot vody
na lokalité I a V uvadi i Rulik et al. (2013).

Na zaklad¢ vyhodnoceni vSech vysledkii a provedeni statistickych analyz
nemohu jednozna¢né uréit lokalitu, na které bylo biofilmu vice nebo ktera by byla
vhodnéjsi pro vyvoj biofilmu. Mohu vSak konstatovat, ze lokality se od sebe lisi
teplotou vody, koncentraci polysacharidi, mikrobidlni abundanci a relativnim

zastoupenim archei v¢etné metanogennich archet.



6. SOUHRN

Hyporheické biofilmy jsou zakladni soucasti ekosystému vodnich tok a maji
nezastupitelnou roli v procesu fi¢niho samocisténi. Cilem této prace bylo porovnat
tvorbu biofilmu na sklenénych kulickach o priméru 5 mm zakopanych na dvou
lokalitach (lokalita I a lokalita V) potoku Sitka. Dal§im cilem této prace bylo zjistit, zda
existuji vztahy mezi hodnotami jednotlivych parametri a naméfenymi hodnotami
teploty vody.

Zacatkem prosince roku 2013 byly na dvou vybranych lokalitich do dna potoku
Sitka zakopany do hloubky 10 cm polyethylenové lahvicky. Lahvi¢ky obsahovaly vzdy
500 sklenénych kulicek, které slouzily jako umély substrat pro vyvoj biofilmu. Celkem
35 lahvic¢ek na kazdé lokalité¢ bylo inkubovano do prosince roku 2014. Kazd¢ dva
mesice probihal odbér, pti kterém bylo odebrano vzdy 5 lahvicek z kazdé lokality.
Na kazdé lokalit¢ bylo také umisténo teplotni ¢idlo (datalogger Minikin), které
zaznamenavalo teploty vody po celou dobu vyzkumu. Na kuli¢kach z kazdé lahvicky
bylo provadéno stanoveni koncentrace polysacharidl, mnozstvi celkového organického
uhliku, mikrobidlni abundance, relativniho zastoupeni archei vcetné metanogennich
archei, biomasy a biovolumu. V&Sina parametrii byla vyjadfena na plochu cm?.
Po nasledném vyhodnoceni vysledkii byl u vSech parametrii na obou lokalitach
pozorovan stejny rastovy trend. Hodnoty vSech parametrti nardstaly az do bodu, kterym
byl pfevazné ¢tvrty odbér (31. 7. 2014). Pi naslednych odbérech dochazelo k poklesu
hodnot jednotlivych parametri. Tento pokles byl ziejmé zpiisoben rozpadem biofilmu
zapti¢inénému dosaZenim kritického mnozstvi bunék a masy biofilmu.

Dle vysledku statistické analyzy dat se neda uréit, ktera ze dvou lokalit byla
vhodnéjsi pro vyvoj biofilmu nebo na které bylo biofilmu vice. Statisticky signifikantné
byla na lokalit¢ V vétsi koncentrace polysacharidd, veétsi relativni zastoupeni archei
véetné¢ metanogennich archei a vysSi teplota vody. Na lokalit¢ 1 byla statisticky
signifikantné¢ vétsi mikrobidlni abundance. Ze zjiSténych vztaht plynou nasledujici
zavery. Srostouci mikrobidlni abundanci narlstd i biomasa biofilmu. S naristem
mikrobidlni abundance souvisi i nartist abundance archei véetné metanogennich archei.
Vyznamny vliv na zkoumané parametry ma teplota. Zavislost rGstu biovolumu
na teploté by si urcité zaslouZila vétsi pozornost. Ve sladkych vodach o této zavislosti

neni mnoho zndmo a vysledky jednotlivych praci se neshoduyji.
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8. PRILOHY

Zakopané lahvic¢ky v potoku Sitka
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Ptiloha 3: Ocisténé kulicky - ctvrty odbér

Piiloha 4: Procentualni zastoupeni jednotlivych slozek celkového organického uhliku biofilmu
behem celého vyzkumu na lokalité I
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Piiloha 5: Procentualni zastoupeni jednotlivych slozek celkového organického uhliku biofilmu
beéhem celého vyzkumu na lokalité V
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P¥iloha 7 : Vztah mezi a mikrobialni abundanci (10*cm?) a biomasou (ngC.cm™) na lokalité V

biomasa vs abundance
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Piiloha 8: VVztah mezi biovolumem (um?®) a biomasou (ngC.cm™) na lokalité V
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P¥iloha 9: Vztah mezi biomasou (ngC.cm™) a abundanci archei (10%/cm?) na lokalité I

arch__abundance vs biomasa
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Piiloha 10: \Vztah mezi biomasou (ngC.cm™) a abundanci archei (10%/cm?) na lokalité V
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Piiloha 11: VVztah mezi biomasou (ngC.cm™) a abundanci metanogennich archei (10*cm?) na

lokalité I
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Piiloha 12: VVztah mezi biomasou (ngC.cm™) a abundanci metanogennich archei (10*cm?) na

lokalité¢ V
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Piiloha 13: Vztah mezi mikrobidlni abundanci (10%/cm?) a abundanci archei (10*/cm?) na
lokalité I

abundance_arch vs abundance
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Piiloha 14: Vztah mezi mikrobialni abundanci (10*/cm?) a abundanci archei (10*cm?) na
lokalité V
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Piiloha 15: Vztah mezi mikrobidlni abundanci (10%/cm?) a abundanci metanogennich archei
(10%/cm®) na lokalité T

abundance_met vs abundance
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P¥iloha 16: Vztah mezi mikrobialni abundanci (10*/cm?) a abundanci metanogennich archei
(10*/cm?) na lokalité V

abundance_met vs abundance
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Piiloha 17: VVztah mezi teplotou (°C) a mikrobidlni abundanci (10*/cm?) na lokalité V
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Piiloha 18: Vztah mezi teplotou (°C) a biomasou (ngC.cm) na lokalits I

biomasa

biomasa vs teplota
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Piiloha 19: VVztah mezi teplotou (°C) a biomasou (ngC.cm™) na lokalité V
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Piiloha 20: \Vztah mezi teplotou (°C) a abundanci archei (10*/cm?) na lokalité V

abundance arch

abundance_arch vs teplota
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Piiloha 21: \VVztah mezi teplotou (°C) a abundanci metanogennich archei (10*/cm?) na lokalité I
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Piiloha 22: Vztah mezi teplotou (°C) a abundanci metanogennich archei (10%/cm?) na lokalité
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