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(Rotifera) v pad¢. [Clearance rate and food selectivity of bdelloid rotifers (Rotifera)
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This thesis is focused on food selectivity and clearance rate of bdelloid rotifers in
soil. There is small information about these creatures and so the work was made with
data known for planktonic species (monogononts and bdelloids) and bdelloid species
live in the dendrothelms Habrotrocha thienemanni. The result is complex of factors
affecting the clearance rate and food selectivity of planktonic species that could have

a similar role in bdelloids.
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1 Uvod

Bdelloidni vifnici v ptidé predstavuji vice jak 90% celkové fauny rodu Rotifera.
Jejich mnozstvi a ¢etnost je zavislé na mnozstvi vody v biotopu.(Pourriot, 1977).
Pidni formy obyvaji listovy opad a horni vrstvu ptdy- pidni pory vyplnéné vodou
(Pourriot, 1979), vlhké mechové polstate, shluky tas (Pourriot, 1977), skalni pukliny
a jezirka vytvorena v dutindch stromi (Thienemann, 1934) nebo jezirka ve skalach

zaplnéna destovou vodou. Pidni vifnici ziji v opadovém materialu

Vifnici jsou vyznamnou soucasti potravniho fetézce ve sladkovodnim prostiedi
(Starkweather 1980; Arndt 1993). Pourriot (1977) tvrdi, ze bdelloidni vifnici jsou
bakteriofdgové nebo fytofagové. Nekteti zerou jak bakterie vyskytujici se v pade,
tak detrit z rozlozenych rostlin. Monakov (2003) udava, ze Bdelloidi jsou
mikrofagove, kteti jsou dilezitou soucasti uhlikového cyklu v pid€ a hraji hlavni roli

v konzumaci ptdnich bakterii.

Potravni selektivita a filtra¢ni rychlost je u vifniki bézn¢é zkoumana a je mnoho
praci popisujicich vybér potravy a zpiisob Zrani u Monogonontnich vifnikd. V
ptipadé Bdelloidnich vifnikl plati pfesny opak. Pokusy zamétené na zjiSténi jejich
potravnich naroki jsou provadény jen minimalné. Pokud se vyskytne né&jaka studie
na bdelloidech, jedna se pouze o druhy zijici ve vod¢. O plidnich formach ze skupiny
Bdelloidea je, ve zmifiované oblasti, velmi malo informaci. Hlavnim cilem této prace

je shrnout dostupné informace o potravnich narocich a selektivité bdelloidnich

virnika.

2 Charakteristika

Viinici jsou mikroskopické organismy velikosti 100pum -1000um (Ooms-Wilms,
1995). V pudé¢ ptevazuji bdelloidni formy (velikosti 200- 400pum; Pourriot, 1979),
které se 1181 od monogonontnich hlavné dvéma vifivymi aparaty v predni ¢asti téla.
Bdelloidni vifnici v ptidé predstavuji vice jak 90% celkové fauny Rotifera a to jak
v poCtu druhg, tak jedinct (Pourriot, 1979). Udava se, ze v ptid¢ se vyskytuje az

300.000 jedincti na m* (Franz, 1950). Ziji ve filmu vody, ktera pokryva rostliny a
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v intersticialni vod¢ zaplavujici zemni péry v hloubce 0- 3cm (Pourriot, 1979). V této
hloubce se vyskytuje nejveétsi mnozstvi organismi, ale jinak se mohou vyskytovat i
ve vétsich hloubkach. Podle Devettera (2009) i ve vice nez 10 cm hloubky. Cetnost a
mnozstvi téchto zvitat je zavislé mimo jiné 1 na obsahu vody v biotopu (Pourriot,

1979).

Pidni vifnici jsou povazovani za dilezitou slozku padni mikrofauny, protoze
hraji vyznamnou roli v mikrobidlni potravni siti (Starkweather, 1980). Mechanicky,
pomoci mastaxu, zpracovavaji potravu, kterou tvofti detrit (Pourriot, 1979), bakterie
nebo fasy (Monakov, 2003). Podili se tak na kolobéhu chemickych latek v ptidé
(Pourriot, 1979). Monakov (2003) se domniva, ze velikost pfijimané potravy miize
souviset s velikosti jedince a vlastnostmi vifivého a zvykaciho aparatu. Velikost
pfijimané potravy zavisi na velikosti jedince, velikosti vifivého aparatu a velikosti
mastaxu (Monakov, 2003). Kazdy rod ma jiné stravovaci parametry a podle zptisobu

pfijimani potravy rozeznavame tii hlavni skupiny Rotifera (Monakov, 2003):
1. Pohybem brv zvite vytvoii velky vir, ktery vede potravu do otevienych ust.
- planktonni a benti¢ti Pseudotrocha.

2. Potrava je ziskdvana aktivnim chytanim. Kofist je nasata do mastaxu a

posléze rozmélnéna.

- Asplanchnidae, nékteti Trichocercidae, Synchaetidae, Gastropodidae,

Dicranophoridae

3. Jednou za Cas se rozsiii a otevie infundibulum. Potrava je spolknuta a

travena v Zaludku a poté ve stievé.
- Paedotrochidae

Obecné, Rotifera, jsou polyfagové s uzkou potravni Skalou — stenofagové nebo
euryfagove s Sirokou potravni Skalou. Pokud bychom chtéli tuto skupinu rozdélit
podle druhu piijimané potravy, odpovidalo by to podle Monakova (2003)

nasledujicimu uspotadani:

1. Bakteriofagoveé — Brachionus calyciflorus, B.rubens, Anuraeopsis fissa
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2. Trypto-bakteriofagové — Brachionus angularis, Keratella cochlearis, Filinia
longiseta, F. branchiata, Kellicottia longispina, Anuraeopsis fissa, Platyias
quadricornis, Lophocharis salpina, Conochilus unicornis, Pompholyx

complanata, P. sulcata, Trichocerca pusila, Hexarthra mira

3. Fytofagové - Fytofagni vyziva je soudasti potravniho spektra. Zadny druh

neni pouze fytofagni.

4. Zoofagové - Asplancha- Zivi se: Protozoa, Rotifera, drobni Crustacea a

jejich juvenilni stadia, Bacillariophyceae, Dinoflagellata

Ploesoma hudsoni, P.lenticulare, Notommata aurita, N.

glyphura, N. pseudocerberus — potrava: Ciliophora, Rotifera

“cuckoo Rotifera“ — Trichocerca capucina, T. pustla, T. stylata

- potrava: vysavaji vajicka Rotifer a Keratella

Dicranophoridae — Dicranophorus thysanus — dravec,

zivici se Anomopody
5. Mikrofagové - potrava do velikosti 10- 12um

Rody: Anuraeopsis, Keratella, Kellicottia, Conochilus,

Filinia, Pompholyx

6. Makrofagové - zivi se rizné velkou potravou - souvislost vlastniho morfotypu

a velikosti kofisti.
Brachionus, Notholca, Conochiloides — do velikosti 17- 18um
nekteti Collothecidae, Bdelloidea — do velikosti 20pm

Asplanchnidae — zavisi na velikosti Rotifer a malych

Crustacea
- Synchaeta — potrava mize byt vétsi nez S0um

Dicranophoridae
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Pokud bychom méli zaradit bdelloidni formy do téchto potravnich kategorii,
vétSina z nich by pattila do skupiny bakteriofagt (napt. Habrotrocha thienemanni) a
nékteti do skupiny fytofagh (napt. Philodina citrina). Tteti skupinou by byly formy,
které se zivi jak bakteriemi, tak detritem (napt. Adineta vaga, Philodina roseola)
(Pourriot 1979, Devetter 2006). Ricci, Melone a Walsh (2001) objevili 1 dravého

jedince Abrotrochta carnivora.

Podle Monakova (2003) je skupina Bdelloidea mikrofadgni skupinou, ktera
ziskava potravu filtraci pidniho roztoku a hraje velmi ditlezitou roli v konzumaci

pudnich bakterii, a tak ovlivituje cyklus uhliku v ptidé.

3 Kvantitativni data

V souvislosti s pfijmem potravy se u virnikli pouzivaji specifické veli¢iny. Tyto
veli¢iny slouzi k vypoctu kvantitativnich dat, kterd ndm dévaji informace o mnoZstvi

a rychlosti poZirani potravy. Nejdilezitéjsi jsou nasledujici tii veli¢iny:

1. Rychlost filtrace (clearance rate, CR, ul.ind".h™)

Tato veli¢ina je zavisla na kvalité potravy a vyznamnou mérou je
ovliviiovana teplotou okolniho prostfedi. Udava teoretické mnozstvi vody, ze
které je vyfiltrovana potrava organismem za jednotku ¢asu, tyto hodnoty se
pohybuji v rozmezi 1-10pul ind™.h™". V mnoha ptipadech je mnozstvi
vyfiltrované potravy vice nez desetindsobkem "suché" vahy jedince. V ramci
systému a jednotlivych kmenti se tyto hodnoty mohou lisit v fadech n¢kolika
mikrolitrii a ve vyjimecnych ptipadech aZ v fadech mililitr. Clearance rate se
vypocita ze vzorce:

CR= (M-My)/ C*T

- kde M je ¢islo udavajici mnozstvi poztenych ¢astic jedincem, My je mnozstvi
Castic pozienych zvifetem ve slepém vzorku (v ¢ase nula), C je koncentrace ¢astic

(ul™) a T je doba filtrace (McManus a Fuhrman 1986).
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2. Rychlost pozieni (ingestion rate, IR)

Vypoctem ingestion rate ziskdme informaci o mnoZstvi pozienych

¢astic jedincem za ¢asovou jednotku. Hodnoty ziskame dosazenim do vzorce:
IR= CR*B

- B udava hojnost bakterii, CR je hodnota clearance rate (McManus a

Fuhrman 1986).

3. Relativni primérné denni davka (relative average daily ration, DR)

Udéva pomér vahy poziené potravy na jednoho konzumenta.
DR= (M\-M,)/ P

- kde M je ¢islo udavajici mnozstvi poztenych ¢astic jedincem, M, je mnozstvi

¢astic pozienych zvitetem ve slepém vzorku (v ¢ase nula), P- je mnozstvi jedinci.

4 Pokusna potrava

K pokustim s potravnimi navyky a selektivitou se pouzivaji rizné formy potravy
nahrazujici potravu vyskytujici se bézné v ptirozeném prostfedi nebo potrava
prirodni, ktera se upravuje tak, aby jeji mnoZstvi v travicim traktu jedince bylo
snadno zaznamenatelné. V nékterych studiich, napt. v praci Ooms-Wilms, Postema a
Gulati (1991), se objevuji data, ve kterych je zaznamendvano ¢asové trvani prichodu
¢astic travicim traktem Zivého jedince — doba priichodu stfevem. NejCastéji méfrenym
udajem je clearance rate a ingestion rate (napi. Wallace a Starkweather, 1983; Ooms-
Wilms, 1991; etc.). Mnozstvi potravy se pak miize ménit v zavislosti na ztratach
potravy, usazovani potravy nebo pti¢inou poklesu miize byt bunécné déleni
potravniho zdroje (Starkweather, 1980) napt. u kvasinek, které jsou soucasti
potravniho spektra nékterych bdelloidnich forem. Nejvice je Bdelloidy preferovana
potrava v podobg¢ fas a bakterii, nejméné jsou pozirany kvasinky (Wallace a
Starkweather, 1982). Ooms-Wilms (1997) se podle vysledkt své prace domniva, ze
bakterie v ptirod€ jsou pro monogonontni vifniky pouze dopliujici zdroj potravy.

Jednim ze zplisobi jak zjistit dulezitost bakterii v potravé virniki je podle Ooms-

You created this PDF from an application that is not licensed to print to novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com

Wilms (1995) porovnani clearance rate nebo rychlosti ristu jedincti v zavislosti na
pfijmu potravy z riznych potravnich zdroji. V kazdém ptipadé jsou vifnici
dalezitymi konzumenty mikrobialni potravni sité, nebot’ pfeménuji primarni (fasy) a
bakterialni produkci na formu stravitelnou pro sekundarni konzumenty (Ooms-
Wilms, 1995) navic je pravdépodobné, ze vyznamnym zdrojem potravy pro virniky

jsou bakterie rostouci v detritu (Ooms-Wilms, 1997).

4.1 Upravena prirodni potrava

Na krmeni pokusnych zvifat je pouzivano pomérné velké spektrum laboratorné
upravené potravy. Nejcastéji vyuzivanou potravou jsou fluorescenéné upravené
bakterie nebo sinice (fluorescenéné oznacené bakterie - FLB, fluorescencné
oznacen¢ fasy - FCA). Ty jsou odebrany z piirodnich populaci a pigmentoveé
upravovany v laboratofi pro nasledné pouziti (McManus a Fuhrman, 1986). Nabidka
ptirodni potravy pokusnému materialu je lepsi z hlediska autenti¢nosti. Nevyhodou
takto upravenych ¢astic je, Ze pokud je v travici soustaveé okolo deseti anebo vice jak
deset FLA/ FLB nastava problém s ¢astecnym nebo uplnym pirekryvem pozienych
tfas/ bakterii, ktery znemozni zaznamenani presného poctu FLA/ FLB, obzvlaste
tehdy, pokud se vedle sebe nachazi méné a vice fluoreskujici buiky (Telesh, Ooms-

Wilms a Gulati, 1995).

Dalsi moznosti, jak spocitat jednotlivé ¢astice ndmi ptipravené potravy
v travicim traktu, je oznaceni nabizené potravy [methyl-3H]-thymidinem, jako to
provedli Ooms-Wilms, Postema a Gulati (1995). Obdobnym zptisobem se dé vyuzit
oznaceni potravy pomoci radioaktivnich izotopl. Radioaktivni prvky se pouzivaji ve
slou¢eninach Hs**PO,4 (Wallace a Starkweather, 1983) a Hy**PO, (Bogdan a Gilbert,
1982). Nahradou téchto radioaktivnich slouc¢enin jsou radioaktivni barvy ColorCo

v riznych barevnych provedenich, které ve svém pokusu vyuzili McManus a
Fuhrman (1986).

4.2 Nahradni potravni zdroj

Nahradou za ptirozeny potravni zdroj jsou uzivany mikrocastice s fluorescen¢nimi
vlastnostmi - partikule. Zpisob vyuziti partikuli je velmi podobnou metodou, jak

zjistit ingestion rate vifnikl a zaroven umoziuje porovnani s odliSnymi technikami
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vyzkumu (Ooms-Wilms, Postema a Gulati, 1995). Druhym typem jsou partikule,
které maji povrch pokryt bilkovinou BSA (Devetter, 2006), kterd imituje ptirodni
potravu. Podle McManus a Fuhrmana (1986) se tyto inertni ¢astice chovaji jako
ptirodni potrava, a tak slouZi jako velmi uZitecnd metoda pro studium né€kolika
hledisek v ptirodnich populacich nejen nano- a mikroplanktonu. Vyhodou vyuzivani
téchto inertnich ¢astic v ekologickych studiich je skutecnost, ze mohou byt pouzity
pro rychlé ziskani informaci o ptirodnich populacich. Relativné snadno se s nimi
vyuzivani chemickych podnétl etc. Problémem je, Ze si nemiZeme byt Gplné jisti
tim, Ze se ¢astice chovaji stejné jako potrava, kterou pokusné organismy poziraji v

ptirodnich podminkach (McManus a Fuhrman, 1986).

Partikule jsou dvojiho typu. Prvnim typem jsou partikule bez jakéhokoliv
bilkovinného obalu (Vadstein 1993, Ronnerberger, 1998). Velikost partikuli se
pohybuje v rozmezi 0,5 — 10 um. Velikost odpovida riiznym druhiim potravniho
spektra: nejmensi velikosti 0,5 pm- odpovida velikosti malych bakterii, velikosti
okolo 1,8um- vétsim bakteriim, 6,4um- velkym bakteriim, prvokiim a dal$im
organismim a 10um je velikost dalSich podobnych organismu. Co vic, fluorescencni
castice velikosti bakterii a vétSich velikosti jsou uZite¢né pii determinaci druhil

efektivné pozirajicich bakterie. (Ooms-Wilms, 1997)

Podle Ooms-Wilms, Postema a Gulatiho (1995) jsou nejvyznamnég;jSimi poziraci
partikuli bakterivorni vifnici. Z dalSich vysledki se zda, Ze rozdily mezi pfijmem
potravy fluorescencné oznacenych bakterii a partikuli jsou pro virniky druhoveé
specifické a navic, Ze vysledné naméfené hodnoty clearance rate jsou siln¢ zavislé na
druhovém sloZeni potravniho spektra - zooplanktonu (Ooms-Wilms, Postema a

Gulati, 1995).

5 Faktory ovliviiujici prijem potravy

U nakrmeného pokusného materialu se zkouma potravni selektivita, kterd je dand, u
monogonontnich forem, vlastnostmi Zraciho aparéatu, jako je velikost vifivého

aparatu a mastaxu (Bogdan a Gilbert, 1982). Pfijem potravy linearn¢ roste s Casem
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do deseti minut a po deseti minutach dochazi k obratu a pfijem potravy klesad (Ooms-
Wilms, Postema a Gulati, 1993). U jednotlivych druhti, zamétenych na urcitou
potravu, se mohou vyskytnout rizné, az extrémni, formy potravnich specializaci, a to
dokonce 1v dobg, ve které je sloZeni potravni nabidky homogenni (Starkweather,
1980). Starsi individua, podle Ooms-Wilms (1997), narokuji vétsi nebo pestiejsi druh
potravy nez mladsi jedinci a Ze se rychlost piijmu potravy dospélcti a nedospélych

forem se, podle ziskanych dat, nelis§i (Ooms-Wilms, 1997).

6 Clearance rate

Vyznamné jevy ovlivitujici clearance rate jsou chemické sloZeni prostiedi, velikost a
tvar jedince, ptitomnost bi¢ikovct, teplota vody a mnozstvi poziené potravy (Bogdan
a Gilbert, 1982). Typ potravy, kterou druh pozira, také ovlivituje hodnoty clearance
rate (Starkweather, 1980). DalSim faktorem ovliviiujicim velikost hodnot clearance
rate je mnozstvi vyskytujici se preferované potravy (Starkweather, 1980). Podle
Bogdana a Gilberta (1982) je clearance rate nejvice zavisla na typu poziranych bunck

a teplot¢ okoli.

Hodnota clearance rate se 1i8i jedinec od jedince (Ooms-Wilms, Postema a
Gulati, 1995). Obecné udavané hodnoty clearance rate u virniki, se pohybuji
vrozmezi 0,1 plind™.h" a7 50 plind™'.h" (Starkweather, 1980), aviak nejéast&jsi

namé&fené hodnoty jsou v rozmezi 1- 10 ulind™.h™ (Ooms-Wilms, 1995).

6.1 Pokles a narust hodnot clearance rate

Pokles CR, béhem krmeni, miize byt zavinén plnym stfevem, nebo mtize klesnout
stresem vzniklym pfidanim suspenze s potravou do vzorku (Ooms-Wilms, Postema a
Gulati, 1991). S postupnym a neustalym ristem hustoty potravy se hodnoty clearance
rate snizuji a k nejvét§im poklesiim dochazi pti velmi vysokych koncentracich
potravy (Starkweather, 1980). Naopak maximalnich hodnot CR pfi vertikalni
distribuci dosahuji vifnici pti hodnotach 1ppm O, (Haney, 1973).
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7 Potravni preference

Starkweather (1980) se domniva, Ze je mozné, ze v n€kterych situacich se kvalita
potravy méni jak nutri¢né, tak mnozstevné. Sezdnni zmény v clearance rate, u rizné
velkych druhii potravy, mohou souviset se zménami v druhovém slozeni
zooplanktonu (Haney, 1973). Tuto teorii potvrzuje zjisténi Ooms-Wilms, Postema a
Gulatiho (1995), ktefi zjistili, Ze celkova hodnota clearance rate je opravdu velmi
siln¢€ zavisla na druhovém sloZeni potravy. Oproti tomu vybér potravy je nezavisly na
zménach roéniho obdobi v ménicim se prostiedi (Bogdan a Gilbert, 1982). Umérné
roste 1 vyber z nabizené potravy zaroven s rastem velikosti ¢astic (Vadstein, Qie a
Olsen, 1993) a je zajimavé, ze rozdily v clearance rate se zvEtsuji s klesajici velikosti

nabizenych c¢astic (Vadstein, Qie a Olsen, 1993).

7.1 Zaznamenavani mnozstvi a kvality potravy

Zmény v mnozstvi potravy jsou zaznamenavany nervovymi receptory, které vysilaji
impulzy pti srazce s ¢asticemi, a napinajicimi se receptory, které¢ zaznamenavaji
mnozstvi poziené potravy (Bogdan a Gilbert, 1982). Jak zjistili Bogdan, Gilbert a
Starkweather (1980) ve svém pokusu, vifnici jsou pravdépodobné schopni
zaznamenat nékteré vétsi rozdily v chemickém slozeni potravy nebo tvarovy rozdil,
ktery nesouvisi s velikosti nebo povrchovym vzezifenim nabizené potravy, oproti
potraveé bézné dostupné v prirodé. Toto zjisténi by mohlo mit vliv na hodnoty
naméiené pii pouzivani rizné upravenych partikuli v pokusech, kde se timto
zpusobem nahrazuje ptirodni zdroj potravy. Tuto skutecnost potvrzuji zjisténi Ooms-
Wilms, Postema a Gulatiho (1995), Ze zvifata vyuzivaji chut’ k rozeznavani a vybéru
— nizké nebo vysoké kvality - potravy. Dalsi schopnosti, ktera se u vifnikl s velkou
pravdépodobnosti vyskytuje, je schopnost rozeznavat mezi na ziviny vyhodnymi a
nevyhodnymi ¢asticemi a schopnost rozpoznat toxickou potravou, tato schopnost jim
poskytuje konkuren¢ni vyhodu (Ooms-Wilms, 1995). Pti vybéru potravy z Sirokého
spektra zelenych fas, vyuzivaji schopnosti rozeznani chemickych podnéti
jednotlivych Castic potravy, coz mize byt uziteCné predevsim pii nizké abundanci
potravy (sinic) (Ooms-Wilms, Postema a Gulati 1998). V nékterych piipadech se tato
zvitata mohou liSit 1 schopnosti vstifebavat obtizné stravitelné fasy (Ooms-Wilms,

Postema a Gulati 1998).
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8 Vlastni pokus:

8.1 Uvod

V tomto pokusu jsem meéftila clearance rate (CR) u bdelloidniho druhu obyvajiciho
dendrotelmy Habrotrocha thienemanni a zaroven zjistovala preferenci nabidnuté
potravy tomuto druhu. Pfedpokladem bylo, Ze H. thienemanni bude preferovat
potravu podobnou potravé ve volném prostiedi (bakterie), nebo nebude jevit zddnou

selektivitu vii¢i potrave.

8.2 Metody

Pokusné organismy jsem ziskala z dendrotelm, dutin s deStovou vodou a
specifickou faunou, v parku Stromovka v Ceskych Budéjovicich. Takto ziskany
pokusny material s druhem Habrotrocha thienemanni jsem nechala piivyknout na
laboratorni podminky, pfedevSim na teplotu v laboratofi. Po této dobé¢, asi 12 hodin,
jsem rozdélila ziskany material do dvandcti jednotlivych komtirek po 20ml. Mezitim
jsem si ptipravila roztok destilované vody a fluorescencnich partikuli o velikosti
0,5um a to a) obalenych bilkovinou — mély pfipominat béZnou potravu volné
dostupnou v ptirod€ a b) bez bilkoviny. Tteti skupina vzorki c) byl slepy vzorek. Od
kazdého byly pouzity tfi pokusné komurky. Abych ziskala homogenni roztok, tak
jsem partikule zhomogenizovala, protoze samovolné vytvari agregaty, pomoci
ultrazvukového pfistroje. Rozbiti jsem provedla dvakrat za sebou po dobu ptiblizné 2
minut. Do pfipravenych a popsanych vzorki jsem injikovala 100u] roztoku partikuli
a rozmichala pfidanim 2 ml destilované vody, tim jsem ziskala stejnou koncentraci
v celém vzorku. Organismy nebo vifniky ve slepych vzorcich jsem zahubila hned po
piidani partikuli (tzn. v ¢ase t=0). Ostatni pokusna zvifata jsem exponovala pfidanym
partikulim po dobu 5 minut. Po tomto Case jsem experiment zastavila pfidanim praveé
ptevafené horké vody. Po pfiliti horké vody jsem nechala vifniky ptiblizné 30 minut
sedimentovat na dn¢. Pro zafixovani jsem pouzila 0,5 ml 2% roztoku formaldehydu a
pockala 15 minut, neZ se zvifata usadila na dn¢ misek. Po této dobé&, jsem odebrala
ze vSech vzorki supernatant do popsanych lahvicek, které jsem ulozila do lednice.
Supernatant jsem posléze pouzila na zjiSténi obsahu partikuli vztazené k objemu
vody. Misky se vzorky jsem prohlédla pod stereoskopickym mikroskopem a

mikropipetou nabirala zvifata, ktera jsem piemistovala je na skli¢ka. Z kazdého
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vzorku bylo pouzito 30 jedinci. Takto pfipravené vzorky jsem prohlizela
pod fluorescenénim mikroskopem a pocitala mnozstvi partikuli pozienych vifniky.
Tyto hodnoty jsem posléze zapsala do tabulky (Tab. I). 300ml odebraného
supernatantu jsem podtlakem piefiltrovala v celosklenéné filtracni aparatuie pies
membranovy filtr, s velikosti port 0.2 um, obarveny pro snizeni fluorescence pozadi.
Po prefiltrovani jsem filtr pfesunula na podloZni sklicka a analyzovala pod
fluorescen¢nim mikroskopem. Z plochy kazdého filtru, tato plocha ¢inila
12.560mm’, jsem nahodn& vybrala deset &tvercii o velikosti 0,025mm? p¥i objektivu
100. V téchto ¢tvercich jsem spocitala mnozstvi fluorescenénich partikuli
obsazenych v 300ul piefiltrovaného supernatantu. Takto ziskané hodnoty jsem
upravila do tabulky (Tab. II). Zbytek materidlu z pokusnych komiirek jsem zvazila
(Tab. III) a objem doplnila na mnoZstvi 200 ml. Na takto pfipraveny, zamichany
vzorek jsem pouzila limnologickou metodu pocitani podvzorkt v Sedgewick —
Rafterové komirce. Pipetou jsem odebrala Sml vzorku a injikovala ho do komirky
s miizkou. Pod mikroskopem jsem pak spocitala mnozstvi jedincii v jednotlivych
vzorcich, které jsem zpracovala do tabulky (Tab. I1I). Z takto ziskanych dat jsem
vypocitala mnozstvi individui v jednom litru kapaliny (Tab. III). Z hodnot v Tab. II
jsem vypocitala mnozstvi partikuli v jednom mililitru tak, ze jsem pod¢€lila mnozstvi
partikuli na filtru filtrovanym objemem nasobenym hluchym zvétsenim. Abych
ziskala mnozstvi vody, v ul, na jednu partikuli, tak jsem pfevracenou hodnotu
partikuli na ml vynasobila tisicem. Takto ziskané hodnoty jsem vyuzila k vypoctu
clearance rate vifniki v mém pokusu.

Vypocet hodnoty clearance rate (CR) jsem provedla podle nésledujiciho
schématu:

CR= (M-Mo)/ C*T

kde M je ¢islo udavajici mnozstvi poztenych ¢astic jedincem, M, je mnozstvi ¢astic
. Iy ’ v . v . 1 .
pozienych zvitetem ve slepém vzorku (v ¢ase nula), C je koncentrace ¢astic (ul") a T je

doba filtrace (McManus a Fuhrman 1986).

Hodnoty CR pro bilkovinnou potravu a potravu bez bilkoviny jsem statisticky

zpracovala pomoci T-testu v programu Statistika.
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8.3 Vysledky
Hodnoty vypocitané CR pro Habrotrocha thienemanni uvedené v tabulce (Tab. 1V)
ukazuji velmi zfejmy rozdil mezi poZiranim fluorescencnich partikuli s bilkovinou a

bez bilkoviny. Tyto hodnoty se lisi pfiblizn€ o polovinu pozieného mnoZstvi ¢astic.

Porovnanim ¢ervenych hodnot z tabulky (Tab. IV) jsem dostala nasledujici
graf (Graf 1). Z tohoto grafu vyplyva, Ze clearance rate pro druh Habrotrocha
thienemanni je niz§i pokud jsou zvifata krmena fluorescenénimi kulickami
obalenymi bilkovinou (BSA). Naopak pii krmeni zvifat fluorescencnimi kulickami

bez bilkoviny byla namétena vétsi clearance rate (Tab. V).

Tab. V: Vypocitané hodnoty clearance rate pro bilkovinnou potravu a bez bilkovinné

potravy.

, ' clearance rate
BSA Bilkovina ul/ind/hod

1 0,038

> 0,041

3 0,031
Bez bilkoviny

1 0,053

> 0,072

3 0,067
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Graf 1: Porovnané hodnoty vypoctené CR pro BSA bilkovinné partikule a CR pro
partikule bez bilkoviny pro druh Habrotrocha thienemanni.

9 Diskuze

Pidni formy vifnika jsou problémovou skupinou vyzkumu. Oproti skupiné
Monogononta je u skupiny Bdelloidea jen velmi malo informaci o potravnich
preferencich a jejich role v ptid€ a systému neni dobi'e zmapovana (Wallace a
Starkweather, 1982). Co vic, postupné jsou objevovany nové potravni strategie, jako
v ptipad¢ dravého bdelloida Abrochtha carnivora objevenou Ricci, Melone a Walsh

(2001).

U sladkovodnich druht monogonontnich forem je velikost CR bézné métena.
Obecné se tyto hodnoty pohybuji v rozmezi 1-10ul. ind™.h™ (McManus a Fuhrman
1986). U vétsiny zkoumanych druht byly naméfeny hodnoty do 5 ul. ind™.h™.
Napftiklad u planktonniho druhu Filinia longiseta namétili Ooms-Wilms, Postema a

Gulati (1993) CR mnohem mensi nez 1 pl. ind™.h™ (0,179 pl. ind™.h™"). Podobnych
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hodnot bylo naméteno 1 v pokusu Wallace a Starkweathera (1982) na druhu Lecane
sp. Naopak vysoké hodnoty clearance rate byly naméteny u druhu Brachionus
calyciflorus 10 plind™" .h™" (Wallace a Starkweather, 1982) a Keratella cochlearis
6 pul. ind™".h"'(Ooms-Wilms, Postema a Gulati, 1991). V p¥ipadé druhu Brachionus
calyciflorus byla jako potrava nabidnuta bakterie rodu Enterobacter a v druhém
ptipadé druhu Keratella cochlearis fluorescenéné oznacena fasa rodu Chlorella.
Ob¢ nabidnuté potravy jsou piiblizné stejné velké- Chlorella 2- 10um
(wikipedia.org, duben 2011), a Enterobacter 1- 6 pm (wikipedia.org, leden 2011).
Z toho vyplyva, Ze tito dva zivo¢ichové maji podobné potravni naroky, co se tyce
velikosti potravy a jsou schopni tuto potravu pomérné velmi rychle zpracovavat.
Pokud bychom spocitali, jaké mnozstvi vody prefiltruje druh Habrotrocha
thienemanni, pti pramérné hodnot& CR 0,064 pul. ind™.h™', dosli bychom k &islu
60.762 ul. 1. den™. Z tohoto &isla se da usuzovat, Ze vifnici tvoti v prostiedi
dendrotelm vyznamného Cinitele, ktery tvofi silny selek¢ni tlak na potravni zdroj.
Navic, pokud bychom tyto hodnoty pfevedli na planktonni druhy, u kterych byly
naméfeny hodnoty CR okolo 5ul.ind™".h™, tak by to znamenalo, Ze ve
sladkovodnim prosttedi je schopno 50.000 jedinct piefiltrovat 12 1 vody na litr

za den.

Statistika udava, Zze mnou namétené hodnoty (Tab. IV) jsou platné pti
hodnotdch df=4 ap=0,013. Z hodnoty p, kterd ¢ini 1,3% vyplyva, Ze mij
predpoklad, Ze potrava s bovine serum albumin (BSA) bilkovinou bude
konzumovana vice nebo stejné jako potrava bez bilkoviny, se nepotvrdil. Z vysledkli
pokusu jednoznacné vyplyva, ze potrava bez bilkoviny byla konzumovana ve vétsi
mife nez s BSA bilkovinou. V porovnani s praci Wallace a Starkweathera (1983),
ktefi v pokusu, s blize neuréenym bdelloidnim druhem odebranym z malého rybnika,
namé&fili hodnotu CR 1,2 pl™.ind™".h™" jsou mé hodnoty nizké. Dalsi prace, ve které se
objevily vysledky méfeni CR je studie od Ermana (1956), ktery u druhu Philodina
roseola namétil hodnoty CR 0,88 ul™.ind™.h™". Poslednim pokusem provadénym na
tomtéz druhu H. thienemanni, byly naméfeny hodnoty CR 3,79 ul™.ind™".h" pro BSA
bilkovinu a 2,32 pl™.ind™.h™" pro potravu bez bilkoviny (Devetter, 2006).

Je zajimavé, ze v pokusech na stejném druhu, je tak velky rozdil v hodnoté CR.

Vw7
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zvitata krmena. V mém pokusu byla zvitata krmena pti pokojové teploté (22-23°C).
Podle Bogdana a Gillberta (1982) teplota vody, ve které se zvitata vyskytuji,
ovliviiyje rychlost CR. DalSim moZznym faktorem, ktery mohl mit vliv na hodnotu

CR, je mnozstvi potravy (Bogdan a Gillbert, 1982).

Zajimavym vysledkem je vybér potravy bez bilkoviny, ktera je velmi odliSna
od v ptirod¢ se vyskytujici potravy- bakterii. Ooms-Wilms, Postema a Gulati (1995)
se domnivaji, ze pii krmeni je dalezitym faktorem “chutova selektivita® tzn. vybér
mezi kvalitni a méné kvalitni potravou. Ooms-Wilms (1995) zjistila, Ze planktonni
vifnici jsou schopni rozeznat rozdily mezi zivymi a mrtvymi fasami. U bdelloidnich
vifniki bohuzel nejsou znamy zadné pticiny, které by jak negativng, tak positivné
ovliviiovali ptijem potravy a ani zadné parametry, podle kterych by byla potrava
vybirdna. V tomto ptipad¢ by ptichazela v tvahu moznost, ze vifnici jednoduse
nezerou BSA bilkovinnou potravu, protoze se domnivaji, ze zminéna potrava vypada
jako v ptirod¢ mrtvé bakterie. V dalSich moznych vysvétlenich by mohly hrat roli
metodologické problémy v pokusu. Naptiklad nerovnomérné rozlozeni
fluorescencnich Castic v pokusnych vzorcich, nebo stres zvifat vyvolany michdnim
po pridani ¢astic nebo vyplaveni pii fixaci jak bylo zaznamenéno ve studii
Sierackiho et al.(1987) na pokusu s bi¢ikovci. Tento stres by pak mél za nésledek 1

nizké hodnoty naméfené CR.

Pti¢iny, které ovliviiuji rychlost pohlcovani u monogonontnich vifnikt
jako se ukézalo v pokusu Bogdana, Gilberta a Starkweathera (1980). DalSimi
prokazanymi faktory ovlivitujicimi clearance rate jsou kvalita potravy, velikost a tvar
potravy (McManus a Fuhrman, 1986), mnozstvi vyskytujici se potravy
(Starkweather, 1980). Starkweather (1980) popisuje, Ze hodnoty clearance rate, u
planktonnich druht, klesaji s rostouci hustotou potravy a nejvétsi zmény jsou
zaznamenavany pii vysokych koncentracich. Dal§$im moznym faktorem ovliviiujicim
clearance rate jsou podminky, ve kterych se tito Zivo€ichové zrovna nachazeji napf.
teplota okolni vody (Bogdan a Gilbert, 1982). Zda se, ze tento faktor je dilezitym
¢initelem také u bdelloidnich viinikid. Coz bylo potvrzeno pokusem, ve kterém byla

clearance rate zkoumana ve dvou raznych teplotnich podminkéach (Devetter, 2006).

15

You created this PDF from an application that is not licensed to print to novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com

Ze zatim sebranych dat vyplyva, ze o potravni selektivité, faktorech
ovliviiujicich pfijem potravy a potravnich ndvycich u monogononti je zndmo
pomérné hodné informaci. Ackoliv stale je pomérn€ malo dat mapujicich nabizeny
umély potravni zdroj v laboratornich podminkach, partikule. Zatim se zda, Ze u
vétSiny monogonontnich forem neni Zadny rozdil v pozirani t€chto ¢astic, nebo
dochazi k odmitani této potravy (Ooms-Wilms, Postema a Gulati, 1993). Preference
tohoto zdroje oproti ptirodnimu zdroji, kterou se podatilo objevit u druhu Filinia
longiseta v pokusu Ooms-Wilms, Postema a Gulati (1993), je zatim pfekvapujicim
vysledkem. V mém pokusu s bdelloidnim vifnikem z dendrotelm Habrotrochou
thienemanni taktéz vyslo, Ze tito bdelloidi pozirali partikule vice, nez imitaci zivé
potravy BSA partikule. Tento fakt, by mohl byt dobrym zacatkem v dalsi praci s
témito vifniky. Nicméné je nutné ziskat vice dat a informaci o potravnich navycich a

potravni selektivité téchto organismi.
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11 Tabulkové prilohy

Tab. I: Mnozstvi partikuli prefiltrovanych vifniky v ase t= 5 minut, v ptipadé Blank

v Case t=0.
Bez bilkoviny
1 22123 (21|10 8 |12 6 |12]|22|4 |11 8 |4 |9 |20
2 718182719 |14|18|16]14|16|12| 6 |19]12| 8
3 410 |5 (12|15, 7 (3014|4204 |7 |8 22|15
1 7 113|13|16] 5 |10|16(23|16|15|15]13|12|15|18
2 121234 | 1337131723 |11|21|0 (26]17|18|23
3 2501913142317 (179 [12|11|16| 4 |10| 9 |17
Blank
1 0[{3]/]05[4[4|0(2]1]0/0(0]4]1]|3
2 51413061 |2|1]0[3/0(0]2]1]3
3 212161012 (0]0[{0|0[4]0|4|0]1
1 1{2|3(0[0|5/0(0]3[4|5]0]0]0]1
2 314 (1(3(1(110]0]|2|2|1]|1]2]0]1
3 00312110 (3]3[2(0]0(3]010
BSA
Bilkovina
1 5117|1419 6 | 8 |13(14]16(22|7 |10{10| 9 | 7
2 8147121693 |11{10]0 (137 ]2|3]|5
3 13[10(18| 9 [11|13]|16|16(2 |6 |12|7 9|4 |0
1 5171201113 |17(10( 1 |11{13(9 (2|9 |8 |16
2 15711016 [17]9 |18|16[13|17|0 |8 |17]| 6 |10
3 913|10/0(9 |0 |8 (13]7 (10105 |17|9 |14
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Tab. II: Mnozstvi partikuli napocitanych v 300ul vzorcich piefiltrovaného

supernatantu.
Bez
bilkoviny
1 30 | 24 |66|113|159| 20 |124| 42 | 16 | 40
2 26 | 32 (43149 |44 | 44 | 49 | 78 |123| 74
3 38 | 61 [94]92 | 28 | 33 |28 |33 |34 |52
Blank
1 14120 (81]137]90 |105| 78 |103| 84 | 131
2 34 |101(32|30 |48 | 75|24 |40 | 74 | 67
3 34 |99 |57 38|90 |47 |48 | 64 |110| 44
Bilkovina
1 41 | 30 |36 50 | 70 | 92 |141| 79 |125| 37
2 20 | 21 |85 28 |27 | 36| 61 | 36 | 92 |108
3 42 | 54 |44 85 | 77 |109|137| 27 | 44 | 66

Tab. III: Mnozstvi individui spocitanych v jednotlivych vzorcich, celkové mnozstvi

individui v jednom litru a objem zkoumaného vzorku v mililitrech.

individua v 5ml

vzorcich ind/1 objem v ml
12 6 | 10 5759,701 71,3
Bilkovina 17| 11 | 17 5381,166 66,9
3027 | 21 9497,717 65,7
2712525 22481,75 27,4
Blank 31129 | 32 14749,5 49,9

28| 34 | 31 16570,16 44,9
29| 33 | 39 17641,92 45,8
Bez bilkoviny (41| 39 | 37 26440,68 35,4
81 |117|111| |70830,95 34,9
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Tab. IV: Hodnoty pro vypocet CR Habrotrocha thienemanni.

partik/rot | tracer | pokus | clearance r | clearance r

pramér ul/part ul/ind/5min | ul/ind/hod
10,933 0,0003 10,0037 0,0031 0,038
Bilkovina 8,633 0,0005| 0,004 0,0034 0,041
9,000 0,000310,0031 | 0,0026 0,031
1,700 0,0002 10,0004 0,0004 0,005
Blank 1,767 0,000510,0008 [ 0,0008 0,010
1,333 0,0004 10,0005 0,0005 0,006
13,233 0,0004 | 0,005 0,0044 0,053
Bez bilkoviny 15,400 0,0004 10,0065 0,0060 0,072
12,767 0,000510,0062 | 0,0056 0,067
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