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1. Úvod 

Pectinatella magnifica (Leidy, 1851) je sladkovodní, bezobratlý živočich, který se řadí 

do kmene Bryozoa (Mechovky). Tvoří velké kolonie z gelového materiálu na povrchu 

ponořených substrátů, ve všech typech vodních toků. Ačkoliv se původně jedná o 

severoamerický druh, jeho výskyt byl záhy zaznamenán na mnoha lokalitách v Evropě, 

Japonsku a Koreji, pravděpodobně v důsledku lodní dopravy z Ameriky. V České republice je 

P. magnifica invazivním druhem, který se začal od roku 2003 masivně šířit na území Jižních 

Čech. Počet studií z různých zemí, které se zabývají invazivním šířením této mechovky, jejím 

vlivem na původní vodní ekosystém a zdraví lidí, stále narůstá. V tomto kontextu je považována 

za biologické znečištění, mezihostitele pro parazity ryb, nebo jako zdroj antimikrobiálních 

látek. Studie zaměřené na biologickou aktivitu sladkovodních mechovek jsou vzácné, a zatím 

nepřinesly žádné informace o konkrétní sloučenině. U mořských druhů byla ovšem popsána 

celá řada biologicky aktivních sekundárních metabolitů, které mechovkám slouží jako ochrana 

před predátory, parazity, infekcemi nebo jako chemikálie pro vnitrodruhovou a mezidruhovou 

komunikaci. Tímto ovlivňují množství mikro- i makroorganismů ve svém okolní. Kromě toho, 

některé z těchto látek mají unikátní vlastnosti, které mohou být využity pro farmakologické 

účely. Producenty biologicky aktivních látek ovšem nejsou v některých případech mechovky 

samotné, nýbrž jejich symbiotické nebo epibiotické bakterie. Ačkoliv bylo na P. magnifica 

pohlíženo z různých perspektiv, žádná ze studií se nezabývá bakteriemi s ní souvisejícími. 

Charakterizace bakterií z kolonií P. magnifica, a testování jejich antagonistické aktivity je 

dalším krokem k prohloubení vědomostí o případných interakcích této mechovky s původním 

ekosystémem.    
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2. Současný stav problematiky 

2.1. Charakteristika kmenu Bryozoa (Ectoprocta) 

V zahraniční literatuře lze Bryozoa najít také pod anglickým názvem "moss animals", což 

je doslovný překlad z řeckého bryon (mech) a zoon (živočich), jejichž spojením získáme název 

kmene (Russell 1965). Obdobný je i český ekvivalent, mechovky. Jedná se o velmi heterogenní 

skupinu vodních, modulárních, bezobratlých živočichů, kteří se vyskytují ve všech 

zeměpisných šířkách, hloubkách a stupních salinity, včetně sladkých vod (Waeschenbach et al. 

2012). V současnosti Bryozoa zahrnují 3 třídy, 4 řády, 187 čeledí, 808 rodů a 5869 druhů. 

Z tohoto množství se pouze malá část nachází ve sladkovodních stanovištích. Sladkovodní jsou 

všechny druhy příslušné třídě Phylactolaemata, malé množství pak řádu Ctenostomata třídy 

Gymnolaemata, která v podstatě zahrnuje mořské druhy (Bock & Gordon 2013). Tito 

živočichové vytváří kolonie (zoaria) složené z identických, vzájemně propojených organismů 

(zoidů), připomínajících polypové stádium žahavců. Každý zoid je tvořen dvěma částmi: 

polypidem a cystydem. Polypidem je nazýváno vlastní tělo jedince se všemi orgánovými 

soustavami. Je zcela zatažitelný a nese vířivý aparát tzv. lofofor se svazkem dutých pohyblivých 

vláken. Cystyd je pevná nepohyblivá část, vytvářející oporu těla. V závislosti na druhu může 

být cystyd z organické hmoty, chitinový nebo vápenatý (Wood 2010). Tvar kolonií je velmi 

variabilní, od štíhlých rozvětvených tubulů, vláknitých struktur až po oválné útvary z gelového 

materiálu. Všechny mechovky jsou v podstatě přisedlé organismy, ale některé, jako například 

Cristatella nebo Pectinatella, mají schopnost mírného pohybu po substrátu (Ward & Whipple 

1918, Massard & Geimer 2008). Nejdůležitějším zdrojem potravy je fytoplankon, který 

získávají filtrací vody pomocí ramen lofoforu. U mechovek je známo jak pohlavní, tak 

nepohlavní způsob rozmnožování. Upřednostňují však nepohlavní způsob tj. pučením. 

Sladkovodní druhy navíc vytvářejí vnitřní pupeny, statoblasty. Tato dormatní stádia umožňují 

mechovkám přežít nepříznivé teplotní podmínky, vysušení, průchod trávicí soustavou 

živočichů, a také šíření (Brooks 1929). Bryozoa významně přispívají k rozmanitosti druhů ve 

vodních ekosystémech. Tvoří nedílnou součástí bentické komunity, mimo jiné i tím, že slouží 

jako habitat pro řadu bezobratlých živočichů, jako jsou mechovnatci, korýši, juvenilní stádia 

mlžů, roztoči, houby, ploštěnci, nebo pláštěnci (Cocito 2004). Kromě toho poskytují potravu 

pro některé mikro predátory: ploštěnky, hlístice, mnohoštětinatce, různonožce, klanonožce, 

nohatky a nahožábré (Lidgard 2008).   
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2.2. Charakteristika Pectinatella magnifica 

Pectinatella magnifica (bochnatka americká) je sladkovodní mechovka, která se řadí do 

třídy Phylactolaemata, řádu Plumatellida, čeledi Pectinatellidae. Tento druh poprvé objevil a 

popsal Leidy v roce 1851, poblíž Filadelfie (USA). Tvoří přisedlé žlutohnědé kolonie oválného 

tvaru na povrchu kamenů, větví nebo jiných ponořených substrátů, viz Obr. 1. Velikost kolonií 

se velmi liší. Průměrná hmotnost se pohybuje mezi 200 až 500 g, ale může dosahovat i desítek 

kilogramů (Balounová et al. 2011).  

 

Obr. 1 Podélný řez kolonií Pectinatella magnifica 

 
                                              Foto: KMVD 

 

Vnitřní část kolonií je tvořena hyalinní gelovou hmotou. Po chemické stránce je složena 

převážně z vody (99 %), dále pak z chitinu, vápníku, chloridu sodného a proteinů (Joo et al. 

1992). Povrch je tvořen tenkou vrstvičkou zoidů, o velikosti 1 mm (Obr. 2), kteří produkují tuto 

hmotu, jako svou podkladovou bázi. Zoidi se seskupují se do růžencovitých útvarů tzv. roset 

po 12-18 jedincích. Na rozdíl od mořských druhů, mezi sebou jedinci v rosetách nemají příčky. 

Vzájemně sdílejí některé tkáně a tělní tekutiny, a vytváří tak fyziologicky jednotnou kolonii 

(Wood 2010). Mají podkovovitý tvar lofoforu, který je opatřen 80-84 řasinkovými chapadly 

(ciliemi). Ty jsou v neustálém pohybu, čímž umožňují proudění vody a přihánění potravy do 

ústního otvoru, který se nachází uvnitř lofoforu (Ingold et al. 1984). Trávicí soustava je ve tvaru 

U, takže řitní otvor vyúsťuje poblíž otvoru ústního (Brooks 1929). Životní cyklus zahrnuje 

pohlavní i nepohlavní rozmnožování. P. magnifica je hermafrodit, tentýž jedinec produkuje 

spermie i vajíčka, a dochází k vnitřnímu oplození. Z embrya se postupně vyvine larva, složená 

ze dvou plně vyvinutých zooidů a řasnatého pláště. Po určité době přisedá na vhodný substrát 

a pučením vytváří novou kolonii (Wood 2010). Bochnatka spíše upřednostňuje nepohlavní 
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způsob rozmnožování tj. pučením a tvorbou statoblastů. Statoblasty P. magnifica jsou 

čočkovitého tvaru a jejich chitinová stěna je na okraji naplněna vzduchem, což umožňuje 

plavání. Tento typ vnitřního pupenu je proto nazýván floatoblast. Na povrchu prstence vyrůstají 

háčky (11 – 22), které slouží především k uchycení na vhodný substrát a k šíření, 

pravděpodobně vodním ptactvem (Brooks 1929). Bochnatka americká se stejně jako ostatní 

kontinentální druhy vyskytuje ve všech typech vodních toků: rybníky, jezera, nádrže, řeky i ústí 

řek (Massard & Geimer 2008).     

 

Obr. 2 Jednotliví zoidi Pectinatella magnifica  

Dostupné z: www.gt-ibma.eu                                                                                   http://www.savalli.us 
 

 

2.3. Šíření Pectinatella magnifica a její vliv na ekosystém 

 Původně se jedná o severoamerický druh, který byl prvně detekován v regionu poblíž 

Filadelfie (USA). Její výskyt byl ovšem záhy zaznamenán i v Evropě, Japonsku a Koreji. 

V těchto oblastech se jedná o nepůvodní druh, pravděpodobně zavlečený lodní dopravou 

z Ameriky a ponechaný v přístavu při čištění sladkovodních nádrží, ve kterých se nacházely 

statoblasty (vnitřní pupeny) a zoaria (kolonie) bochnatky. Tuto domněnku potvrzuje zjištění, že 

všechny lokality výskytu této mechovky v Evropě, se nacházejí podél lodních tras, odkud se 

mohly dále šířit (Lacourt 1968, Balounová et al. 2013). Kromě lokalit detailně popsaných 

v práci Balounová et al. (2013), byl její výskyt nově zaznamenán v roce 2013 i v Maďarsku 

(Szekeres et al. 2013), o rok později na Ukrajině (Aleksandrov et al. 2014), a v roce 2016 v Číně 

(Wang et al. 2017), viz Obr 3. Lze tedy předpokládat, že hlášení o jejím výskytu z dalších zemí 

bude i nadále přibývat.  

 

 

 

http://www.gt-ibma.eu/
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Obr. 3 Mapa vývoje šíření Pectinatella magnifica 

 
        Dostupné z: www.gt-ibma.eu 

 

 

Prvně byla P. magnifica v České republice zaznamenána již před rokem 1952, od roku 

2003 se však začala masivně rozšiřovat v Jižních Čechách, kde její výskyt nabyl invazivního 

charakteru (Balounová et al. 2011). Na internetových stránkách www.biolib.cz probíhá 

mapování jejího výskytu na našem území (Obrázek 4). Informace jsou průběžně aktualizovány, 

a to i ve spolupráci se širokou veřejností. Na stránkách je možné vyplnit záznam o místě 

pozorování, a aktivně se tak zapojit do monitoringu nepůvodních druhů na území České 

republiky. 

 

Obr. 4 Mapa výskytu Pectinatella magnifica na území České republiky  

 
             Dostupné z: www.BioLib.cz 

 

 

http://www.gt-ibma.eu/
http://www.biolib.cz/
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Vzhledem k jejímu masivnímu šíření, vyvstává otázka, jaký případný dopad může tato 

invaze mít na původní vodní ekosystém, činnost a zdraví člověka. V první řadě bývá 

považována za biologické znečištění (Wang et al. 2017). Její kolonie mohou dorůstat velkých 

rozměrů nebo vzájemně srůstat, a tím ucpávat potrubí a rošty vodních elektráren (Ingold et al. 

1984). Dalším aspektem je vliv P. magnifica na původní mikro- a makroorganismy. Jakožto 

filtrátor zkrmuje plankton, drobné nálevníky a rozsivky (Lacourt 1968), čímž může docházet 

ke kompetici o živiny, případě ke změně chemismu vody produkcí primárních metabolitů. 

Setlikova et al. (2013) uvádí, že u většiny vodních ploch, kde se tato mechovka nachází, byla 

zaznamenána nižší koncentrace celkového fosforu, ve srovnání s vodními plochami typickými 

pro daný typ a oblast. Kolonie samotné také slouží jako ekologická nika s vyšší úrovní trofismu, 

oproti okolní vodě. Gelová hmota bývá osidlována některými prvoky, ploštěnkami, drobnými 

měkkýši a korýši. Rozkladný proces odumřelých těl těchto obyvatel mikroorganismy, pak láka 

nálevníky sloužící jako zdroj potravy pro polypidy (Lacourt 1968). Zejména na konci 

vegetačního období, kdy se kolonie začínají rozkládat, bývá v gelové hmotě detekováno také 

velké množství sinic, zelených řas a rozsivek (Setlikova et al. 2013). Právě kumulace 

toxigenních sinic by mohla představovat zdravotní riziko, zejména v rekreačních oblastech a 

chovných rybnících.      

 

2.4. Biologicky aktivní látky produkované mechovci 

 Mořští bezobratlí živočichové jsou významnými producenty biologicky aktivních látek 

(Molinski et al. 2009). Přestože studium sekundárních metabolitů mechovek tvoří jen minoritní 

část publikací týkající se této problematiky, má velký potenciál (Sharp et al. 2007). Z více než 

5000 recentních druhů bylo do roku 2010 studováno z hlediska produkce biologicky aktivních 

látek pouze 32, ty ovšem poskytly přibližně 200 různých sloučenin (Heindl et al. 2010). 

Chemická struktura těchto látek je velmi variabilní, od jednoduchých jedno nebo dvou 

uhlíkatých sloučenin až po komplexní makrocyklické sloučeniny. Jedná se především o steroly, 

terpeny, deriváty mastných kyselin, alkaloidy a makrolidické laktony (Blackman & Walls 

1995). Mechovkám tyto látky slouží jako obranný systém proti konkurenčním organismům, 

predátorům, parazitům a infekcím, nebo jako chemikálie pro vnitrodruhovou a mezidruhovou 

komunikaci (Sinko et al. 2012). Konkrétním příkladem jsou amathamidy (bromované 

alkaloidy) produkované mechovkou Amathia wilsoni, které mají schopnost odradit ryby od 

jejího zkrmování (Sherwood et al. 1998), brom alkaloidy a diterpen z druhu Flustra foliacea, 

z nichž některé působí antimikrobiálně (Peters et al. 2003) nebo alternatamidy (bromtryptamin 
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peptidy) z Amathia alternata (Lee et al. 1997), taktéž s antimikrobiální aktivitou. Kromě 

baktericidní aktivity jako takové, zasahují některé z těchto metabolitů do buněčné komunikace 

tvz. quorum-sensing. Mnoho bakterií používají tento způsob komunikace pro regulaci svých 

počtů a funkcí (pohyblivost, faktory virulence nebo formace biofilmu). Inhibice systému pro 

quorum-sensing bez baktericidních účinků je velmi přínosná, protože zabraňuje rozvoji 

infekce/znečištění bez specifické blokace růstu. Vzhledem k tomu, že na bakteriální buňky není 

vyvíjen žádný selekční tlak, nevytváří se vůči těmto látkám rezistence (Sharp et al. 2007). 

Významnou skupinu biologicky aktivních sekundárních metabolitů mechovek tvoří 

bryostatiny. Jedná se makrolidické laktony, které jsou získávány extrakcí z kolonií Bugula 

neritina (Davidson & Haygood 1999). U nich byla prokázána celá řada biologických funkcí, 

viz kapitola 1.5. Ještě donedávna nebyly dostupné žádné práce, zaměřené na produkci 

biologicky aktivních látek sladkovodními mechovkami. Na ty se prvně zaměřil až srbský 

kolektiv, který se zabýval antimikrobiální aktivitou mechovky Hyalinella punctata (Pejin et al. 

2012), jejím vlivem na tvorbu biofilmu a quorum-sensing Pseudomonas aeruginosa PAO1 

(Pejin, Ciric, Karaman, et al. 2015), a prakticky simultánně s touto prací i na antimikrobiální 

aktivitu extraktů připravených z lyofilizovaných kolonií P. magnifica (Pejin, Ciric, Horvatovic, 

et al. 2015). Ačkoliv nebyla dosud izolována a charakterizována žádná konkrétní chemická 

sloučenina, extrakty obou výše zmíněných mechovek vykázali silnou antimikrobiální a 

antifungální aktivitu. Extrakt z Hyalinella punctata navíc inhibovala quorum-sensing 

potenciálně patogenní bakterie, Pseudomonas aeruginosa PAO1.  

Producenty sekundárních metabolitů nemusí být pouze mechovky samotné. Mnoho 

produktů izolovaných z mořských makroorganismů se silně podobá těm, které byly již dříve 

identifikovány u bakterií. Tato skutečnost ve spojení s faktem, že vodní bezobratlí bývají hojně 

osidlováni symbiotickými mikroorganismy, vedla k myšlence, že některé z těchto látek jsou 

mikrobiálního původu (König et al. 2006). Touto hypotézou se ve své práci zabýval například 

Walls et al. (1995). Většina biologicky aktivních látek produkovaných mechovkou Amathia 

wilsoni má ve své struktuře zabodovaný brom. Práce tedy byla zaměřena na detekci tohoto 

prvku v různých částech kolonií. Vyšší koncentrace bromu byla zaznamenána nikoliv uvnitř 

mechovky, ale na povrchu kolonií. Navíc byla zjištěna korelace mezi hladinou bromu a 

výskytem bakterií ve tvaru tyčinek, což naznačovalo jistou souvislost. Skutečný důkaz pro tuto 

hypotézu poskytl Schmidt et al. (2000), který se zabýval lokalizací přírodních produktů u 

mořských hub. Zjistil, že cytotoxický makrolid swinholid A a peptid theopalauamid se 
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nacházejí v bakteriálních buňkách uvnitř Theonella swinhoei, zatímco frakce samotné houby 

žádné sekundární metabolity neobsahují.  

  

2.5. Symbiotické mikroorganismy  

Symbióza je termín, který bývá přijímán a chápan dvěma různými způsoby. Všeobecně 

jsou za symbiotické považovány bakterie žijící v rámci/uvnitř těla hostitele a zejména takové, 

žijící uvnitř hostitelské buňky (endosymbionti). Někteří autoři ovšem tento termín používají 

obecně, bez ohledu na to jaké mají bakterie na hostitele vliv a míru závislosti, jiní autoři zase 

speciálně pro mutualistický vztah, v pojetí evolučně-ekologickém (Moran & Wernegreen 

2000). V této disertační práci rozumějme symbiotickým vztahem interakci dvou organismů bez 

blíže specifikovaného vymezení na úroveň komensalismu, mutualismu či parazitismu. Někteří 

z autorů uvedených níže ovšem pracují s druhým pojetím termínu. Takové mikroorganismy 

nelze kultivovat axenicky v  podmínkách in vitro, a lze je tedy definovat pouze pomocí 

molekulárně-biologických metod. Pro bakteriální taxony, které nelze charakterizovat jinak, než 

pouze na základě genotypu, byla zavedena provizorní taxonomická kategorie tzv. „Candidatus“ 

(Murray & Stackebrandt 1995), a právě s tímto statusem se setkáváme v kontextu se 

symbiotickými mikroorganismy, jsou-li podrobněji definovány. V současné době je o 

symbiotických bakteriích mechovek jen velmi omezené množství informací. Ve většině případů 

nejsou jejich role v životech hostitelů dosud známy či uspokojivě objasněny.  

 Pukall et al. (2001) se zabýval kultivovatelnými bakteriemi mořské mechovky Flustra 

foliacea. Pomocí restrikční analýzy amplifikované ribosomální RNA (ARDRA) a genu pro 16S 

rDNA analyzoval bakterie z kolonií, pocházející ze dvou různých odběrových míst. Vzájemně 

také porovnával bakteriální diversitu kolonií odebraných ve stejné lokalitě, v různém čase. 

Nejčastěji detekované druhy byly Shewanella frigidimarina, Pseudoalteromonas ssp. a 

Psychrobacter ssp. Nalezeni byli také další zástupci kmenů Proteobacteria, Cytophaga-

Flavobacterium-Bacteroides (CFB) a grampozitivní bakterie. Druhové zastoupení a počet 

jednotlivých taxonomických skupin se lišily, jak mezi koloniemi z různých odběrových míst, 

tak mezi koloniemi ze stejné lokality v různých časových úsecích. Mimo to, všechny izoláty 

patřily k druhům, zcela běžným pro mořské prostředí. Lze tedy konstatovat, že povrch Flustra 

foliacea, je kolonizován mikroorganizmy z okolí. Heindl et al. (2010) se zabýval 

kultivovatelnými bakteriemi 14 různých druhů mechovek obývajících Středozemní a Baltské 

moře. Na základě identifikace analýzou 16S rDNA zjistil, že kromě jediného, byly všechny 

izoláty příslušné gramnegativním třídám: Flavobacteria, Alpha- a Gammaproteobacterium, a 
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rodům: Cellulosimicrobium, Tenacibaculum, Pseudovibrio, Shingomonas, Alteromonas, 

Marinomonas, Pseudoalteromonas, Pseudomonas, Shewanella a Vibrio. Dále byla testována 

jejich antimikrobiální aktivita. Ta byla prokázána u 101 izolátů, z celkového počtu 340 izolátů. 

Antimikrobiálně působily převážně proti grampozitivním bakteriím. Z ústí chitinózních 

schránek mechovky Myriapora truncata byly izolovány nepravidelné tyčinky se schopností 

bioluminiscence. Na základě fenotypové a genotypové analýzy byly identifikovány, jako nový 

druh Vibrio sp. MT1 (Stabili et al. 2008). Autoři předpokládají vysoce specifický vztah tohoto 

mikroorganismu s hostitelem, pro hypotézu zatím ale neposkytli přesvědčivý důkaz. Vzhledem 

k oportunní patogenitě některých vibrií a hojnému výskytu mechovek, by jejich vzájemné 

interakce mohly mít i případný epidemiologický a ekologický dopad. U Bugula neritina byl 

zjištěn symbiotický mikroorganismus "Candidatus Endobugula sertula", řazený mezi -

proteobakterie. "Candidatus E. sertula" je skutečných producentem výše zmíněných 

bryostatinů, ty slouží jako chemická obrana hostitele (Davidson & Haygood 1999). V larvách 

příbuzného druhu mechovek Bugula simplex byly objeveny bakterie ve tvaru dlouhých tyčinek 

a na základě sekvence části genu pro 16S rRNA pojmenovány jako "Candidatus Endobugula 

glebosa". "Candidatus E. glebosa" produkuje látku obdobného charakteru jako je bryostatin 

(Lim & Haygood 2004), ta slouží k ochraně larev mechovky před predátory (Lim-Fong et al. 

2008). U mechovek rodu Watersipora byla pomocí molekulárně genetických metod zjištěna 

přítomnost symbiotických α-proteobakterií, s pleomorfním tvarem. V larvách mechovky byly 

detekovány ihned po jejich uvolnění do vodního sloupce, což značí vertikální přenos. Pro 

symbionta druhu W. subtorquata byl na základě sekvence 16S rDNA navržen název 

“Candidatus Endowatersipora palomitas” a pro symbionta druhu W. arcuata název 

“Candidatus Endowatersipora rubus”  (Anderson & Haygood 2007). 

 O symbiotických bakteriích sladkovodních mechovek bohužel žádné informace 

dostupné nejsou. Sladkovodní druhy, byly nicméně studovány z pohledu mezihostitele parazitů 

ryb, jmenovitě mikrosporidií. Byla u nich nalezena a popsána celá řada nových taxonů těchto 

diplokaryotních organismů. Příkladem je Schroedera plumatellae gen.nov., sp.nov. 

z mechovky Plumatella fungosa (Morris & Adams 2002). Canning (et al. 2002) popsal na 

základě morfologických znaků a analýzy rDNA tři nové druhy. Bryonosema plumatellae 

gen.nov., sp.nov z Plumatella nitens, Bryonosema tuftyi z Plumatella sp. a Trichonosema 

pectinatellae gen.nov., sp.nov. z mechovky Pectinatella magnifica. O dva roky později byl u  

P. magnifica popsán další nový druh, Trichonosema algonquinensis (Desser et al. 2004).    
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2.6. Potenciální využití sekundárních metabolitů 

Vzhledem k tomu, že sekundární metabolity mechovek, případně jejich symbiotických 

bakterií, mají antagonistické vlastnosti, byla provedena řada studií za účelem zjištění jejich 

možného dopadu na lidské zdraví. Testování bylo zaměřeno především na látky s cytotoxickým 

a antibiotickým účinkem (Heindl et al. 2010). Bioaktivní alkaloidy pteroceliny, produkované 

mechovkou Pterocella vesculosa vykazují, díky svým cytotoxickým vlastnostem, silnou 

aktivitu proti leukemickým buňkám myší. Jsou také považovány za možné terapeutikum pro 

léčbu nádorových onemocnění a vykazují silnou aktivitu proti grampozitivní bakterii Bacillus 

subtilis a plísni Tricophyton mentagrophytes (Prinsep et al. 2004). Podobné účinky byly 

zjištěny i u extraktu z mechovky Caulibugula intermis, který při testování in vitro působil proti 

nádorovým buňkám myší. Příčinou cytotoxické aktivity jsou bioaktivní látky získané 

frakcionací extraktu, zvané caulobugulony A-F (Milanowski et al. 2004). Biflustra perfragilis 

je producentem isochinolinových chinonů, perfragilinu A a perfragilinu B. Oba působí 

cytotoxicky na lidské rakovinné buněčné linie (Sharp et al. 2007). Největší potenciál pro 

farmakologické využití mají bryostatiny. Pro své cytotoxické vlastnosti je zejména bryostatin 

1 předmětem výzkumu jako možné terapeutikum při léčbě nádorových onemocnění, nebo 

prostředek pro posílení paměti. Dále se uvádí, že je v subnanomolárních koncentracích silným 

aktivátorem proteinkinázy C (Pettit & Herald 1982, Hennings et al. 1987) a může být uplatněn 

při léčbě a prevenci HIV-1 (DeChristopher et al. 2012).  

 

 

2.7. Metody studia diversity bakteriálních společenstev 

 Existuje celá řada přístupů, metod a technik, kterými lze charakterizovat 

mikroorganismy osidlující určitou ekologickou niku. Na jedné straně stojí metody klasické, na 

straně druhé metody moderní -omické (omickými metodami rozumějme nástroje pro studium 

genů - genomika, mRNA - transkiptomika, proteinů - proteomika, a metabolomu - 

metabolomika).  

Z historického hlediska sahají počátky identifikace a taxonomického řazení do konce 19. 

století, kdy se opíraly výhradně o fenotypové charakteristiky. V této době byly nejdůležitějšími 

znaky pro klasifikaci morfologie, růstové požadavky a patogenní potenciál. Mnoho dnes 

známých patogenních druhů bakterií bylo popsáno právě v letech 1880 až 1900. Na počátku 20. 

století se k morfologickým znakům přidaly i znaky fyziologické a biochemické. Později byly 

zkoumány enzymy a objasněny metabolické dráhy. Od 60. let 20. století se mikroorganismy 
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začaly klasifikovat i podle znaků chemotaxonomických, a podle genotypu (Schleifer 2009). 

V 80. letech 20. století objevili vědci rozpor v počtu bakteriálních buněk při přímém pozorování 

pod mikroskopem a počtu kolonií narostlých na kultivačním médiu. Tento jev, nazývaný „great 

plate count anomaly“, byl první známkou faktu, že v laboratorních podmínkách lze kultivovat 

jen některé mikroorganismy. Toto zjištění přispělo k rozvoji kultivačně nezávislých 

molekulárně-biologických metod (Uhlík et al. 2013). Uvádí se, že relativní podíl bakterií 

rostoucích v in vitro podmínkách (Kolonie Tvořící Jednotky- KTJ, stanovené jako procento 

kultivovatelných bakterií ve srovnání s celkovým množstvím) je 0,1 - 1 % v nedotčených 

lesních půdách, kolem 10 % v prostřední jako je orná půda, 0,001 - 3 % ve vodě, 1 - 15 % 

v aktivovaném kalu, a 0,25 % v sedimentu (Torsvik et al. 1990, Amann et al. 1995, Cottrell & 

Kirchman 2000). V lidském trávicím traktu bylo v 70. letech 20. století kultivačně stanoveno a 

identifikováno více než 400-500 různých druhů bakterií, přesto se odhaduje, že 60 - 80 % z 

celkové mikrobiální diverzity je běžnými in vitro technikami nedetekovatelných (Dave et al. 

2012). Naproti tomu, moderní sekvenační metody poskytují přesné a detailní informace o 

skutečné mikrobiální diversitě. Díky těmto metodám je možné detekovat nejen 

mikroorganismy, které nejsou schopné růstu v experimentálních podmínkách, ale také pomalu 

rostoucí mikroorganismy a mikroorganismy vyskytující se v přírodě v nízkých počtech, tudíž 

prakticky neizolovatelné. Na druhou stranu, izolace mikroorganismů v čisté kultuře je první 

krok k identifikaci nových druhů. Kultivace umožňuje studium celého organismu, včetně 

fenotypu, a poskytuje prostředky k ověření hypotéz vyplývajících z genomických dat. 

Z axenické kultury je také možné izolovat kompletní genom o vysoké kvalitě, který může 

sloužit jako referenční pro různé meta-omické metody, a pro vytvoření specifických primerů a 

sond. I v současné „omické“ době tedy zůstávají klasické techniky základním nástrojem 

v mikrobiologii, a stále vznikají studie, které se odvolávají na potřebu izolace a kultivace 

mikroorganismů (Giovannoni & Stingl 2007, Garcia 2016, Salcher & Šimek 2016).  

 

2.7.1.  Kultivační metody 

Kultivační metody se opírají o specifická pěstební média sloužícím k vyčíslení a izolaci 

životaschopných bakteriálních buněk. Složení kultivačních médií pak závisí na účelu studia. 

K získání co nejširšího spektra mikroorganismů z environmentálního prostředí se používají 

elektivní média s bohatým zdrojem živin. Přesné složení by pak mělo korespondovat 

s množstvím a druhovým zastoupením živin, přirozeně se vyskytujícím ve vzorku (Mandal et 

al. 2011). Naopak, k detekci určité skupiny mikroorganismů jsou používána média se 
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specifickým složením živin, energetických zdrojů a selektivních antimikrobiálních látek 

(Vlková et al. 2015). Vysoce specifická jsou chromogenní média, která jsou vyvinuta pro 

stanovení cílových mikroorganismů bez potřeby následné identifikace. Využívají enzymaticky 

specifické substráty s navázanou chromogenní látkou. Při hydrolýze uvolňují barvivo a cílené 

mikroorganismy tvoří barevné kolonie, snadno odlišitelné od jiných druhů. V ideálním případě 

by měl být růst jiných, než cílových druhů, zcela inhibován (Perry & Freydière 2007). 

Kultivační techniky představují velmi citlivou, finančně nenáročnou metodu, která poskytuje 

jak kvalitativní, tak kvantitativní informace o počtu a povaze mikroorganismů přítomných ve 

vzorku (Mandal et al. 2011). Umožňují namnožit mikrobiální materiál a získat jednotlivé 

mikroorganismy (čisté kultury) z jediné mateřské buňky ve vzorku. Sériové ředění a následné 

množení mikroorganismů v přítomnosti různých zdrojů energie, stanovení 

makromolekulárního složení buněk, vedlejší produkty metabolismu a použití specifických 

imunologických činidel se staly základem identifikace a třídění mikroorganismů (Relman 1998, 

Mandal et al. 2011). Kromě faktu, že in vitro lze detekovat pouze minoritní část mikrobiální 

populace, je kultivace časově náročná a náročná na pracovní sílu. Další omezení analýzy 

spočívají v nerovnoměrném zastoupení mikroorganismů ve vzorku, heterogenitě matrice, formě 

vzorku (prach, kapalina, gel atd.) nebo v rozdílné viskozitě způsobené přítomností tuků a olejů, 

které negativně ovlivňují homogenizaci (Mandal et al. 2011). U environmentálních vzorků 

představují problém uvolňování bakterií či spor z matrice a biofilmů, selektivita kultivačního 

média, nebo rozdílná růstová rychlost mikroorganismů (Kirk et al. 2004).  

 

2.7.2. Metody biochemické a chemotaxonomické      

2.7.2.1. Fyziologický profil 

Jedním ze základních přístupů k identifikaci mikroorganismů je zjišťování 

metabolických drah nebo vybraných enzymů testovaných mikroorganismů. Ty jsou 

kultivovány za přítomnosti různých druhů uhlíku a indikátoru v mikrotitračních destičkách. V 

případě, že je daný substrát metabolizován, jeho degradace je provázena barevnou změnou 

indikátoru. V současné době je na trhu dostupná celá řada komerčně vyráběných souprav, které 

slouží ke stanovení biochemických profilů. Většina z nich je určena pro analýzu čistých kultur, 

jsou ovšem dostupné i testy pro stanovení funkčních aspektů na úrovni společenstev 

(Stefanowicz 2006). První z těchto aspektů je funkce komunity, tedy skutečná katabolická 

aktivita. Druhým aspektem je funkční diverzita, tedy schopnost komunity přizpůsobit 

metabolismus (katabolismus), a/nebo relativní složení a velikost populace v různých 
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abiotických podmínkách (mikroklima, přídatné substráty atd.). Nezbytné jsou informace o obou 

těchto aspektech (Preston-Mafham et al. 2002). Prvně byl pro účely studia fyziologického 

profilu na úrovni celé komunity použit systém Biolog, Inc., původně určený pro identifikaci 

čistých kultur. Do mikrotitrační destičky obsahující 95 různých zdrojů uhlíku byl inokulován 

celý environmentální vzorek a inkubován při konstantní teplotě. Vyhodnocení je založené na 

výměně elektronů během respirace (tvorba NADH), což vede k redukci a barevné změně 

přítomného indikátoru tetrazoliové violeti (není redukovatelná houbami). Změna barvy je pak 

stanovena spektrofotometricky. Míra využití substrátů různými skupinami mikroorganismů se 

liší, takže je možné pozorovat vysokou proměnlivost v rychlosti a intenzitě vývoje barvy, 

v závislosti na složení mikrobiální komunity. Tímto způsobem lze získat takzvaný metabolický 

fingerprint (Garland & Mills 1991). V současné době jsou vyráběny testy určené speciálně pro 

ekologické studie mikrobiálních společenstev. Takovým testem je například Eco plates (Biolog, 

Inc.), kde desky obsahují 31 substrátů ve třech opakováních, což také umožňuje statistickou 

analýzu (Stefanowicz 2006). Tato metoda je vhodná zejména pro hodnocení relativních rozdílů 

ve funkční diverzitě (roli jednotlivých složek) mikroorganismů např. v rostlinné rhizosféře 

nebo kontaminovaných lokalitách. Nicméně i tato metoda má svá omezení: selektuje pouze 

mikroorganismy, které jsou schopné růstu v experimentálních podmínkách, zvýhodňuje rychle 

rostoucí organismy a je citlivá na hustotu inokula. Kromě toho zdroje uhlíku v destičkách 

nemusí nutně odpovídat těm, které jsou přirozeně přítomné ve vzorku (Kirk et al. 2004).  

 

2.7.2.2. Analýza mastných kyselin   

Mastné kyseliny jsou, jakožto složka membránových lipidů, nepostradatelnou součástí 

každé živé buňky. Mají velmi rozmanitou strukturu a zároveň jsou vysoce biologicky 

specifické, proto slouží jako biomarkery pro studium mikroorganismů. Analýza mastných 

kyselin se využívá jak pro identifikaci čistých kultur a taxonomické třídění, tak pro studium 

mikroorganismů z environmentálních vzorků nebo laboratorně kultivovaných směsných kultur 

(Zelles 1999). 

Často využívanou metodou je FAME (fatty acid methyl ester analysis). Jedná se o rychlou 

techniku založenou na čtyřech základních krocích: extrakci mastných kyselin z buněčných 

lipidů, metylaci mastných kyselin, extrakci metylesterů mastných kyselin a jejich následné 

analýzy na plynovém chromatografu. Buněčné lipidy jsou přítomné jak v živých, tak v mrtvých 

buňkách. U environmentálních studií musí být také bráno v úvahu, že v komplexních vzorcích 

jsou přítomné jak intracelulární, tak extracelulární lipidy. Extracelulární lipidy mohou 
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přetrvávat v organické matrici vzorku ve stabilních formách, tudíž výsledky analýzy neodráží 

aktuální diversitu, ale spíše poskytují vhled do její historie. Mimo to, mohou být odvozené nejen 

od bakterií, ale také eukaryotických mikroorganismů a makroorganismů (Haack et al. 1994, 

Zelles 1999).  

Obdobou je extrakční a separační technika k analýze mastných kyselin odvozených od 

fosfolipidů, PLFA (phospholipid fatty acid analysis). V první fázi jsou pomocí pufru a 

vhodných rozpouštědel extrahovány všechny lipidy z buněčných struktur ve vzorku a následně 

rozděleny na frakce: neutrální lipidy, glykolipidy a fosfolipidy (polární lipidy). Z fosfolipidů 

jsou dále uvolněny mírnou alkalickou metanolýzou mastné kyseliny, převedeny na metylestery 

a analyzovány pomocí plynové chromatografie nebo hmotnostní spektrometrie (GC/MS) 

(Zelles 1999, Gattinger et al. 2003). Fosfolipidy jsou základní složkou všech buněčných 

membrán. Jako markery pro charakterizaci mikrobiálních společenstev jsou využívány díky 

specifitě mastných kyselin z nich odvozených, které se významně liší mezi jednotlivými 

mikrobiálními skupinami. Vzhledem k tomu, že po smrti rychle degradují a nevyskytují se 

v zásobních látkách, jejich analýza poskytuje informaci o skutečné diverzitě. Metoda FAME je 

na rozdíl od PLFA rychlejší a méně náročná, ale poskytuje méně spolehlivé výsledky (Makula 

1978, Gattinger et al. 2003).  

Obě výše zmíněné metody jsou vhodné pro studium bakterií a eukaryotických 

mikroorganismů, které mají mastné kyseliny vázané esterovou vazbou. Archaea mají mastné 

kyseliny vázané etherovou vazbou, tudíž nejsou hydrolyzovány pomocí standardních protokolů 

PLFA a FAME. Polární lipidy Archaea (etherové fosfolipidy) jsou jedinečné a snadno 

odlišitelné od fosfolipidů bakterií a eukaryot. Jsou složené z di- a tetraetherů glycerolu nebo 

složitějších vícesytných alkoholů s postranními izoprenoidními řetězci, které mohou být 

z vazby vyvázány pouze pomocí silných kyselin, jako je kyselina jodovodíková (Gattinger et 

al. 2003). Metoda pro jejich analýzu se nazývá PLEL (phosholipid etherlipid analysis). 

Další metodou využívající buněčných lipidů je analýza izoprenoidních chinonů (quinonů). 

Metoda je založena na extrakci chinonů ze vzorku nepolárními (organickými) rozpouštědly, 

purifikaci a analýze za využití různých chromatografických metod, ultrafialové 

spektrofotometrie, nebo hmotnostní spektrometrie. Je aplikovatelná na všechny vzorky 

s obsahem mikrobiální biomasy ≥109, a kombinaci s molekulárními technikami by měla 

poskytnout přesná a spolehlivá data o populační dynamice a struktuře společenstva (Collins & 

Jones 1981, Hiraishi 1999, Schleifer 2009). Izoprenoidní chinony hrají významnou roli při 

elektronovém transportu, oxidativní fosforilaci a pravděpodobně i aktivním transportu. Tvoří 
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tedy součást jak respiračního, tak fotosyntetického systému mikroorganismů. Podle stavební 

struktury se rozeznávají dvě základní skupiny chinonů: naftochinony a benzochinony. Význam 

pro klasifikaci mikroorganismů nemá jen typ chinonu (ubichinon, menachinon, atd.), ale také 

délka a saturace polyprenylových postranních řetězců.  

Kromě výše zmíněných jsou popsány i další metody, mezi které patří například analýza 

kyseliny muramové, kyseliny teichoové, nebo mastných kyselin lipopolysacharidů 

charakteristických pro gramnegativní bakterie a sinice (Gehron et al. 1984, Vestal & White 

1989).  

Informace o složení komunity jsou založeny na frekvenci a poměru mezi jednotlivými 

mastnými kyselinami, které tvoří relativně konstantní část buněčné biomasy. Takže změny v 

profilech mastných kyselin představují změny v mikrobiální populaci. Na rozdíl od stanovení 

fyziologického profilu není analýza mastných kyselin závislá na kultivaci (Kirk et al. 2004). Při 

identifikaci druhů v rámci společenstva je však vyhodnocení softwarem omezeno právě na 

referenční profily čistých kultur kultivovaných v laboratorních podmínkách.  Ne všechny druhy 

jsou touto metodou detekovatelné. Některé mikroorganismy nemají dostatečně charakteristické 

složení, aby byly rozpoznatelné z profilu celého společenství. Dalším důvodem může být 

rozdílná výtěžnost mastných kyselin (přibližně pětinásobná) napříč taxony (Haack et al. 1994, 

Zelles 1999). 

 

2.7.2.3. Analýza proteinů    

Dalším přístupem ke studiu mikroorganismů je analýza proteinů. Proteiny jsou 

nejhojnější a funkčně nejrozmanitější molekuly v živých systémech. Některé z proteinů jsou 

naprosto unikátní a specifické pro určité druhy, proto se využívají jako biomarkery. Vzhledem 

k tomu, že koordinace syntézy proteinů probíhá na ribozomech, byly jako vhodné biomarkery 

pro chemotaxonomickou charakterizaci zvoleny právě proteiny ribozomální (Teramoto et al. 

2007).  

Komplexním složením proteinů se zabývá vědní obor zvaný proteomika, který je obecně 

definován jako analýza kompletní sady bílkovin (proteomu) v buňce v daném okamžiku a za 

definovaných podmínek. Termín metaproteom pak představuje složení proteomu celé 

mikrobioty osidlující určitou niku, tedy smíšené mikrobiální populace (Wilmes & Bond 2006). 

Metaproteomika je všeobecně přijímána, jako klíčová technika pro sledování globální syntézy 

proteinů a genové exprese. V tomto kontextu, by měli studie poskytnout informace, umožňující 

nahlédnout do funkční dimenze genomového souboru, a tím přispět k dosažení hlavního cíle 
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environmentální mikrobiologie: schopnost spojit jednotlivé bakteriální druhy k jejich funkci 

v přírodě (Cash 2000, Wilmes & Bond 2006). Jinak řečeno, analýza metaproteomu umožňuje 

studium nových funkčních genů a metabolických drah, a identifikaci proteinů souvisejících se 

specifickým stresem (Maron et al. 2007). Samotný proces analýzy je technicky náročný a 

zahrnuje různé kroky od extrakce proteinů, stanovení jejich diverzity až po identifikaci. 

V prvním kroku jsou rozrušeny buněčné struktury. Lýza může probíhat buď přímo v matrici 

vzorku, nebo nepřímo. U nepřímé strategie jsou ze vzorku nejdříve extrahovány 

mikroorganismy, a z nich následně proteiny. Právě proces extrakce proteinů je 

v metaproteomice zásadní. Bývá negativně ovlivněn heterogenitou environmentálních vzorků, 

přítomností interferenčních sloučenin i samotnou komplexitou populací (Wilmes & Bond 

2006). Separace a analýza proteinového mixu pak může být uskutečněna řadou různých 

biochemických metod. Obvykle se využívá elektroforetická či chromatografická separace 

v kombinaci s identifikací proteinů pomocí hmotnostní spektrometrie (MS). Za tradiční způsob 

separace se považuje dvoudimenzionální (2D) gelová elektroforéza, kdy jsou proteiny 

separovány na základě izoelektrické fokusace (IEF) v dimenzi první a molekulové hmotnosti 

v dimenzi druhé (SDS-PAGE). Díky 2D elektroforéze je možné rozptýlit velké množství 

proteinů včetně jejich post-translačních modifikací a poskytují tzv. „proteofingerprint“, který 

lze dále analyzovat počítačovým softwarem, a zjistit jím změny v genové expresy mezi vzorky. 

Konkrétní proteiny je pak možné z gelu vyříznout a identifikovat. Technologie na bázi 

chromatografie však bývají často upřednostňovány, jakožto spolehlivější separační nástroje 

(Wilmes & Bond 2004, Maron et al. 2007). Jak již bylo výše řečeno, pro identifikaci proteinů 

se pak používá řada různých metod založených na hmotnostní spektrometrii (MS). Velký 

pokrok v tomto směru nastal s nástupem tzv. měkkých ionizačních technologií, jmenovitě se 

jedná o elektrosprejovou ionizační (ESI) hmotnostní spektrometrii a hmotnostní spektrometrie 

s laserovou desorpcí a ionizací za účasti matrice s průletovým analyzátorem (MALDI-TOF) 

(Graham et al. 2007). Zejména MALDI-TOF MS je široce uplatňovaná metoda nejen pro 

environmentální analýzy, ale především pro rutinní klasifikaci a identifikaci bakterií, na základě 

charakterizace ribozomálních proteinů jako biomarkerů, v mnoha oblastech včetně 

potravinářského průmyslu a veřejného zdraví (Teramoto et al. 2007).  

Proteomika poskytuje kvalitativní údaje o proteinech kódovaných bakteriálními 

genomy spolu s kvantitativními údaji o odezvě syntézy bílkovin za definovaných podmínek 

prostředí (Cash 2000). Použití tohoto přístupu k objasnění funkčních složek mikrobiálních 
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ekosystémů má obrovský potenciál, přesto však představuje velkou výzvu (Wilmes & Bond 

2006).  

 

2.7.3. Molekulárně-genetické metody 

Základním předpokladem molekulárně-genetických metod je práce s nukleovými 

kyselinami. Zatímco DNA představuje veškerou genetickou informaci ve vzorku (genom - 

jediný organismus, metagenom - společenství) včetně komponent, které nejsou živé, RNA je 

syntetizována pouze aktivně rostoucími buňkami a relativně rychle degraduje. Messenger RNA 

(mRNA) bývá zpravidla stabilní jen velmi krátce, informuje tedy o genech, které byly aktivní 

v době extrakce. Oproti tomu ribozomální RNA (rRNA) je díky sekundární struktuře a vazbě 

na ribozomální proteiny stabilnější, takže může teoreticky zůstat v odumřelých buňkách 

neporušená i celé měsíce. Přesnější informace týkající se konkrétních funkcí lze získat 

z mRNA, práce s ní ale daleko obtížnější. Do formy DNA mohou být mRNA i rRNA převedeny 

pomocí reverzní transkriptázy (RT) (Hirsch et al. 2010). Nejlépe charakterizovaná molekula, 

která se používá v mikrobiální systematice je malá podjednotka rRNA (16S rRNA u prokaryot, 

18S rRNA u eukaryot). Tato molekula je charakteristická pro všechny organismy, je konstantní, 

sekvence mají pomalou evoluční rychlost a počet mutací odpovídá evoluční vzdálenosti mezi 

kmeny, navíc obsahuje vysoce konzervativní úseky napříč říší s variabilními úseky 

specifickými pro určitý taxon. Další výhodou je její snadná izolace (Fox et al. 1980, Uhlík et 

al. 2013). Analýza genů pro 16S rRNA poskytuje rámec pro zařazení sekvencí na úroveň rodů 

či druhů. Pro odlišení nižších taxonomických podjednotek, případně některých blízce 

příbuzných druhů, musí být použity další markery. Pro tyto účely se využívají protein-kódující 

geny, které se vyznačují vyšší sekvenční variací. Jejich výhodou je také fakt, že se na rozdíl od 

16S rRNA vyskytují v genomu pouze v jedné kopii, tudíž poskytují spolehlivější výsledky o 

relativní četnosti organismu (Hirsch et al. 2010). S nástupem molekulárně-genetických metod 

bylo vědcům umožněno studium skutečné mikrobiální diversity (Forney et al. 2004). 

Představují kultivačně nezávislý přístup, který se vyznačuje vysokou specifitou a citlivostí. 

Detekční limit pro tyto metody se uvádí zhruba 103 buněk/g (ml) vzorku, v závislosti na 

konkrétní metodě (Mandal et al. 2011). Běžně se používají pro identifikaci mikroorganismů, 

stanovení fylogenetické pozice neznámých druhů a pro studium diversity mikrobiálních 

komunit (Wintzingerode et al. 1997, Zhang et al. 2002).  
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2.7.3.1. Izotopové značení 

Tato technika je přechodem mezi metodami biochemickými a metodami využívající 

analýzu nukleových kyselin. Izotopové značení představuje kultivačně nezávislé prostředky 

umožňující studium biochemických procesů, na kterých se podílejí mikroorganismy, čímž 

získáme odpověď na otázku: které funkce lze připsat kterým mikroorganismům v přirozeném 

prostředí. Tyto metody využívají fyzikálních vlastností atomů prvků, které jsou součástí všech 

buněčných struktur, především atomu uhlíku. Příkladem je technika SIP (stable-isotope 

probing), která využívá substráty značené stabilními izotopy. Tyto substráty jsou po inkubaci 

ve vzorku metabolizovány určitými skupinami mikroorganismů a zabudovány do buněčných 

struktur. Pro identifikaci mikroorganismů zapojených do biochemické transformace značeného 

substrátu může posloužit jako biomarker DNA, RNA nebo PLFA (mastné kyseliny odvozené 

od fosfolipidů). Pro značení DNA se využívají například stabilní izotopy 15N a 14N (NH4Cl), 

nebo těžké stabilními izotopy 13C a 2H. Zabudování značeného izotopu do DNA značně zvyšuje 

rozdíl v hustotě značených a neznačených frakcí. Těžké (značené) a lehké frakce jsou od sebe 

oddělitelné hustotní gradientovou centrifugací. I velmi malé rozdíly v izotopovém poměru je 

následně možné detekovat hmotnostní spektrometrií izotopových poměrů (IMRS) nebo 

hmotnostní spektrometrií atomárních a molekulárních iontů (SIMS) (Radajewski et al. 2003).    

 

2.7.3.2.   Hybridizace a reasociace nukleových kyselin 

 Jednou z metod využívaných pro studium příbuzenských vztahů mikroorganismů je 

DNA-DNA hybridizace. Tato je metoda založená na denaturaci a reasociaci (renaturaci) 

dvoušroubovicové DNA. Při zahřátí na 100 °C dochází k rozpojení vodíkových vazeb a ke 

vzniku jednořetězcového vlákna. Následné ochlazení umožní opětovné spojení dvou řetězců. 

Fragmenty DNA dvou různých druhů mohou být smíchány, denaturovány a posléze vzájemně 

reasociovány za vzniku heteroduplexů (Bledsoe & Sheldon 2009). Genetická příbuznost mezi 

bakteriálními kmeny je hodnocena množstvím vzájemně spojených nukleotidových bází (Ezaki 

et al. 1989). Wayne et al. (1987) uvádí, že mikroorganismy jsou stejného druhu, pokud jsou 

jejich DNA k sobě komplementární nejméně ze 70 % a zároveň rozdíl v teplotě tání není vyšší 

než 5 °C. Proces hybridizace je také mnohdy časově náročný a náročný na pracovní sílu, navíc 

vyžaduje velké množství DNA o vysoké kvalitě. Hlavní nevýhodou vzhledem k srovnávací 

povaze této techniky je, že nelze vybudovat databáze, jako je tomu u sekvencí nukleotidů (Goris 

et al. 2007). Vzhledem k obrovské diversitě mikrobiálních populací není tato technika vhodná 

pro studium environmentálních vzorků. Genetickou rozmanitost bakteriálních společenstev 
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umožnuje posoudit reasociace denaturované DNA, kdy je ze vzorku extrahována celková DNA, 

naštěpena, denaturována a následně reasociována. Rychlost hybridizace nebo reasociace je 

závislá na podobnosti přítomných sekvencí. Se zvyšující se diversitou rychlost reasociace klesá. 

Za přesně definovaných podmínek může být čas potřebný k dosažení poloviční reasociace 

využit jako index diversity společenství. Případně je touto metodou možné studovat podobnost 

komunit v různých vzorcích měřením stupňů podobnosti na základě hybridizační kinetiky. 

Vyšší rozlišení a informace o změně v hrubé struktuře komunity však poskytují metody 

založené na polymerázové řetězové reakci (Torsvik et al. 1998).  

Nejjednodušším způsobem, jak detekovat specifickou sekvenci nukleových kyselin je 

přímá hybridizace sondy na denaturované jednovlákenné nukleové kyseliny cílených 

organismů. Provádět je lze na extrahované DNA, RNA, nebo in situ. Jako sondy jsou používány 

oligonukleotidy (méně než 20 nukleotidů) nebo polynukleotidy (více než 50 nukleotidů), 

sestavené ze známých sekvencí s různou specifitou od domény až po druhovou úroveň (Ezaki 

et al. 1989, Kirk et al. 2004). Příkladem je flourescenční in situ hybridizace (FISH). Principem 

je hybridizace (navázání) fluorescenčně značené sondy na rRNA a jejich následná vizualizace 

prostřednictvím epifluorescenční a konfokální laserové skenovací mikroskopie, nebo průtokové 

cytometrie. Byly také popsány techniky, které využívají polynukleotidové DNA sondy nebo 

oligonukleotidové mRNA sondy. FISH se používá pro kvantitativní a kvalitativní stanovení 

mikroorganismů, a pro studium prostorové a časové dynamiky jednotlivých populací v jejich 

přirozeném prostředí. Při identifikaci mikroorganismů z environmentálních vzorků však 

představuje problém vytvoření specifických sond pro společenství o neznámém složení 

(Pernthaler et al. 2001).  

Významnou metodou je DNA microarray hybridizace (neboli DNA mikročipy), která 

byla poprvé popsána v roce 1995 pro simultánní analýzu rozsáhlých genových expresí. Jedná 

se o soubor velkého množství DNA sond, cDNA nebo oligonukleotidů specifických pro cílený 

gen, DNA sekvenci nebo RNA sekvenci, uchycených na pevném nosiči, ke kterým se 

hybridizují komplementární značené fragmenty ze vzorku. DNA mikročipy mají velmi široké 

uplatnění. Kromě toho, že jsou uplatňovány pro studium mikrobiálních populací, jsou schopné 

detekovat i virovou DNA nebo specifické geny (např. geny kódující rezistenci k antibiotikům). 

Využívány jsou i při kontrole kvality potravin, diagnostickým a klinickým účelům (Hadidi et 

al. 2004).     
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2.7.3.3.  Metody založené na polymerázové řetězové reakci (PCR)  

 Polymerázová řetězová reakce je metoda, která umožňuje in vitro amplifikovat 

specifický úsek DNA v prakticky neomezeném množství (více než 109 kopií během 30 cyklů) 

(Hirsch et al. 2010). Požadovaný fragment DNA nebo RNA je vymezen dvěma primery 

(oligonukleotidy), které jsou komplementární k sekvencím na okrajích množeného úseku. 

V závislosti na volbě primerů je možné detekovat buď funkční geny, nebo sekvence specifické 

pro určitou skupinu mikroorganismů (např. druhově, rodově specifické primery). Reakce je 

založena na třech jednoduchých krocích. Nejprve dochází k denaturaci DNA zahřátím, 

zpravidla na teplotu 90 - 95 °C. V dalším kroku tvz. annealingu se sníží teplota (45 - 60 °C), 

což umožní hybridizaci primerů na příslušné sekvence každého původního vlákna. V poslední 

fázi je teplota opět mírně zvýšena (70 - 72 °C), pro docílení optimální polymerázové aktivity. 

V tomto kroku zvaném extenze dochází k vlastní syntéze nových řetězců. Celý cyklus je 

obvykle opakován, dokud nedojde k syntéze dostatečného počtu kopií. Namnoženou DNA je 

pak možné vizualizovat v agarózovém elektroforetickém gelu pomocí UV záření a vhodného 

barviva (Birt & Baker 2009). Díky schopnosti amplifikovat i malé množství DNA jsou 

detekovatelné i mikroorganismy vyskytující se v přírodě v menšinovém zastoupení, což 

umožňuje také studium mikro habitatů (Wintzingerode et al. 1997). Ačkoliv je to rutinní metoda 

pro identifikaci čistých kultur, u environmentálních vzorků může dojít k inhibici PCR vlivem 

kontaminantů, diferenciální amplifikaci nebo tvorbě artefaktů PCR produktů (Wintzingerode 

et al. 1997).  

V mikrobiální ekologii je pro kvantifikaci a expresi taxonomických a funkčních genů 

široce využívaná metoda kvantitativní PCR (Q-PCR nebo také PCR v reálném čase). Analýza 

Q-PCR kombinuje polymerázovou řetězovou reakci s fluorescenční detekcí. Prostřednictvím 

selektivně navázaného chromoforu zaznamenává hromadění amplikonů v „reálném čase“ 

během každého cyklu amplifikace, což umožňuje kvantifikaci genů. Pokud Q-PCR předchází 

reverzní transkripce, může být stanovena i míra genové exprese (RT-Q-PCR) (Smith & Osborn 

2009). Velmi rozšířené jsou takzvané „fingerprintové metody“. Na základě porovnání 

genetických profilů lze hodnotit diverzitu komunit, ale i vnitrodruhové variace na úrovni 

jednotlivých kmenů. Náhodná amplifikace polymorfní DNA (RAPD) je v molekulární ekologii 

běžná metoda pro identifikaci, hodnocení příbuzenských vztahů, analýzu směsných vzorků, 

nebo pro tvorbu specifických sond. Od klasické PCR se liší v tom, že pro amplifikaci je použit 

pouze jeden oligonukleotidový primer o libovolné sekvenci, který náhodně přisedá na více míst 

DNA a vznikají tak fragmenty o různé délce. Produkty amplifikace jsou vizualizovatelné na 
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agarózovém gelu a polymorfismus slouží jako hlavní genetický marker (Hadrys et al. 1992, 

Franklin et al. 1999). Obdobnou metodou je interrepetitivní polymerázová řetězová reakce 

(REP-PCR). Pro amplifikaci je také použit pouze jeden primer, ovšem komplementární 

s repetitivními sekvencemi uvnitř genomu (Ward & Roy 2005). Polymorfismu délky 

restrikčních fragmentů (RFLP), známý také jako restrikční analýza amplifikované ribozomální 

DNA (ARDRA) je dalším nástrojem ke studiu mikrobiální diverzity. PCR amplifikované 

fragmenty DNA jsou štěpeny restrikčními enzymy. Různě dlouhé fragmenty jsou opět 

detekovány na agarózovém nebo polyakrylamidovém elektroforetickém gelu. Tato metoda 

může být použita buď pro studium diverzity, pro odlišení standardního genu od zmutovaného, 

nebo studium klonů (Kirk et al. 2004). Modifikací této metody je polymorfismus délky 

terminálních restrikčních fragmentů (T-RFLP). V tomto případě jsou PCR produkty 

fluorescenčně označeny a následně štěpeny endonukleázou. Označit lze jen jeden nebo oba 

primery použité pro PCR reakci. V případě, že jsou značeny oba primery, lze každý označit 

jiným fluorescenčním barvivem. Výsledné produkty jsou porovnány s rozdílně 

značeným hmotnostním standardem na gelové nebo kapilární elektroforéze. Detekovány jsou 

jen koncové (terminální) restrikční fragmenty. Výsledkem je zjednodušený fingerprint 

mikrobiálního společenstva ve formě elektroferogramu, který znázorňuje profil komunity, jako 

řadu píků různých výšek (Osborn et al. 2000). Popsány jsou i další metody založené na PCR, 

jsou to například analýza polymorfismu délky intergenového spaceru mezi geny malé a velké 

ribozomální podjednotky (RISA), polymorfismus konformace jednořetězcových nukleových 

kyselin (SSCP), nebo gelová elektroforéza v denaturačním/teplotním gradientu (D/TGGE) 

(Kirk et al. 2004). 

 

2.7.3.4.  Sekvenování DNA 

 Cílem genomového sekvenování je stanovení primární struktury DNA, což umožňuje 

studium molekulárních procesů celého buněčného systému. Genomové sekvenování je také 

základem -omických technologií jako je proteomika nebo transkriptomika (microarray), a proto 

bývá označováno za vrchol revoluce v biologických vědách (Hall 2007). Existují dvě základní, 

principiálně odlišné metody. V obou případech jsou výchozím materiálem pro sekvenaci 

fragmenty DNA s přesně definovanými konci, které jsou nejčastěji získávány klonováním do 

vhodného vektoru nebo PCR, a označené na 5´ konci radioaktivním izotopem 32P. Společným 

rysem je i snaha vytvořit soubor fragmentů nukleových kyselin, které se vzájemně liší délkou 

o jeden nukleotid. První z nich, Maxamovo-Gilbertovo sekvenování, označované také jako 
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metoda chemická, je založeno na degradaci řetězců pomocí chemických sloučenin v místech, 

kde je lokalizovaná báze určitého typu. Cílené fragmenty jsou rozdělené do 4 vzorků a do 

každého přidány příslušné chemikálie, které naruší vazbu mezi nukleotidem a cukernou 

složkou. Reakční podmínky a činidla jsou zvolena tak, že dochází k modifikaci G, A + G, C + 

T, nebo C, a to průměrně 1 báze v řetězci. V dalším kroku jsou vysokou teplotou a chemickými 

činidly vazby v místě modifikace štěpeny, takže vznikají různě velké fragmenty. Vzorky 

z každé z reakčních směsí jsou naneseny na gel, elektroforeticky separovány a fragmenty se 

značenými konci vizualizovány pomocí radiografie. Na základě velikosti fragmentů je pak 

určována posloupnost jednotlivých nukleotidů v řetězci (Maxam & Gilbert 1977). Prakticky 

souběžně vznikla i druhá metoda, Sangerova. Ta bývá označována za metodu enzymatickou. 

Na rozdíl od chemické, není založena na degradaci, ale naopak na syntéze komplementárních 

vláken o různé délce. Do reakční směsi pro amplifikaci jsou přidány kromě normálních 

nukleotidů i jejich 2',3'-dideoxy analogy (ddNTP), které postrádají 3'-OH skupinu. Tyto 

analogy fungují jako koncové inhibitory (terminátory). V důsledku chybějící 3'-OH skupiny 

nemůže DNA polymeráza připojit další nukleotid, a tak vznikají různě dlouhá vlákna 

v závislosti na pozici jejich začlenění do řetězce. Stejně jako u chemické metody, je 

sekvenování prováděno ve 4 oddělených vzorcích, které obsahují jeden ze 4 analogů ddNTP. 

Po procesu amplifikace se značené fragmenty opět separují, vizualizují a vyhodnocují na 

základě retenčního času (Sanger & Nicklen 1977). V originálním protokolu byly cílené DNA 

fragmenty značeny radioaktivními izotopy, ty ale byly záhy nahrazeny fluorescenčními 

barvivy, což mimo jiné umožnilo amplifikaci a následnou separaci jediného vzorku (Prober et 

al. 1987). Díky výhodám, které plynou především z eliminace práce s toxickými látkami a 

radioizotopy, se Sangerova metoda stala na 30 let jedinou rutinně využívanou sekvenační 

technikou (Schuster 2008). Jednou z novějších technologií a nástupcem enzymatické metody 

je pyrosekvenování. Tato metoda je založena na detekci pyrofosfátu (PPI) uvolňovaného 

v průběhu syntézy DNA. V kaskádě enzymatických reakcí se vytváří viditelné světlo, které je 

úměrné počtu zabudovaných nukleotidů (Ronaghi 2001). Od roku 2005, kdy vznikla 

sekvenační technologie 454, pak hovoříme o tzv. Next generation sequencing (NGS). Jedná se 

o vysoce výkonné technologie, které se v mikrobiologii uplatňují zejména při analýze celých 

metagenomů a plně nahradilo, dnes již nepoužívané, pyrosekvenování. Na buněčné úrovni NGS 

umožňují, jako první technologie, studium všech mutací v genomu organismu. Toho se využívá 

například při identifikaci alel, které jsou zapojeny do vzniku antibiotické rezistence (Schuster 

2008).    
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3. Hypotéza 

Je známo, že mořské druhy mechovek osidluje variabilní mikrobiota, která produkcí 

sekundárních metabolitů ovlivňuje okolní mikro- a makroorganismy. Jednou z hlavních 

biologických funkcí sekundárních metabolitů mechovek a s nimi souvisejících mikroorganismů 

je antimikrobiální aktivita. Předpokládáme, že charakterizace bakterií kolonizujících P. 

magnifica pomůže přispět k objasnění možného vliv této mechovky na původní ekosystém, a 

že některé z izolovaných bakterií budou mít schopnost produkovat antimikrobiálně působící 

látky. Takové látky lze použít například pro farmaceutické účely, pro modulaci trávicího traktu 

různých druhů živočichů nebo jako konzervační činidlo.    

 

4. Cíl práce 

Cílem doktorské dizertační práce je izolovat a identifikovat bakterie sladkovodní mechovky 

Pectinatella magnifica. Dále je cílem testování antimikrobiální aktivity těchto bakterií a 

extraktů připravených přímo z kolonií P. magnifica, proti potenciálně patogenním 

mikroorganismům, a psychrofilním bakteriím způsobujícím kažení potravin.    
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6. Sumární diskuse  

Existuje celá řada přístupů ke studiu mikroorganismů, přičemž každý s sebou přináší 

určité výhody a omezení (Článek 1). Co se týká stanovení skutečné bakteriální diversity, není 

pochyb o tom, že nejpřesnější informace jsou získávány pomocí moderních sekvenačních 

metod (Schuster 2008). To platí zejména pro mikroorganismy, které nejsou schopné růstu 

v experimentálních podmínkách, jsou v prostředí zastoupené menšinově nebo jsou pomalu 

rostoucí. Na druhou stranu, izolace bakterií v axenické kultuře je prvním krokem k určení 

nových taxonů. Kultivace umožňuje studium celého organismu, včetně fenotypových 

charakteristik, což mimo jiné umožňuje ověřit hypotézy vyvstávající z genomických dat. Také 

kompletní genomy o vysoké kvalitě, které slouží jako referenční pro řadu meta-omických 

technik, a pro tvorbu specifických sond a primerů, jsou získávány z axenických kultur. Význam 

a potřebu izolace vodních mikroorganismů ve svých pracích zdůrazňují např. Giovannoni and 

Stingl 2007; Garcia 2016 nebo Salcher and Šimek 2016. Aby bylo možné mikroorganismy 

z Pectinatella magnifica blíže charakterizovat, studovat jejich metabolický potenciál a 

případnou biologickou aktivitu, byla tato práce zaměřena na kultivovatelnou frakci mikrobioty 

této mechovky.  

Prvním cílem doktorské disertační práce bylo izolovat a identifikovat bakterie 

z  bochnatky americké (Článek 2, Článek 3). Pro stanovení počtů kultivovatelných bakterií a 

jejich následnou izolaci byla použita dvě kultivační média, již dříve popsaná pro mořské druhy 

(González et al. 1996), s modifikací pro sladkovodní prostředí. Celkové počty, stanovené na 

těchto médiích, se vzájemně statisticky významně nelišily. V povrchové vrstvě kolonií P. 

magnifica bylo zjištěno statisticky významně vyšší množství mikroorganismů, než ve vnitřní 

gelové hmotě. V obou strukturách převládaly aerobní bakterie, v povrchové vrstvě společně 

s fakultativně anaerobními. Nejméně zastoupeny byly bakterie striktně anaerobní, které byly 

odlišené od fakultativních anaerobů přídavkem neomycinu do kultivačního média, o 

koncentraci 70 mg/l. Neomycin by měl v této koncentraci růst fakultativních anaerobů 

inhibovat  (Pinheiro et al. 2003). Nebyly zjištěny žádné závislosti mezi hodnotami 

z jednotlivých let, lokalit ani odběrů. Celkové počty byly studovány také kultivačně nezávislou 

metodou fluorescenční in situ hybridizace (FISH) a vyhodnocovány mikroskopicky. Tento 

přístup se ukázal jako nevhodný pro daný typ vzorků z důvodu vysokého detekčního limitu, 

který se uvádí 106 KTJ/g (ml) (McCartney 2002). Hodnoty stanovené kultivačně se pohybovaly 

v rozmezí od 103 do 109 KTJ/g. Vyhodnocení vzorků s vyššími počty bakterií bylo znesnadněno 

nespecifickým navázáním fluorescenční sondy na materiál samotného vzorku.   
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Izoláty bakterií byly identifikovány pomocí MALDI-TOF hmotnostní spektrometrie a 

sekvenace genu pro 16S rRNA (Weisburg et al. 1991), Sangerovou metodou (GATC Biotech). 

Jako nástroj pro studium genetické variability v rámci jednotlivých fylogenetických skupin, a 

eliminaci genomicky identických kmenů pro identifikaci, byla také použita fingerprintová 

metoda REP-PCR (Gevers et al. 2001). V koloniích mechovky zcela jasně dominovali zástupci 

Gammaproteobacteria (n = 104), následovaní Betaproteobacteria (n = 36), Firmicutes (n = 11),  

Bacteroidetes (n = 6) a nejméně početnou skupinou, Alphaproteobacteria (n = 1). V rámci 

Gammaproteobacteria, patřilo 87 % izolovaných kmenů do rodu Aeromonas. Dále byli 

detekováni zástupci rodů Acinetobacter, Enterobacter, Klebsiella, Lelliottia, Plesiomonas, 

Pseudomonas a Shewanella. Třída Betaproteobacteria byla zastoupena 5 rody: Aquitalea, 

Herbaspirillum, Chromobacterium, Paludibacterium a Rhodoferax. Firmicutes reprezentovaly 

rody Bacillus, Clostridium, Lactococcus a Leuconostoc, a dva nepopsané rody v rámci čeledí 

Clostridiaceae a Sporomusaceae. V rámci Bacteroidetes byly nalezeny rody Chryseobacterium 

a Chitinophaga, a u Alphaproteobacteria jako jediný, rod Sphingomonas. V rámci naší studie 

(Článek 3) bylo nalezeno celkem 18 bakteriálních fylotypů, které představují 15 potenciálně 

nových druhů příslušných rodům Aeromonas, Aquitalea, Clostridium, Herbaspirillum, 

Chromobacterium, Chryseobacterium, Morganella, Paludibacterium, Pectobacterium, 

Rahnella, Rhodoferax a Serratia, a 3 potenciálně nové rody patřící do čeledí Clostridiaceae a 

Sporomusaceae. Většina z nich byla izolována z kolonií mechovky, ostatní pak z okolní vody. 

Clostridiaceae bacterium PT50 byl, jako jediný potenciálně nový taxon, nalezený v obou 

typech vzorků. V době, kdy se začínala zpracovávat tato disertační práce, nebyly dostupné 

žádné publikace, zabývající se mikrobiotou osidlující sladkovodní mechovky nebo jejich 

vzájemnými specifickými interakcemi. Mikrobiální diversita kultivovatelných bakterií byla 

studována u několika mořských druhů (Pukall et al. 2001, Heindl et al. 2010). Porovnání našich 

výsledů s výsledky studií, zaměřených na mořské formy však není zcela relevantní, protože 

bakterie vyskytující se ve sladké vodě jsou od mořských často evolučně vzdálené (Zwart et al. 

2002). Nicméně, Pukall et al. (2001) došli k závěru, že povrch mechovky Flustra foliacea je 

osidlován bakteriemi, které jsou zcela běžné pro mořské prostředí a/nebo byly do tohoto 

prostředí zavlečené z pevniny, což je v souladu s našimi výsledky. Většina bakterií, které byly 

izolované z P. magnifica, jsou druhy běžně se vyskytující ve vodě a/nebo životním prostředí 

(Arai et al. 1980, Sugita et al. 1995, Quadt-Hallmann & Kloepper 1996, Stock & Wiedemann 

2002, Lau et al. 2006, Herzog et al. 2008, Han et al. 2008, Weon et al. 2009, Adav et al. 2010, 

Huang et al. 2010, Ramette et al. 2011, Wisplinghoff et al. 2012, Tang et al. 2012, Monteiro et 
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al. 2012, Bais et al. 2013, Kämpfer et al. 2014, Yadav et al. 2015, Ng & Sudesh 2016, Sasi 

Jyothsna et al. 2016, Austin & Austin 2016).  

Nejvyšší počty bakterií byly očekávány u vzorů kolonií odebraných z vody s nejvyšší 

mikrobiální kontaminací. To však bylo potvrzeno pouze v některých případech. Statistická 

analýza prokázala, že množství bakterií přítomných v koloniích mechovky není závislá na 

množství bakterií v okolní vodě. Toto zjištění poukazuje na komensální či symbiotický 

charakter těchto organismů. Specifické bakteriální komunity bývají silně závislé na 

charakteristických vlastnostech svého hostitele, které je někdy velmi obtížné, ne-li nemožné, 

napodobit v podmínkách in vitro. Aby byl růst specifických bakterií podpořen, byl do 

kultivačního média přidán extrakt z P. magnifica. Většina bakterií patřící mezi 

Betaproteobacteria byla izolovaná výhradně z kolonií mechovky, přičemž 7 ze 13 

detekovaných druhů představuje potenciálně nové taxony. Lze tedy předpokládat, že bakterie 

žijící v symbióze s P. magnifica patří právě do této skupiny. Tento předpoklad je podpořen 

faktem, že 7 kmenů Herbaspirillum sp. PT3, představující potenciálně nový druh, bylo nalezeno 

v koloniích mechovky ze všech lokalit, ale žádný nebyl detekován ve vzorcích vody. Sekvence 

16S rDNA tohoto druhu je shodná se sekvencí Oxalobacteraceae bacterium PRE7E 

(KM187634), izolované z kůže čolka zelenavého (Notophthalmus viridescens). Obdobným 

případem je Aquitalea spp. PT67 a PT99, které byly podobné sekvencím dosud nepopsaných 

druhů čeledi Neisseriaceae, izolovaných z kůže skokana volského (Rana catesbeiana) (PT67 - 

FE64E [KM187092] a PT99 - BFE40G [KM187049]). Oba obojživelníci pocházejí, stejně jako 

P. magnifica, ze Severní Ameriky, a všechny 3 s nimi spojené izoláty byly získány ze vzorků 

v Severní Americe v rámci jedné studie (Walke et al. 2015). Vyvstává tedy otázka, zda mohly 

být tyto bakterie distribuovány společně s mechovkou, což by opět naznačovalo jejich možné 

vzájemné interakce. Druh Vibrio fisheri, který je často uváděn jako modelový organismus pro 

studium iniciace, osídlení a přetrvání symbiózy, se vyskytuje volně ve vodě. Je tedy 

detekovatelný i na jiných mořských makroorganismech. Až při kontaktu s cílovým hostitelem 

(Euprymna scolopes) osidluje V. fisherii jeho světelný orgán, kde se hojně pomnoží díky 

poskytovaným živinám, a vzniká vzájemný mutualistický vztah (Lupp & Ruby 2005). Jedná se 

o horizontální přenos, kterým jsou charakteristické sekundární symbiotické mikroorganismy. 

Ty po kolonizaci naivního hostitele mohou být dále přenášeni vertikálně (Dale & Moran 2006). 

Tímto způsobem by teoreticky mohly být distribuovány i výše zmíněné druhy, izolované z P. 

magnifica, jejíž kolonie taktéž představují niku s vyšší úrovní trofizace než okolní prostředí 

(Lacourt 1968).       

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_695102852
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM187634.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JJ7RB5MT013
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Diskutabilní je specifický vztah nových druhů rodu Paludibacterium, PT78 a PT71. 

Ačkoliv nebyly dosud validně popsány, jejich sekvence 16S rDNA jsou téměř shodné se 

sekvencemi kmenů, nalezených v terestriálním prostředí. PT78 je blízce příbuzný 

s Paludibacterium sp. J8SN6 (JF327660) detekovaném v půdě a PT71 s Paludibacterium sp. 

CRh31 (KR780468) izolovaném z divoké rýže. Přestože sekvence nebyly zcela identické a 

specifická adaptace (Yi et al. 2017) nemůže být vyloučena, jedná se spíše o organismy, které 

se do kolonií dostaly z okolního prostředí, než o hostitelsky specifické symbionty (Kwon et al. 

2008, Sheu et al. 2014, Kang et al. 2016). To platí také pro Rhodoferax sp. PT111 a 

Chryseobacterium sp. PT238 (Zwart et al. 2002, Herzog et al. 2008, Kämpfer et al. 2014). Ze 

všech kmenů, které byly izolované v rámci této práce, se nejpravděpodobnějším symbiotickým 

mikroorganismem P. magnifica zdá být druh PT79, taktéž ze skupiny Betaproteobacteria, 

klasifikovaný jako Chromobacterium sp. Symbiotické mikroorganismy mořských mechovek 

bývají účastny chemické obrany svého hostitele skrze produkci biologicky aktivních 

metabolitů. Za nejvýznamnější vlastnosti těchto látek je považována antimikrobiální a/nebo 

cytotoxická aktivita (Sharp et al. 2007). Právě produkce sloučenin s těmito vlastnostmi je 

charakteristickým rysem pro mnoho druhů rodu Chromobacterium (např. Durán and Menck 

2001; Han, Han and Segal 2008). Shoda sekvence genu pro 16S sRNA Chromobacterium sp. 

PT79 se všemi kultivovanými i nekultivovanými bakteriemi byla 97 % a nižší. Výskyt tohoto 

organismu tedy nebyl dosud zaznamenán v žádné jiné ekologické nice. Také Sporomusaceae 

bacterium PT59 (Firmicutes) bylo nalezeno pouze v koloniích mechovky.  

Výrazně vyšší diversita bakteriálních druhů byla očekávána v koloniích P. magnifica, 

než v okolní vodě, díky jejímu filtračnímu způsobu přijímání potravy. To ovšem potvrzeno 

nebylo. Celkově bylo identifikováno 158 izolátů z kolonií mechovky, reprezentujících 43 

druhů. Druhů detekovaných ve vodě bylo 42, ale počet identifikovaných izolátů byl méně než 

poloviční (n = 65). Toto zjištění však není rozhodující ani konečné. Pomineme-li všechna 

omezení související s kultivační technikou (Článek 1), prostým vysvětlením může být četnost 

všudypřítomné bakterie Aeromonas veronii. A. veronii byla nejčastěji detekovaným druhem ve 

vzorcích vody. Ačkoliv její dominance ve vodě nebyla zvláště výrazná, filtrace pravděpodobně 

umožňuje kumulaci buněk a zvyšuje převahu A. veronii v koloniích. Navýšení celkových počtů 

kultivovatelných bakterií pak činí izolaci méně početných skupin z nižších ředění nesnadnou, 

ne-li nemožnou. Kromě toho, jako fakultativní anaerob, je A. veronii schopna růstu v aerobních 

i anaerobních podmínek (Seshadri et al. 2006), aniž by byla potlačena neomycinem o 

koncentraci 70 mg/l, jak bylo použito v našem experimentu. Skupina A. veronii, sdružuje 
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fylogeneticky velmi podobné organismy, které osidlují širokou škálu obratlovců i bezobratlých 

hostitelů ve vztahu symbiotickém i patogenním. Rozmanitost prostředí, které A. veronii obývá, 

naznačuje, že je tento druh zobecňován a speciace v důsledku ekologické adaptace může být 

značná (Silver et al. 2011). Genotypovou rozmanitost populace A. veronii ve sledovaných 

lokalitách Jižních Čech dokazuje variabilita REP-PCR fingerprintových profilů (9.1. 

Supplementary Figure 2.). V tomto kontextu může být převaha A. veronii v koloniích 

mechovky nejen v důsledku nahromadění, ale také do jisté míry díky adaptaci. Jak již bylo výše 

zmíněno, kolonie představují ekologickou niku s vyšší úrovní trofizace, což může mít za 

následek intenzivnější pomnožení těchto bakterií. A. veronii je schopná produkovat cytotoxicky 

(Ghatak et al. 2006) i antimikrobiálně (Odeyemi et al. 2012) působící látky, které by recipročně 

mohly chránit mechovku před predátory a infekcemi. V rámci naší studie (Článek 4) byla 

zjištěna antimikrobiální aktivita dvou kmenů A. veronii 16/12 a 12/13, které inhibovaly růst 

lidských fekálních klostridií. A. veronii 16/12 také inhibovala růst sympatrického kmene 

Pseudomonas moraviensis 16/12, rovněž izolovaného z P. magnifica. Z druhého úhlu pohledu 

Aeromonas spp. jsou častým původcem širokého spektra onemocnění lidí a ryb (Beaz-Hidalgo 

& Figueras 2013). Masivní expanze P. magnifica by mohla představovat zdravotní riziko 

v rekreačních a hospodářské ztráty v chovných oblastech.   

Druhým cílem disertační práce bylo testování antimikrobiální aktivity bakteriálních 

izolátů (Článek 4) a extraktů připravených z lyofilizovaných kolonií P. magnifica (Článek 5). 

Antimikrobiální aktivita izolátů byla testována agarovou difúzní metodou (Boyanova et al. 

2005) proti potenciálně patogenním bakteriím, s ohledem na aplikovaný význam, a proti 

sympatrickým kmenům, s ohledem na ekologický význam. Jak již bylo výše zmíněno, 

antimikrobiálně působily dva kmeny A. veronii 16/12 a 12/13 inhibující Clostridium spp. 

Lidské fekální klostridie potlačovala také Pseudomonas moraviensis 16/12, která byla naopak 

inhibována A. veronii 16/12. V tekutém médiu nebyl po kultivaci aktivních kmenů zaznamenán 

pokles pH, antimikrobiální aktivita byla tedy pravděpodobně způsobena jinými látkami, než 

organickými kyselinami. Antimikrobiální aktivita Aeromonas spp. proti některým 

grampozitivním a gramnegativním patogenním bakteriím byla popsána již dříve (Odeyemi et 

al. 2012), přičemž aktivní kmeny mohou být uplatněny např. jako protektivum proti infekčním 

onemocněním vodních chovných živočichů  (Gibson et al. 1998). Pseudomonas fluorescens je 

producentem antimikrobiálních látek, známých pod anglickým názvem pseudomonic acid A-

D. Nejúčinnější z nich je mupirocin (pseudomonic acid A), který působí proti aerobním 

grampozitivním bakteriím. Méně aktivní je proti gramnegativním bakteriím a anaerobní 
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grampozitivní bakterie, tedy i klostridie, jsou na mupirocin rezistentní (Sutherland et al. 1985, 

Class & DeShong 1995). V humánní medicíně se mupirocin osvědčil především při léčbě 

kožních infekcí a stal se jedním z nejúspěšnějších lokání antibiotik při léčbě Staphylococcus 

aureus v dutině nosní, a to i u kmenů rezistentních na meticilin (Cookson, 1998).   

Skutečnost, že antimikrobiální aktivita byla v naší studii prokázána pouze u 3 izolátů, 

neznamená, že v přirozeném prostředí tomu není jinak. U většiny bakterií sekundární 

metabolity v in vitro podmínkách exprimovány nejsou, přesto, že tato informace je zabudována 

v genomu. Jejich exprese může být podmíněna celou řadou faktorů, které zahrnují např. složení 

výživy, působení signálních molekul (elicitorů), selekční tlak, kompetice o místo a živiny, nebo 

změna redoxního potenciálu (Kleerebezem et al. 1997, Lee et al. 2002, Zigha et al. 2006, Payne 

et al. 2007, Zhu et al. 2014). V našem experimentu byla testována aktivita bakterií 

kultivovaných v tekutém médiu, vhodném pro optimální růst daného kmene, a dále variant 

s přídavkem vodného extraktu z P. magnifica a s přídavkem krve. Extrakt z P. magnifica ani 

krev na produkci antimikrobiálních látek vliv neměla. Je třeba zmínit, že extrakt byl sterilován 

tepelně. Všechny termolabilní bioaktivní komponenty včetně případných proteinových 

signálních molekul byly inaktivovány, a sledován byl pouze vliv termostabilních nutričních 

složek.             

Z kolonií P. magnifica bylo v Ústavu molekulární biologie a farmaceutické 

biotechnologie Veterinární a farmaceutické university v Brně připraveno 5 různých extraktů: 

metanolový, hexanový, chloroformový, etyl-acetátový a vodný. Citlivost probiotických, 

potenciálně patogenních a psychrofilních bakterií způsobujících kažení potravin k výše 

zmíněným extraktům byla testována agarovou difúzní metodou (Boyanova et al. 2005). U 

aktivních extraktů byla dále stanovena minimální inhibiční koncentrace mikrodiluční metodou 

(Wiegand et al. 2008). Antimikrobiální aktivitu vykázaly 3 z testovaných extraktů: metanolový, 

hexanový a chloroformový. Proti testovaným bakteriím působily v minimálních inhibičních 

koncentracích (MIC) pohybujících se v rozmezí 0,5 až 10 mg/ml. Citlivé byly především 

grampozitivní bakterie (Bacillus cereus, Bifidobacterium bifidum, Clostridium perfringens,  

Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus a Staphyloccocus aureus), přičemž nejvíce citlivá 

byla patogenní bakterie Clostridium difficile, která je zodpovědná za různé formy střevních 

onemocnění (Abt et al. 2016). Chloroformový extrakt inhiboval také gramnegativní 

Pseudomonas aeruginosa. Antimikrobiální aktivita extraktů z P. magnifica byla testována i 

kolektivem Pejin et al. (2015). Na rozdíl od našich výsledků, inhibičně působil proti testovaným 

bakteriím i etyl-acetátový a vodný extrakt. Pejin et al. (2015) také prokázali citlivost Salmonella 
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entirica Typhimurium a E. coli, zatímco v naší studii byly tyto bakterie vůči extraktům 

rezistentní. B.cereus, L. monocytogenes, Micrococcus spp., P. aeruginosa a S. aureus byly 

citlivé na extrakty v obou studiích, výrazně se ale lišily hodnoty MIC. Naše hodnoty se 

pohybovaly v rozmezí 2–10 mg/ml, hodnoty stanovené srbským kolektivem v rozmezí 0,004–

0,4 mg/ml. Uvedené rozpětí zahrnuje i hodnoty MIC vodného a etyl-acetátového extraktu, které 

byly námi shledány jako neúčinné. Testována byla aktivita i další sladkovodní mechovky 

Hyalinella punctata (Pejin et al. 2012). Hexanová frakce z této mechovky, obdobně jako u P. 

magnifica, inhibovala B. cereus, L. monocytogenes a S. aureus. Navíc ale účinkovala také proti 

E. coli, P. aeruginosa a S. entirica Typhimurium. MIC extraktů z H. punctata byly opět výrazně 

nižší než extraktů P. magnifica v naší studii, v některých případech i než ve studii Pejin et al. 

(2015). 

Odlišnost v antimikrobiální aktivitě P. magnifica z různých geografických lokalit 

poukazuje na to, že zdrojem aktivních látek není mechovka samotná ani její primární (obligátní) 

symbionti, jako je tomu u mořských druhů Bugula neritina a Bugula simplex (Davidson et al. 

2001, Lim & Haygood 2004). Primární symbiotické organismy jsou evolučně spjaté se svým 

hostitelem a díky vertikálnímu přenosu jsou přítomné u všech jedinců bez ohledu na místo 

výskytu nebo lokální adaptaci (Dale & Moran 2006). Na základě výsledků a dostupné literatury 

lze dojít k závěru, že producentem sekundárních metabolitů jsou v případě P. magnifica 

především epibiotické či sekundárně symbiotické bakterie, které mechovku kolonizují. 

Antimikrobiální aktivitu epibiotických bakterií mořských druhů mechovek popsal již Heindl et 

al. (2010). V tomto kontextu je tedy složení bioaktivních látek, spektrum účinku a minimální 

inhibiční koncentrace buď přímo závislá, nebo do určité míry ovlivněná vnějším prostředím. A 

to nejen ve smyslu druhového zastoupení mikroorganismů, které mechovku osidlují, ale také 

mikro- a makroorganismů, které produkci sekundárních metabolitů iniciují či stimulují.  
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7. Závěr 

Kolonie bochnatky jsou bohatým zdrojem dosud nepopsaných bakteriálních taxonů, 

které jsou snadno kultivovatelné v laboratorních podmínkách. P. magnifica je osidlována 

především alochtonními druhy, běžně se vyskytujícími v prostředí, nebo jsou blízce příbuzné 

druhům, které jsou méně časté, přesto detekované v ekologických nikách jiných, než jsou 

mechovci. Díky filtračnímu způsobu příjmu potravy, zachycuje P. magnifica bakterie přítomné 

v okolní vodě a kumuluje je v relativně vysokých počtech. Toho může být využito při izolaci 

nových druhů bakterií, které běžně není možné ve vodě detekovat, kvůli jejich nízké 

koncentraci, ačkoliv potenciálně nové taxony byly v rámci studie nalezeny i ve vzorcích vody. 

Celkem bylo nalezeno 18 bakteriálních fylotypů, které představují 15 potenciálně nových druhů 

příslušných rodům Aeromonas, Aquitalea, Clostridium, Herbaspirillum, Chromobacterium, 

Chryseobacterium, Morganella, Paludibacterium, Pectobacterium, Rahnella, Rhodoferax a 

Serratia, a 3 potenciálně nové rody patřící do čeledí Clostridiaceae a Sporomusaceae. Z těchto, 

2 byly detekovány pouze v koloniích mechovky (Chromobacterium sp. PT79 a Sporomusaceae 

bacterium PT 59) a jejich symbiotický vztah nemůže být vyloučen. Stejně tak není možné 

vyloučit adaptaci, případně fakultativně symbiotický vztah některých dalších druhů, zejména 

Herbaspirillum sp. PT3, Aquitalea spp. PT67 a PT99, a Aeromonas spp.  

Kolonie P. magnifica mohou být považovány za slibný zdroj chemických sloučenin, 

které působí především proti grampozitivním bakteriím. Přesto, že minimální inhibiční 

koncentrace extraktů byly poměrně vysoké, aktivní extrakty budou dále separovány a jednotlivé 

frakce opět testovány. Za produkci aktivních látek jsou pravděpodobně zodpovědné 

fakultativně symbiotické či epibiotické bakterie z prostředí, které mechovku kolonizují, nebo 

k ní značným způsobem přispívají. Byly nalezeny 2 kmeny Aeromonas veronii a 1 kmen 

Pseudomonas moraviensis, u kterých byla antimikrobiální aktivita prokázána.  
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9. Přílohy 

9.1. Doplňující materiály ke článku: Cultivable bacteria from Pectinatella magnifica and 

the surrounding water in South Bohemia indicate potential new 

Gammaproteobacterial, Betaproteobacterial and Firmicutes taxa.     
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