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1 Uvod

Myxobakterie jsou hlavné ptidni mikroorganismy. Radi se do téidy Deltaproteobakterie.
Myxobakterie s porovnanim s jinym bakteriemi maji velky genom cca 9 — 10 x 10° part
nukleotidii. Myxobakterie jsou znamé svym unikatnim zZivotnim cyklem, béhem kterého pti
nedostatku zivin vytvaieji specializované builkky (myxospory). Dokazi koordinovan¢ ,,lovit™
jiné bakterie. Stoji tak pomysIn€ na nejvyS$im trofickém stupni prokaryot. Myxobakterie
dokazi degradovat celulozu. To dokazi pouze dva rody a témi jsou Sorangium a Byssovorax.

Jejich dal$i zajimavou funkci je, Ze dokazi produkovat sekundarni metabolity. Nékteré
druhy jsou znamé tim, ze dokéazi produkovat antibiotika a protinddorové molekuly. Tyto
bakterie by mohly hrat vyznamnou roli v mediciné pii 1é¢bé nadorovych onemocnéni.

V bakalaiské praci jsem se zabyvala myxobakteriemi v pidnim ekosystému, jejich
globalnim rozsifenim a v neposledni fad¢ také jejich selektivni izolaci. Izolace myxobakterii
je specificka a Casové narocna. Myxobakterie vyzaduji specialni agary aby mohly kolonizovat.
Bylo navrZzeno nékolik variant jak izolovat myxobakterie, jedna z nich je susSit odebrané
vzorky pii laboratorni teploté. Dalsi z moznych izolaci je vytvofit suspenzi pudy a nechat ji

povatit, aby se zneSkodnily nezadouci mikroorganismy.

Cile:
- Z dostupné literatury ziskat podrobné znalosti o ekologii myxobakterii, moznosti jeji
izolace a detekce v pfirozeném prostredi
- Z dostupnych dat zhodnotit vyskyt v riznych ekosystémech
- Izolovat Cistou kulturu myxobakterii

- Provést test predace izolatlh myxobakterii



2 Literarni prehled

2.1 Obecna charakteristika myxobakterii

Prvni objevena myxobakterie , Polyangium vitellinum, byla v roce 1809 botanikem HF
Linkem (Link 1809). Myxobakterie jsou z kmene Proteobacteria, tiidy Deltaproteobacteria.
Jsou gram-negativni jednobun&cné aerobni buiiky, které maji tyCinkovity 1 kokovity tvar.
V bunkach myxobakterii byly objeveny mezosomy, intracelularni granule a inkluzni téliska.
Myxobakterialni plodnice obvykle méfi 50-500 mm a jsou vidét pouhym okem. Jejich
vegetativni buniky se d€li na dva typy: Stihlé, které jsou obvykle ohebné tyCky nebo valcove
tuhé tycky se zaoblenym koncem. Dokazi produkovat sekundarni metabolity. Membrana je
slozena z proteint, fosfolipidi a lipopolysacharidi (Wolfgang 2000). Vétsina druhtt ma
aerobni metabolismus, ale byly objeveny a popsany i druhy, které jsou fakultativn¢ anaerobni
(Sanford et al. 2002).

Myxobakterie jsou obecné mezofilni, dokazi vsak rust v teplotnim rozmezi teplot od 4
do 44°C (Reichenbach 1999). Ze suchych mexickych pud byly izolovany kmeny Cystobacter,
Myxococcus a Polyangium, (Brockman 1976). V tropickych oblastech byly zaznamenany
termofilni myxobakterie a to Cystobacterineae a Sorangiineaae suborders (Gerth, Miiller
2005). Z iranské pousté byl izolovan novy kmen Nannocystis, ktery rostl pfi teploté 37°
(Brockman 1976). lzolace v arktickych pudach byla provadéna pii 6 -8°C. Izolace
z arktickych pud je naro¢na a muze trvati nékolik mésict (Mohr 2018).

Pohyb myxobakterii po povrchu je velice specificky. Jejich cytoplazma obsahuje
svazky mikrotubulll a fibril. Tyto svazky mohou za klouzavy pohyb myxobakterii. Béhem
pohybu po substratu vylucuji sliz sloZeny z proteinti, polysacharidi a lipidd. Sliz mimo jiné
také pomaha myxobakteriim rozkladat proteiny bakterii, které lovi (Wolfgang 2000).
Myxobakterie se vétSinou pohybuji spoleéné koordinované v houfech (tzv. rojich, Mohr
2018),vice o jejich specifickém pohybu v kapitole 2.3.2 pohyb myxobakterii.

Pokud nemaji dostatek Zivin nebo neni v okoli Zadné potrava, za¢nou se n¢které bunky
diferenciovat do tzv. myxospor. Tento proces je vSak pro tyto buiiky velmi energeticky a
zivinové naro€ny, proto se jiné buiiky ,,obétuji* v rdmci spolecenstva, nastartuji tzv. bunéénou
smrt, zlyzuji a tim poskytnou dostatek energie pro vytvoreni spdr, které se pak §ifi do okoli a

plodnic a kolonizuji nové oblasti (Wolfgang 2000).



2.2 Vyskyt myxobakterii

Myxobakterie jsou hlavné ptidni bakterie a vyskytuji se v prostiedim o vysoké ¢i nizké
teploté. Jsou schopny tolerovat vysoké pH. Zjistilo se, Ze myxobakterie se spiSe vyskytuji
Vv teplych oblastech nez ve studenych. Byly izolovany z pudy V klimatickych podminkach
jako jsou tropické destné pralesy, stiedoevropské lesy, stfedomoiské regiony a tropické

polopoustni podnebi aj. (Wolfgang 2000).

2.2.1 Terestrické prostiedi

Myxobakterie jsou vétsinou piizplisobeny terestrickym stanovistim. Velmi se jim zde

dafi v rojeni, pohybu po povrchu, ve vylucovani sekundarnich metaboliti jakou jsou napf.
antibiotika. Védci izolovali a zkoumali pudy Velké Britanie (napt. komposty) jejich distribuci
a lytické puisobeni. Izolovali tyto druhy Myxococcus , Chondrococcus a Archangium (Ringel
1977). V roce 2005 byly izolovany specifickymi metodami, pomoci primeri a sond, tyto
druny Myxococcus, Corallococcus, Cystobacter a Nannocystis (Wu et al. 2005). Ve dvou
vzdalenych lokalitach byly zkoumany vzorky pisku a kompostu, pomoci standartnich
kultivacnich metod. Zde byl zaznamenan veliky pocet rodi Myxococcus a Corallococcus
(Mohr 2018).
Optimalni pH pad pro rist myxobakterii je okolo 6,5 - 8,5. Kyselé¢ mokiady maji veliky vliv
na globalni cykly uhliku a vody (Shimkets et al. 2006). Corallococcus coralloides je
pirevladajici druh v pudach okolo 4,5 pH. Rod Myxococcus je pak dominatni v padach o pH
3,0-3,5 (Riickert 1979). Celkova diverzita myxobakterii je v kyselych ptudach nizsi nez
vV mirné¢ kyselém nebo neutrdlni prostfedi, tam jsou myxobakterie zastoupeny hojné
(Dedysh et al.2006). Z pad alkalickych bazin a pid k nim ptilehlych se izolovali tyto druhy,
Archangium, Corallococcus, Melittangium (HOOK 1977).

Vsechny zndme myxobakterie Ziji aerobné, kromé& jedné vyjimky ktera je fakultativné-
anaerobni, jedna se o kmen Anaeromyxobacter (Sanford et al. 2002), ktery obsahuje pouze
jeden druh A. dehalogenans. Tento druh byl izolovan z n€kolika aroxyckych lokalit, ryZova
pole (Treude et al.2003), povrchové prostiedi kontaminované uranem, korozni material,

potrubi pitné vody (Lin et al. 2011), pidy kontaminované arsenem (Kudo et al. 2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dedysh%20SN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16517660
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sanford%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11823233

Destné pralesy jsou velice bohaté na vyskyt myxobakterii. V Australii objevili védci
McNeil a Skermantfi nejbéznéjsi druhy kmene Myxococcus (McNeil, Skerman
1972). V brazilském destném pralese byly izolovany  druhy Myxococcus virescens,
Myxococcus fulvus, Archangium gephyra a celulosum (Drozdowicz ~ 1972). Dale bylo
detekovano v brazilskych pudach nékolik kmenli myxobakterii, dva druhy z rodu
Myxococcus, rod Archangium a Stigmatella a dalsi (Wolfgang 1978).

Z pudy z jihozapadnich listnatych a smiSenych lesti se izolovalo devét druhi.
Nejcastéjsi byly Myxococcus fulvus, Myxococcus virescens, druhy jako je Myxococcus
stipitatus a Polyangium sorediatum se vyskytovaly pouze vzacné. V oblasti Bonnu se opét ze
smisenych a listnatych lest izolovalo piiblizné 28 000 kmeni. Nejbéznéjsi druhy byly opét
Myxococcus fulvus, Myxococcus virescens a Myxococcus xanthus. V prasnych vrstvach se

nejcastéji objevoval druh Myxococcus (Wolfgang 2000).

2.2.2 Sladkovodni a slané prostiedi

Myxobakterie se vodnim prostiedi pohybuji pfedev§im po pevnych povrsich.
Vyskytuji se pfedevSim v bahn¢ jezer. Ze sladkovodnich sediment byl vyizolovan pouze
jeden druh Anaeromyxobacter dhlogenans, ktery zde byl zastoupen az ve 14% (Kou et al.
2016). Donedavna se piedpokladalo, ze se bakterie objevuji pouze VvV suchozemskych
biotopech z divodi, Ze myxobakterie maji velmi nizkou toleranci na soli. Proto se pokouselo
0 izolaci z moiskych mok¥adu. V nich se vyskytuji dva rody Haliangium ochraceum
a Haliangium tepidum. Tyto kmeny se 1isi v tom, Ze ke svému Zivotu potiebuji soli (Fudou R.
et al. 2002).

Dale byly detekovany z moiského prostiedi dalsi rody Plesiocystis, Enhygromyxa a
Pseudenhygromyxa (lizuka et al. 2013). Myxobakterie byly detekovany ze sedimentti okolo
4300 metrd pod motem. Nekteré myxobakterie byly pak nasledné objeveny i v usazeninach
Severniho morie, Stiedozemniho mote, Atlantiku, Tichého oceanu a Indického oceanu

(Kaushal et al. 2018).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iizuka%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12656172
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaushal%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29311318

2.3 Specificky Zivotni cyklus

Jednim z hlavnich rysii u myxobakterii je schopnost tvofit sporangioly. Myxobakterie
zacinaji tvofit plodnice pokud za¢nou trpét nedostatkem zivin. K Zivotu potfebuji vhodné
podminky, které jsou fizeny spravnou koncentraci zivin, kationty, spravnym pH a teplotou
(Wolfgang 2000). Proces tvorby plodnic zac¢ina vysokym pocétem rojovych bunék ve
vegetativnim stadiu, které ztraci fyzickou osobitost pfi morfogenezi. Rist ty¢inek pomalu
kon¢i. V urcitych polohach se roje shlukuji do agregatti. Na povrchu drzi dohromady pomoci
aglutinace. Zacinaji se vytvaiet specifické prvky jako je stonek, zakladni deska a sténa
sporangiold. Pomalu se zalind utvaret specificky tvar plodnice. Behem faze zrani se
vegetativni buiiky pfemé&nuji na myxospory. Tento proces trva okolo 12-14 hodin (Wolfgang
2000). Mohou se vyskytovat samostatné a nebo ve shlukach. Sorangioly jsou bud’ zapustény
do substratu nebo se pohybuji po slizu, ktery vyprodukuji. Barva plodnice je druhové
specifickd mize mit rizné barvy zlutou, ¢ervenou, oranzovou, bilou nebo hnédou. Pigmenty
poskytuji ochranu proti fotooxidaci (Burchard, Dworkin 1966). Tvary plodnic mohou byt
utvary Chondromyces spp ( Shimkets et al. 2006). U nékterych rodi myxobakterii maji
plodnice kulovité tvary a mékkou hlenovou konzistenci (Mohr 2018).

Buriiky se shlukuji ve vegetativnim stadiu do jednoho mista, kde vytvoii atvary podobné
sporam, tzv. myxospory, takto mohou myxobakterie piezivat i nékolik let, nebo tak mohou
cestovat do vhodnych podminek, pomoci vétru, a hledat vhodné ptsobisté. Poté co najdou
vhodné misto k preziti, vysporuluji a rozleti se do okoli, kde se zahnizdi a za¢inaji se mnozit
(Wolfgang 2000). Myxospory neobsahuji zadnou vodu a jsou odolné proti suchu, teplu a
ultrafialovému zafeni. Buiiky myxospor obsahuji granule polyfosfath a polysacharidii
obklopené podobnymi ¢asticemi ribozomu a lipidovym bunkam (Fink, Zissler 1989). Obsah

DNA v myxosporach je vyssi nez ve vegetativnich buikach (Couke, Voets 1967).
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Obr.1. Struktura myxobakterialnich plodnic a jejich t&l (Dworkin et al. 2006).

2.3.1 Myxobakterie jako predatori

Myxobakterie se rozd€luji do dvou skupin na predatory, coz je vétSina druht a
na skupinu, ktera dokaze rozkladat celulézu. Z ¢eledi Myxococcales jsou pouze dva rody, ktefi
dokazi rozkladat celulozu a to jsou Sorangium a Byssovorax (Reichenbach 1999). Tyto rody
dokazi vyuzit anorganické slouceniny dusiku pii rastu na celuldze, tvorbu celulazy potlaci
vys$Sim obsahem sacharidt. V ptirozenych podminkéach se myxobakterie zivi organismy jako
jsou kvasinky a eubakterie. Pfi degradaci makromolekul vylucuji hydrolytické enzymy
pomoci difuze, vylouci enzymy z buiiky a degraduji makromolekuly a poté pomoci difuze
dostanou zpét hydrolyzované molekuly. Pokud se myxobakterie nakrmi rozlozenymi proteiny,
da se toto chovani povazovat za chovani ,,vI¢i smecky* (Dworkin 1973).

Pokud se myxobakterie vyskytuji ve v&tsim poctu zméni své chovani a stavaji se z nich
predatofi, ktefi zaCnou poZzirat bakterie ze svého okoli. Sliz, ktery vytvareji béhem jejich
pohybu po substratu se podili na proteolytickych aktivitach, tim Ze denaturuje nativni proteiny
lyzované bunky (Wolfgang 2000). Obklopi svou kofist jejich enzymy a rychle potravu za¢nou
rozkladat na vyzivny bujon. Toto chovani myxobakterie posouvd na vrchol potravni

mikrobiologické pyramidy (Patocka 2017).



2.3.2 Pohyb myxobakterii

Myxobakteriim chybi organely jako je bi¢ik (Liinsdorf, Reichenbach 1989). Rychlost
klouzani po povrch zavisi na substratu a teploté. Obvykla rychlost klouzani je okolo 3 az 13
mm za minutu (Reichenbach 1966). Napi. Myxococcus xanthus klouze na pevném povrchu
ve sméru osy rychlosti 1-2 mm/min a méni smér pohybu kazdych 6 minut (Blackhart, Zusman
1985). Myxobakterie vyuzivaji dva systémy pohybu, individualni (motilita A) a skupinovy
(motilita S). Tento pohyb je doprovazen produkci slizu, ktery jim napomaha k pohybu.
Motilita A umoznuje pohyb bunék jako jednotlivci bez pfimého kontaktu okolnich bunék. V
ptirodé mohou tento systém vyuzit pti hledani potravy. Mechanismus motility A neni doposud
znam. Hypotézou je, Ze pohyb po substratu mize zahrnovat vytlacovani hnaci latky, ktera
bobtné a hydratuje a to buiiky tla¢i doptedu (Wolgemuth et al. 2002).

Jak bylo zminéno na zacatku kapitoly maji individudlni a skupinovy pohyb, skupinovy pohyb
umoziiuje pohyb bunék pouze tehdy jsou-li buiiky od sebe v jedné bunécéné délce. S motilita
je geneticky a funkéné podobny pohybu gramnegativnich bakterii (Kaiser 2000a). Pohyb je
pohanén zatazenim pili IV (fimbrili) ktera pouziva polysacharid. Z toho dtivodu maji bunky

vnitini polaritu a tim se dokazi pohybovat po povrchu (Dorado et al. 2016).
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Obr.2. Na obrazku je zndzornény pohyb myxobakterii A a S systému motility. A) Roje druhu Myxococcus
xanthus . Zeleny krouzek vyznacuje jednotlivé butiky s A-motilitou, modry krouzek ukazuje na buriky s
S-motilitou. B) Snimek z fazového kontrastniho mikroskopu zobrazuje stopy zprostfedkované motilitou
A. C) Navrzeny model fokalni adheze (FA) klouzavé motility. Motilitni proteinovy komplex se pohybuje
v helikalnim tseku (poskytovaném cytoskeletalnimi proteiny) uvnitt bunék. Po tomto transportu komplex
zabere vngj$i komponenty a poté cely komplex pfilne k substratu pomoci slizu ECM (extracelularni
matrix) ¢imz vytvoii FA, ktery umoznuje klouzavy pohyb. Proteinové komplexy se translokuji podél
bunéné drahy a tla¢i buitku doptedu. D, E) Snimky systému S-motility, fibrily a pili typu
IV. D) Fotografie ze skenovaciho elektronového mikroskopu ukazuje pletiva fibril, které udrzuji buné¢nou
soudrznost. E) Fotografie z atomového mikroskopu pili typu IV lokalizovana na pfednim okraji
buriky. F) Model pro S-motilitu. Pili typu IV kotvi k EPS (extracelularni polymerni latky) ptitomnému na

sousednich buiikach a pohangji buriku cykly k prodlouzeni, pfipevnéni a zatazeni (Dorado et al. 2016).

2.4 Sekundarni metabolity

A-motility

S-motility

Myxobakterie produkuji sekundarni metabolity, které inhibuyji rist jinych organismu. Jiz

néjakou dobu je znamo, ze myxobakterie produkuji antibiotika. Prvnim myxobakteridlnim

antibiotikem je ambruticin, je to silna protiplisniova slouc¢enina kterou produkuje Sorangium

celulosum (Ringel et al. 1977). V poslednich letech bylo v myxobakteriich objeveno pfiblizné

100 zakladnich struktur a cca 600 strukturnich variant, které byly chemicky charakterizovany
(Reichenbach 1999, Reichenbach 2001). Velka ¢ast kmeni myxobakterii (Sorangium a

Cystobacterineae) produkuje slouceniny s biologickou aktivitou. Latky které vyrobi jsou

odlisné, vcetné aromatickych, polyenovych a heterocyklickych sloucenin, alkaloidd,

polyetheri a peptidli. Nékteré metabolity, které myxobakterie produkuji jsou znazornény na

obrazku (Obr.3) Tyto slouéeniny byly izolovany pouze z kmenti myxobakterii.



Jedinymi vyjimkami antibiotik jsou pyrrolnitrin a althiomycin, které¢ byly nalezeny
V jiné varianté. Rlzné kmeny stejného druhu mohou produkovat odlisna antibiotika, ale stejné
antibiotika se mohou objevit u jinych druhti. Napt. pyrrolnitrin byl objeven u nékolika riznych

druht myxobakterii (Dworkin et al. 2006).
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Obr. 3. Vzorce sekundarnich metaboliti.
Na obrazku jsou vyobrazeny sekundarni metabolity, které produji myxobakterie. a)
Myxovirescin A, b) ambruticin, ¢) geosmin, d) myxothiazol, e) stigmatellin, f) 3-formylindol,

g) myxalamid, h) sorangicin (Dworkin et al. 2006).

Déle byly objeveny slouceniny, které jsou inhibitory eubakterialni syntézy RNA a
proteini nebo jsou dobrymi inhibitory pfenosu elektront pfi respiraci a fotosyntéze. Tyto
slou¢eniny jsou myxothiazol a stigmatellin, jsou to specifické biochemické sondy, které jsou
komeréné dostupné. Dalsimi objevenymi slou¢eninami jsou Slouéeniny ovliviiujici transport
zeleza myxobakterii (myxochelin a nannochelin). Velké mnoZstvi sloucenin vzajemné prolina
s eukaryotickym cytoskeletem. Rhizopodin a chondramid reaguje s aktinem a s tubulinem
reaguje disorazol a epothilon (Gerth et al. 1996). Epothilon byl nedavné dob¢ testovan na
lidech jako protinddorové lécivo v ne€kolika farmaceutickych laboratotfich. Izomery tohoto
inhibitoru stabilizuji polymerdzové mikrotubuly a to vede k zastaveni mitotického pfechodu
G2M (ptipravna kdy se bunika pfipravuje délit) a také se zastavuje cytotoxicita v buiikach
(Bollag et al. 1995).



Antibiotikum TA je znamé jako myxovirescin. Je to makrocyklicky sekundarni
metabolit, ktery ma velkou baktericidni aktivitu (Gerth et al. 1982). Antibiotikum TA bylo
objeveno v kmene Mx. xanthus (Rosenberg et al. 1973). Data z nuklearni magnetické
rezonance udavaji, ze toto antibiotikum mize byt identické s myxovirescinem (Gerth et al.
1982, Trowitzsch et al. 1982, Trowitzsch, Kienast et al. 1989). Myxoviresciny jsou
produkovany hlavné kmeny Mx. xanthus a Mx. Virescences. (Onishi et al. 1984)

Dalsi dobrou aplikaci mize byt v proteinech a enzymti myxobakterii, ale to nebylo
doposud probadano. Do budoucna by mohly byt zajimavé restrikéni endonukledzy a proteazy.
Mx. xanthus béhem svého rustu produkuje lektin, vylucuje krevni koagula jako je myxalin
(glykopeptid, Masson, Guespin 1988).

Sekrece proteinii do okolniho prostfedi u myxobakterii je neobvykla, protoze vétSina
gramnegativnich bakterii tuto schopnost nema. Mx. xanthus vylucuje v mediu vice nez 50
riznych proteint, ale skute¢né ¢islo produkujicich proteint mize byt ve skute¢nosti mensi
z dtivodu, ze né€které skupiny maji snizenou proteolytickou aktivitu myxobakterii. (Nicaud et
al. 1984)

V pudnim spolecenstvu mohou myxobakterie dosahovat velké hustoty, mohou se stat
antagonistickymi viéi jinym potfebnym organismim jako je napf. Azotobacter, ktery fixuje
vzdus$ny dusik. Toto tvrzeni 1ze prokazat pouze v laboratornich pokusech. Myxobakterie jsou
schopny nicit cyanobakterie ve vodném prostiedi a proto se mohou vyuzit jako indikatory

zneCisténi (Graf 1975, Trzilova et al. 1980, Trzilova et al. 1981).

2.5 Specificka izolace myxobakterii

Doposud bylo izolovano a popséano piiblizné jedno procento piirozené se vyskytujicich
myxobakterii. VétSina myxobakterii ziistdva stdle nekultivovatelnych a nepopsanych
z divodu, ze nebyly dosud objeveny vhodné kultivaéni podminky. Myxobakterie vyzaduji
specificky postup izolace a material by se m¢l okamzité zpracovat hned po odbéru, pokud to
nelze, material by mél byt vysuSen co nejrychleji, aby se zabranilo rustu plisni a mnoZeni
nezadoucich bakterii, které pozdéji zpiisobuji problémy pii izolaci. VysuSené vzorky se daji
uchovavat dlouhou dobu pfi pokojové teploté. Myxobakterie se mohou susit bud’ v pfirodnim
substratu a nebo na sterilnim filtracnim papiru. D4 se fict, Ze myxobakterie, které se susily
V substratu jsou mnohem stabilnéjsi néz ty, které se suSily na filtranim papiru. Védci byli
schopni po 10 letech béhem 12-ti letého obdobi, ze vzorkd, které byly takto osetfeny izolovat
pravidelné¢ myxobakterie (Dworkin et al. 2006).
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K izolovani ¢tyt nebo péti druht myxobakterii postaci cca 1 g vzorku pudy, ale Casto se
stane, ze jejich izolace neni Gispésna. Dlivodem je, ze myxobakterie produkuji slizovy matrix
a diky nému se tolik nerozptyluji, kdyz se vzorek pudy protifepava ve vod¢, takze po naneseni
suspenze jsou myxobakterie velmi malo zastoupeny (Singh 1947). Myxobakterie kolonizuji
celkové pomalu a ve vétSingé pripadd se stava, ze jsou pierostlé jinymi padnimi
mikroorganismy. Z pidy se myxobakterie izoluji tak, ze se odebiraji ze svrchni ¢asti ptidniho
profilu. Izolace je u¢inngjsi, kdyz se smicha vice ptidniho materialu, nez kdyz se pouzije velké
mnozstvi jednoho odebraného horizontu (Dworkin et al. 2006).

Zjistilo se, Ze pouze druhy Myxococcus, Nannocystis a nékteré druhy Corallococcusa
nejsou schopny vyuzit uhlohydraty. Dalsimi kultivacemi se ukazalo, ze Myxococcus xanthus
nemd hexokindzu a neni schopen pfezit a metabolizovat na cukrech. Toto se vSak nemiize
zobecnit na vSechny kmeny myxobakterii, napt. Stigmatella a Cystobacter dokazi dobie
nakladat s cukry (Irschik, Reichenbach 1985a).

2.5.1 lzolace z pudy

Myxobakterie se izoluji Z napf. kiira mrtvych stromu, hnijici dievo. Vzorek je vlozen do
Petriho misky, ktera je obloZena nékolika vrstvami filtraéniho papiru. Material je namoc¢en do
destilované vody po dobu n¢kolika hodin, a pfidal se cykloheximid z divodu eliminace plisni.
Poté se voda odleje a pribézn¢ se béhem inkubace, podle potieby, piidava destilovana voda.
Jestlize se vzorek dostate¢né nezavlazuje stava se suchym a muze byt brzy pokryt plisni, pokud
je tomu naopak, piidava se velké mnozstvi vody, myxobakterie nemaji prostor se vyvijet.
Celkové prostiedi v termostatu by mélo byt vlhké, aby vzorky rychle nevysychaly. Izolace
jako takova trva cca 20 dni (Krzemieniewski, Krzemieniewski 1927D).

Odebrany material obsahuje i jiné mikroby, hlistice, houby, roztoce aj. Vzorky odebrané
z niz8ich teplot (arktické prostiedi, vysokd nadmotskd vyska) rostou pii 6 °C. Pii izolaci se
postupuje stejné jak je popsano vyse. Na zacatku izolace by se mély vzorky kontrolovat kazdy
den tj. tfeti den inkubace z divodu, Ze plodnice vyrostou a pak se zhrouti a jsou huie
pozorovatelné. Plodnice pak mohou byt rychle zarostla jinymi mikroorganismy. Vétsina
plodnic se na agaru objevi v prvnich 10 dnech. Pozdéji se na miskach objevuji kulové nebo
hiebenovité masy vegetativnich bun¢k a jsou obvykle barevné (zluté, oranzové aj.) Takto

zbarvené masy maji obvykle kmeny Sorangineae nebo Nannocystis (Dworkin et al. 2006).
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2.5.2 lzolace myxobakterialnich roju

Pro tuto izolaci je pouzita metoda s zivymi mikroorganismy (napi. E.coli.).
Myxobakterie jsou dravé, proto se na vodni agar (WCX agar, slozeni viz. metodika) naockuji
tii rovnob&zné pruhy napi. E.coli a na kazdy konec se umisti pfedem vysusena pada (pii
laboratorni teplot¢). Je tfeba dbat na to, aby nedoslo k rozptyleni po desticce. Aby se Iépe
manipulovalo se vzorkem doporucuje se vzorek lehce navlhcit sterilni vodou. Pro omezeni
ristu nezadoucich plisni se ptidava do agaru antibiotikum cykloheximid (Brockman, Boyd
1963). Antibiotikum nezamezuje ristu améb, napomaha k selekci druhti myxobakterii,
zaroven zamezuje rastu jinych klouzavych bakterii (cytofagy aj.). E.coli je dobrou ,,potravou
pro rust myxobakterii. Diky vySe zminéné metodé byl vyizolovan druh Nannocystis (Dworkin
et al. 2006).

Pro izolaci myxobakterii se s ispéchem pouziva i pekaiské drozdi. Inkubace probiha pti
30°C a kontrola rastu je pod binolupou. Myxobakterie se objevuji pfiblizné po 14 dnech.
Myxobakterie rostou jako prvni na ,,potravé® a pozdé&ji se rozrustaji po celém agaru. Rychle
se rozviji napf. Cystobacter pozdéji se muze objevovat Sorangineae. K detekci jemnych
filmovych roji myxobakterii je zapotfebi pouzit binolupu a naklapécim zrcadlem nebo
zdrojem svétla aby bylo mozné svétlo poustdt v malém thlu na povrch desky. Cim diive se

rozpozna roj bakterii tim Iépe se pak provadi dalsi izolace (Lampky, Brockman, 1977).

2.5.3 Izolace ze zahiaté a suSené pudy

Tato izolace myxobakterii byla provadéna pfimym nanesenim oSetfenych vzorkt ptady
na agar. Pida se nejprve vysusSila pies noc na vzduchu (laboratorni teplota). K vysuSené ptidé
je ptidana sterilni destilovana voda a vznikla suspenze je zahtivana na 56 °C po dobu 10 minut
a oCkovana na CY-C10 agar (slozeni viz. ptilohy, CY-C10 je médium s 1% kaseinem misto
0,3% a s 50 mg cykloheximidu / ml). Do agaru byly pfidany antibiotika cykloheximid byly
také zahrnuty antibiotika jako jsou vankomycin, ristocetin aj. Kombinace zahiivani- SuSeni
materialu a pfidani antibiotik, potlacila rist nezadoucich bakterii a vyssi koncentrace kaseinu
inhibovala nadmérné rojeni myxobakterii, ale stale byly kolonie rozpoznatelné (Karwowski et
al. 1996).
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Dalsi vyuzivané medium je CY agar, na tomto mediu je obvykle rtst kolonii sin¢jsi, ale
za to se roje Sifi pomaleji, obvykle brzy umiraji kviili nadmérné produkci amoniaku. Vhodny
pepton pro toto medium je napt. kasein ale mize byt pouzit i sjovy pepton. Vybér spravného

peptonu je dilezity, napf. kasein ne vzdy podporuje rust myxospor (Karwowski et al. 1996).

2.5.4 1Izolace rozkladaci celulézy

Pro izolaci myxobakterii, které degraduji celulozu se pouziva agar s
celuldzou, ktera slouzi jako zdroj uhliku. Pro Sorangium je dobrym zdrojem dusiku NH4" ale
lepsi vysledky se dosahnou kdyz do agaru (ST21, sloZeni viz. ptilohy) pfidame NOz". Na agar
se nanasi celuldza ve formé sterilniho filtracniho papiru. Jelikoz inkubace probiha delsi dobu
doporucuje se pfidat do agaru opét antibiotikum cykloheximid z divodu zamezeni rustu hub.
Filtra¢ni papir se naockuje do stiedu petriho misky, kousky vzorku se nao¢kuji na filtra¢ni
papir a vlozi se do termostatu pii 30°C. Rozklad celulozy Ize oCekavat piiblizn€¢ 9 den
inkubace. Po 10-20 dnech by se mély objevovat kmeny Sorangium. Druh Sorangium je zatim
jediny znamy druh, ktery degraduje celulozu. Zbarvuje se jako svétle zluté ¢i oranzové
kolonie. Plodnice se ¢asto vyskytuji na okrajich filtra¢niho papiru , ale i na inokulu na agaru
(Brockman, Boyd 1963).

Krom¢ zastupcu z rodu Sorangium se mohou pozdé&ji také vyvinou i necelulytické
myxobakterie. Ty se vyskytuji ve formé dlouhych oranzovych kolinii, vétsinou se jedna o

kmen Chondromyces (Brockman, Boyd 1963).

255 lzolace z vod

Sedimenty jsou odebirany z jezer, rybnikt, fek aj. Pfed izolaci se musi
odebrany sediment piefiltrovat. Na filtraci se pouzije sterilni membranovy filtr s malymi pory.
Vytvoii se chudé medium VY/2 (slozeni viz. ptilohy) se snizenym obsahem potravinaiského
drozdi. Filtrat se poté naockuje na agar a inkubuje se az pii teploté 34°C. Inkubace trva okolo
5 dna, kdy byl pozorovan prvni rist plodnic a roji myxobakterii ( Graf 1975).

Inkubace myxobakterii trva delsi dobu cca 3 tydny. Béhem inkubace miZze dojit
K vysuSeni agaru, proto se doporucuje na petriho misky nalit siln€jsi vrstva agaru nez pfi
klasické izolaci bakterii. Dobré je mit v termostatu vI¢i prostiedi, zabranuje to rychlému
vysouseni. Pfipadn¢€ omotat petriho misku parafilmem. D4 se fict, ze na agaru VY/2 rostou

skoro vSechny myxobakterie, véetné degradatorti celulozy. Tento agar obsahuje kvasni¢ni
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extrakt, ktery slouzi jako ,,potrava“. Na agaru VY/2 je zna¢né stimulovana klouzavost, proto
jsou roje velmi velké. Myxobakterie za¢inaji tvofit plodnice az po nékolika pfeockovanich.
Kolonie na VY/2 agaru jsou odolné, proto se pieockovani provadi jednou za 2 tydny. Divod
je takovy, Ze tento agar je relativné chudy, ziviny jsou postupné solubilizovany a pH se skoro

neméni (Dworkin et al. 2006).

2.5.6 Uchovavani a konzervace

Vegetativni kolonie myxobakterii se skladuji na agarovych plotnach obvykle pii 30°C,
takto ziistanou zivotaschopné okolo 2 tydni. Pokud se dale nemohou myxobakterie udrzovat,
musi se jejich plodnice zakonzervovat. Agar, na kterém jsou kolonie myxobakterii, se vytizne
a polozi na sterilni filtracni papir, ten se pak vloZi do prazdné petriho misky a jsou suSeny
v evakuovaném exsiskatoru. Takto vysusené myxobakterie se mohou uchovavat 1éta. Tato
metoda je hlavné efektivni pro kmen Nannocystis, z diivodu Ze jejich kolonie jsou v pfimo
v agaru (Dworkin et al. 2006).

Déle mohou byt kolonie myxobakterii pfeneseny z vhodného ristového media do
obdélniku sterilniho filtracniho papiru na vodni agar a nechaji se inkubovat pii 28°C cca 8 dni.
Po inkubaci se filtracni papir pienese do nadoby (sterilni zkumavka se zavitem) a opét se susi
v exsiskatoru nékolik dnti. Pfipravené konzervy se skladuji pii 6°C. Tato metoda je relativné
levna. Jeji nevyhodou je vSak to, ze funguje pouze, kdyz se kolonie myxobakterii Casto
nepreizolavaji. Metoda by se méla pouzit jakmile jsou kolonie ¢isté, bezkontaminace jinymi

organismy (Dworkin et al. 2006).
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3 Material a Metody

Cilem bylo izolovat Cisté myxobakterie z vybranych pid. Pro izolaci myxobakterii bylo
otestovano nékolik postupi dle dostupné literatury. Dale byly izolovany také ostatni
heterotrofni bakterie ze stejnych vzorki pudy, které by nésledné slouzily pii predacnich
experimentech, kdy se sleduje zvétSovani kolonie myxobakterii na pfedem narostlé bakterialni

,potrave®.

3.1 Vyhodnoceni zastoupeni myxobakterii

Cilem bylo vyhodnotit relativni zastoupeni myxobakterii v mikrobiadlnim spole€enstvu
v raznych ekosystémech. Data ze sekvenace cca 1000 vzorkli byla poskytnuta a
pfedptipravena Skolitelem (zékladni bioinformatické vyhodnoceni). Vlastni zpracovani dat

(tzv. OTU tabulky) bylo provedeno v programu Microsoft Excel.

3.2 Odbérova lokalita

Vzorky pudy pro izolaci myxobakterii byly znékolika lokalit — zmraZena pida

z permafrostu z Gronska.

3.3 1zolace Myxobakterii

3.3.1 Slozeni a priprava selektivnich agari

Pro izolaci myxobakterii byly pfipraveny dvé pevna média, WCX (Tab. I), VY/4 -
SWS (Tab.Il). Hodnoty pH kultiva¢nich medii WCX byla upravenana 7,2 a pH VY/4 — SWS
na 7,5 (pomoci 1M HCI nebo 1M NaOH). Po sterilizaci v autoklavu (121°C, 20 min) a
ochlazeni bylo pfidano do WCX agaru antibiotikum cykloheximid pro eliminaci ristu plisni,
a do VY/4 — SWS navic vitamin B2 a opét cykloheximid . Poté bylo medium bylo rozlito na

Petriho misky (cca 20 ml agaru).
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Tab.l: SloZzeni WCX agaru.

Slozka Mnozstvi (g/1)
CaCl..2H0 |1,00

Agar 15,00
Cykloheximid | 0,025

Tab.ll: Slozeni VY/4-SWS.
Agar VY/4-SWS

Slozka Mnozstvi (g/1)
NaCl 20,00
Potravinatské drozdi 2,50

Bacto agar 15,00
Vitamin B1. 0,50

Roztok moiské vody 1000

Roztok motské vody:

Slozka Mnozstvi (g/1)
Ferric citrate 0,01
MgSOs . 7 H20 8,00
CaClz . 2 H:0 1,00
KCI 0,50
NaHCOs3 0,16
HsBOs 0,02
KBr 0,08
SrCl2. 6 H20 0,03
di-Na-B-glycerolfosfat 0,01
Roztok stop. prvkt SL-4 1,00
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Roztok stopovych prvkl SL-4:

Slozka Mnozstvi (g/1)
EDTA 0,50
FeSO4 . 7 H20 0,20

Roztok stop. prvka SL-6 100

Roztok stopovych prvkl SL-6:

Slozka Mnozstvi (g/1)
ZnS0O4 . 7 H20 0,10
MnCl; . 4 H.0 0,03
H3BOs 0,30
CoClz . 6 H.0O 0,20
CuClz . 2 H.0 0,01
NiClz . 6 H.0 0,02
Na:MoO4 .2 H.O | 0,03

3.3.2 Pouzité metody izolace myxobakterii

Pro izolaci myxobakterii byly pouzity dvé metody (Karwowski et al. 1996,
Singh 1947).

1. metoda na vyizolovani myxobakterii.

3 gramy puidy z kazdého horizontu bylo smichano s 30ml destilované H2O a suspenze
zahtivana pti 56°C po dobu 20 minut. Tyto extrémni podminky mély podle popsané metodiky
zajistit eliminaci ostatnich méné odolnych bakterii pfi nasledné kultivaci. Vznikla pfevafena
suspenze (150ul) byla naotkovana na WCX agarem (Tab.l) Kolonie neznamych bakterii
zacali rast cca po 8 dnech inkubace. Teplota v inkubatoru byla nastavena na 14°C z divodu,

ze vzorky byly odebrany z niz§ich teplot (Gronska).

17



2. metoda s VY/4 — SWS agarem na vyizolovani myxobakterii schopnych predace

3g pudy bylo vysuseno pii laboratorni teploté. Poté se na pevny VY/4 - SWS agar
(Tab.Il) naockovala E.coli, rast trval pfiblizné den. Na vyrostlou E.coli se vlozila vysusena
puda. Misky se inkubovaly pii 14°C a nechaly se rust 7 dni. Po 7 dnech se nové vyrostlé
koloni, potencionalnich myxobakterii, nao¢kovaly na VY/4 - SWS agar (Tab.Il) . Inkubace

trvala ptiblizn€ 8 dni.

3.4 lzolace psychrotolerantnich bakterii (potrava pro myxobakterie) z
arktické puady

Cilem bylo izolovat bakterie z pfirozeného prostiedi arktickych pid z Gronska, které by
nasledné slouzily jako testovaci ,,potrava“ pro myxobakterie. Na nutrient agar (NA, 28 g/l)
byla naockovana suspenze ptipravené z riznych pid (pomér ptida:voda byl 1:10). Suspenze
byla pfipravena tak, Ze se smichalo 30 ml destilované vody a bylo ptidano 3g piidy. Na NA se
dalo 150 ul homogenni padni suspenze. Takto piipravené vzorky byly vloZeny do inkubatoru

pii teploté 14°C a nechaly se rast 4 dny.

3.5 Identifikace izolatu

3.5.1 lzolace DNA a PCR

Vybrané kolonie byly nasledné piecistény metodou kiizového roztéru a v dalsim kroku

byla extrahovana DNA pomoci izola¢niho kitu DNeasy UltraClean Microbial Kit (QIAGEN).

Pomoci pristroje QUANTUS byla fluorimetricky zméfena koncentrace DNA a poté
byl ptipraven PCR MasterMix (Tab.lI1). Do reakce bylo dano 10 — 20 ng DNA templatu.
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Tab.lll: Slozeni MasterMixu.

Slozka Mnozstvi (ul)
PCR H20 9,70

FastPCR mix (v¢etn¢ Taq polymerazy) | 12,50

primer 1512uR (100 pM) 0,25
primer 9bfm (100 uM) 0,25
BSA (Bovine serum albumin) 0,30

Pro reakci byly pouzity primery 9bfm (GAGTTTGATYHTGGCTCAG) a 1512uR
(ACGGHTACCTTGTTACGACTT), koncentrace v reakci byla 1 pM (Miihling a kol. 2008).
Poté byl pridan FastStartPCR Master (Roche) ktery obsahuje nukleotidy, Taq polymerazu a
hotec¢naté ionty Dale bylo pfidano do MasterMixu BSA (Bovine serum albumin), ktery slouzi
jako tzv. ,,PCR enhancer* — zlepSuje podminky PCR (napf. vaze se na fenol. latky a tim
zvysuje ucinnost Taq polamerazy). Do zkumavek na PCR byl dan MasterMix a DNA templat.
Do negativni kontroly byla dana pouze voda a do pozitivni kontroly DNA E.coli. Vzorky byly
amplifikovany za danych PCR podminek (Tab.IV)

Tab.IV: PCR cyklus.

Faze Teplota(°C) | Cas (S) Pocet cyklu
Zacatek denaturace 95 180 1x
Denaturace 95 60

Nasedani primert 52 60 30x
Elongace 72 90

Dosyntéza produkti |72 600 1x

Po dobéhnuti reakce byly vzorky dany na 1% agar6zovy gel a pomoci elektroforézy
byla ovéfena spravna velikost PCR produktu. Elektroforéza bézela 30 min. pti 100 V.

Pted sekvenaci bylo potieba PCR produkt piecistit a natedit tak, jak
vyzadovala sekvencni firma SEQme. DNA byla pteciStétna pomoci QIAquick PCR
Purification Kit (QIAGEN), ¢isténi bylo provedeno podle protokolu od vyrobce. Kazdy
vzorek byl sekvenovan zvlast s dopfednym (9bfm) i zpétnym (1512uR) primerem, tak, aby
byl pokryt cely gen 16S.
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3.5.2 Vyhodnoceni sekvenaci

Data byla vyhodnocena pomoci programu Geneious (verze 2019.0.3). Protoze pro
sekvenaci byly pouzity dopiedné i zpétné primery, ob¢ vysledné sekvence pak byly pomoci
programu Geneious v misté prekryti spojeny. Byla tak ziskana témé&f cela oblast kodujici
16SrRNA gen, coz umoznilo velice piesnou identifikaci. Pomoci sekvence dopiedného 9bfm
a zpétného primeru 1512uR byla nalezena amplifikovana oblast 16S rRNA genu. Pro
identifikaci jsme pouzili online NCBI 16SrRNA, jako vyhledavaci algoritmus MEGABLAST
(maximum hits -10, E-value - 10°).

3.5.3 Uchovavani izolata

Pro uchovani Cistych kultur byly pfipraveny glycerolové konzervy. K 700 pl bakteridlni
kultury (homogenizovana v kapalném médiu) bylo pfidano 300 pul 50% glycerolu. Takto
piipravené popsané konzervy byly uskladnény do mrazaku pti -80°C.

3.6 Predacni test

S ¢istou kulturou myxobakterii (Haliangium ochraceum), které nam byla zaslana
z Univerzity v Greifswaldu (laboratot Prof. Tima Uricha) byl proveden tzv. preda¢ni pokus.
Na agary WCX (Tab.l) byly naoCkovany dvé vyizolované bakterie, Pseudomonas
helmanticensis(Gram-negativni bakterie) a Arthrobacter (Gram-pozitivni bakterie). Z obou
izolath byla nejprve pfipravena bakterialni suspenze (cca 500 pl) . Vznikly roztok byl poté
rozoc¢kovan pomoci mikrobiologické hokejky po celém povrchu agaru a doprostied Petriho
misky byl vloZen vyfiznuty agar s kulturou myxobakterii. Provedly se ¢tyfi opakovani, kdy
byly naockované misky vlozeny do inkubatoru o teploté 14 °C. Misky se nechaly rist dva

tydny a po dvou tydnech se odecetla inhibi¢ni zéna.

Predacni test byl provadén podle této ilustrace:
Myxobakterie Inhibi¢ni zo6na

,,Bakterialni

potrava“
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4  Vysledky

Ve vysledcich jsou prezentovany vzorky z permafrostu, z Gronska. Kolonie se na
pevnych mediich objevovaly béhem sedmi dni. PieoCkované kolonie rostly optimalné ke
zvolené teploté inkubace. Celd inkubace trvala od zacéatku ptiblizné tfi tydny. Rust kolonii

mohl byt ovlivnén zvolenou teplotou (14°C).

Izolace myxobakterii byla provadéna metodou 1. a 2.zobrazena na Obr. 6. a 7.

4.1 Zastoupeni jednotlivych ¢eledi Myxococcales

Myxococcales

Louky (53)

Horské louky(6)
Raselinisteé (73)
Vodni prostiedi (83)
Lesy (335)

Rostlinné vzorky (43)

Arktida(171)

0% 1% 2% 3% 4%

Obr.4: Pramérné relativni zastoupeni fadu Myxococcales ve vybranych ekosystémech.
V zavorkach je uveden pocet vzorku (Barta et al., nepublikovano).

Ze sekvenaéni analyzy jsme zjistili relativni zastoupeni myxobakterii v nami vybranych
ekosystémech (louky, raseliny, lesy). Z obrdzku je patrné, Ze relativni zastoupeni myxobakterii
je nejvice v loukach. Jejich abundance je v luénich ekosystémech je ptiblizné 3,5% za to

nejnizsi je v Arktid€ okolo 1,9%. V lesich je jejich abundance niZsi (2,1%).

21



4.2 Rad Myxococcales v jednotlivych ekosystémech

Rad Myxococcales
Polyangiaceae
100% r—
900/0 - - . - . Haliangiaceae
0 .

80% mmlel-27

70% ® uncultured
0,
60% . Cystobacteraceae
50%
40% mElev-16S-1158
30% Sandaracinaceae
0
20% =0319-6G20
10%
0% m Phaselicystidaceae
(}
{@& o R= RS g;@ R &S m Nannocystaceae
&0% Y$ \)0 ‘@\0 S Q'J\\ . 4(‘)0 A
R & @% & ®VHS-B3-70
o&& ‘2»0 @
RN\ &
< uncultured_Corallococcus_sp.

m uncultured_bacterium

Obr.5. Rad Myxococcales zobrazuje jednotlivé Geleds, které jsou zastoupené v jednotlivych
ckosystémech (Barta et al., nepublikovano).

Podle obrazku (Obr.5) muzeme fict, ze je Arktida na druhy velmi bohata a pomérné
uniformni, obsahuje 12 ¢eledi nez napt. horské louky, ty obsahuji pouze 5 ¢eledi. V horskych
loukach je nejvice zastoupena Celed” Polyangiaceae, ktera je zde zastoupena az v 50%.
V loukach je nevice zastoupena Celed” Haliangiaceae, ta je zastoupena piiblizné v 32%.

Haliangiaceae se také vyskytuje v Arktidé¢, zde se ji vyskytuje nejméné cca 8%.
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4.3 Metody izolace

Obr.6: Pouziti WCX agaru ('Ilab. I>)M1.metoda. Ve zvyraznéném Cerveném ovalu jSOU vyznacené
nezname kolonie bakterii. Zluty étverec vyznacuje pidni suspenzi na WCX agaru (Tab. 1).
Po pteockovani a sekvenaci nezamych kolonii bylo zjisténo, ze se jedna o podminéné
patogenni houbu Pseudogymnoascus destructans, ktera zptisobuje onemocnéni u netopyra
(Tab.V). Touto metodou se nam nepodafilo izolovat myxobakterie z pudy, i kdyz jsme
postupovali podle popsané metody (1.metoda). Myxobakterie vyskytujici se v pudé Arktidy
nejsou zfejmé adaptované na teplotu varu a mohli jsme je pii prevafovani pudy zahubit. Ci
byly $patné ptizpusobené kultivaéni podminky a rist pfi 14°C myxobakteriim nevyhovoval ¢1

piidané antibiotikum (cykloheximid) neni u¢inné na houbu Pseudogymnoascus destructans.
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Obr. 7: Pouziti 2. metody vysuSeni pudy pii laboratorni teploté a aplikace suspenze bun¢k
E.coli. V ¢erveném kolecku jsou neznamé kolonie, které byly posléze identifikovany jako
entomopatogenni houba Lecanicillium muscarium. Tato houba je nebezpecna pro hmyz, ktery
se po styku s houbou infikuje plistiovymi spory. Zluta §ipka na Obr.7. ukazuje na vysusenou
pudu na vyrostlé E. coli.

I kdyz tento pokus nebyl tak nesetrny jako v prvni metodé tak ani tato metoda nevedla
k izolaci myxobakterii. Podle obr.5 (graf relativni  zastoupeni fadu Myxococcales
Vv jednotlivych ekosystémech) vime, ze se myxobakterie ve vzorcich pady vyskytuji, ale je
mozné, Ze se v pudé nevyskytuji v takovém mnozstvi a aktivité, aby byly schopny se mnoZit.

Nebo se opét mohlo jednat o to, Ze jim nastavena teplota v termostatu nevyhovovala.

4.4 Vysledky sekvenace

Bohuzel se nam nepodafilo izolovat ¢isté kultury myxobakterii, mohl byt §patné zvolen
postup izolace nebo se myxobakterie nevyskytovaly v takovém poétu, aby byly schopny se
mnozit. Postup v 1.metod¢ mohl byt drasticky a teplota 100 °C mohla myxobakterie zahubit.
2. metoda nebyla tolik drasticka, ale mohlo se stat, Ze vysuSovani arktické pidy
myxobakteriim, které jsou adaptované na chladné podminky neprospivéa a v suchém prostiedi
zemiou. Pro dal$i pokusy ndm byly poskytnuty kmeny myxobakterii z némecké laboratoie
prof. Tima Uricha (University of Greifswald). Identifikovali jsme dvé houby
Pseudogymnoascus destructans a Lecanicillium muscarium (viz. Tab.V)

Na nutrient agaru se nam podafilo vyizolovat 6 druhti bakterii (Tab.V1.) Tyto bakterie
byly izolovany ze stejnych ekosystémi, protoZze myxobakterie jsou tzv. predatofi.

Ptedpokléadali jsme, Ze na tyto bakterie budou pii predacnim pokusu nejlépe reagovat.
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Tab.V. Bakterie identifikované v 1. a 2. metodé na izolaci myxobakterii (MEGABLAST,

maximum hits -10, E-value - 10°).

Druhy Agar Metoda | Bit score
1. | Pseudogymnoascus destructans (houba) | WCX 1. 887.512
2. |Lecanicillium muscarium (houba) VY/4 - SWS | 2. 842.726
3. |Staphylococcus xylosus VY/4 - SWS | 2. 2,554.86

Metody na vyizolovani myxobaterii vySly negativné. V l.metod¢ jsme vyizolovali
patogenni houbu Pseudogymnoascus destructans. V druhé metodé¢ jsme izolovali opét
patogenni houbu Lecanicillium muscarium a grampozitivni kok, u grampozitivni bakterie se
S nejvetsi pravdépodobnosti jedna o kontaminaci, protoze Staphylococcus xylosus se bézné
vyskytuje na kuzi lidi. S nejvétsi pravdépodobnosti se stalo, Ze pfidané antibiotikum neni

ucinné na tyto houby.

Tab.VI: Identifikace psychotolerantnich bakterii (potrava pro myxobakterie) na NA agaru
(MEGABLAST, maximum hits -10, E-value - 10°).

Druhy Podobnost (%) | Bit score
1. Pseudomonas sp. 99,9 2,532.31
2. Pseudomonas syringae 100,0 2,534.12
3. Arthrobacter sp. 100,0 1,936.41
4. Pseudomonas helmanticensis 99,9 2,584.58
5. Pseudomonas fluorescens 99,8 2,524.20
6. Pseudomonas jessenii 99,7 2,564.27

V pidnim spoleCenstvu se nejvice vyskytovala gram negativni bakterie Pseudomonas.
Tyto gram-negativni bakterie se mohly v pudé vyskytovat hojné. Podafilo se nam vypéstovat

pouze jednu gram-pozitivni bakterii a to Arthrobactera.
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4.5 Predaéni test

Obr. 8.: Inhibi¢ni zéna u predacniho testu. Na obrazku (Obr.8) je znazornéna Sipkou inhib¢ni
zona. Na petriho misce je WCX agar (Tab.l.) a naockovana suspenze (500 ul) vyizolované
bakterie Arthrobacter sp. uprostfed misky je vyfiznuty agar s Cistou kulturou myxobakterie
(Haliangium ochraceum).

U vzorku, ktery jsme inkubovali pii 14°C byla zaznamenana inhibi¢ni zéna pouze u
misky s gram pozitivni bakterie. Inhibi¢ni zona méla po 14 dnech cca 0,5 -1 cm. Rust kolonie
mohl byt ovlivnén nizsi teplotou. Piedbézné vysledky ukazuji, ze Haliangium ochraceum
ziejmé preferuje G* bakterie. Pro ovéfeni tohoto vysledku bude potieba provést test znovu a

s vétsim poétem G a G* bakterii.
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5 Diskuze a zavér

V bakalaiské praci jsem se zabyvala vyskytem myxobakterii v riznych ekosystémech
véetné Arktidy. Ze zmrzlé arktické pidy jsem se snazila 0 izolaci Cistych kultur myxobakterii
a provést predacni test z vypéstovanych myxobakterialnich kolonii. Z dostupnych zdroj,
poskytnuté katedrou, bylo zjisténo, Ze se myxobakterie V arktické padé vyskytuji. 1zolace
myxobakterii byla Casové naro¢na a trvala ptiblizné¢ 14 dni. Z pouzitych metod se nam
myxobakterie z pady nepodafilo izolovat. Divodi je nékolik

Myxobakterie jsme se pokouseli izolovat nasledujicimi metodami. Postup Vv prvni
metodé¢ mohl byt neSetrny, zahifivani suspenze plidy mohlo usmrtit vyskytujici se
myxobakterie jelikoz poskytnuté vzorky byly z arktického prostfedi. Nebo zvoleny agar
(WCX) byl pro myxobakterie chudy. V piidé se mohly vyskytovat v podobé myxospér a proto
by potiebovaly vyzivnéjsi agar. (Karwowski et al. 1996) zvolil v této izolaci medium CY-C10,
které je obohaceno o pekatské drozdi, izolace s CY-C10 agarem byla efektivni pro izolaci
druhtt Myxococcus. Tudiz medium WCX v této izolaci bylo nevhodné zvoleno.

V druhé metod¢ pro izolaci myxobakterii byl zvolen postup se susenim piidy. Tento
postup nebyl drasticky tak jako v prvni metod¢, ale ani tak nam myxobakterie nevyrostly. Je
mozné, ze se myxobakterie v pud¢ nevyskytovaly v takovém mnozstvi, aby se dokazali dale
rozvijet. Touto metodou byl ve studiich izolovan napt. Nannocystis, na rozdil od nasi metody
byl pouzit WCX agar (Dworkin et al. 2006), opét se mohlo s jednat, Ze nami zvoleny agar
VY/4 — SWS byl $patné zvolen.

Myxobakterie jsou ptirodni predatofi, dokazi se zivit bakteriemi v jejich spole¢ném
prostfedi. Predacni test jsme provadéli s myxobakteriemi, které nam byly poskytnuty
Z némecké sbirky. Test jsme provadéli s G* a G™ bakterii. U G™ nebyla zaznamenana zadna
inhibi¢ni zéna. Mohlo se stat, Ze vytvofend suspenze z G° nebyla natolik silna aby
myxobakterie uzivila. U G* byla zaznamenana mala inhibi¢ni zéna.

Vysledky v preda¢nim testu ukazuji, Ze nami zvolena myxobakterie (Haliangium
ochraceum) se ziejmé dokaze zivit G+ bakterii (Arthrobacter sp.). Tento vysledek je
zajimavy, jelikoz bylo zjisténo, ze se myxobakterie vétsinou zivi G- bakteriemi (Morgan et
al. 2010). V jinych predacnich testech byly pokusy s kmeny Corallococcus a Myxococcus, a
jako potrava slouzila G- bakterie E. coli. Zjistilo se, ze pouzit E. coli jako bakterialni

,»navnadu“ pfi izolaci myxobakterii je nejucing€jsi (Zhang et al. 2013, Charousova et al. 2017).
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Myxobakterie se Casto vyskytuji v pudnim spoleCenstvu a dokazi byt psychrofilni.
V nasich studiich jsme pfisli na to, ze se v arktické pudé nejcastéji vyskytuji dvé celede
Polyangiaceae a Haliangiaceae. Za to v antarktickych biotopech byly objeveny predevsim
kmeny Myxococcus (Riickert 1985). Vyskyt a relativni zastoupeni myxobaterii je tedy velmi
zavisly na lokalnich podminkéach jako je teplota, dostupnost zivin ale také pfitomnost
potencialni kofisti, kterou se myxobakterie zivi.

Abychom tyto vysledky mohli s jistotou potvrdit, bude nutné tyto pokusy provadét
opakovan¢. Budeme se dale pokouset o izolaci Cistych kultur myxobakterii a snazit se najit

vhodné kultivacni postupy pro myxobakterie
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6 Prilohy

Tab. Tab. VII: Slozeni VY/2 agaru

Slozeni agaru ST21.

Roztok A:

Slozka Mnozstvi (%)
K2HPO4 0,1
Potravinarské drozdi 0,002

Agar 1,00

Roztok B:

Slozka Mnozstvi (%)
KNO3 0,1

MgSOs - 7 H20 1,00

CaClz . 2 H:0 1,00

FeCls 0,02

MnSOy . 7 H20 0,01

Tab. VIII: Slozeni VY/2 agaru

Slozka Mnozstvi (%)
Potravinarské drozdi 0,50
CaClz. 2 H20 0,10
Kyanokobalamin 0,50
Agar 1,50

Tab. IX: sloZeni agaru CY-Y10

Slozka Mnozstvi (%)
Kasitonin 0,30
CaCl2 . 2 H:0 0,10
Pekatské drozdi 0,10
Agar 1,50
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