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Souhrn

Mechovky (Bryozoa) jsou sladkovodni ptisedli zivocichové, ktefi vytvareji kolonie,
Casto velkych rozméri. Bochnatka americka (Pectinatella magnifica) pochazi z oblasti
Severni Ameriky. Na uzemi Ceské republiky byla poprvé objevena v Labi u Litoméfic v roce
1922. Pectinatella magnifica vytvaii kulovité kolonie. Potravou je drobny plankton
a organicky detrit. Jako podklad pro kolonie slouzi rizné druhy vodnich rostlin, jako
napiiklad ponotfené vétve vrb a olsi. Pectinatella magnifica je teplomilny druh, vyZzadujici
teplotu okolo 20 °C. Pectinatella magnifica je soucasti sladkovodnich spolecenstev. Jeji

pritomnost nezvysSuje znecisténi ani neplisobi problémy s kvalitou vody.

Vzhledem k tomu, ze v moiskych mechovkach je znamy casty vyskyt symbiotickych
bakterii, pfedpokladali jsme, Ze takové bakterie budou piitomny i v koloniich Pectinatella
magnifica. Béhem let 2012-2015 byly ze 4 lokalit v jiznich Cechach odebirany vzorky
kolonii Pectinatella magnifica. Odebirala se vzdy povrchova vrstva kolonie bochnatky
a rosolovitda hmota kolonie bochnatky zvlast. Soucasné se vzdy ze vSech stanovist odebrala
okolni voda. Na zaklad¢ literarnich udaji byla sestavena kultivaéni média pro stanoveni
symbiotickych bakterii. Byla navrzena celkem 3 média, ale z prvnich vysledkii se ukazalo, ze
pro kultivaci a izolaci co nejrozmanitéjSiho spektra bakterii se nejvice hodi ,,Yeast extract
agar (Oxoid) s ptidavkem tryptofanu a glukézy. Kultivace probihala za aerobnich podminek
pro stanoveni aerobnich bakterii. Dalsi byla anaerobni kultivace, pfi které byly stanoveny jak
striktné anaerobni, tak fakultativné anaerobni bakterie. Ziskana data byla statisticky
zpracovana. Rozdily skupin aerobnich, fakultativné anaerobnich a striktné anaerobnich
bakterii v jednotlivych typech vzorka byly porovnany v programu STATISTICA 12 metodou
ANOVA. V koloniich Pectinatella magnifica ptevladaly aerobni bakterie, nasledné pak
fakultativn€ anaerobni bakterie a nejméné striktné anaerobni bakterie ve vSech typech vzorkd.
Celkové bylo nalezeno nejvice bakterii v povrchové vrstvé kolonie bochnatky, o néco méné
Pocet nalezenych bakterii ve vodé¢ nijak nekoreluje spoctem nalezenych bakterii
v Pectinatella magnifica. Doposud nebyla zjisténa Zzadna zavislost v poétu bakterii

a v terminech odbért a nebyla zaznamenana ani Zadna dynamika béhem jednotlivych let.

Klicova slova: Pectinatella magnifica, mechovky, symbiotické mikroorganismy, kultiva¢ni

stanoveni



Summary

Bryozoans (Bryozoa) are sessile fresh-water animals that form colonies, dimensions of
these usually being very large. One of bryozoan, Pectinatella magnifica, is a freshwater and
colony-forming animal, native to North America. In Czech Republic, the species was first
discovered in the Elbe River near Litoméfice in 1922. Pectinatella magnifica form globular
colonies. Pectinatella magnifica is a thermophilous species that requires a temperature of
about 20 °C and forms part of freshwater communities. Pectinatella magnifica presence has

not increase pollution or cause water quality problems.

The marine bryozoans are known for frequent occurrence of symbiotic bacteria, we
assumed that these bacteria are also present in the colonies of Pectinatella magnifica. The
bacterial diversity of Pectinatella magnifica colonies sampled from pounds in South Bohemia
during the summer season in years 2012-2015 was investigated. The superficial structures of
Pectinatella magnifica colonies and the inner galled mass of Pectinatella magnifica colonies
were collected separately. Simultaneously water samples were also taken. The bacterial
counts were determined after cultivation on modified yeast extract-tryptone agar (Oxoid)
supplemented with glucose. The cultivation was under anaerobic conditions for the
determination of aerobic bacteria and anaerobic cultivation, in which were determined strictly
anaerobic and facultative anaerobic bacteria. The obtained data were statistically processed.
Differences between aerobic, facultative anaerobic, and strictly anaerobic bacteria in different
types of samples were compared in program STATISTICA 12 by method ANOVA. Higher
counts were found in the superficial structures of Pectinatella magnifica colonies that in the
inner gelled mass. Neither a trend in bacterial numbers at the individual site during the
season, nor correlation between bacterial counts in Pectinatella magnifica and the

surrounding water were observed.

Key words: Pectinatella magnifica, bryozoans, symbiotic microorganisms, cultivation
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1. Uvod

Mechovky jsou pfisedli vodni zivocichové, ktefi vytvareji kolonie, nékdy i velkych
rozmérl. K dneSnimu dni je zndmo kolem 4 500 recentnich druhii a 1 500 fosilnich forem. Jen
asi 50 druhtl, coz je mensi ¢ast, se vyskytuje v brakické a sladké vode. Mechovky spiSe na
prvni pohled pfipominaji rostliny nebo Zelatinové tvary. Bohuzel nejsou ptili§ zndmé, presto

tvofi nedilnou soucast mofti a sladkych vod.

Bochnatka americka (Pectinatella magnifica) je kolonialni sladkovodni Zivo€ich, ktery
pochazi z oblasti Severni Ameriky. V Ceské republice byla poprvé nalezena v roce 1922
v Labi u Litoméfic. Déle pak byla v pritbéhu celého 20. stoleti nalézdna ve Vltavé a v Labi.
Nasledné pak kolonie mechovek byly nalezeny na inunda¢nim tizemi LuZnice, konkrétné na
stale t€zené piskovné Cep. Odtud se jiz masivnéjSim zplisobem tento organismus rozsitil na

celé izemi CHKO Trfebonsko.

I pfesto, ze je biomasa kolonii v dobé maximalniho rozvoje Pectinatella magnifica
velice napadnd, tento druh neni nijak zvlast’ sledovan a o jeho vlivu na ekologii a ekosystém
je zndmo jen velmi malo. Stim bohuZzel souvisi i to, Ze informace a uUdaje o skupiné
sladkovodnich mechovek na naSem tzemi jsou velmi Casto starSiho data a je jich jen
poskrovnu. Tento organismus se §ifi do vodnich nadrzi pomérné rychle a jeho postup ma tak

charakter invaze, tim je jeho poznani a zachyceni vlivu na ekosystém velmi aktudlni.



2. Literarni prehled

2.1 Systematické zai‘azeni Pectinatella magnifica

(podle Manase, 2004)

kmen Bryozoa — mechovky

tiida Phylactolaemata — mechovky
fad Plumatellida

¢eled Pectinatellidae

druh bochnatka americka (Pectinatella magnifica)

2.2 Vyvojova charakteristika skupiny Bryozoa

Mechovky (Bryozoa) jsou piisedli kolonidlni zivoCichové a maji nejasny
fylogeneticky vyvoj. Byvali (v nékterych publikacich dosud jsou) fazeni pod podkmen
Ectoprocta. Spole¢né s podobné vypadajicimi kolonidlnimi zivo¢ichy Entoprocta jsou fazeni
do kmene Bryozoa (Setlikova et al., 2005). Diky obrvenému lophophoru jsou nasledné fazeni
s chapadlovkami (Phoronida), ramenonozci (Brachiopoda) a také s mechovnatci (Entoprocta
syn. Bryozoa) do skupiny Lophophorata. Chapadlovei (Lophophorata) jsou bilateralni
prisedli zivocichové, kteti maji kolem ustniho otvoru obrveny vénec chapadel, tzv. lophophor.
Molekularné-biologické studie nedavno ukazaly, Zze Lophophorata vytvaii bez vazby na
druhousté zivocCichy samostatnou skupinu. VSichni jedinci kmene Bryozoa vznikaji pucenim.
Molekularni analyzy nenaSly blizké piibuzné mechovcl, a tak je zaradily do skupiny
Lophotrochozoa spolu se skupinou Platyzoa, chapadlovek a ramenonozcti (Zrzavy a Hosek,
2006).

Rozlisuji se dvé fylogenetické linie kmene Bryozoa — skupiny Gymnolaemata
a Phylactolaemata. Skupina Gymnolaemata je moiska vétev. Jen n¢kolik druht je druhotné
sladkovodnich. Maji lophophor kruhovitého tvaru. Jejich druhovd diverzita je velika
a obsahuje az nékolik tisic druht.. Skupina Phylactolaemata ma ektoderm kryty kutikulou,
tvar lophophoru je podkovovity a zahrnuje sladkovodni zastupce (Korabek, 2009).
9



2.3 Morfologie a anatomie skupiny Bryozoa

Mechovky (Bryozoa) jsou sladkovodni a motské pfisedlé organismy a vytvareji
kolonie rtiznych tvard. Kolonie je vytvofena ze zooidl (jedincil), ktefi vzniknou pucenim
z matetského jedince. Uvniti kolonie jsou zooidi propojeni mezenchymatickym provazcem
(funiculus), ktery je vtéle zooida prichycen ke sténé zaludku. VétSina druhlt zooida je
uzaviena v chitinovém nebo ve vapenatém ektodermdlnim obalu (zooecium). Zooecia mohou
vytvafet souvislou vnéjsi kostru zvanou zoarium, tak, Ze do sebe dokazou navzajem
prechdzet. Diky bazalni zfasené plosSce (epithekou) jsou tyto kolonie schopny ptisedat
k podkladu. Samotné télo zooida je vakovitého nebo valcovitého tvaru a obsahuje vSechny
organove soustavy. Télo zooida ma mikroskopickou velikost. Pokud jsou normalné vyvinuti
a tvoii tudiz polymorfni kolonie, tak je oznacujeme jako autozooidy. Funkéné specializované
jedince sredukovanou télni schrankou nazyvame heterozooidy. Autozooidi se stavaji
potravou pro heterozooidy. K ptfipevnéni kolonie k podkladu slouzi kenozooidi a gonoecia

umoziluje rozmnozovani (Spinar, 1965).

Télo zooidd je rozdéleno na dvé c¢asti: cystid a polypid. Cystid tvofi vnéjsi obal
a pfisedd k podkladu. V dutin€ cystidu se nachazi polypid, ktery vlastni zatazitelny lophophor
podkovovitého nebo kruhovitého tvaru. U nékterych druhii se peristom uzavird vickem —

epistom (Kafka, 1886).

Nepohybliva pevna ¢ast zooidd je cystid nazyvany metasoma. Skladd se ze dvou
vrstev: vnitini vrstvy — endocystu a vnéjsi vrstvy — exocystu. Exocyst vytvari oporu téla.
Mtze byt vapenaty, chitinovy nebo bilkovinny. Coelom je prostor cystidu, ktery je vyplnén
hydrostatickou dutinou, jez vybiha do chapadel lophophoru. Na pfedni strané zoecia se
odd¢luje endocyst, ktery tim vytvaii kozni napodobeninu a ta je udrzovana pochvovymi svaly.
Jeji slozeni je ze svalovych vlaken, bazalni membrany, vnéjSiho epitelu a peritonealniho
epitelu (Rogick, 1937). Pod epidermis nasleduji jest¢ dveé vrstvy, a to vrstva ptiénych svala,
které pfiléhaji k bazdlni membrané, a vrstva podélnych svald, ktera pfiléha k mesodermu.
Endocyst ma velmi dulezitou funkci pfi puceni novych jedinct a také pii tvorbé novych

vajicek (Katka, 1886).

Polypid je vnitini pohybliva ¢ast, ktera obsahuje organy. Ma dvé¢ Casti: horni, ktera se

nazyva prosoma, a spodni nebo také kréni, kterd se nazyva mesosoma. Nosicem chapadel je
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lophophor a vybihd zmesosomatu. K piihanéni potravy a k dychani slouzi zooidi. Pii
podrazdéni je lophophor schopny se zatdhnout do cystidu. Lophophor je mé€kkym chitinovym
limcem pfichycen k usti zooecia a tak obklopuje sta. M4 dvé vybihajici ramena, kterd jsou
podkovovitého nebo kruhovitého tvaru. Nékolik fad multicilidtnich bunék je na prifezu
Vyztuzené a prodlouzené bi¢iky slouzi jako mechanicky filtr. Mechovky se od ostatnich
zivoCicht (napft. larev mékkysi a krouzkovctl) odlisuji systémem sbéru potravy. Mechovky si
protismérnym pohybem piihanéji proud vody k ustnimu otvoru diky dvéma faddm bicikatych
bunék (Riisgard et al., 2004). Podle druhu se 1isi i pocet chapadel, ktera jsou duta. Vicko
vzniklo pfretvofenim tykadla rtzného tvaru, které uzavira lophophor do cystidu. Pohyb
a zménu tvaru vicka umozituje svazek jednotlivych vlaken. Ustni dutina je uvnitt lophophoru,
kde zagina travici soustava, jez ma tvar ,,U“. Casti travici soustavy jsou rozdéleny na hltan,
zaludek a konec¢nik, ktery vyustuje fitnim otvorem vné lophophoru. Hltan se nezicastiiuje
traveni. Ze tfi casti se sklada zaludek: Ceslo (cardium), slepé stievo a vratnik (pylorus).
Zaludek je piichycen k cystidu pomoci stopky (funiculus). Koneénik je zavére¢na &ast travici
soustavy a kon¢i andlnim svéraCem. Nahromadéné exkrementy uvniti konecniku obsahuji
zbytky rozsivek, kofenonozcli nebo nestravitelné zbytky fytoplanktonu. Travici soustava je

celéd ektodermalniho ptavodu (Kafka, 1886).

Svalové soustava se skladd ze dvou skupin: svalstva zazivaciho traktu a svall télni
stény (endocyst). Svaly jsou utvofeny bud ze svalovych snopecki, nebo z jednotlivych
svalovych vldken. Svalové snopecky jsou dobife viditelné v oblasti zazivaciho traktu.
Jednotliva svalova vlakna jsou spiSe vzacna. Pohyb polypidid, lophophoru, proudéni télni
tekutiny uvnitf samotného jedince a pfichyceni polypida ke sténé cystidu je umoznén pravé
diky svalové soustaveé. Nejvyznamnéjsi svaly celé soustavy jsou zatahovace lophophoru
a traviciho traktu. Dobfe rozvinuté podélné svaly slouzi k pohybu chapadel, kterd se nachazeji
uvniti chapadel vSech mechovek (Rogick, 1937). Funiculus tvofi pevné vietenovité provazce,

kter¢ jsou prichyceny ke stén¢ zaludku (Kafka, 1881).

Nervova soustava je ulozena mezi hltanem a fitnim otvorem v dutiné¢ lophophoru.
Centrem nervové soustavy je jicnova zauzlina (ganglium). Odtud vybihaji dvé mohutné vétve
do ramen lophophoru a jemné periferni nervy. Nervy inervuji travici trakt a svalova vladkna

(Kafka, 1886).
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Zcela chybi cévni soustava. Jen u velmi malého poctu mechovcii se vyskytuje
vylucovaci soustava. Vyména plynd se uskuteciiuje pak zejména pies lophophor a pies t€lni

sténu, coZ probihd osmoticky (Spinar, 1965).

Sladkovodni mechovky se rozmnoZzuji bud’ nepohlavné, nebo pohlavné. Nepohlavni
rozmnozovani se uskute¢iiuje dvéma zplsoby: statoblasty nebo pucenim. Sladkovodni
i mofské mechovky jsou hermafroditi. Nékteré druhy mechovek jsou schopny produkovat
vajicka 1 spermie ve stejné dobe. Na endocystu jsou umisténa vajicka a dale se pak vyvijeji ve
vajecnik. Spermie se tvoii ve varlatech na funiculu. Postupné dozravé jedno vajicko, které se
nasledné odd€luje a je spermiemi oplozeno. Oplozeni je vnitini a vyvoj nepfimy.
Z oplozeného vajicka vznika pupen (ooecium). Dochazi k ryhovani zygoty a vyvoji zarodku.
Ve vaccich mesodermalni coelomové vystelky dochazi k vyvoji oplozenych vajicek, ale jen
u nékterych druhti. Nasledné se pak vyvijeji z oplozenych vajicek larvy trochoforového typu.
Zooid vznika extrémni metamorfézou pohyblivé, bilaterdlné soumérné larvy (cyphonautes).
Larva ma na svrchni strané obrvenou apikalni desticku a na spodni vrstveé Usta a fitni otvor.
Prvousta (blastoporus) néasledné zarGstaji a na jejich misté je vytvofen vacek z ektodermu,
ktery se nasledné spoji s prvostievem a vznikd Ustni otvor. Prichozi travici trubice vznikne
pozdéji na opacném konci stfeva vychlipenim ektodermu. Stfevo slepé zistdva jen
u nékterych druhti. Na obou stranach larvy jsou pfisavné organy. Po vnéjSim obvodé¢ probiha
svazek brv. Polypidy vznikaji na vychlipeniné télni stény u sladkovodnich mechovek (Zrzavy

a Hosek, 2006).

Larva plave ve vod¢ po néjakou dobu. Nésledné se pomoci piisavek piipevni
k podkladu. Ektodermélni tkan poté pokryje celou larvu po pfisednuti. Larva se zplosti
a vSechny tkan€ podlehnou rozkladu. Larva ztradci brvy. Je vytvofena prvotni schranka
(protoecium) a vyrusta prvni jedinec kolonie z vnitiku zménéné larvy. Jedinec kolem sebe
vyluCuje trubkovité zooecium, které se nazyva ancestroecium. Pohlavni rozmnoZovani

probihd v obdobi od Cervna do zati (Kafka, 1886).

Kolonie se rozvine pucenim z prvniho zooida (viz obr. 1), novi zooidi jsou vytvofeni
z epidermis z mateiského jedince. Vznikd dvouvrstvy pupen a vytvoti se shluk zarode¢nych
bunck. Nasledné se vytvari dutina uvniti pupenu, na jejimz dné se formuje travici trakt

z ektodermalniho materidlu. Chapadla a zéklad nervové soustavy se vytvori pozdéji. Larvy
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skupiny Phylactolaemata vytvari vice mate¢nych polypidi, které nasledné umiraji a zméni se

na tzv. hnédé t&leso. Zivi zooidi ziistavaji na povrchu kolonie (Kafka, 1881).

Obr. 1: Puceni zooida druhu Pectinatella magnifica (fotografie Eva Jezkova)

U nékterych sladkovodnich mechovek je mozné nepohlavni rozmnozovani
fragmentaci nebo d€lenim. Pasivni fragmentace nastava, kdyz probiha mechanické odd€leni
¢asti kolonie (napf. u druhu Plumatella fruticosa). Dale se vyskytuje aktivni déleni napiiklad
u hyalinnich mechovek. Sténa téla je zuZena pomoci svalové kontrakce, coelom se rozdéli

a jednotlivé casti kolonii se oddéli (Wood, 2001).

Jako adaptace na neptiznivé klimatické podminky se u sladkovodnich mechovek
vytvareji vnitini pupeny (statoblasty), které jsou dobfe viditelné na obrazku ¢. 2. Diky
statoblastim jsou mechovky schopny piezit i naro¢né podminky, jako jsou napiiklad extrémni
teploty. Statoblasty maji ovalny nebo ledvinovity tvar. Jejich povrch je pokryt pevnym
chitinéznim obalem, ktery ma mnoho komiirek vyplnénych plynem. Nékdy mohou byt
ptitomny i ostny (napt. Pectinatella magnifica) nebo hacky, které vznikaji na funiculu, jenz je
béhem zivota jedince pfichycen k vaku zaludku. Vyvoj statoblast nastdva po ukonceni
pohlavniho rozmnoZovani. Uvnitf statoblastll se nachdzi zirodecnd hmota, ze které se

nasledné vytvoii novy polypid. Statoblasty se dostavaji do prostiedi rozruSenim stén zooida

13



pii odumirani kolonii mechovci, ke kterému v nasich podminkéach dochazi ke konci 1éta. Ze
statoblastu vyrlstd na jafe novy zarodek a dava tak vznik nové kolonii (Kafka, 1886).
Rozeznavame dva druhy stetoblasti: floatoblasty a sessoblasty. Piisedlé statoblasty pfipojené
pevné k télu zooida jsou sessoblasty. Nemaji plovaci prstenec a nékdy mohou byt opatfeny
prichytnymi télisky. Sessoblasty zustavaji pevné piichycené k substratu i1 dlouho poté, co
dojde k rozpadu kolonie. Floatoblasty jsou kruhovitého nebo ovalného tvaru a maji plovaci
prstenec, ktery se skladd z chitinovych rourek. Mechovky mohou osidlovat nova stanovisté
pravé diky statoblastim. I na velké vzdalenosti mohou byt pfemistovany pomoci vodniho

ptactva, plovouci vegetace, vétru nebo vodniho toku (Rogick, 1943).

8/17/2012 [ Mag, WD HV HFW Pressure Spot 500.0pm
6:11:11 PM154x/10.3 mm 25.0 kV 1.76 mm 133.0 Pa 4.0

Obr. 2: Statoblasty druhu Pectinatella magnifica (fotografie pracovniki KMVD)

2.4 Ekologie sladkovodni skupiny Bryozoa

Vétsinou jsou Bryozoa nachdzena v mirné tekouci nebo stojaté vode. Hlavné se ale
vyskytuji ve vodé, kde je dostatek potravy a kysliku a vétSinou v malych hloubkéch. Jen
nékteré druhy snaseji docasny nedostatek vody. Vytvareji ketickovité nebo kulovité kolonie.
Potravu ziskavaji pomoci aktivni filtrace vody. Jejich potravou se stdva drobny plankton
a organicky detrit. Jako substrat slouzi riizné druhy rostlin (napt. rod Nuphar, Nymphaea,

Potamogeton). Pfichytavaji se na stébla rakosu, dieva, kameny, pfedev§sim pak ponofené
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vétve vrb a ol$i. Davaji prednost stinnym mistim a ¢istym vodam. Kazdy druh je specificky

a preferuje trochu jiné podminky (Wood, 2001).

2.5 Slozeni bochnatky americké (Pectinatella magnifica)

Tenkou povrchovou vrstvu tvofi kolonie zooidi bochnatky americké (Pectinatella
magnifica). Rosolovita hmota se nachazi uvnitf kolonie a mize dosahnout tloustky az 70 cm.
Rosolovitd hmota je produktem samotnych zooidu, kteii si tak zvétSuji svilij zivotni prostor.
Z celkové hmotnosti jedince je obsah susiny kolem 0,4 %. Nicméné priizkumy na konci roku
2004 zjistily, ze praimérny obsah susSiny je vzhledem k vysoké koncentraci kolonii fas a sinic
uvnitf bochnatky americké 2,25 %. V rekordnim case (n€kolik dni) byla vytvofena cela
kolonie (vazici od 2 do 100 kg), coz je srovnatelny rist jako v pfipadé¢ nékterych nadora.
V rosolovité hmot¢ jsou pfitomny proteiny (albuminy, ovalbuminy). Tyto bilkoviny jsou
tvofeny predevsim aminokyselinami: tyrosin, tryptofan, cystin. Nosna konstrukce Pectinatella

magnifica je tvofena z chitinu, coz je pro ni charakteristickym znakem (Sharp et al., 2007).

2.6 Biologie a ekologie bochnatky americké (Pectinatella magnifica)

Pectinatella magnifica je teplomilny druh. Vyzaduje teplotu kolem 20 °C. Kolonie
zpomali rist a rozpadaji se v pfipadé, Ze teplota vody déle nez tyden nestoupne pies 16—
17 °C. Limitujicim faktorem je také prithlednost vody, na jejimz vytvareni se diky svému
filtrovani také sama podili. S tim souvisi i proudy vody, vydatnost srazek ¢i intenzivni dést’
(Setlikova et al., 2005). Na podzim se bochnatka americka vyskytuje spise v hlubsich vodach.
Uptednostiiuje stojaté vody oproti tekouci. Lze ji nalézt také v litoralni zoné fek a potokd, kde
je mensi pritok vody, nebot’ silny proud by znemoznil zachyceni statoblastli na substratu
a nasledné preziti kolonie (Davenport, 1900). Vyskyt bochnatky americké byl zaznamenan
také v oligotrofnich az mezotrofnich nadrzich a jen velmi vzacné v dystrofnich vodach
(Balounova et al., 2006). Fytoplankton, hlavné rozsivky, jsou pro bochnatku americkou
irizni prvoci (Protozoa), mali planktonni ¢lenovci, fasy a organicky detrit (Wood, 2001).

Kvili svému intenzivnimu metabolismu ovliviiuji kolonie mechovek slozeni fytoplanktonu
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v nadrzich (Ricciardi a Lewis, 1991). Bochnatka americka je ve své ekologii béznou soucasti
sladkovodnich spolecCenstev a neplsobi problémy s kvalitou vody ani nezvySuje zneciSténi
vod. Nicméné miize plsobit problémy na konci svého zivotniho cyklu kvili tomu, ze se od
substratu oddéluje kolonie a muze ucpavat odpadni kanalizaci a vodovodni potrubi. Na
rekreanty nebo na rybafe muze pusobit az odpudive. Zatim nebylo zjisténo, ze by bochnatka
americka pii ptimém kontaktu s clovékem zpusobovala n¢jaké zdravotni potize, avSak existuji

ptipady, kdy zpiisobila podrazdéni kiize ¢i svédéni (Wood, 2001).

Kolonie mechovek mohou obyvat rizni symbionti, komenzélové, ale také paraziti
(Setlikové et al., 2005). Bochnatky jsou vyznamnymi hostiteli pro skupiny Microsporidia
a Myxozoa. V coelomové dutiné probiha vyvoj parazitickych druhtt Trichonosema
a Tetracapsula, které zpusobuji zavazné onemocnéni u lososovitych ryb (Canning et al.,
2001). Utodistém a obydlim se stiva Pectinatella magnifica i jinym organismiim (napf.
drobnym kory$tiim Crustacea a plzim Gastropoda) a také napt. ploSténky kladou své vajicka
do rosolovité hmoty kolonii. Casto se také vyskytuji ve spole¢nosti sladkovodnich hub,
piedev§im druhu Ephydatia fluviatilis (Setlikova et al., 2005). Nartsty fas a sinic rodu
Scenedesmus, Cymbella, Eunotia, Navicula, Oscillatoria, Stephanodiscus, Coenococcus,
Microchaete a Pseudanabaena jsou na povrchu a ty se schoduji s planktonem vodnich nadrzi.
Samotna Pectinatella magnifica slouzi jako potrava plostének, plzi, larev pakomard (napf.

Cryptochironomus) a chrostika (Trichoptera) (Balounova et al., 2006).

2.7 Metody izolace a identifikace mikroorganismi

Pro izoloaci mikroorganisml z riznych prostfedi se pouziva nej€astéji kultivace na
polotuhych Zivnych médiich a pro identifikaci bakterii byla vyvinuta fada genotypovych
a fenotypovych metod.

Nejprvne je nutné pomoci kultivace bakterie izolovat a nasledné¢ je mozné je
identifikovat. Pro identifikaci mikroorganismli jsou stale castéji vyuzivané molekuldrné
biologické metody, coyz jsou metody genotypové, které pouzivaji genetickou informaci
ulozenou v bunice. Nejvice byvaji pouzivany hybridiza¢ni a amplifikacni techniky, jemiz lze

detekovat bakterialni rody, druhy i kmeny (Ambrozova, 2004; Cloete et al., 2004).
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PodrobnéjSimu popisu kultivaénich a vybranych molekularné-biologickych metod

vyuzivanych k izolaci a identifikaci bakterii jsou vénovany ndsledujici kapitoly.

2.7.1 Kultiva¢ni metody

V soucasné dobé maji kultivacni metody nezastupitelné misto pii sledovani Cetnosti
mikroorganismll v prostfedi, a to hlavné¢ proto, Ze izoluji Cisté mikrobidlni kmeny. Jsou to
metody neptimé. Jejich principem je pomnozeni bakterii v nebo na uméle pfipraveném médiu
za vhodnych podminek s ti€elem zisku kolonii ¢istych kultur, které jsou nasledné schopny
podrobit se dal$im testim. Vyskytuje se velké mnozstvi médii, kterd vyhovuji svym slozenim
narokiim nékterych druhd bakterii, avSak vétSina bakteridlnich druhti se neustale fadi mezi
nekultivovatelné nebo nekultivované mikroorganismy, tj. nerostouci na kultivacnich médiich.
Vzhledem k velkym rozdilim ve fyziologickych vlastnostech bakterii neni mozné vyvinout
jedno univerzalni kultivacni médium, které by bylo schopno zachytit vSechny bakteridlni
druhy, jez se vyskytuji v riznych prostiedich (Austin, 1988; Hiusler, 1994; Maier et al.,
2000). Podle raznych hledisek lze kultivaéni média rozd¢€lit do nékolika skupin. Nejzndme;jsi
diagnostickd, resuscitacni, selektivni, selektivné diagnostickd, pro anaerobni kultivaci, ke
stanoveni citlivosti na antimikrobidlni latky, ke stanoveni vitamind, stanoveni u¢innosti
dezinfek¢nich latek, média k testovani sterility, média transportni ¢i média k uchovani kultur

(Votava, 1999).

Mikrobiologicky rozbor vychdzi znarodnich norem a je zaloZzen na stanoveni
zékladnich ukazatelt kultivaénimi metodami. Kultivace se provadi jak na pevnych ptudach,
tak i na tekutych médiich. Presumptivni bakterie se identifikuji pomoci konfirmacnich testt

(Ambrozova, 2004; Cloete et al., 2004).

2.7.1.1 Kultivace v tekutych médiich

Snadny pfistup vody a zivin ke kultivovanému mikroorganismu je vyhodou tekutych
pud. Ke kultivaci stresovanych nebo poSkozenych mikroorganismil se pouzivaji tekuté ptdy

(H&usler, 1994), k pomnozeni mikroorganismi pred dal§imi testy, k pritkazu biochemickych
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vlastnosti a stanoveni fyziologickych skupin bakterii metodou MPN — metoda nejvice

pravdépodobnych poétii (Stépanek, 1982).

Pomoci metody MPN je moznd kvantifikace bakterii pii pouziti tekutych pud. Jeji
podstatou je urceni pozitivni reakce (vyskyt mikroorganismil) v ur¢itém objemu vody nebo
ziedéného vzorku. MPN je statisticky odhad primérého poctu mikroorganisma ve vzorku.
Presnost metody zavisi na po¢tu zkumavek fedici fady pouzitych pro analyzu (Héusler, 1994;
Maier et al., 2000). Miniaturizované¢ metody jsou selektivni variantou téchto metod, které
maji pfedem definovany substrat a k detekci bakterii vyuzivaji pfitomnost chromatogenniho
nebo fluorogenniho substratu v médiu. Nejcastéji se jednd o onitrophenyl-B-D-
galaktopyranosidu (ONPG) a 4 methylumbelliferyl-p-D-glukuronidu (MUG) pro stanoveni
koliformnich bakterii a E. coli a 4-methylumbelliferyl-p-D-glukosidu (MUD) pro stanoveni

intestinalnich enterokokti (Maniatis et al., 1982).

2.7.1.2 Kultivace na pevnych médiich

Stanovené mikroorganismy v testovaném objemu vzorku lze kvantifikovat pomoci
této metody. Mnozstvi a fedéni inokulovaného vzorku se zvoli tak, aby vyrostly samotné
kolonie po inkubaci na pevné pide¢, respektive klony jednotlivych bunck. Vysledny pocet
narostlych kolonii se uvadi jako pocet KTJ (kolonie tvofici jednotka, také znama jako CFU =
colony forming unit). To se pak nasledné¢ pfepocitiva bud’ na objem, nebo hmotnost

puvodniho vzorku (Hausler, 1994; Maier et al., 2000).

Selektivni média lze vyuzit ke kultivaci ur¢itych skupin mikroorganismi. Fluorogenni
a chromatogenni substraty se v poslednich letech podstatné vice rozvinuly a rozsitily, nebot’
umoznuji detekovat aktivitu specifickych enzymi. Kultivace na téchto substratech jsou ve
srovnani s kultivacemi na béznych médiich podstatné piesnéjsi a rychlejsi. Vyhodou je také
to, ze stanovené bakterie neni pak nutné podrobovat identifikacnim testim (Feng a Hartman,

1982; Manafi, 1991; Augoustinos et al., 1993; Manalfi et al., 2000; Gonzalez et al., 2003).

Vyuzivaji se dva postupy na inokulace vzorku pevné pudy. Jako prvni je metoda
pfimého vysevu. Je zalozena na inokulaci zvoleného objemu vzorku do nebo na povrch
kultiva¢niho média. Pro stanovené fakultativné anaerobni nebo mikroaerofilni bakterie, které

standardné Zziji pfi vysSich teplotach, tudiz jim teplota kolem 45 °C roztopeného agaru
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nezpusobi teplotni Sok, je vhodnd inokulace do kultivaéniho média. Pro kultivaci aerobnich
bakterii, které se ptirozené¢ vyskytuji v chladnéjSim prostiedi, je vhodna metoda pifimého
vysevu na povrch kultivacniho média (Hausler, 1994; Maier et al., 2000). Jako druhd metoda
je metoda membranovych filtr, kterd se pouziva pii zpracovani vétSich objemi vzorkd. Je
zaloZena na zkoncentrovani potfebného mnozstvi vzorku pomoci filtrace (10—1 000 ml). Tato
metoda je vhodnd pro vody obsahujici malé mnozstvi rozpusténych latek a maly pocet

bakterii (Hausler, 1994; Maier et al., 2000).

2.7.2 Identifikace bakterii pomoci konfirmacnich testa

Je nutné provést konfirmacéni (potvrzujici) testy pro blizsi taxonomické zafazeni
vykultivovanych bakterii v nebo na selektivnich médiich. Tyto testy jsou na bazi
biochemickych, imunologickych a chemataxonomickych metod. Za presumptivni jsou

oznacovany kmeny, které splituji podminky testt (Héusler, 1994; Maier et al., 2000).

V soucasné dobé identifikace pomoci biochemickych testli patii mezi nejcastéji
pouzivané konfirmacéni techniky. Vyuziva se stanoveni snadno detekovatelnych a stalych
biochemickych vlastnosti. Pomoci cytochromoxidasového testu se provadi konfirmace
presumptivnich kolonii E. coli, prikazem tvorby indolu z tryptofanu, stanovenim aktivity [-
D-glukuronidazy. Byly vyvinuty diagnostické soupravy (mikrotesty), které slouzi k rychlé
identifikaci bakterii. Tyto soupravy jsou vytvoreny jako mikrotitracni desti¢ky, v jejichz

jamkach se nachazi dehydratovana kultivacni média (Hausler, 1994).

Jako dalSi se Casto vyuzivaji také chromogenni a fluorogenni substraty. Enzymy ze
skupiny glykosidas vyuZzivaji nejcCastéji tyto postupy. Mezi nejvyznamnéjsi patii B-D-
glukuronidaza (enzym z 94-96 % specificky pro E. coli, vyskytuje se u nékterych kment
shigel, salmonel, yersinii, stafylokokii a klostridii) a B-D-galaktosiddza (enzym, ktery
katalyzuje a S$tépi laktézu, nejCastéji se vyuziva pro stanoveni koliformnich bakterii).
K identifikaci B-D-glukuronidazy se nejcastéji pouzivaji substraty fenolftalein-mono-B-D-
glukuronidovy komplex (PHEGLR), p-nitrofenol-p-D-glukuronid (PNPGLR), 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-B-D-glukuronid (XGLR) a 4-methylumbelliferyl-B-D-glukuronid (MUG).
Aktivita  B-D-galaktosidazy je obstardna pomoci substrati  o-nitrophenyl-B-D-
galaktopyranosid (ONPG), nitrophenyl-B-D-galaktopyranosid (PNPGAL), 6-bromo-3-
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indolyl-B-D-galaktopyranosid  (salmon-Gal), = 6-bromo-2-naphthyl-f-D-galaktopyranosid
(BNGAL), 5-bromo-4-chloro-36-indolyl-f-D-galaktopyranosid (XGAL) a 4-
methylumbelliferyl-p-D-galaktopyranosid (MUGAL) (Manafi et al., 1991; Manafi, 2000).

Identifikace imunologickymi metodami je zaloZzena na identifikaci bakteridlnich
antigeni pomoci specifickych protilatek. Detekci antigenti specifickych pro ¢eled’, rod, druh
¢i sérovar umoziuji imunologické metody. Dalsi a nepostradatelné misto maji v mikrobiologii
enzymatickd imunoanalyza (ELISA), latexova aglutinace a pfimd a nepiima
imunofluorescence (IFA), jejichZz vyhodou je jednoduchost, rychlost a citlivost. Nevyhodou
téchto metod je vysokd specifi¢nost a koncentrace protilatky, koncentrace antigenu a typ
reakéniho roztoku a jest€ navic mlze dochazet ke zkfizenym reakcim. Tyto metody se
pouzivaji pii identifikaci patogennich sérovarti E. coli ¢i salmonel (Hausler, 1994; Austin,

1988; Rompré et al., 2002; Bartie et al., 2003).

Identifikace chemotaxonomickymi metodami jsou zaloZené na studiu chemického
slozeni bunétné stény. Lze je vyuzivat pro typizaci bakterii. Mezi nejCastéji pouzivané lze
zatadit analyzu profilii proteind a mastnych kyselin, ale pfi béznych mikrobiologickych

analyzach se nevyuzivaji (Austin, 1988; Héusler, 1994; Stead et al., 1998).

2.7.3 Molekularné-biologické metody

Molekularné-biologické védy proSly v poslednich desetiletich velkymi zménami
adoslo tak 1 k mohutnému rozvoji molekularné-biologickych metod. Tyto postupy se
vyznacuji mens$i Casovou naro¢nosti, kdy neni nutnd kultivace a konfirmace, maji vyssi
citlivost, nebot’ jsou schopny identifikovat i 1 molekulu DNA a maji vysokou specifi¢nost,
kterd je zaloZzena na detekci skupinové-, rodové-, druhové-, poddruhové-specifickych
sekvenci DNA ¢i RNA, které se v ¢ase neméni a nejsou ovlivnény podminkami okolniho

prostiedi (Rompré et al., 2002; Cloete et al., 2004).

K identifikaci druhii, pfipadné¢ i kmend bakterii se bézné¢ pouzivaji techniky
polymerdzova ftetézova reakce (PCR), gelova elektroforéza v teplotnim/denaturacnim
gradientu (T/DGGE) a sekvenovani DNA. Principu téchto metod a podrobngj$imu popisu

jsou vénovany nasledujici kapitoly.
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2.7.3.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Vyvinuti metody PCR v 80. letech 20. stoleti dalo zéklad pro rozvoji molekularné-
biologickych metod. Nasledn¢ se PCR béhem kratké doby stala nejpouzivanéjsi amplifikacni
metodou. Aplikace metody PCR jsou znadmy v mnoha odvétvich a nyni se zacinaji vyuZivat

1 v environmentalni biologii (Mullis a Faloona, 1987).

Opakujici se enzymova syntéza novych fetézcl vybranych tseki DNA, ke které
dochazi po ptipojeni dvou primera vazicich se na protilehlé fetézce DNA tak, ze jejich 3’OH-
konce sméfuji proti sob¢, je principem metody (Rosypal et al., 2002). Oligonukleotidy, které
jsou komplementarni ke koncim amplifikovaného useku, o délce kolem 20 para bazi (bp), se
obvykle pouZivaji jako primery. PCR smés pro provedeni amplifikace musi obsahovat, kromé
templatové DNA a primert, jesté deoxyribonukleotidtrifosfaty (ANTP) a termostabilni DNA

polymerazu, které katalyzuje vlastni syntézu novych fetézct.

PCR metoda spociva v opakovani tifi krokl. Prvnim krokem je denaturace, kdy
dochazi k rozvolnéni fetézct templatové DNA (92-96 °C). Druhym krokem je anelace, pii
které dochazi k ptipojeni primeri k rozvolnénym fetézciim a anelacni teplota se odviji od
struktury primerti. Tietim krokem je extenze, zndmd také jako polymerace, pii které se
prodluzuji nové fetézce (72 °C) (Rompré et al., 2002; Cloete et al., 2004). PCR metoda
probiha nejcastéji po 30—40 cyklech, pii nichz se geometricky zvysuje cilovy pocet sekvenaci
DNA. Pomoci gelové elektroforézy nebo hybridizaci se znacenou sondou nebo také pomoci
sekvenovani se detekuji amplifikované Giseky (Rosypal et al., 2002). Krom¢ zékladni metody

PCR byla vyvinuta fada modifikaci metody PCR, z nichz né€kter¢ jsou uvedeny nize.

Néhodn¢ amplifikovana polymorfni DNA (RAPD, AP-PCR) je prvni modifikaci.
Vychéazi z klasické metody PCR, ale od zakladni metody se odliSuje tim, Ze vyuziva jen jeden
kratky primer o velikosti 10 bp s ndhodnou sekvenaci. Ten hybridizuje s DNA matrici za
anelacni teploty. Neni nutné znit sekvenaci DNA matrice, nebot se zde pouzivaji
nespecifické primery. V ptipadé€, Ze RAPD primery nasedaji na protilehlé fetézce DNA proti
sob¢ a ve vzdjemné vzdalenosti od nckolika malo kbp, vznikaji amplifikaéni produkty
oneznamé¢ sekvenci. Ty jsou nasledné separovany gelovou elektroforézou a obarveny
ethidium bromidem. Vzdalenost mezi dvémi protilehlymi primery odpovida délce
amplifikac¢nich produkti (Welsh a McClelland, 1990; Williams et al., 1990; Olive a Bean,
1999). Vysledkem je pak spektrum amplifika¢nich produktt (fingerprint), které by mélo byt
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charakteristické pro zkoumany kmen. Je ale znamo, Ze 1 byt nepatrné zmény koncentrace soli,
anelacni teploty, délka primert a jejich sekvenace a koncentrace DNA maji zasadni vliv na

intenzitu, pocet a reprodukovatelnost fingerprintu (Welsh a McClelland, 1990).

Multiplex PCR je druhou modifikaci PCR, kdy se pfi jejim provedeni pouziva vice
partt primerii soucasn¢. Ty se vyznacuji hlavné tim, Ze maji podobnou teplotu tani. To
umoziiuje u jednoho mikroorganismu paralelni identifikaci vice genovych usekli nebo
identifikaci vice mikroorganismt (Bej et al., 1991; Campbell et al., 2001; Mazura et al.,

2001).

Nasted PCR je tfeti modifikaci PCR. Probiha jako dvé po sobé jdouci amplifikace
za cilem ziskat dostate¢né mnozstvi DNA fragmentu. V pfipadé, ze se amplifikuje malé
mnozstvi DNA, tak se pouziva prave tato metoda (Juck et al., 1996). Pii nasted PCR musi oba
pary primert specificky reagovat v o¢ekavané oblasti a musi mit odliSny bod tani (Mazura et

al., 2001).

Reverzn¢ transkripéni PCR (RT-PCR) je ctvrtou modifikaci PCR. Je urcena
k amplifikaci molekul RNA (v€etné mRNA a rRNA). Pomoci reverzni transkriptazy do
cDNA je nejdiive RNA pfepsana a nasledné potom amplifikovana (Rosypal et al., 2002).

Kvantitativni PCR (Q-PCR) je patou modifikaci PCR. Umoziuje pribézné sledovani
tvorby PCR produktt jiz béhem jednotlivych amplifikacnich cykla a tedy jejich kvantifikaci,

piipadné kvantifikaci mikroorganismt v pavodnim vzorku (Ibekwe a Grieve, 2003).

Repetitivni PCR (REP-PCR) je dalsi a Sestou modifikaci PCR, ktera je zalozena na
shlukové analyze PCR produkt, které jsou =ziskané s primery komplementarnimi

k rozptylenym repetitivnim sekvencim v DNA studovaného mikroorganismu (Mazura et al.,

2001).

Vybér vhodné sekvence k amplifikaci, Cistota a mnozstvi DNA matrice, typ DNA
polymerazy a amplifikacni podminky, pfitomnost inhibitord, detekce produktt amplifikace
a kontroly amplifikace maji klicovy vyznam pro Uspésné provedeni a vyhodnoceni PCR
(Altwegg, 1995; Wilson, 1997; Radstrom, 2004). Zéisadnim krokem pfi pouziti
amplifikacnich metod je vybér oligonukleotidové sekvence. Pro piislusny organismus c¢i
organismy musi byt cilova sekvence specificka. Je mozné hledat sekvenci specifickou pro

celou taxonomickou skupinu podle typu aplikace (tj. geny kodujici 16S rRNA) nebo sekvenci
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specifickou pro dany organismus. Dobré je zaméfit se na sekvenci, ktera se vyskytuje
v bunikach ve vice kopiich a tim se dosdhne vyssi citlivosti. Toto vSak neplati pro genové

sekvence na plazmidech, které mohou z buniky vymizet (Altwegg, 1995; Johnson, 2000).

Kli¢ovym krokem pro uspéch amplifikacnich metod je ziskani matrice o vhodné
Cistot¢ a dostate¢ném mnozstvi templatové DNA. Postupy pro izolaci bakteridlni DNA by
mély byt finanéné a ¢asoveé nenarocné, jednoduché, reprodukovatelné a bezpecné pro obsluhu
(Rantakokko-Jalava a Jalava, 2002). Zakoncentrovani cilovych molekul DNA ze vzorku
a odstranéni inhibi¢nich latek je cilem téchto metod. Pouze nékteré izolacni metody, kterych
je cela tada, jsou aplikovatelné na prislusny druh vzorku (Hordkova et al., 2008). Pro zisk
DNA z ¢istych kultur je mozné pouzit i metody poskytujici horsi kvalitu DNA matrice, a to
hlavné vzhledem k vysoké citlivosti amplifikacnich technik (Radstrom, 2004).

Mnoho faktort muze ovlivnit inhibici PCR amplifika¢ni reakci. Zejména ve vzorcich
z potravin, prostiedi a klinického materidlu je castd piitomnost néjakého z inhibitord.

V interfelaci pii lyzi bunék, jeZ je nezbytna pro extrakci DNA, spo¢iva mechanismus inhibice.

Degradace a precipitace nukleovych kyselin a inhibice DNA polymerdz muze byt jako
dalsi vliv, coz nasledn¢ vede ke sniZeni citlivosti PCR nebo k tiplnému zablokovéni reakce
(Wilson, 1997). Inhibitory mtizeme rozdélit do dvou skupin: endogenni, které¢ se nachazeji
piimo ve zpracovaném vzorku, pouzivanych enzymech nebo materidlu. Druhé jsou exogenni,
které pochézeji z okolniho prostiedi (bakterie, prach, pyl, celul6za nebo pudr z rukavic). Jako
endogenni inhibitory jsou z klinického prostfedi znamy hemoglobin, heparin, bilirubin,
zlu¢ové kyseliny, sérové proteiny a mocovina. Do inhibitort, které pochazeji z potravin, lze
zaiadit mlécné proteiny, tuk, ionty vapniku, termostabilni nukledzy, protedzy, sacharézu
a glykogen. Inhibujici humidové a fulvové kyseliny, tézké kovy, rostlinné polysacharidy,
bakteridlni zbytky apod. se Casto nachdzeji ve vzorcich z prostiedi (Wilson, 1997). Pti
dodrzovani Cistoty a sterilnich podminek prace v laboratofi je mozné dosahnout omezeni
vyskytu exogennich inhibitorti, ovSem vyskyt endogennich inhibitori ve vzorcich je proces
dostatecné Cist¢ DNA (Wilson, 1997). Bylo vyzkoumano, ze v ptipadé, ze se pridaji
specifické slouceniny — enhancery — do amplifikaéni smési, zvysi se tim t¢innost amplifikace.
Enhancery ptisobi v rtiznych krocich amplifikace. Ovliviiuji stabilitu templatové DNA nebo

pusobi na spravnou funkci DNA polymerazy. Jedna se o proteiny (BSA = bovinni sérovy
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albumin, gp32 = DNA vazebny protein kodovany genem gp32 bakteriofagy T4), organicka
rozpoustédla (dimetylsulfoxid, formamid), detergenty (Tween 20, Triton X), biologicky
kompatibilni rozpusténé latky (betain, glycerol) a polymery (polyetylenglykol, dextran) (Back
et al., 1979; Pomp a Medrano, 1991; Henke et al., 1997; Radstrom, 2004).

Metody detekce PCR amplifikovanych tsekli maji riznou citlivost. Malo citlivou, ale
soucCasn¢ nejjednodussi metodou je elektroforéza v agar6zovém gelu. Princip této metody
spoc¢iva v tom, ze se obarvi amplikony pomoci fluorescen¢niho barviva, které jsou rozdéleny
podle své relativni molekulové hmotnosti a velikosti ndboje. Nejvice se pouziva ethidium
bromid, ktery interkaluje mezi nukleotidy. Pomoci UV transiluminatoru dochazi k vizualizaci
obarvenych amplikonti (Maniatis et al., 1982). Metoda Southern blot kombinovana
s hybridizaci se vyznacuje svou vysokou citlivosti (20-100krat vysSi nez u agardzové
elektroforézy) a specifi¢nosti. Jeji princip spoc¢iva v tom, Ze se pfenese a nasledné imobilizuje
amplifikon na membrané, kde jsou podrobeny hybridizaci se specifickou sondou (Altwegg,

1995).

Pouzitim pozitivnich a negativnich kontrol pfi kazdé analyze je zajiSténa kontrola
spravného prabéhu reakce u amplifika¢nich metod. Srovndnim s velikostnim markerem je
zajiSténa kontrola spravné velikosti amplifikovaného produktu. Pro kontrolu specifi¢nosti

PCR produktu je mozné vyuzit sekvenaci (Altwegg, 1995).

2.7.3.2 Gelova elektroforéza v teplotnim/denatura¢nim gradientu (T/DGGE)

Metoda DGGE a TGGE, Denaturing gradient gel electrophoresis nebo Temperature
gradient gel electrophoresis (Cesky gelova elektroforéza v denaturacnim gradientu nebo
gelova elektroforéza v teplotnim gradientu) je jednou ze zakladnich tvz. fingerprintovych
metod. Jeji princip byl jiz davno pred jeji aplikaci zndm v environmentalni mikrobiologii
a vyuzivan pro detekci bodovych mutaci DNA. Tato metoda umoziuje od sebe odlisit dve
sekvence liSici se jednim parem nukleotidii. Nové tato metoda byla aplikovana na bakterialni
gen 16S rDNA spolu s piidanim GC svorek. V roce 1998 tuto metodu publikovali Muyzer
a Smalla. Princip obou metod (DGGE 1 TGGE) je totozny. V polyakrylamidovém gelu
s denaturanim gradientem, ktery je bud’ teplotni, nebo chemicky, migruje PCR produkt. Ve

skutecnosti jde o kombinaci obou pfistupt. Denaturace je dosazeno kombinaci zvyseni teploty
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a denaturacnich chemikalii a rozdil spociva jen v tom, ¢im je tvofen vlastni gradient —
u DGGE gradient chemicky nebo gradient koncentrace mo¢oviny a formamidu. Elektroforéza
probihd za zvySené teploty (65 °C), teplotni gradient u TGGE, kdy je v gelu jednotna
koncentrace formamidu a mocoviny. Molekuly DNA zpocatku migruji gelem rychle, ale se
zvySujicim se denaturatnim gradientem dochazi k postupné denaturaci molekul DNA,
oddéluji se fetézce DNA a to zpomaluje jejich rychlost prostupu gelem. Dle sekvenace
analyzované DNA je specificky i pribéh této denaturace. Vazby mezi A a T se denaturuji
rychleji nez vazby mezi G a C. Na zavér by doslo k tomu, Ze by se od sebe Upln¢ oddélila
dvousroubovice DNA a vyplavila by se rychle migrujici jednotetézcova DNA z gelu, cemuz
ale zabranuji GC svorky, tedy tseku dlouhého zhruba 40 parG bazi skladajiciho se téméf
vyhradné z G a C, ktery je pfidan k analyzovanému tseku a oba fetézce DNA drzi u sebe
ama za nasledek uplné zastaveni postupu analyzované molekuly v gelu. Pii analyze
mikrobidlni komunity, pomoci 16S rDNA nebo néjakého funkéniho genu, je vysledkem tada
prouzku, tzv. fingerprint, protoze kazdy mikrobidlni druh mé svou specifickou sekvenci
rDNA a tomu odpovida specifickd poloha prouzku na gelu. Teoreticky vznikne jeden prouzek
gelu pro kazdy mikrobidlni druh, respektive kazdy prouzek reprezentuje jeden mikrobialni
druh. Jde opravdu jen o teoreticky predpoklad a ve vétSin¢ ptipadi tomu tak i opravdu je,
nicméné bylo jiz prokdzéno, ze jednomu prouzku se stejnou polohou na gelu mohou dat
vzniknout dva a vice organismil (Muyzer a Smalla, 1998), nebo také jeden organismus miiZe

diky pfitomnosti vice kopii genu dat vzniknout dvéma a vice prouzkiim (Niibel et al., 1996).

V prvni fadé je uspéSnost metody zavisld na vhodném vybéru analyzované DNA
sekvence. Ta musi byt dostate¢n¢ variabilni, aby kazdy druh nebo jind nomenklaturni
jednotka byla reprezentovana jedine¢nou sekvenci, umoznujici rozliSeni na gelu. Jak jiz bylo
feCeno, ani toto nezaruci, Ze je nasledné¢ bude mozné na T/DGGE odlisit. Lze si dobie
predstavit situaci, kdy dva co do sekvence odlisné useky DNA daji pfi denaturaci vzniknout
prostorové shodné sekundarni ¢i terciarni struktufe se shodnou migraci v polyakrylamidovém
gelu a vytvoii tedy princip techniky DGGE (Stephen et al., 1999). Diky DGGE lze
identifikovat 1-2 % mikrobidlni populace, které pfedstavuji dominantni druhy ve zkoumaném
vzorku. Toto ¢islo se celkem blizi odhadu podilu spolecCenstva, ktery je mozné analyzovat
pomoci tradi¢nich kultiva¢nich metod. Bohuzel je tu ale velky rozdil v tom, Ze u kultivacnich
metod se jedna o cca 1 % mikroorganismi, které jsou schopné ristu na kultivaénim médiu

bez ohledu na jejich tlohu a procentudlni zastoupeni v dané komunité. Namisto toho
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uT/DGGE jde o 1-2 % nejpocetnéjSich mikroorganismli, u kterych se da diky jejich
pocetnosti predpokladat, Ze plni kli€¢ové role ve spolecenstvu. Je tedy jasné, Ze jak se snizuje
diverzita spolecenstva, podil jejich ¢lenti detekovanych T/DGGE stoupd. Existuji ovSem
i postupy, jak pomoci T/DGGE lze detekovat i minoritni populace. V principu je lze rozdélit
do dvou skupin: bud’ 1ze aplikovat urcitou selekci jesté pred vlastnim PCR, nebo samo PCR

muze byt selektivni (Feris et al., 2004).

Jesteé pred vlastnim odbérem vzorki mize byt provedena selekce pfed PCR nebo az po
izolovani DNA. Ptikladem prvniho pfistupu je pouziti techniky ,,burried litter bags®, tedy
cesky zakopanych sackll se substratem (Krsek a Wellington, 2001; Budak et al., 2006).
V tomto piipad€ je vybrany substrat (vétSinou uzavieny v nylonovém sacku nebo v sacku ze
sitoviny, ktera pfipominad ¢ajové sacky) aplikovan do pfirozeného prostiedi a nésledné je
vyjmut po urc¢ité dob¢ kultivace. Mikroflora, kterd kolonizuje tento substrat, je podrobena
analyze. Takto je mozné detekovat i minoritni populace, které by pfi analyze vzorku, jenz je
odebirany z ptirozeného prostredi, kvili nizkému zastoupeni v mikrobialnim spolecenstvu,
mohly byt pod limitem identifikace zvolené¢ metody. Je ovSem tfeba vést v patrnosti, ze jde
o druh obohacovaci kultury a podobného efektu je mozné dosdhnout jen prostym obohacenim
prostiedi vybranym substratem, kterd mohou vyrazné zménit ptivodni zastoupeni jednotlivych

mikrobialnich populaci ve vzorku (Budak et al., 2006).

Selekce na rovni izolované DNA je druhou moznosti. I tady je mnoho eventualit, zde
budou popsany alespon dvé z nich. Jde o frakcionaci DNA v obou ptipadech. Prvni moznosti
je pomoci barviva bis-benzimidazole rozdélit DNA na zakladé obsahu G+C. Takto zvySuje
hustotu DNA a ptfednostné se vaZe k sekvenci AT. Pfi vlastni DGGE vyuZitim takto rozdélené
DNA lze dosdhnout vétsi citlivosti. Tento princip je mozné vyuzit k monitorovani zmén ve
slozeni ptidni mikrobidlni komunity v zavislosti na zménach obsahu uhliku a vody v prostiedi
a o desetileti pozdéji v kombinaci s DGGE ke studiu minoritnich mikrobidlnich populaci
mikroflory zazivaciho traktu kufat. Byla vyuzita i specifickd vazba barviva bis-benzimidazole
pro jednoduché rozliseni rozdilnych sekvenci druhti Desulfovibrio pii elektroforéze

v agardézovém gelu s pfidavkem barviva (Wawer a Muyzer, 1995).

Jak jiz bylo zminéno vySe, dal$i moznosti je znaceni cilovych molekul DNA tézkymi
stabilnimi izotopy prvki (Radajewski et al., 2000). Na zéklad¢ vyuziti znaCeného substratu

cilovou skupinou mikroorganismti probiha selekce. Po zabudovéni téZkych izotopti prvkil
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bude jejich DNA téz§i a bude moznost ji oddélit od ostatni DNA v gradientu chloridu
cesného. Takto ziskany DGGE fingerprint za pouziti ziskané DNA bude potom reprezentovat
jen mikroorganismy, které¢ vyuzivaji dany substrat. Tato metoda mé vSak nckterd tskali. Za
prvé neni uplné jednoduché ziskat urcity substrat znaceny tézkym prvkem, a v pfipad¢, ze je
takovy substrat k dispozici, byva Casto velmi drahy. Dal§im uskalim metody je moznost
crossfeedingu, tedy posunuti znaceného prvku v potravnim fetézci, coz mize byt na druhé
strané n¢kdy také vyuzito pro studium pravé zminéného potravniho fetézce. Aby se dosahlo
dostate¢ného znaceni DNA, je tfeba podat znacné mnozstvi znacené¢ho substratu a nasledné
pak dodrzet urcitou dobu inkubace, aby byl zminény prvek schopen se zabudovat do DNA.
Béhem této doby ale mtize uz bohuzel dochazet k rozkladu znaené populace ¢i exkreci Casti
znacené¢ho prvku ve formé rlznych metaboliti a piijeti znaceného substratu jinymi
mikroorganismy, které jsou pfitomny ve sledované komunité. MuZe nastat i problém
s pfijmem zvySeného mnozstvi tézkych izotopt prvki organismy. Kvili vysoké naro¢nosti
a technickym problémim byla aplikace této techniky v minulosti zna¢né omezena, predevsim
se soustfed’ovala na specializované komunity, kde moznost crossfeedingu je znacné nizka,

avSak postupné se zacala tato technika vyuzivat i u jinych komunit (Radajewski et al., 2000).

Na specificité¢ PCR samotné je zaloZzeny druhy zplsob detekce minoritnich populaci.
Selektivni primery specifické pro zkoumanou skupinu mikrobti hraji didlezitou roli pro
uspesnost tohoto piistupu. V tomto ptipade je dilezité, zda pravé selektivni primery existuji,
nebo zda je mozné je vytvofit. V pfipadé, Ze primery existuji, nebo je mozné je vytvofit, tak
nasledné¢ je mozné je pfimo aplikovat a ziskat tak fingerprint zkoumané skupiny mikrobi,
popripade je také moznost pouzit hnizdovou PCR (nested PCR), kdy béhem prvniho kola je
vyuzita dvojice univerzalnich primeri a nasledné¢ pak v druhém kole PCR, kde jako
templatova DNA slouZi PCR produkt prvni reakce, jsou aplikovany specifické primery, které
musi lezet uvnitt prvniho PCR produktu. Pfi prvnim kole PCR dochdzi k namnoZeni cilovych
sekvenaci DNA, vcetn¢ sekvenaci, které jsou v minoritnich populacich. Pfi druhém kole

dochazi pak k samotné detekci minoritnich populaci (Heuer et al., 1997; Budak et al., 2006).

I presto, ze T/DGGE ma mnoho jiz vySe zminénych nedostatkii a limitt, tak dosla tato

-----

stanoveni diverzity nejriznéjSich mikrobialnich spolecenstev, ke sledovani zmén v jejich
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slozeni v Case 1 v prostoru. Jde o metodu spolehlivou, reprodukovatelnou, rychlou a relativné

levnou (Campbell et al., 2001; Bodelier et al., 2005; Budak et al., 2006).

2.7.3.3 Sekvenace

Sekvenace (nebo také sekvenovani) DNA slouzi ke stanoveni potadi nukleotida
v molekule DNA (primarni struktury). Je zaloZena na piipravé separace a detekce fragmentl
DNA a jejich velikost se 1isi o 1 nukleotid. Jednd se o enzymovou metodu, jez vyuziva
modifikovanou PCR ksyntéze kopii DNA, do kterych jsou zacleiovany kromé
deoxyribonukleosidtrifosfati (dANTP) i dideoxynukleosidtrifostaty (ddNTP), které nemaji
hydroxylovou skupinu na 3’-konci, na niz by se mohl navézat dalSi nukleotid v nové
vzniklém fetézci, a pravé tyto ddNTP slouzi jako terminatory syntézy (Radajewski et al.,

2000).

Pii sekvenovani DNA ma polymerdzova fetézova reakce dalSi specifika. Pomoci
asymetrického PCR probiha amplifikace produktu, kdy na rozdil od klasické PCR vyuziva
pouze jeden primer. To znamend, Ze amplifikace PCR produktu probihd pouze na jednom
fetézci DNA, na n&jz se primer specificky navaze a nasledné¢ pak kopie molekul DNA

nepiibyvaji exponencialni fadou (Kirk, 2004).

Variantou enzymatického sekvenovani DNA je automatické sekvenovani DNA.
V jedné PCR reakci probiha i syntéza DNA a produkty, které vzniknou, coz jsou rizné dlouhé
useky jednotetézcové DNA, jsou timto oznaCeny jinou fluorescenéni znackou. Geneticky
analyzator — ,,sekvenator” se pouziva k naslednému stanoveni sekvence DNA vzniklych PCR
produktii. Behem kapildrni elektroforézy v tenké kapilaie naplnéné gelem pomoci laserového

detektoru napojeného na pocita¢ probiha detekce produktt (Altwegg, 1995).

Sekvenovani naslo fadu uplatnéni ve véde€, mediciné a dalSich oblastech. Mohou se
sekvenovat celé genomy, ale i jen nékteré Casti, které maji pravé pro dany obor vyznam.
Naptiklad ve fylogenetice je moznost pomoci sekvenovani DNA studovat fylogenezi
organismil, kde se nejvice sekvenuje DNA, kodujici ribozomdlni RNA. Nebo napiiklad
antropologie vyuziva srovnani DNA ke zjisStovani a sledovani migrace lidskych ras. Tato
metoda mé rovnéz vyuziti ve foréznich védach a v kriminalistice, kde se testuje paternita nebo

také umozinuje stanoveni viny ¢i neviny v piipad¢é podezieni z trestné Cinnosti. Pro tvorbu
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geneticky modifikovanych plodin se tato metoda vyuziva v zemédélstvi. V oboru I€katstvi
tato metoda sekvenovani DNA nabizi a slibuje revoluci v diagnostice chorob a ¢asnému
zjisténi nachylnosti jedince k urcitym nemocem a v neposledni fadé také moznost vyuziti

v genove terapil (Wawer a Muyzer, 1995).

Jako NGS (next-generation sequencing) je oznacovano sekvenovani pfisti generace
ajedna se o dalsi stupen vyvoje sekvenacnich metod. Na paralelizaci procesu sekvenovani
a produkci tisicti az miliond sekvenci soucasné jsou zalozeny tyto nejnovéjsi metody. Je tim
umoznéno velmi rychlé a relativné levné sekvenovani ve velkych objemech. Rychle klesajici
cena a velmi se zvySujici dostupnost této metody umoziuje se prosadit pii studiu celych
genomdi ¢i jejich ¢asti, ale soucasné také v rutinni DNA diagnostice v humanni mediciné,

v cytogenetice aj. (Radajewski et al., 2000).

2.7.4 Detekce bakterii pomoci biochemickych metod

Jednim ze zakladnich biochemickych pfistupt k identifikaci mikroorganismi a z toho
se odvijejiciho studia biodiverzity je zjisStovani pritomnosti riznych metabolickych drah nebo
vybranych enzymil u testovanych mikroorganismi, ptipadné celych mikrobialnich komunit.
Mikroorganismy jsou v tomto piipad€ kultivovany za ptfitomnosti rtiznych zdroji uhliku
(sacharidy, bilkoviny ¢i dalsi latky). V pfipadé€, Ze je predlozena latka metabolizovana, jeji
degradace je spojena s barevnou zménou piitomného indikatoru. Tyto testy byly vétSinou
ptivodné vyvinuty pro urcovani Iékaisky vyznamnych bakterii. Jejich jednodussi variantou je
napiiklad ENTEROtest 16 nebo 24 (Pliva Lachema) ureny pro rutinni identifikaci

vyznamnych druht stievnich bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae (Wawer a Muyzer, 1995).

Komplexni systém pro identifikaci mikroorganismi predstavuje systém BIOLOG na
mikrotitracnich destickach. Podle firemnich tdaji je schopny identifikovat vice nez 2 500
druhii aerobnich a anaerobnich bakterii, kvasinek a hub. Na mikrotitra¢nich destickach jsou
v 95 jamkach testovany rizné zdroje uhliku, dusiku, fosforu a siry, ptfipadné i1 schopnosti
vyuzivat i komplikovanéjsi peptidové zdroje dusiku, dale vhodnost riznych osmotickych
podminek i vlivy pH a identifikace je zaloZena na vyméné elektroni uvolnénych bé¢hem
respirace, coz vede ke zméné barvy pfitomného tetrazolia. Pivodné Slo o identifikaci

kultivovatelnych bakterii, protoze testovanou bakterii je nutné nejprve nakultivovat a poté
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inokulovat do vSech 96 jamek desticky. Nicmén¢ jiz pocatkem 90. let se objevila snaha
o vyuziti této techniky pro ziskani informaci o sloZeni celych mikrobidlnich spolecenstev, kdy
byly desticky misto ¢istou kulturou jednoho mikroorganismu inokulovany mikrobidlni frakci
izolovanou z environmentalniho vzorku (Garland a Mills, 1991). Dnes je vedle desticek pro
Gram-pozitivni bakterie, Gram-negativni bakterie, houby a kvasinky mozné vyuzit i EcoPlate,
uréené specidlné pro analyzu mikrobidlnich komunit. V tomto ptipadé¢ misto 95 rtznych
substratii obsahuje desticka pouze 31 substrati ve tfech opakovanich, coz umoZziuje
1 statistickou analyzu vysledkt. Vysledkem je pak fyziologicky nebo metabolicky fingerprint-
profil daného mikrobidlniho spolecenstva (Kirk, 2004).

Podobny systému BIOLOG je API systém nabizejici fadu API prouzkd s rliznymi
zdroji uhliku, které mohou byt pouzity k méteni funkéni diverzity mikrobti i mikrobidlnich

spole€enstev (Torsvik et al., 1990).

Vyuzitim techniky BIOLOG a podobnych systémi je generovano velké mnozstvi dat
o fyziologickych schopnostech daného spolecenstva s relativné jednoduchym technickym
zazemim. Pomoci téchto vysledkii mizeme odlisit rizna mikrobidlni spolecenstva, ptipadné
muzeme sledovat vyvoj uvniti jednoho spolecenstva. Nicméné 1 tento systém ma sva
omezeni. Ziskané udaje charakterizuji pouze tu ¢ast mikrobialni komunity, ktera je schopna
za danych podminek rist. Zaroven vsak lze spekulovat o tom, Ze pomoci tohoto systému lze
do jist¢ miry ziskat udaje i o nekultivovatelnych organismech. Preferuje rychle rostouci
mikroorganismy, je citlivy k hustot¢ pouzitého inokula a odrazi spi§ potencidlni nez

skutecnou metabolickou aktivitu dané¢ho spolecenstva (Kirk, 2004).

2.8 Symbiotické mikroorganismy mechovci (Bryozoans)

Mechovky jsou zdrojem biologicky aktivnich latek. Rada tchto latek neni
produkovédna samostatnymi mechovkami, ale jsou syntetizovany symbiotickymi
mikroorganismy. Do soucasné¢ doby nebyly popsany symbiotické mikroorganismy
v Pectinatella magnifica, ale existuje fada studii, které se zabyvaji vyzkumem symbiotickych

mikroorganismll u motskych mechovek.
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Bakterie v koloniich mechovek lze studovat riznymi metodami, jako jsou napiiklad
pfimd mikroskopie nebo stanoveni pomoci kultivacnich a molekularné-biologickych metod,

které jsou jiz popsany vyse.

Jak jiz bylo zminéno, k dneSnimu dni existuje jen velmi maly pocet studii, které se
zabyvaji zkoumdnim mikroorganismii v mechovkach. Jednu studii vypracovali Heindl et al.
(2009). Autoii se zaméfili na stanoveni symbiotickych bakterii motskych mechovek

a stanoveni jejich antimikrobialni aktivity.

Bylo odebrano celkem 21 vzorkl blize nespecifikovanych motskych mechovek ze
14 riznych lokalit. Tyto vzorky zmofskych mechovek byly odebrany z Baltského
a Stredozemniho mote. Nasledné bylo izolovano 340 bakterii a ztoho 101 bakterii
vykazovalo antimikrobidlni aktivitu. Ze Stfedozemniho mote byly izolovany napftiklad kmeny
rodu Sphingomonas a Alteromonas, na rozdil od kment Shewanella, Marinomonas a Vibrio,
které pochazeji zizolati a vzorkli odebranych z Baltského mote. Nicméné napiiklad rod

Pseudoalteromonas byl nalezen v izolatech ze vzorkti odebranych z obou lokalit.

Na odbér vzorkli motskych mechovek byly zvoleny tifi mista na pobiezi
Stfedozemniho mote a tfi mista v Baltském mofi. Vzorky byly odebrany potapéci do
sterilnich, uzaviratelnych plastovych lahvi a byly ulozeny v moiské vodé na odebraném
stanovisSti do t¢ doby, nez byly dale transportovany. Nasledn¢ byly vzorky z motskych
mechovek natezany pomoci sterilni holici ziletky a potom byly promyty sterilni motskou
vodou. Kazdy odebrany vzorek byl vyfotografovan pro pozdéjsi taxonomické zatazeni.
Celkem bylo odebrano 10 vzorkl z Baltského mote z 5 riznych druhti mechovek a 11 vzorka
ze Stfedozemniho mote z 9 rtiznych druhti mechovek. Vzorky mechovek byly zafixovany
a podrobeny vySetieni. Pomoci elektronového mikroskopu byly sledovany symbiotické

mikroorganismy.

Pro mikrobiologické analyzy byly vzorky mechovek rozdrceny pomoci sterilni palicky
a nafedény ve sterilizované moiské vodé (10'-107%). Nafedéné vzorky byly asepticky
natirdny na kultivaéni médium. Pro kultivaci bakterii bylo pouzito TSB3S25 médium
(obsahujici 0,3 % so6jového tryptonu — Difco, 2,5 % NaCl a 1,5 % agaru). Komponenty byly
rozpu$tény v pfirodni moiské vod¢ odebrané z Baltského a Sttedozemniho mote. Misky byly

kultivovany pfi 25 °C 1 tyden. Po kultivaci byly kolonie izolovany, identifikovany a byla
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sledovana jejich antimikrobialni aktivita proti Staphylococcus lentus, Bacillus subtilis

a Escherichia coli, coz je shrnuto v tabulce ¢islo 1 (Heindl et al., 2009).

Tabulka 1: Souhrn izolovanych bakterii a jejich antimikrobidlni aktivita (Heindl et al., 2009)

Antimikrobialni aktivita proti

Ptislusny rod bakterie Staphylococcus lentus Bacillus subtilis Escherichia coli

Cellulomonas + _ _

Tenacibaculum — + -

Pseudovibrio + + +

Sphingomonas + — —

Alteromonas -

Marinomonas

Pseudoalteromonas

Arctic sea water bacterium -

Alteromonadaceae

Shewanella
Vibrio -

+ |+ |+ [+ |+
|

Nejcastéji se vyskytujici rody bakterii stanovené v motskych mechovkéach jsou

popsany v nasledujicich kapitolach.

2.8.1 Pseudoalteromonas

Pseudoalteromonas je rod motskych bakterii. V roce 1995 Gauthier et al. navrhli
Pseudoalteromonas jako novy rod, ktery byl vy¢lenén z rodu Alteromonas. Oddélen byl na
zakladé vysledkii rRNA-DNA hybridiza¢nich studii. Jednad se o gramnegativni, heterotrofni
aerobni bakterie. Buniky maji tvar mirné zaktivenych ty€inek a vyskytuji se jednotlivé nebo
v parech. Dosahuji §itky 0,3—0,9 um. Netvoti mikrocyty ani endospory. Buiiky jsou schopny
rustu pii teploté 4-30 °C. Pozorované kolonie rodu Pseudoalteromonas maji bézovou barvu,

jsou hladké s rovnymi okraji a rostou do priméru 1-2 mm. Pseudoalteromonas se nachazeji
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ve vS8ech oceanech svéta pievazné pii teploté 20 °C. Poprvé byl rod Pseudoalteromonas
izolovan z motskych fas a je prokdzano, Ze je producentem celé¢ fady biologicky aktivnich

latek (Bozal et al., 1997).

2.8.2 Alteromonas

Alteromonas je rod proteobakterii, které se nachazeji v moiské vod¢ jak na otevieném
oceanu, tak 1 na pobfrezi. Jedna se o gramnegativni, aerobni a heterotrofni bakterie s jednim
polarné umisténym bic¢ikem. Buiiky maji tvar zakfivenych tyc€inek. Nejmasivnéjsi vyskyt byl
zaznamenan u polynéskych ostrovi. Diive rod Alteromonas zahrnoval 4 druhy. Ale nyni na
zaklad¢ rRNA-DNA hybridizac¢nich experimentalnich studii bylo pfifazeno do rodu
Alteromonas celkem 14 druhi (Gauthier et al., 1995).

2.8.3 Shewanella

Shewanella je rod moiskych bakterii, které patii k jedném z nejbézné&jsich bakterii na
Zemi. Shewanella je fakultativni, gramnegativni, anaerobni bakterie s polarné¢ umisténym
bicikem. Buiikky maji tyCinkovity tvar a jsou 2-3 um dlouhé a 0,5-0,6 pm Siroké. Vytvareji
kolonie, které¢ maji kruhovy tvar, jsou hladké a konvexni. Maji bézovou az nartizovélou
barvu, coz zavisi na stafi samotné kolonie. Jejich rist neni zavisly na iontech sodiku. Rust
bunck byl zaznamenan pfii rtiznych teplotach, ale nejoptimalnéjsi teplota pro rist je kolem
30 °C. Bunky jsou schopny pireménit dusi¢nan na dusitan a dusitan na oxid dusny. Pfirast
bunék je nejmasivnéjsi pti optimalni koncentraci NaCl a pfirtist mtize Cinit az 3 % za tyden.
Shewanella oneidentalis patii k jednomu z nejznaméjSich druhti z rodu Shewanella. Své
jméno ziskala podle jezera Oneida v USA, kde byla prvné izolovana. Shewanella oneidentalis
se prevazné nachazi ve velkych hloubkach. Tento druh je zvlast’ zajimavy v oblasti vyzkumu

kvili své schopnosti a potencidlu biosanace tézkych kovt (Gorby et al., 2006).

2.8.4 Vibrio

Vibrio je rod gramnegativnich, fakultativné anaerobnich bakterii. Bunky maji tvar
piimych nebo mirné zakiivenych ty¢inek. Pohybuji se pomoci bi¢iki. Ziji saprofyticky ve
sladké i v moiské vod¢, v pidé i v organismu ¢loveéka a zvifat (napf. druhy Vibrio fischeri,
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Vibrio costicola). Rostou na béznych pudach, nékdy i pti vyssim pH (az 10). Nekteré druhy
jsou patogenni, napf. Vibrio cholerae vyvolava choleru. Pienasi se témét vyhradné vodou
v prostfedi se Spatnymi hygienickymi podminkami. Vibrio parahaemolyticus se vyskytuje
v organismu nékterych motskych ryb. Je nejcastéjsi pricinou gastroenteritid v Japonsku, kde

se konzumuji syrové ryby (Blake et al., 1979).

2.8.5 Bacillus

Bacillus je rovna grampozitivni sporulujici ty¢inkovita aerobni nebo fakultativné
anaerobni bakterie o velikosti 1 x 4 um. Buniky tvoii spory, které jsou teplotné rezistentni po
dobu 30 minut. Rod Bacillus je pomérné rozsahly a zna¢né rozsifeny v piirodnim prostredi,
zejména v pude a ve vodé, odkud se zejména spory mohou dostavat i do ovzdusi. Jeho druhy
vytvareji amylolytické, pektinolytické a proteolytické enzymy, které poméhaji rozkladat rizné
organické zbytky rostlin a ZivoCichli. Rod Bacillus se vyuziva hlavné v medicing, kde
produkuje antibiotika. Tvoii bélavé az hnédavé nepravidelné kolonie bunék. Optimalni pH je
5,5-8,5. Rod Bacillus tvoti asi 10 % epifytnich bakterii na rostlinach. Tento rod je také znam
diky své produkci fytoalexinii — latek plisobicich stimula¢né nebo inhibi¢né na rast rostlin.
Nejznaméj$im druhem z rodu Bacillus je Bacillus anthracis. Jedna se o grampozitivni
fakultativné anaerobni bakterii ty¢inkovitého tvaru, kterd je zndma predevsim jako ptivodce

onemocnéni anthrax (Anagnostopoulos a Spizizen, 1961).

2.8.6 Psychrobacter

Psychrobacter je rod heterotrofnich gramnegativnich ty¢inkovitych, aerobnich
a motskych bakterii. Pfedpona Psychro- je odvozena z feckého piidavného jména Psychros,
coz v prekladu znamena zima. Psychrobacter je tedy velmi rezistentni vici zimé
a nepiiznivym teplotnim podminkam. Tento rod je psychrofilni a optimalni teplota pro jeho
rust je 5 °C. Jakmile teplota piekroci 35-37 °C, kolonie jiZ nedokaZou rist. Kolonie rodu jsou
nepruhledné a hladké. Vyskytuje se v ocednech, nejcastéji v Antarktickém, kde byl izolovan
z Siroké Skaly stanovist, hlavné tedy z moiské vody, ale také z klize nebo zaber ryb.
Naptiklad Psychrobacter glacincola byl izolovan z ledu Antarktického oceanu
a Psychrobacter proteolyticus byl nalezen v Zaludku ryb z Antarktického oceanu (Bowman et
al., 1996).
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3. Hypotéza

Jak jiz bylo zminéno vyse, k dneSnimu dni existuje jen velmi maly pocet studii, které
se zabyvaji zkoumanim mikroorganismti ve sladkovodnich mechovkach. Vzhledem k tomu,
ze v motskych mechovkach je znamy Casty vyskyt symbiotickych bakterii, predpokladame, ze
takové bakterie budou piitomny i v koloniich Pectinatella magnifica. Dale piedpokladame, ze

mnozstvi bakterii v koloniich mechovky bude podobné jako v okolni vode¢.

4. Cil prace

Cilem mé diplomové prace je pomoci selektivnich médii stanovit pocty bakterii
v koloniich mechovky Pectinatella magnifica a v okolni vodé¢ a ziskané vysledky statisticky

zhodnotit.
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5. Material a metody

Vzorky zkolonii bochnatky Pectinatella magnifica byly odebrany na ctyfech

lokalitach v jiznich Cechach, a to na lokalitach Cep, Hejtman, Kanclit a Veseli.

Byla vzdy odebrana povrchova hmota zkolonie Pectinatella magnifica, ktera
obsahovala zooidy, a dale pak oddélenim od povrchové hmoty byla ziskana rosolovita hmota
z kolonie Pectinatella magnifica. Soucasné byla vzdy odebirana i okolni voda. Povrchova
vrstva byla od kolonii mechovky asepticky seskrabnuta skalpelem, ¢imz se odkryla rosolovita
hmota kolonie bochnatky, ktera pak byla sterilizovana. Vzorky Pectinatella magnifica, které
byly pouzity k mikrobiotickych testim, byly asepticky vlozeny do nadob s bezkyslikovou
peptonovou vodou, uloZené v lednici a do 5 hodiny od nasbirani byly vzorky analyzovény.
Vzorky odebrané okolni vody byly ulozeny do sterilni nadoby a uskladnény za teploty 4 °C az
do doby, nez byly analyzovany.

5.1 Popis vzorki a lokalit

Béhem letnich mésicii v prubéhu tii let, a to od roku 2012 do roku 2015, byly
odebirany vzorky mechovky Pectinatella magnifica z réiznych lokalit v jiznich Cechach. Byl
proveden mikrobiologicky rozbor a kultivacné¢ stanoveny pocty bakterii. Izolaty byly

charakterizovany a bakterie byly identifikovany. Terminy odbérti jsou popsany v tabulce €. 2.

Tabulka ¢. 2: Terminy odbért vzorkt Pectinatella magnifica v letech 2012-2015

Rok Termin odbéru

10. Cervence

2012 30. Cervence

15. srpna

7. Cervence

2013
21. srpna

9. Cervence

2014 4. srpna

8. zari

8. Cervence

2015 3. srpna

8. zari
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5.2 Stanoveni bakterii

Bakterie byly stanoveny kultivaéné na zakladé materidlu z literarnich zdroji a byla

sestavena kultivaéni média.
Minimalni médium s gluk6zou

Slozeni: 10 mg peptonu
5 mg kvasni¢niho extraktu
1 g glukozy
10 g Na Cl
15 agaru
1 I vody
,» Yeast extract™ agar (Oxoid)

Slozeni: 23 g Yeast extract agar
5 g tryptonu
1 g glukozy
1 I vody
,,Bochnatkové médium*

Byly pouzity stejné komponenty jako v pfedchozim médiu, nebyly vSak rozpustény ve
vodé, ale ve vyluhu z bochnatky. Vyluh z bochnatky byl pfipraven nasledujicim zpisobem:
0,5 kg kolonie bochnatky bylo rozvaieno v 0,5 1 vody a nésledné ptefiltrovano. Byly navrzeny
nasledujici podminky pro kultivaci: 5 dni pii 24 °C aerobné i anaerobné. Teplota 24 °C byla
urena jako optimdlni, protoze pravé pii této teploté je nartGst kolonii mechovek
nejmasivnéjs$i. Vzhledem k tomu, Ze je pozadavek na stanoveni aerobnich i anaerobnich

bakterii, tak bude kultivace probihat jak za ptitomnosti kysliku, tak i za jeho nepfitomnosti.

Vysledky z prvniho roku stanoveni mikroorganismu ukazaly, Ze pro kultivaci a izolaci
co nejrozmanitéjSiho spektra bakterii se nejlépe hodi ,,Yeast extract® agar (Oxoid)
s ptfidavkem tryptonu a glukozy. Na tomto agaru byly kultivovany bakterie ve vSech Ctyiech
sledovanych letech. Kultivace probihala za aerobnich podminek pro stanoveni aerobnich
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bakterii. Dalsi byla anaerobni kultivace, pti které byly stanoveny jak striktné anaerobni, tak
fakultativné anaerobni bakterie. Aby bylo mozné stanovit striktné anaerobni bakterie, bylo do
kultiva¢niho média pfidano antibiotikum neomycin v koncentraci 70 mg/l. Kultivace

probihala pti 24 °C po dobu 4 dnti. Vysledky byly statisticky zhodnoceny.

5.3 Statisticka analyza

Ziskana data byla statisticky zpracovéana. Rozdily skupin aerobnich, fakultativné
anaerobnich a striktné anaerobnich bakterii v jednotlivych typech vzorkil byly porovnany

v programu STATISTICA 12 metodou ANOVA.

Analyza rozptylu (ANOVA) je metoda matematické statistiky. UmozZituje ovéfit, zda
na hodnotu ndhodné veliiny pro urcitého jedince ma statisticky vyznamny vliv hodnota
nékterého znaku, ktery se u jedince da pozorovat. Tento znak musi nabyvat jen kone¢ného
poctu moznych hodnot, a to nejméné dvou, a slouzi k rozdé€leni jedinci do vzajemné
porovnavanych skupin. Kvantitativni hodnota znaku pfitom nemd povahu miry. Je tfeba vzit
v uvahu i konkrétni kvantitativni hodnotu jako miru ur¢itého znaku, pouZzije se misto analyzy

rozptylu linearni model.

Dale byla stanovena korelace mezi po¢tem bakterii v povrchové nebo gelové hmoté
bochnatky a poctem bakterii v okolni vod€é. Pro regresni analyzu byla pouzita metoda

jednoduché linearni regrese.

Linearni regrese je matematicka metoda, kterd se pouziva pro prolozeni souboru bodl
v grafu pfimkou. O bodech, které reprezentuji méfena data, se pifedpoklada, ze jejich x-ové
souradnice jsou piesné. Ypsilonové soufadnice mohou byt zatizeny ndhodnou chybou.
Predpoklada se, ze zavislost y na x lze graficky vyjadfit pfimkou. Pokud méfené body
prolozime ptimkou, tak pfi odecitani z grafu bude mezi ypsilonovou hodnotou métené¢ho
bodu a ypsilonovou hodnotou lezici na piimce odchylka. Podstatou linedrni regrese je

nalezeni takové piimky, aby soucet druhych mocnin téchto odchylek byl co nejmensi.
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6. Vysledky

Pocty bakterii stanovené v obou typech vzorka z Pectinatella magnifica a v okolni

vodé v letech 2012-2015 jsou uvedeny v tabulkach a jsou popsany nize.

V roce 2012 byly stanoveny pocCty bakterii z obou typt vzorkt Pectinatella magnifica
a z okolni vody. V roce 2012 nebyly stanoveny oddélené fakultativné anaerobni bakterie
a striktné anaerobni bakterie. V tabulce ¢islo 3 jsou anaerobni bakterie uvedeny vcetné

fakultativné anaerobnich bakterii.

Tabulka ¢. 3: Pocty bakterii (log KTJ/g) ve vzorcich Pectinatella magnifica a ve vodé

stanovené v roce 2012

Datum odbéru
10. ¢ervence 30. Cervence 15. srpna
Lokalita Tvp vzorku Aerobni Anaerobni Aerobni Anaerobni Aerobni Anaerobni
P bakterie bakterie bakterie bakterie bakterie bakterie
Cep Rosolovitd hmota 2 kolonie 422 3.82 4,90 3,16 479 2,46
Pectinatella magnifica
Povrchov hmota z kolonie 4,98 482 542 2,30 6,21 2,98
Pectinatella magnifica
Voda 3,76 1,86 2,19 1,40 4,60 2,40
Hejtman Rosolovitd hmota z kolonie 4,82 329 4,80 3,76 3,86 1,30
Pectinatella magnifica
Povrehovd hmota 2 kolonie 6.50 3,70 5,50 3,84 6,61 3,56
Pectinatella magnifica
Voda 3,56 1,96 3,80 1,90 4,60 1,26
Kanclit Rosolovitd hmota z kolonie 6,49 5,85 495 430 637 6,85
Pectinatella magnifica
Povrehova hmota 2 kolonie 6,53 6,52 6,71 527 637 482
Pectinatella magnifica
Voda 3,26 1,74 4,96 2,80 4,60 2,10
Veseli Rosolovitd hmota z kolonie 591 3,26 5,32 3.87 5,10 3,78
Pectinatella magnifica
Povrehovd hmota 2 kolonie 6.60 415 4,96 3.81 5,18 3,67
Pectinatella magnifica
Voda 5,12 2,90 3,27 1,64 3,30 2,60
Rosolovita hmota z kolonie
Primér + smérodatné odchylka |Pectinatella magnifica 5,36 + 0,89 4,06 + 1,06 4,99 + 0,20 3,77+ 0,41 5,00+ 0,90 (3,60 +2,07
Povrchova hmota z kolonie
Pectinatella magnifica 6,02 + 0,63 4,80 + 1,07 5,54 +0,70 381+1,05 [6,09+0,55 [3,76+0,67
Voda
3,93+0,71 2,12+ 0,46 356+1 1,94 + 0,53 4,28 + 0,56 1,84 + 0,54

Pocty aerobnich bakterii v rosolovité hmot€ bochnatek stanovené souhrnné na vsech
lokalitach béhem roku 2012 se pohybovaly od 4,22 log KTJ/g (10. ¢ervence, Cep) do 6,37 log

KTJ/g (15. srpna, Kanclif). Primérné nejvyssi pocty byly zaznamenany pti prvnim odbéru,

tedy 10. &ervence, nejnizsi pak 30. Gervence. Cetnost anaerobnich bakterii v rosolovité hmoté
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byla nizsi, jejich pocty se pohybovaly od 1,30 log KTJ/g do 4,30 log KTJ/g. Nejvice anaerobu

bylo primérné detekovéno pii prvnim odbéru, nejméné pak pii poslednim odbéru v srpnu.

V povrchové hmoté bochnatek byly pocty aerobnich bakterii béhem roku 2012
sledovany a pohybovaly se od 4,96 log KTJ/g (30. cervenec, Veseli) do 6,61 log KTl/g
(15. srpna, Hejtman). Celkove primérné nejvyssi pocty aerobnich bakterii byly zaznamendny
odbéru, a to 30. ¢ervence. Anaerobni bakterie se v povrchové hmoté¢ bohnatek vyskytovaly
méné. Jejich pocet se pohybuje v rozmezi od 2,30 log KTJ/g do 6,52 log KTJ/g. V povrchové
hmoté bochnatek se priimérné nejvice anaerobnich bakterii vyskytovalo pii poslednim odbéru

(15. srpna) a nejvice pii druhém odbéru (30. Cervence).

Béhem roku 2012 se také stanovovaly pocty aerobnich bakterii obsazenych v okolni
vodé. Nejvyssi pocet aerobii ve vodé byl zaznamenan 10. Cervence na lokalit¢ Veseli, a to
30. Gervence také na lokalité Veseli a hodnota byla 3,27 log KTJ/g. Cetnost vyskytu
anaerobnich bakterii v okolni vod¢ se pohybovala v rozmezi od 1,26 log KTJ/g (15. srpna,
Hejtman) do 2,90 log KTJ/g (10. Cervence, Veseli). Primérné nejméné anaerobnich bakterii
bylo pfi poslednim odbéru, a to 15. srpna, naopak prumérné nejvice anaerobil bylo pifi prvnim

odbéru 10. Cervence.

V dal§im roce 2013 byly stanoveny pocty bakterii ze vzorkli rosolovit¢é hmoty
Pectinatella magnifica, povrchové hmoty Pectinatella magnifica a z okolni vody. V roce
2013 se jiz stanovovaly oddélené fakultativni anaerobni bakterie a stritné anaerobni bakterie.

V tabulce Cislo 4 jsou uvedeny pocty stanovenych bakterii.
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Tabulka ¢. 4: PoCty bakterii (log KTJ/g) ve vzorcich Pectinatella magnifica a ve vodé

stanovené v roce 2013

Datum odbéru
7.Cervence 21. srpna
Lokalita Typ vzorku Aecrobni | Fakultativné anaerobni | Anaerobni [ Aerobni | Fakultativné anacrobni | Anaerobni
P bakterie bakterie bakterie bakterie bakterie bakterie
Ce Rosolovita hmota z kolonie
P Pectinatella magnifica 6,65 6,50 3,82
Povrshové hmota z'k.olome NEBYLY NALEZENY
Pectinatella magnifica 8,33 8,51 4,82
Voda 3,76| NESTANOVENO 2,86
Heitman Rosolovita hmota z kolonie
) Pectinatella magnifica 4,79 3,42 3,29 5,78 7,93 3,76
Povrchova hmota z kolonie
Pectinatella magnifica 7,35 7,31 3,70 8,31 7,90 3,84
Voda
3,68 NESTANOVENO 2,70 3,56 NESTANOVENO 2,96
. Rosolovita hmota z kolonie
Kanclif . .
Pectinatella magnifica 4,88 6,01 5,85 5,63 5,66 3,43
Povrchova hmota z kolonie
Pectinatella magnifica 5,29 7,19 7,09 8,06 7,70 4,47
Voda 3,08) NESTANOVENO 2,78 3,26 NESTANOVENO 2,74
Veseli Rosolovita hmota z kolonie
Pectinatella magnifica 4,56 5,38 3,26 5,63 3,73 3,87
Povrchova hmota z kolonie
Pectinatella magnifica 6,49 6,58 4,15 6,67 6,37 5,36
Voda 3,90/ NESTANOVENO 2,12 3,86 NESTANOVENO 2,36
Rosolovita hmota z kolonie
Primér + smérodatna odchylka |Pectinatella magnifica 4,74 +0,13 4,94+ 1,10 4,13 +1,21(5,92+ 0,42 5,96+ 1,52 3,72+0,17
Povrchova hmota z kolonie
Pectinatella magnifica 6,38 + 0,84 7,03+0,32 4,98 +1,50(7,84 + 0,69 7,62+0,78 4,62+ 0,55
Voda
3,55+0,35 2,53+0,29]3,61 £+0,23 2,73 +0,23

Pfi prvnim odbéru 7. cervence bylo zaznamenano nejvice aerobnich bakterii
v povrchové hmoté Pectinatella magnifica na lokalit¢ Hejtman, a to 7,35 log KTJ/g, nejméné
také na lokalit¢ Hejtman, ale v okolni vodé, a to 3,68 KTJ/g. U fakultativné anaerobnich
bakterii byly zaznamenany nejnizs§i pocty v rosolovité hmoté kolonie Pectinatella magnifica
na lokalit¢ Hejtman pfi prvnim odbéru 7. Cervence, a to 3,42 log KTJ/g. Striktn¢ anaerobni
bakterie byly nejvice zastoupeny v povrchové hmoté¢ na lokalit¢ Kanclif, nejméné byly

detekovany ve vod¢ na lokalité¢ Veseli. U odbéru 7. ¢ervence na lokalité¢ Cep bohuzel nebyly

detekovany zadné aerobni, fakultativn¢ anaerobni ani striktn€ anaerobni bakterie.

Pfi druhém odbéru 21. srpna bylo nejvice aerobnich bakterii zaznamenano na lokalité
Cep v povrchové hmoté Pectinatella magnifica, nejméné pak v okolni vodé na lokalité
Kanclit. Fakultativné anaerobni bakterie byly nalezeny nejméné v rosolovit¢ hmoté na
lokalit¢ Veseli, a to 3,73 log KTJ/g, a naopak nejvice jich bylo detekovano v povrchové
hmoté¢ na lokalit¢ Cep, a to 8,51 log KTJ/g. Striktné anaerobni bakterie byly nejvice
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zastoupeny v povrchové hmoté Pectinatella magnifica na lokalité Veseli a nejmén¢ jich bylo

nalezeno v okolni vodé také na lokalité Veseli.

V roce 2014 byly stanoveny pocty bakterii z obou typt vzorkt Pectinatella magnifica
a z okolni vody. V roce 2014 prob¢hly 3 odbéry: 9. Cervence, 4. srpna a 8. zafi, a stanovovaly
se jak aerobni, fakultativné anaerobni, tak i striktné anaerobni bakterie. V tabulce ¢islo 5 jsou

hodnoty zaznamendny pro vSechny typy bakterii.

Tabulka ¢. 5: Pocty bakterii (log KTJ/g) ve vzorcich Pectinatella magnifica a ve vod¢

stanovené v roce 2014

Datum odbéru
9.8ervence 4.srpna 8.zt
5 Aerobni Fakultallvn’e Anaerobni | Aerobni Fakullallvn’e Anaerobni | Aerobni Fakullanvr}e Anaerobni
Lokalita Typ vzorku bakterie anaeml?m bakterie bakterie anaerol?m bakterie bakterie anaerol?m bakterie
bakterie bakterie bakterie
Cep Rosolovita hmota z kolonie
Pectinatella magnifica 3,64 321 4,40 5,73 4,50 5,26 5,36 5,56 3,45
Povrchova hmota z kolonie
Pectinatella magnifica 1,60 1,60 3,52 5,72 5,78 4,10 6,54 6,54 2,90
Voda 2,28 2,89 1,33 3,30 1,76 1,38 1,99 1,75 0,60
. Rosolovitad hmota z kolonie
Hejtman . .
Pectinatella magnifica 4,26 4,11 6,65 5,84 5,81 3,92 5,37 5,28 3,33
Povrchova hmota z kolonie
Pectinatella magnifica 7,81 7,70 331 8,41 8,53 5,64 7,81 7,51 4,15
Voda 2,48 3,55 1,75 2,92 2,58 1,25 2,37 2,18 1,40
Kanclif Rosolovita hmota z kolonie
Pectinatella magnifica 5,36 5,30 6,48 6,36 6,21 4,50 5,20 5,13 3,53
Povrchova hmota z kolonie
Pectinatella magnifica 7,61 7,64 6,48 8,96 8,90 6,43 7,95 7,91 4,48
Voda
2,82 3,54 1,79 3,19 3,13 1,80 2,70 2,57 1,48
Veseli Rosolovitad hmota z kolonie
Pectinatella magnifica 5,43 4,58 3,59 6,10 4,50 2,27 3,84 3,72 2,41
Povrchova hmota z kolonie
Pectinatella magnifica 6,52 6,51 2,82 9,51 9,20 5,40 8,89 8,56 6,00
Voda
2,80 3,40 1,10 2,80 2,60 1,20 1,90 1,20 0,80
Rosolovita hmota z kolonie
Primér + smérodatna odchylka |Pectinatella magnifica 4,67 +0,76]4,30 £ 0,76(5,28 = 0,32(6,00 = 0,24 5,14 + 0,89 (3,99 + 1,10(4,94 £ 0,64 4,92 £ 0,71|3,18 = 0,45
Povrchova hmota z kolonie
Pectinatella magnifica 7,21 +0,52|7,16 + 0,52 (4,03 + 1,44 (8,15 + 1,46|8,10 + 1,36 (5,37 + 0,87|7,80 + 0,84|7,63 + 0,73 [4,38 £ 1,10
Voda
2,60 +0,23]3,35+ 0,27 (1,49 £ 0,29 3,05 + 0,04 /2,52 + 0,49 1,14 + 0,24 |2,24 + 0,32 1,93 + 0,51 | 1,01 + 0,34

Pocty aerobnich bakterii v rosolovité hmoté bochnatek stanovené souhrnné na vSech
lokalitach béhem roku 2014 se pohybovaly od 3,64 log KTJ/g (9. Cervence, Cep) do 6,36 log
KTJ/g (4. srpna, Kanclif). Primérné nejvyssi pocty byly zaznamendny pifi druhém odbéru
4. srpna, nejnizsi pak pii prvnim odbéru 9. Cervence. Vyskyt fakultativné anaerobnich bakterii
v rosolovité hmot¢ byl o néco nizsi. Jejich pocty se pohybovaly od 3,21 log KTJ/g do 6,21 log
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KTJ/g. Cetnost striktné anaerobnich bakterii v rosolovité hmoté byla nejvy3si pii prvnim
odbéru na lokalit¢ Kanclif, a to 6,48 log KTJ/g. Nejniz$i ¢etnost striktn€ anaerobnich bakterii

v rosolovité hmoté byla detekovana pii druhém odbéru na lokalité Veseli, a to 2,27 log KTJ/g.

V povrchové hmoté bochnatek se stanovovala Cetnost aerobnich bakterii, kterd se
béhem roku 2014 pohybovala od 1,60 log KTJ/g ptfi prvnim odbéru (9. ¢ervence) na lokalité
Cep do 9,51 log KTJ/g pti druhém odbéru (4. srpna) na lokalité¢ Veseli. Primérné nejnizsi
pocty aerobnich bakterii v povrchové hmoté byly zaznamenany pii prvnim odbéru
(9. Cervence) a nejvyssi pocty byly zaznamendny pii druhém odbéru (4. srpna). Fakultativné
anaerobni bakterie se v povrchové hmot¢ vyskytovaly o néco méné. Nejvice jich bylo zjisténo
pii druhém odbéru 4. srpna na lokalit¢ Veseli, a to 9,20 log KTJ/g. Nejmensi vyskyt byl
naméten pii prvnim odbéru 9. Cervence na lokalité Cep, a to 1,60 log KTJ/g, coz byl stejny
pocet jako aerobnich bakterii v povrchové hmoté. Striktné anaerobni bakterie v povrchové
hmot¢ se nejvice vyskytovaly na lokalit¢ Kanclif pfi prvnim odbéru, a to 6,48 log KTJ/g.

Nejméne¢ se pak vyskytovaly na lokalité Veseli také pti prvnim odbéru dne 9. Cervence.

Vyskyt aerobnich bakterii v okolni vod¢é se pohyboval od 1,90 log KTJ/g pfi
poslednim odbéru (8. zari, Veseli) do 3,30 log KTJ/g ptfi druhém odbéru (4. srpna, Cep).
Primérné€ nejvice se aerobll v okolni vodé vyskytovalo pii druhém odbéru. Nejvyssi Cetnost
fakultativnich bakterii v okolni vod¢ byla detekovana na lokalité¢ Hejtman pii prvnim odbéru
(9. Cervence). Nejnizsi Cetnost fakultativnich bakterii v okolni vod¢ byla detekovana také na
lokalit¢ Hejtman, ale pii poslednim odbéru (8. zafi). Primérné nejvice fakultativné
anaerobnich bakterii ve vod¢ bylo nalezeno pii prvnim odbéru, a to 3,35 log KTJ/g. Striktné
anaerobni bakterie se v okolni vodé nejvice vyskytovaly na lokalit¢ Kanclit ptfi druhém
odbéru (4. srpna) a nejméné se pak vyskytovaly na lokalit¢ Cep. Primérné nejméné byly
striktn¢ anaerobni bakterie detekovany pfi poslednim odbéru, a to 1,01 log KTJ/g, a primérné

nejvice pii prvnim odbéru, a to 1,49 log KTJ/g.

V roce 2015 byly stanoveny pocty bakterii z rosolovité hmoty kolonie Pectinatella
magnifica, z povrchové hmoty kolonie Pectinatella magnifica a z okolni vody. V roce 2015
probéhly 3 odbéry a stanovovaly se aerobni bakterie, fakultativné anaerobni bakterie a striktné

anaerobni bakterie. V tabulce ¢islo 6 jsou hodnoty zaznamenany pro vSechny typy bakterii.
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Tabulka ¢. 6: Poéty bakterii (log KTJ/g) ve vzorcich Pectinatella magnifica a ve vodé

stanovené v roce 2015

Datum odbéri
8.8ervence 3.srpna 8.zt
Lokalit T X Aerobni Fakultallljvn’e Anaerobni | Aerobni Fakullallljvn’e Anaerobni | Aerobni Fakullallljvr}e Anaerobni
olkalita yp vzorku bakterie | 2™ | pakterie | bakterie | 2OCO°™ | bakterie | bakterie | 2o oo™ | bakterie
bakterie bakterie bakterie
Ce Rosolovitd hmota z kolonie
P Pectinatella magnifica 5,84 5,64 3,30 4,65 3,69 2,54
Povrf:hové hmota z_k_olonie NEBYLY NALEZENY
Pectinatella magnifica 7,40 7,15 1,74 5,37 491 2,67
Voda 2,18 2,70 1,10 2,51 2,42 137
Heitman Rosolovita hmota z kolonie
J Pectinatella magnifica 5,46 4,68 4,17 5,00 4,53 3,30
Povr_chové hmota z_k_olome NEBYLY NALEZENY
Pectinatella magnifica 6,75 6,73 2,94 4,98 9,16 6,75
Voda 242 225 1,40 1,88 1,87 0,00
- Rosolovita hmota z kolonie
Kanclit . -
Pectinatella magnifica 4,87 6,26 5,32 4,22 3,00 0.00
Povrehové hmota 2 kolonie NEBYLY NALEZENY
Pectinatella magnifica 8,30 8,33 7,40 8,10 8,10 3,62
Vi
oda 3,74 3,63 2,51 2,35 2,35 1,82
Veseli Rosolovita hmota z kolonie
; Pectinatella magnifica 4,49 3,72 3,22 4,90 4,15 2,90 4,64 4,13 3,71
Povrchova hmota z kolonie
Pectinatella magnifica 7,20 7,10 5,88 6,53 5,51 4,43 6,59 6,57 6,30
Voda 2,60 2,30 0,80 2,10 1,93 0.00 2,53 2,43 1,10
Rosolovita hmota z kolonie
Primér + smérodatna odchylka |Pectinatella magnifica 4,94 +0,4914,89 + 1,28(4,24 = 1,05|4,79 + 0,81 [4,33 £ 1,09(2,38 + 1,60 (4,65 £ 0,01 /3,91 £ 0,31|3,13 £ 0,83
Povrchova hmota z kolonie
Pectinatella magnifica 7,36 +0,83]7,36 +£0,85(5,29 + 2,11 (6,66 + 1,30 (7,48 = 1,55|4,14 £ 2,08|5,01 + 0,52 (5,74 + 1,17|4,49 + 2,57
Voda 2,92 +0,58 (2,73 +0,64 {1,57 +0,71 12,13 +0,17 |2,21 +0,34 |1,46 +0,36 (2,52 +0,01 2,43 +0,01 |1,24 +0,14

Pfi prvnim odbéru 8. cCervence bylo zaznamendno nejvice aerobnich bakterii
v povrchové hmoté¢ na lokalité¢ Kanclit, nejméné pak ve vod¢ na lokalit¢ Hejtman. Na lokalité
Cep pfi prvnim odbéru nebyly nalezeny Z4dné aerobni bakterie. U fakultativn€ anaerobnich
bakterii se pocty pohybovaly od 2,25 (log KTJ/g) ve vod¢ na lokalit¢ Hejtman do 8,33 (log
KTJ/g) v povrchové hmot¢ na lokalit¢ Kanclit. U striktné anaerobnich bakterii byl nejnizsi

pocet zaznamendn také ve vode, ale na lokalité Veseli, a nejvyssi pocet byl zaznamenan stejné

jako u fakultativné anaerobnich bakterii v povrchové hmot¢ na lokalité Kanclif.

Pti druhém odbéru 3. srpna bylo detekovano nejvice aerobil v povrchové hmoté na
lokalit¢ Kanclif a nejméné ve vod¢ na lokalit¢ Hejtman. Stejné tak fakultativné anaerobni
bakterie byly nejvice detekovany v povrchové hmoté, ale na lokalit¢ Hejtman, a na stejné
lokalité bylo soucasné¢ zaznamenano nejméné fakultativné anaerobnich bakterii, ale ve vode¢.
Pocty striktné anaerobnich bakterii byly nejvyssi v povrchové hmoté€ na lokalité Hejtman, a to

6,75 (log KTJ/g), a nejnizsi ve vod¢ na lokalité Cep, a to 1,10 log (KTJ/g).
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Pti tretim odbéru 8. zaii nebyly nalezeny kolonie mechovek na lokalitich Hejtman
a Kanclif. Nejvice aerobt bylo nalezeno v povrchové hmoté na lokalit¢ Veseli, a to 6,59 (log
KTJ/g), a nejméné ve vodé na lokalité Cep, a to 1,10 (log KTJ/g). Uplné stejné to bylo pro
fakultativné anaerobni bakterie, kterych bylo nejvice nalezeno, stejné jako aerobnich bakterit,
v povrchové hmoté na lokalité Veseli a nejméné ve vodé¢ na lokalit¢ Cep. Pocty striktné
anaerobnich bakterii se pohybovaly od 6,30 (log KTJ/g) v povrchové hmot¢ na lokalit¢ Veseli
do 1,10 (log KTJ/g) ve vod¢ na lokalité Veseli.

Pocty jednotlivych skupin bakterii stanovené ve vSech sledovanych letech na lokalité

Cep jsou porovnany v grafu Cislo 1.

Graf ¢. 1: Pocty bakterii stanovené v jednotlivych letech na lokalité Cep

HCep 2012

log KTl/g mCep 2013

W Cep 2014
HCep 2015
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aerobni f. anaercobni anaerobni

Z grafu Cislo 1 je patrné, Ze nejvyssi poCty bakterii byly na lokalit¢ Cep zaznamendny
vroce 2013. Ve vSech letech byly pocty aerobnich bakterii vyssi v povrchové hmoté nez
v gelu. To samé plati 1 pro bakterie fakultativné anaerobni. V roce 2013 byly striktné
anaerobni bakterie ¢etn¢j$i na povrchu nez ve vnitini gelové hmoté. V letech 2014 a 2015

tomu bylo naopak.
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Pocty aerobnich, fakultativné anaerobnich a striktn¢ anaerobnich bakterii stanovené ve

vSech sledovanych letech v okolni vod¢ na lokalité Cep jsou porovnany v grafu ¢islo 2.

Graf ¢. 2: Pocty bakterii stanovené v jednotlivych letech v okolni vodé na lokalité Cep
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aerobni  f. anaerobni anaerobni

Jak je patrné z grafu Cislo 2, tak pouze aerobni bakterie se podafilo identifikovat
z okolni vody ve vSech sledovanych letech. Nejvice aerobl bylo nalezeno v okolni vodé
vroce 2013 a nejméné pak vroce 2015. Fakultativné anaerobni bakterie v okolni vod¢ se
podarilo stanovit v roce 2012, kdy jich bylo nejméné, a v letech 2014 a 2015, kdy jich naopak
bylo nejvice. Striktn¢ anaerobnich bakterii v okolni vod¢ bylo nejvice v roce 2013, coz je

o mnoho vice nez v roce 2014, kdy jich bylo nejméné.
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V grafu ¢islo 3 jsou porovnany pocty aerobnich, fakultativné anaerobnich a striktné
anaerobnich bakterii ve vSech sledovanych letech, a to od roku 2012 do roku 2015 na lokalité

Hejtman.

Graf ¢. 3: Pocty bakterii stanovené v jednotlivych letech na lokalit€¢ Hejtman
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log KTJ
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aerobni f. anaerobni anaerobni

V grafu Cislo 3 je vidéet, ze pocty fakultativné anaerobnich bakterii na lokalit¢ Hejtman
v povrchové hmot€ v letech 2013-2015 se vyrazné¢ neménily. Pouze vroce 2012 bylo
fakultativné anaerobnich bakterii v povrchové hmoté¢ detekovano vyrazné méné. Aerobni
bakterie v rosolovité hmot¢ byly identifikovany ve vSech sledovanych letech ptiblizné stejn¢,
nejméné vSak vroce 2012. Striktné¢ anaerobni bakterie mély jak v rosolovit¢ hmoté, tak
1 v povrchové hmoté piiblizné stejnou tendenci — v roce 2015 jich bylo nalezeno nejvice

a v roce 2013 nejméng.
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Pocty jednotlivych skupin bakterii stanovené v okolni vodé ve vSech sledovanych

letech na lokalité¢ Hejtman jsou porovnany v grafu ¢islo 4.

Graf ¢. 4: Pocty bakterii stanovené v jednotlivych letech v okolni vodé¢ na lokalité¢ Hejtman
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aerobni f. anaerobni anaerobni

V grafu ¢islo 4 je opét mozné vidét, ze pouze aerobni bakterie byly stanovené v okolni
vod¢ ve vSech sledovanych letech. Nejvice aerobii v okolni vodé bylo v roce 2012, o néco
méné aerobll bylo nalezeno v roce 2013 a nejméné aerobil v okolni vodé bylo v roce 2015.
Fakultativn¢ anaerobnich bakterii v okolni vodé bylo nejvice detekovdano vroce 2014
anejméné v roce 2012. V roce 2013 se bohuzel nepodafilo stanovit fakultativné anaerobni
bakterie v okolni vod¢ na lokalit¢ Hejtman. Naopak striktn¢ anaerobnich bakterii bylo nejvice
detekovéno v roce 2013 a nejméné jich bylo detekovéano v roce 2015. V roce 2012 se bohuZzel

nepodafilo detekovat striktné¢ anaerobni bakterie v okolni vod¢ na lokalit¢ Hejtman.
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V grafu ¢islo 5 jsou porovnany pocty aerobnich bakterii, fakultativné anaerobnich
bakterii a striktné anaerobnich bakterii ve vSech sledovanych letech, a to od roku 2012 do

roku 2015 na lokalité Kanclif.

Graf ¢. 5: Pocty bakterii stanovené v jednotlivych letech na lokalité Kanclif
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aerobni f. anaerobni anaerobni

Z grafu Cislo 5 je mozné vycist, Ze nejvyssi poCty fakultativné anaerobnich bakterii
byly identifikovany v povrchové hmoté v roce 2015. Jen o néco méné tomu bylo v roce 2014.
Vroce 2012 bylo identifikovano nejméné fakultativné anaerobnich bakterii v povrchové
hmot¢. Podobna tendence je 1 u aerobnich bakterii, kterych bylo nejvice nalezeno v povrchové
hmoté v roce 2015 a nejméné pak vroce 2012. U striktné anaerobnich bakterii byl vyvoj
v povrchové hmoté€ jiny. V roce 2012 nebyly nalezeny Za4dné na lokalit¢ Kanclif. V letech
20132014 byly pocty striktné anaerobnich bakterii v povrchové hmoté piiblizné stejné.

A v poslednim sledovaném roce 2015 byl pocet striktné anaerobnich bakterii v povrchové
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Pocty jednotlivych skupin bakterii stanovené v okolni vodé ve vSech sledovanych

letech na lokalit¢ Kanclif jsou porovnany v grafu ¢islo 6.

Graf ¢. 6: PocCty bakterii stanovené v jednotlivych letech v okolni vodé na lokalit¢ Kanclif
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Z grafu Cislo 6 je patrné, Ze nejvice bylo stanoveno aerobnich bakterii v okolni vodé
vroce 2012. Neyjméné bylo stanoveno striktné¢ anaerobnich bakterii v okolni vodé¢ v roce
2014. Fakultativné anaerobni bakterie byly identifikovany ve tfech letech ze ¢tyt sledovanych
let. Nejvice fakultativné anaerobnich bakterii bylo nalezeno v okolni vod¢ v roce 2014

a nejméné jich v okolni vod¢ bylo nalezeno v roce 2012.

50



Pocty jednotlivych skupin bakterii stanovené ve vSech sledovanych letech na lokalité

Veseli jsou porovnény v grafu ¢islo 7.

Graf ¢. 7: Pocty bakterii stanovené v jednotlivych letech na lokalité Veseli
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Na lokalit¢ Veseli bylo zaznamendno nejvice aerobnich bakterii v povrchové hmoté
v roce 2014, jak je dobie vidét na grafu ¢islo 7. Podobné tomu bylo pro fakultativné anaerobni
bakterie, kterych bylo nejvice nalezeno také v povrchové hmoté v roce 2014, nejméné pak
jich bylo nalezeno v povrchové hmoté v roce 2012. Naopak striktné anaerobnich bakterii

v povrchové hmoté v roce 2014 bylo nalezeno nejméné ze vSech sledovanych let.
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Pocty aerobnich, fakultativné anaerobnich a striktn¢ anaerobnich bakterii stanovené ve
vSech sledovanych letech od roku 2012 do roku 2015 v okolni vodé¢ na lokalité¢ Veseli jsou

porovnany v grafu ¢islo 8.

Graf ¢. 8: Pocty bakterii stanovené v jednotlivych letech v okolni vodé na lokalité Veseli
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Z grafu cislo 8 je patrné, Ze na lokalit¢ Veseli bylo detekovano v okolni vod¢é nejméné
striktné anaerobnich bakterii. Uplné nejmensi pocet striktné anaerobnich bakterii byl nalezen
vroce 2015. O néco vice jich bylo nalezeno vroce 2014 a nejvice pak vroce 2013.
Fakultativné anaerobnich bakterii bylo nejméné v okolni vodé nalezeno v roce 2015. Naopak
aerobnich bakterii bylo ve vodé¢ na lokalité Veseli detekovano docela velké mnozstvi, nejvice

pak v roce 2012 a nejméné aerobt bylo nalezeno v roce 2015.
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Ziskand data byla statisticky zpracovana. Rozdily jednotlivych skupin bakterii
v jednotlivych typech vzorkdi byly porovnany v programu STATISTICA 12 metodou
ANOVA. Vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce ¢islo 7.

Tabulka €. 7: Primérné pocty (log KTJ/g + smérodatnd odchylka) jednotlivych skupin
stanovovanych bakterii ve vSech typech vzorkl v pribehu let 2012-2015

Aerobni Anaerobni F:ll::gi%‘l;?e
bakterie bakterie .
bakterie
Rosolovita hmota
z kolonie
Pectinatella magnifica 5,13 +0,76* 3,78 £ 0,358 4,63 +0,95€
Povrchova hmota
z kolonie
Pectinatella magnifica 6,90 + 1,224 4,50 + 1,438 7,38+ 1,20*
Voda
3,17+0,78* 1,72+ 0,778 2,48 £0,67*
A

-B.C_ Hodnoty se statisticky vyznamné 1i§i na hlading vyznamnosti p = 0,05.

Obecné lze fici, Ze poCty aerobnich, fakultativné anaerobnich a striktné anaerobnich
bakterii béhem odbért v letech 2012-2015 byly nejnizsi ve vod¢, nasledné pak v rosolovité
hmot¢ a nejvyssi poéty byly detekovany v povrchové vrstvé kolonie Pectinatella magnifica.

Celkové bylo detekovano nejmén¢ anaerobnich bakterii a nejvice aerobnich bakterii.

Z vysledki statistického Setfeni vyplyva, Ze v gelové hmoté prevladaji aerobni
bakterie, které jsou o fad Cetnéjsi nez fakultativné anaerobni bakterie a o dva fady cetnéjsi nez
bakterie anaerobni (statisticky vyznamné rozdily byly potvrzeny mezi vSemi tfemi
skupinami). V povrchové vrstvé statisticky vyznamny rozdil v poctu aerobnich a fakultativné
anaerobnich bakterii prokazan nebyl, vyrazné¢ niz§i bylo ovSem mnozstvi anaerobnich
bakterii, a to o dva fady. Rozdil v Cetnosti aerobnich a anaerobnich bakterii v povrchové
vrstvé je statisticky vyznamny, stejné tak jako rozdil v mnozstvi bakterii striktné
a fakultativné anaerobnich. Ve vzorcich vody byly zaznamenany vibec nejnizsi pocty vSech
skupin sledovanych bakterii. Nejcetnéjsi byly aerobni bakterie, nasledovaly bakterie
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jako tomu bylo ive vzorcich gelovit¢ hmoty. Stejn€ jako u povrchové vrstvy kolonii
bochnatek byl zaznamendan statisticky vyznamny rozdil mezi pocty aerobnich a anaerobnich
bakterii a mezi pocty fakultativnich a striktnich anaerobti. Rozdil v mnozstvi aerobnich
a fakultativné anaerobnich bakterii nebyl signifikantni. Povrchova vrstva kolonii mechovek
byl jediny typ vzorku, kde nejvyssich pocti dosahovaly fakultativné anaerobni bakterie. Data

pochézeji z vybérovych souborti s normalnim rozdélenim dle Shapiro-Wilkova testu.

Daéle byla stanovena korelace mezi poctem bakterii v povrchové nebo gelové hmoté
bochnatky a poctem bakterii v okolni vod¢. Pro regresni analyzu byla pouzita metoda
jednoduché linearni regrese. Zaveérem regresni analyzy je, ze mnozstvi mikroorganismu
pritomnych v koloniich mechovky neni zdvislé na poctu mikroorganismti pfitomnych ve

vode, coz svédci o jejich komensalnim ¢i symbiotickém charakteru.
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7. Diskuse

Bochnatka americka (Pectinatella magnifica) je druh mechovky, ktery se vyskytuje ve
sladké ¢isté vodé. Pavodné Pectinatella magnifica pochazi z oblasti Severni Ameriky. Do
Evropy se poprvé dostala jiz v poloving 19. stoleti. V Ceské republice se bochnatka vyskytuje
na fad€ naSich Udolnich nadrzi a piskoven. Nejcastéji je mozné jeji kolonie nalézt na
potopenych vétvich, kofenech a predmétech v blizkosti biehu. Bochnatka je ptisedly zivocich,
ktery vytvati kolonie riiznych tvarti. Samotna kolonie je vytvotena ze zooidl (jedinct), ktefi
vznikaji pucenim z matetského jedince. T€lo zooida je valcovit¢ho nebo vakovitého tvaru
a obsahuje vSechny organové soustavy. Uvnitt kolonie jsou zooidi navzajem propojeni
mezenchymatickym provazcem. Diky zfasené ploSe jsou tyto kolonie schopny pfisedat
k podkladu. Bochnatku americkou je mozné nalézt od Cervna do zafi, kdy se jeji kolonie
zacinaji rozpadat. Ve skutecnosti jde o tuhé kolonie velikosti citronu az obrovského mice. Na
povrchu Pectinatella magnifica jsou tisice jedinct bezobratlého zivocicha. Rosolovita hmota
se nachazi uvnitf kolonie a mize dosdhnout tloustky az 70 cm. Rosolovitd hmota je
produktem samotnych zooidd, kteti si tak zvétSuji svij zivotni prostor (Sharp et al., 2007).
Samotny jedinec je mikroskopicky, zZivi se filtraci planktonu a ma vztah k Cist¢ vodé. Dosud
neni zndmo, ze by s vyskytem bochnatky v naSich vodach souviselo n¢jaké zdravotni riziko
pro clovéka. SpiSe naopak lze fici, Ze bochnatka ptispiva ke kvalit¢ vody tim, ze se zivi
filtraci mikroorganisml sinic a fas. VétSinou ale jeji vyskyt v ptfirodé je zcela neSkodny

(Wood, 2001).

Moftské mechovky jsou zdrojem biologicky aktivnich latek. Mnoho téchto latek neni
produkovano mechovkami, ale jsou syntetizovany symbiotickymi mikroorganismy.
K dnes$nimu dni bohuzel existuje jen velmi maly pocet studii zaméfenych pravé na zkoumani
mikroorganismi v mechovkéch. Jednu studii vypracovali Heindl et al. (2009), kde se autofi
zam¢éfili na stanoveni druh symbiotickych bakterii v mofskych mechovkéch. V této praci
byly stanoveny druhy symbiotickych bakterii, ne vSak jejich pocCty. Pracovalo se celkem s 21
vzorky motskych mechovek, které byly odebrany ze 14 riznych lokalit z Baltského
a Stfedozemniho mote. Ze vzorkl bylo izolovano 340 kment bakterii. Z Baltského mote byly
izolovany naptiklad druhy rodt Shewanella, Marinomonas a Vibrio, na rozdil od kment

Sphingomonas a Alteromonas, které byly izolovany ze vzorkt ze Stfedozemniho moie. Ale

55



napiiklad rod Pseudoalteromonas byl izolovan ze vzorkd jak ze Stfedozemniho, tak

1 z Baltského mofte.

Shewanella je rod moiskych bakterii, které patii k jedném z nejb&zné&jsich bakterii na
Zemi. Shewanella je fakultativni, gramnegativni, anaerobni bakterie (Gorby et al., 2000).
Vibrio je rod gramnegativnich, fakultativné anaerobnich bakterii. Ziji saprofyticky ve sladké
i v motské vod¢, v pide€ i v organismu ¢lovéka a zvifat (Blake et al., 1979). Alteromonas je
rod proteobakterii, které se nachazeji v moiské vod¢ jak na otevieném ocednu, tak i1 na
pobfezi. Jednd se o gramnegativni, aerobni a heterotrofni bakterie (Gauthier et al., 1995).
Pseudoalteromonas je rod moiskych bakterii. Je to novy rod, ktery byl vyclenén z rodu

Alteromonas. Jedna se o gramnegativni, heterotrofni aerobni bakterie (Bozal et al., 1997).

Protoze u moiskych mechovek byl prokdzan vyskyt bakterii, ptedpokladali jsme, ze
i Pectinatella magnifica bude mit ve svych koloniich bakterie. Proto bylo cilem diplomové
prace jejich kultivacni stanoveni v koloniich bochnatek odebranych v lokalitich Cep,
Hejtman, Kanclit a Veseli. K tomuto uc¢elu byla na zéklad¢ literarnich udajii sestavena
kultivaéni média. Byla navrzena celkem 3 média, ale z prvnich vysledkll stanoveni
mikroorganismil se ukdzalo, Ze pro kultivaci a izolaci co nejrozmanitéjSiho spektra bakterii se
nejlépe hodi ,,Yeast extract® agar s ptidavkem tryptonu a glukézy. Bakterie byly kultivovany
na tomto agaru ve vSech Ctyfech sledovanych letech a ze vSech nami sledovanych lokalit.
Kultivace probihala za aerobnich podminek pro stanoveni poctli aerobnich bakterii. Dalsi byla
anaerobni kultivace, pfi které byly stanoveny pocty jak striktné anaerobnich, tak fakultativné
anaerobnich bakterii. Béhem let 2012-2015 se z nami sledovanych lokalit vzdy odebirala

rosolovita hmota kolonie Pectinatella magnifica, povrchova vrstva kolonie Pectinatella

magnifica a okolni voda.

Z vysledki statistické analyzy vyplyva, ze v rosolovité hmot¢ kolonii Pectinatella
magnifica maji pfevahu aerobni bakterie, které se zde vyskytuji v nejvyssich poctech. Aerobni
bakterie v rosolovité hmot¢ byly o fad pocetnéjsi nez fakultativné anaerobni bakterie a o dva
fady pocetnéjsi nez striktné anaerobni bakterie. V povrchové hmoté kolonie Pectinatella
magnifica nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi poctem aerobnich a fakultativné
anaerobnich bakterii. OvSem striktn¢ anaerobni bakterie v povrchové vrstvé se vyskytovaly
vyrazné méng, jejich Cetnost byla az o dva tady nizsi. Z téchto vysledkt vyplynulo, ze rozdil
mezi vyskytem aerobnich a striktné anaerobnich bakterii v povrchové vrstvé bochnatky je
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statisticky vyznamny stejné tak jako rozdil mezi vyskytem fakultativné anaerobnich a striktné
anaerobnich bakterii v povrchové vrstvé bochnatky. V odebrané okolni vod¢ ze vSech nami
a striktn€¢ anaerobnich bakterii. Nicméné tendence vyskytu bakterii ve vodé je podobna jako
v povrchové vrstvé bochnatky. Ve vodé byl zaznamenén statisticky vyznamny rozdil mezi
poctem aerobnich a striktné anaerobnich bakterii a souc¢asné byl také zaznamenan statisticky
vyznamny rozdil v poctu fakultativné anaerobnich a striktné anaerobnich bakterii. Rozdil
v po¢tu aerobt a fakultativné anaerobnich bakterii nebyl statisticky vyznamny. Nejvétsi
variabilita byla zaznamenana v poc¢tu bakterii stanovenych v povrchové vrstvé bochnatky, coz
je mozné také rozpoznat podle smérodatné odchylky. Je patrné, ze ¢im vyssi byla smérodatna
odchylka, tim vys§i byla variabilita poctu bakterii. Celkové bylo vysledovano, Ze pocty
aerobnich, fakultativné anaerobnich a striktné anaerobnich bakterii béhem sledovanych
v povrchové vrstvé kolonie Pectinatella magnifica. Nejvice bakterii v povrchové vrstvé
kolonie bochnatky bylo nalezeno proto, zZe v povrchové vrstvé jsou obsazeni zooidi, v jejichz
travicim traktu se bakterie pravdépodobné hromadi. V rosolovité hmoté¢ kolonie bochnatky
bylo detekovano vice bakterii nez v okolni vodé, coz pravdépodobné svédéi o tom, ze
v rosolovité hmoté je vhodné prostiedi pro mnozeni bakterii a to naznacuje jejich symbioticky

charakter.

Co se tyce konkrétnich odbéri, tak v roce 2012 byly stanovovany pocty bakterii ze
vsech vzorki Pectinatella magnifica a z okolni vody a stanovovaly se pocty aerobnich
a anaerobnich bakterii. V roce 2013 se stanovovaly pocty bakterii ze vzorkli bochnatky
azvody. Vroce 2013 byl zaznamenan pocet aerobnich bakterii a odd€len¢ fakultativné
anaerobnich a striktné anaerobnich bakterii. V tomto roce pti druhém odbéru 21. srpna bylo
nalezeno nejvice fakultativné anaerobnich bakterii v povrchové vrstvé kolonie na lokalité
Cep, a to 8,51 log KTJ/g. V roce 2014 byl nejvyssi pocet bakterii nalezen také v povrchové
vrstve, ale jednalo se o aerobni bakterie na lokalité¢ Veseli. Jejich pocet byl 9,51 log KTJ/g,
coz byl nejvyssi detekovany pocet bakterii ze vSech nasich odbérii z ndmi sledovanych lokalit.
V roce 2015 byl nejcetnéjsi vyskyt bakterii opét v povrchové vrstvé kolonie pfi druhém
odbéru 3. srpna na lokalit¢ Hejtman. Jednalo se o fakultativné anaerobni bakterie a jejich
pocet byl 9,16 log KTJ/g. Béhem vsech ¢étyt sledovanych let od roku 2012 do roku 2015 bylo

vypozorovano, ze mnozstvi bakterii pfitomnych v koloniich bochnatky neni zavislé na poctu
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bakterii pfitomnych v okolni vodé¢, coz svédC¢i o jejich komensalnim ¢i symbiotickém
charakteru. Nebyla zaznamendna ani Zadna zdvislost mezi datem odbéru a poctem bakterii

v koloniich bochnatky.

Jak uz bylo feceno vySe, doposud byly vSechny studie vénovany pouze zkoumani
a urceni bakterii v motfskych mechovkach. Proto Vlkova et al. (2015) vypracovali studii, ve
které se zaméfuji jak na pocty bakterii, tak 1 na druhové slozeni bakterii ve sladkovodni
mechovce Pectinatella magnifica. Z vysledku studie Vlkové et al. (2015) vyplyva, ze mezi
pocty bakterii v koloniich Pectinatella magnifica a terminem odbérti vzorkti bochnatky
nebyly pozorovany zadné zavislosti, stejné jako tomu bylo i v této diplomové praci. Ve
vétsing pripadit byly nejvyssi pocty detekovany v povrchové vrstvé kolonie, stejné jako pii
dalsich odbérech v letech 2012-2015, které byly zpracovany v této diplomové praci. Cetnéjsi
vyskyt bakterii v povrchové vrstvé lze ocekavat, nebot, jak uz bylo zminéno vyse,
v povrchové vrstveé jsou obsazeni zooidi, ktefi pro sebe pomoci filtrace vody ziskéavaji ziviny.
Béhem letni sezony se zooidi rozmnozuji a tim zvySuji sviij poCet a dochazi tak k ptirtistku
rosolovit¢ hmoty kolonie bochnatky. Ve studii Vlkové et al. (2015) byly ve vétSin¢ piipadi
nejvyssi pocty bakterii izolovany v povrchové vrstvé kolonie bochnatky a jejich pocty se
pohybovaly od 4,95 do 6,61 log KTJ/g pro aerobni bakterie a od 2,30 do 6,52 log KTJ/g pro
anaerobni bakterie. Déle byly stanoveny pocty bakterii v rosolovité hmot¢ kolonie bochnatky.
Mnozstvi aerobnich bakterii se pohybovalo od 4,22 do 6,37 log KTJ/g a mnozstvi
anaerobnich bakterii se pohybovalo od 1,30 do 6,85 log KTJ/g. Nebyla zde zjisténa Zadna
zavislost mezi pocty bakterii v kolonii Pectinatella magnifica a okolni vodg¢, stejné tak jako
v mé diplomové préci, kde byla stanovena korelace mezi poctem bakterii v povrchové vrstvé
nebo rosolovité hmot¢ bochnatky a poctem bakterii v okolni vod¢. Dale jsme predpokladali,
Ze nejvyssi pocty bakterii budou obsazeny v koloniich Pectinatella magnifica tehdy, pokud
vzorky budou odebirany z lokalit, kde je vysoky obsah mikroorganismil ve vod¢, ale bohuzel
ani zde zadna zavislost nebyla prokazana, nebot’ jen u nékterych vzorkd byl vyssi vyskyt
bakterii v kolonii a nékdy naopak nizsi. Navic se pocet bakterii ve vod¢ 1iSil béhem sezony
a podobny vyvoj v obsahu bakterii v bochnatce nebyl pozorovan, z ¢ehoz vyplyva, ze obsah
bakterii v kolonii bochnatky neni nijak zéavisly na jejich obsahu ve vodé. Obsah bakterii
v kolonii Pectinatella magnifica mize byt také ovlivnén samotnym stafim bochnatky, coz
ovSem neni mozné odhadnout. V piipadé, Ze je kolonie Pectinatella magnifica velmi mlada,

muze mit i velmi nizky pocet bakterii uvniti kolonie. Nebo kolonie Pectinatella magnifica je
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jiz vysokého stafi, coz mize byt 1 tésné pred rozpadem, a v tomto ptipadé kolonie bochnatky

muze mit velmi vysoky pocet bakterii.

Kromé poctu bakterii stanovovali Vlkova et al. (2015) 1 druhy obsazené v koloniich
Pectinatella magnifica. Na identifikaci bakterii, které byly z kolonii mechovek izolovany po
kultivaci, byly pouzity dv€ nezavislé metody. Prvni metoda byla hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF. Jako druh4a metoda byla zvolena sekvenace genu pro 16S rRNA, tato metoda
se ukazala jako spolehlivéjsi a presnéjsi na urceni druhového slozeni bakterii v kolonii
bochnatky. V této studii byly izolovany nasledujici druhy bakterii rodt Pectinatella
magnifica, a to Aeromonas, Aquitalea, Chryseobacterium, Herbaspirillum, Enterobacter,
Lactococcus, Leuconostoc, Pseudomonas a Sphingomonas. Vyse zminéné rody bakterii byly
identifikovany z obou typt vzorkt Pectinatella magnifica jak zpovrchové vrstvy, tak

1 z rosolovité hmoty kolonie.

Aeromonas je gramnegativni fakultativn€ anaerobni bakterie. Je kultivacn€ nendro¢na
a byla nejcetnéjsi ve vzorcich kolonii Pectinatella magnifica. Vyskytuje se hojné v ptirode¢,
napiiklad u ryb a obojzivelnikli. Rovnéz se mize vyskytnout ve stievé ¢loveka. Pohyblivé
druhy mohou byt patogenni 1 pro clovéka, produkuji riizné toxiny a mohou vyvoldvat
prijmova onemocnéni, u oslabenych osob muize dojit i k systémové infekci (Silver et al.,
2011). Enterobacter je gramnegativni pohyblivd opouzdiend bakterie z celedi
Enterobacteriaceae. Tato bakterie byla izolovana v rosolovit¢é hmoté kolonie Pectinatella
magnifica na lokalit¢ Kanclif. Bakterie se vyskytuji v pud¢, nékdy v travicim traktu. Mohou
meningitidu ¢i sepsi (Grimont and Grimont, 2005). Dalsi gramnegativni aerobni bakterie,
ktera byla izolovana ze vzorkl bochnatky na lokalit¢ Cep, je Pseudomonas. Jedna se
o bakterii tyCinkovitého tvaru, kterd ptivodn¢ byla izolovana v pad¢, ale dnes ji mizeme
nalézt jak v piid¢é nebo vod¢, tak i na mnoha ptirodnich stanovistich. Vytvafi kolonie, které
maji kovové leskly vzhled (Tvrzova et al., 2006). Druhym nejvice izolovanym druhem
bakterie z obou typi vzorku Pectinatella magnifica, a to jak zpovrchové vrstvy, tak
i zrosolovit¢é hmoty kolonie, byl rod Aquitalea. Tento rod obsahuje dva druhy — Ag.
magnusonii a Ag. denitrificans (Lau et al., 2006). Oba tyto druhy bakterii byly detekovany ve
vzorcich kolonii bochnatky. Aquitalea sp. je gramnegativni fakultativné anaerobni bakterie,

kterd nevytvaii spory. Poprvé byly vyse zminéné druhy bakterii izolovany z jezera na severu
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Wisconsinu. Dal$i zminky o bakteriich rodu Aquitalea byly na zaklad¢ toho, Ze se je povedlo
detekovat na raSeliniStich v Yongneup, Jizni Korea (Lee et al., 2009). Druh bakterie
Herbaspirillum (rod H. lusitanum a H. huttiense) byl izolovan z rosolovité hmoty kolonie
Pectinatella magnifica na tfech sledovanych lokalitich — Cep, Kanclif a Veseli.
Herbaspirillum sp. je gramnegativni aerobni bakterie, patfici mezi Betaproteobakterie. Tyto
rody se prevazné skladaji z diazotrofnich bakterii s potencidlni endofytickou a systémovou
kolonizaci na rostliny (Valverde et al., 2003; Ding and Yokota, 2004; Dobritsa et al., 2010).
Bakterie pattici do tohoto rodu byla izolovana z mnoha riznych vzorkt vody. Sphingomonas
je dalsi identifikovana bakterie v kolonii bochnatky, ktera byla izolovana z rosolovité hmoty
kolonie Pectinatella magnifica ze vzorku, ktery byl odebrany na lokalité¢ Cep. Dalsi kmeny,
které byly identifikovany, pattily k druhim Chryseobacterium, jenz byl izolovany
z povrchové vrstvy bochnatky ze vzorku zlokality Cep, a dalsi rody Chryseobacterium
seobacterium a gambrini byly ziskany po kultivaci rosolovit¢é hmoty z lokality Hejtman.
Posledni zminéné dva druhy izolované z lokality Cep z kolonie Pectinatella magnifica jsou
Leuconostoc a Lactoccocus. Oba dva druhy se velmi casto vyskytuji v mléce a dalSich
potravinach. Obycejné je ale také mozno je detekovat v rtiznych odriidach rostlin (Holzapfel
et al., 2009; Teuber, 2009). Bakterie nalezené v koloniich Pectinatella magnifica jsou béznou
soucasti mikrobioty, kde se tito ZivoCichové nachazeji (Vlkova et al., 2015). Podobné¢ je tomu
1 u motskych mechovci, jejichz symbiotické bakterie se ¢asto vyskytuji v motském prostredi

(Heindl et al., 2009).
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8. Zavér

Zavérem lze fici, ze v koloniich Pectinatella magnifica prevladaly aerobni bakterie,
nasledn¢ pak fakultativné anaerobni bakterie a nejméné striktné anaerobni bakterie ve vSech
typech vzorki. Celkové bylo nalezeno nejvice bakterii v povrchové vrstvé kolonie bochnatky,
o néco mén¢ pak v rosolovité hmoté kolonie bochnatky a nejnizs§i pocet byl zaznamenan
v okolni vodé. Pocet nalezenych bakterii ve vodé nijak nekoreluje s poctem nalezenych
bakterii v Pectinatella magnifica. Doposud nebyla zjisténa zadna zavislost v poétu bakterii

a v terminech odbérii a nebyla zaznamenana ani zddna dynamika béhem jednotlivych let.
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